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Prologo 


Se ha dicho que la microbiologia clinica es tanto un arte como 
una ciencia. La informacion cientifica relacionada con las caracte- 
nsticas metabolicas, fisiologicas y geneticas de los microorganis- 
mos ha proporcionado las bases para las pruebas de identificacion 
de aislamientos en el laboratorio clmico. El reconocimiento de la 
morfologia microscopica y macroscopica caracteristica de los 
microorganismos se considera la tarea esencial de la microbiolo- 
gia clmica en la seleccion inicial de las pruebas mas apropiadas 
para identificar cepas clmicas. Sin embargo, el proceso de identi¬ 
ficacion de la causa de una infeccion es mucho mas complejo. Es 
iniciado por el medico del paciente que evaliia sus antecedentes, 
los signos y smtomas y los hallazgos fisicos, lo cual sugiere un 
diagnostico tentativo de infeccion que a su vez conduce a la reco- 
leccion de las muestras que se consideran con mayor probabilidad 
de confirmar el diagnostico. Es esencial que el microbiologo cli- 
nico trabaje con los medicos para establecer pautas de recoleccion 
de muestras segun la causa y el sitio de infeccion sospechados. Es 
tambien responsabilidad del microbiologo clinico asegurarse no 
solo de que las muestras se recojan y coloquen correctamente en 
un recipiente sino tambien que se las transporte hasta el laborato¬ 
rio lo antes posible. 

Dado que las muestras son recogidas por diversos profesio- 
nales de la salud, tambien es esencial que el microbiologo cli¬ 
nico establezca criterios para rechazarlas ya sea porque se las 
recolecto mal o porque la prueba solicitada no es apropiada 
para la muestra remitida. En estos casos es importante la 
comunicacion entre el medico y el microbiologo, para que se 
remita otra muestra y para que el microbiologo instruya al 
medico acerca de cual es la mas adecuada. 

Una vez recibida la muestra correcta, el microbiologo debe 
haber establecido pautas de procesamiento para que se reali- 
cen las pruebas procedentes. Los tecnicos del laboratorio 
deben estar capacitados para distinguir entre la microflora 
endogena y los posibles patogenos debido a la tendencia habi¬ 
tual de los medicos a adjudicar importancia clinica a todo 
dato que informe el laboratorio. Asimismo, se debe ser pru- 
dente en la seleccion de los microorganismos que se somete- 


ran a antibiogramas y en la seleccion de los antibioticos eva- 
luados. 

Como si los problemas que acabamos de mencionar no fue- 
ran suficientes, el laboratorio de microbiologia enfrenta otras 
dificultades impuestas por las restricciones crecientes en los 
costos y la centralizacion de los laboratorios. Las primeras 
exigen el ejercicio del maximo cuidado en la seleccion de las 
pruebas y los procedimientos utilizados en el laboratorio, 
mientras que la ultima plantea problemas en el transporte de 
las muestras y la comunicacion. 

El objetivo de Diagnostico microbiologico de Koneman es 
proporcionar la informacion cientifica necesaria para com- 
prender las manifestaciones estructurales, fisiologicas, pato- 
genicas y clinicas de los microorganismos que causan enfer- 
medades infecciosas y presentar pautas y procedimientos para 
el diagnostico de laboratorio de estas enfermedades. El texto 
proporciona enfoques detallados de la recoleccion y el trans¬ 
porte de las muestras, los procedimientos para su procesamien¬ 
to, las pruebas utilizadas para la identificacion de los microor¬ 
ganismos, y graficos y cuadros que mencionan las reacciones de 
esas pruebas. Se intercalan graficos, cuadros y figuras que des- 
tacan los puntos claves del texto. Se proporcionan ademas 
microfotografias en color de los microorganismos y fotografias 
de colonias en medios solidos que ayudan a reconocer la mor¬ 
fologia caracteristica de los microorganismos. Como tal, este 
libro es la guia mas extensa sobre diagnostico microbiologico y 
su lectura debe ser una exigencia para los medicos especialistas 
en enfermedades infecciosas, patologos, microbiologos clinicos 
y auxiliares de laboratorio. 

John A. Washington 
Presidente Emerito, Departamento de Anatomia 

Patologica Clinica 

Jefe de Seccion Emerito, Seccion de Microbiologia Clinica 

Cleveland Clinic Foundation 
Cleveland, Ohio 
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rdidon itrprtseiin uti prngKsocnntinut^ «n tiut^rm 

intEnto pcir ci^unifdr :! nucSCtnii lECtOtts el cadf) VE2 

codtiplcju y eirinubntfr JeI di^gnos^rjiiro micrahioJ^'igicn. 
Klnl^r KonErtidil^ un{> de l<}S aulOcfS lijndddDc'cS y eI prapu]4{>r 
de Us otras cnco ediciomrs, ha drddidd no I'cmtininr mmi) 
iiuior coordinador. Kn teconocitniemo a sus enormes cnnirihu' 
Clones^ IMS compaileros uiuniinefnerTe in&istieron en CAmhUr el 
nombrc del libro por cl nif Dagtiostko micrtfhHtitfgico-, y 
VU Ctiktr (ie Konetnan. Pur fortvina, el doijiir Kcincmail 
CMuvii de auterJoen Ctintiiiu.'ir cnriHi ctiblkiradoi; de mcidcj que 
ill ExperiencU sigue ^tenJo pane tmporiante de La ubra. Dainost 
aqui b bienvenida a dos autorcs nuevoa: Gary Procop y Gail 
Wocxls. Su amplia experienda apnria ‘"airi' frescoy otras pers- 
pcctivas al rrabajo^ algo siempre iirportantc para cl crccimjento 
cuminuo dc eualquicr llbro. 

Si bieii U urgaciLcaeioii i'encral del icxlu siguc sialdiU sdiiilar a 
la de Las cdiciuncs antcriores^ sc han rcaliEadio algunus cambios 
iiupunaiitcs pan fcHejac la naiunleca dinamica dc nuesiro 
caoipo. Los capiiuiust 1 y 2, la Inrrodtiodoti a la inuxobiologLa 
cli'nka, sc haii revisado pata puiicr mamr AiUsis cii ludu cl 
campo y aJgn menusi de atcndi^n eti La baetcHoLogia. Sc ha agre< 
gado una lamina cn color que ilitsira los arTlIiciDS de los frotis 
enn tincian dc Gram y sc dcstaca la importanda dc conocer !o 
que no es reaL La tnlurtnacifin ampliada sobre gerendamlcntu 
y tv^ulacioncs del UfaoraEorio dv diagnosiico micEobjologieo 
rcHeja U rcalidad del cfcrcicto medico moderno. Ademas, benaos 
tratado las cucstioncs '‘suam" mas dilidks pemde impnrfan- 
ei.i entiea que cnfrcntamcK buy IlkIus Ius mierubiulDi^us elini* 
cos; ^Que onnWEuimoii^ euando lo consegutmos y cn que niedi- 
da lo conseguimos? Con recursos econdmicos y buinanos cada 
ve7 mas escasos> estas dificitltadcs han oohrado ranta rcicvancia 
coTon las tiMTstioTies cicnrfficas rradLeioFialcs. 

Fm esta cdicion sc presta mucha aicneion a Us tcenieas iradi- 
que TtiantiCneO su viEeflpa en t[»s l.ib^irprnnus cljnk^is^ 
pero la imponrancia cada la mayor d^ Ifri n^iodrK Ititnuoold- 
gicos [cap. 3L Y sobre rodo de las [^icas molfcuUfes jeap. A)^ 

iiiKcifii'n un ari.ilIrsLs cxIijli^Civci' tJu prii'ieipliua, .tal u^jimip liIi-i 

amplU eobeiiura cn cada capiruJo que traia sobre cHia. £n Ids 
casus en que el cnfoqnc inrmrnoldgiw o el mokcuUr sc tonvjr- 
licruii cii la rc^la dc lus labofaturius dia^nusiieuii^ cl texLu fue 
actualiEadq) para que rctlc^ra csius cairblos. Sc tia climinado o 
cundeiuaJo la cxplicadun de lus metudus cpbsuletus c» que sc 
esidn loinando rapidaiuentc aicakos. 

1ji intnoduecion a U hactcriologin, que siguc siendo cl eje do 
las laboratarioiS clinicns, enntinua cuinn capiiLiln ? y sJciita Us 
bases parn. lus Capitulus puvtrriuies subre cste Vasto Oampu, 1:1 
eapimlo sobre las espexies de Huctnophilus sc ba iiuc;grado con 
k explicacibn de otrns hacilnc grantnegq nvos con reqncrimlcn- 


rns noTocinnalefi e&pecia]e&. I’m el cnnirario^ la cnndderadmi de 
Ids aorltKimiceEos aerobins, un grupo bacrenano cada ve^ iruis 
complejo^ se tia sepanJo de la descripcinn de orros bacilos 
ertrnpDsiiivos. 

Kr rwpucsra a h frecueriiij crwknrc de tfivios dc ccKiparasi- 
rns a las labnrarorins diagudscioos para mj ideniifiiiractDn se ofrc' 
ce una explicacldn mas deiallada sohre la idemifkaciDn dc 
garraparas cn un apdidicc con laminas niicvas cn co^Ior. 

Ij filus4»fU del libro slgue sicudit la misToa; nutrstni [A>irtivo 
ES propurctunar uiLa explicaciun exlensa pero ^Kriolica de la cieit* 
cia y cl ane del dia^ndscico microblobb^a. dramas convioici- 
do^ dc que os oscitcial integrar los prablcnuts y las dilkulradcs 
clinicas oon Us hemmientas que uiiliumos cn cl laboraiorio 
para proporcionar la Informatiar rxrmaria para tratar a lew 
packnecs. Ful bcncHcio del packntc « cl eje del cjcrckio medko 
lanracn La conuilia cLnica cumo cn cl LalK>ratoriD. lambicn cre- 
emos que cs neocsario provetr una documertadon rigunxia de 
Us fucrliies pniuarias que SustcrLtact b LnlurmjjLiun eundsA. 

£sec texlu esta dcstinaJu a dus grupus dc lectures^ El priiucr 
grupu son los cstudimtics de miurobiulu^a y dc mcdkiiia, subre 
tudo Ids mtcrcsodos cn ks enfermedades [nfccdosiis. El libro 
propondoiiii utia revision cxrcnsa p^xra escuJiantn graduado^ 
residences de Arutomia Patnlogicn y hecarim dc cnicrmcdadcs 
infoOelusns. Para Ieh esiudiantes dc pnrgrado U cantidad dc 
maurial puede parecer abrunudora, pero cs rnulcada dc los 
couoclmicnros acruaks. La dedkaetdn del doceotc cs r^enual 
para guinr a I cstudknte que se inieWn quien contara luego enn 
los metbos Convcnicntcs para aplicarlus cn su ambitu de ejenji- 
c]o n su liigar de rral>a|U, en lugar dc una tnfomuK'Lnn inrro- 
dmiioria superficial y desactualizjda para la biKliuieca. 

El OETOgrupo, igu^ilmence imperranre^ loconsiiruyer los pro- 
fesinnalcs del labnratujiu para quien« el lexTo puede represen- 
tar la primera fiifne decapflciracion acrualirada o de resnlncion 
de pniblernas dc la practica clinicn, 

A fin de fpcililar la Ci>tnpren-SK']n de |[JS tpmas, $egU]rTius uoli- 

zanJo ciiadrnstgrafk’osderallados recuadfoscon resumcn dc 
lexiu y nuiitcrusas llunrracMinei, muchai j UhJo «ilor, tkJa 
cupiculo curtiLcn;ca con un bosquejo detalladti: cl capJtuloen uiia 
mlrada. 

Ealamos muy agraJct-iJus a his distinfiis nieuiorcST cakga^ 
y cstudlaiiEcs cuyos plaiiEOus nos ban csiiuiuUdo c inspiraJu. 
Nos cncontraiuos partkuUimciitc cn Jcuda con Jobsi A, 
Washington quicn gcncrusamcntc prepare cl prohigu para 
csEA cdicion. Rccordanius sicnipcc a dus ex cuautorcs ya elesa- 
parecidoSi V,R, Dowell ijh,^ y l lcrbcn Sommers. No hubiera’ 
mus pudidu tcigrar cste libro sin su traliajo [undamental cn 
cdiciones inierloTes. Como reconocimtento a su cobbura- 
C4bn> dcdlcamos esra edicidn a su tnenioria. 


B Estigmadel dr.VaFbrEso 
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Sisiemas de idemi/icadon comerdales 

Laminas en coior 7-1_ 

Caracreristkas importamcs para distinguir los 
bacilos gramnegatiVOS no fcrmentadores 

Laminas en GPlnr 7-2_ 

Pruebas utilizadas en la identificacion de baci- 
los gramnegttcivos no fermentadores 

Laminas en Golpr 7-3_ 

Morfoiogia de lascolonia!; y microscopic^ de 
algiinos hadlos no fermentadores 

Laminas en color 7-4_ 

Morfologia de las coIonias y nnicroscopica de 
algtinos bacilos no icrmciitadorcs (contifina- 
cion) 

L6mlnas en color 7-5_ 

Morfologk de las cotonias y microscopic^ de 
algunos bacilos no fermentadores (contmua- 
d6n) 
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XXX LISTA DE LAM1NAS EN COLOR 


Ldminas en color 8-1 

Ldminasen color 12-3 

Idcntificadon de hhoratorio dt? especitrs de 
Cl^nipyliihdcter 

Ldminas en color 8-2 

Identificadon de estaFiloc^icos {conimuacmn) 

Liminas en color 13-1 

Identificacion de esrreptocoeos 

Idcjirificocion de lahoratorio dc Vibrio choiera^ 
y oiras dc Vlhrit^ 

Ldminas en color 9-1 

Ldminas en color 13-2 

ldentificaci('>ii de e,srreptf)ctK'os y entcrocucDS 

Identification de espccies dc Haeimjphilus 

Uminas en color 9-2 

L^minas en color 13-3 

]dcncificaci6n dc esrrcptococos y cutcrococos y 
bacierias similarcs a esrreptococos 

Idcntific<^ci6n dc cspcdcs dc Haemophih^ (con- 
ttfiuadofj) 

Ldminas en color 9-3 

Ldminas en color 13-4 

Identificacidn dc cntcroctTCos y estrcptococos 
del grupo Viridans 

[Species dc Ciirdfohacicrium y 

Eikenetia 

Umlnas en color 9-4 

Ldminasen color 14-1 

Especies de htstcria y Erysip^lotbriy;. 

Espccifi de Kifi^^fla, Captmeytopba^a y 
Dysgonomoftas 

L^minas en color 14-2 

Especies de Erysip^lothrix y BactUus 

Ldminas en color 9-5 

L^mlnas en color 14-3 

Especies de Pasteur^ilii^ BrutreiLi y BorJ^tt^tb 

Especies de Corynebd^rtcriut^i 

Limines en color 10-1 

Uminas en color 14-4 

Didg[i6»cicO dc bbof^torici de la Icj^ionelcisis 

Especies de Cftry»ehai:tcriutfi {continuacfdft) 

Ldminas en color 11-1 

Umlnas en color 14-5 

Idcndficacidn de espedes de bicifscria 

Especies de Coryttehacteriutft {continuacron) 

Ldminas en color 11-2 

Ldminas en color 14-6 

[dentificacion de especies de Neisseru y 
Moraxdia catanhaU^ 

Especies de Corynehactertutn, Arcanolmcterium 
y BTCvibactetimt 

Ldminas en color 12-1 

Umlnas en color i4-7 

Idcntifkacian dc estafilococos y especies rcla- 
cionadfls 

Especies de Kothbi Celhiosimicrobhm^ 
CeUulomonas^Microbacteriitm y Lactohadilus 

Ldminas en color 12-2 

L^minas en color 14-8 

[dcntificacion de estafiliicfictis 

Especies de y (^dr^liiertfUa 
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USTADELAMINASEN COLOR XXXt 

L^minas ea cnlor15-1 

LUminas en color 21-1 

[dcniificaciun de bacilos gramposilivos acrobios 
y ana^mhio!; faculwdvos 

Limlnas en color 16-1 

Morfologia de las colonias dc espccics dc 
Zygomycetes y especies seleccionadas de 

Aspcrgiltffs 

Identificacion de bacterias nnaerohiast hnciUis 

LUmlnas en color 21-1 

gramncgativos 

Ldminas en color 16-2 

Mur/ulogii) de las colomas de bongos filamcn- 
to&os hialinos aislados con frecucticia 

ldent:ibcaci6n de bacteria.s anacrobias: microor- 

Umlnos en color 21-3 

ganUmi>& grampo^iiivos no formadore«; de espo- 
las 

Morfologia de las colonias de bongos Filamcn- 
tosos dematidceos nisbdos 

Liminas an color 16-3 

Umlnas en color 21-4 

Identificacion dc bacteria<; anacrobia&i clo&tri- 
dios 

Morfologfa de las colonias de derma to btos 

Umlnas en color 21-5 

Liminas en color 16-4 

Morfologia de las colonias de bongos dimorFos 

Tdcntificacion dc bacterial anaerohias: do^tri- 
dios {continuacion) 

Umlnas en color 21-6 

L^minas an color 16-5 

Morfologia de las colonias de lev a dura s aisla- 
das con frccucncia 

[denti Head on de bacteria s anaerobiasi uso de 
placas cuadraotes Prwumpto y discos en agar 

Laminas en color 22-1 

sangre para anaerobios 

Ldminas en color 15-1 

Artificios: ‘^Nadie conoce los cscombros que yo 
he visrn” 

MicopUsmiis y urcapla$ma$ 

Umlnas en color 22-2 

L^minas en color 19-1 

Amcbas/Flagelados intcstinales 

Identificadon de laboratorio dc Myaybiicterium 

Umlnas en color 22-3 

Utbcrcutosfs 

Flageladns 

Ldmlnas en color 19-2 

Limlnas en color 22-4 

Identificacion de laborarorio dc espccics de 
MycGbacteriwn distintas de M. /w/jercirifwi5 

Ldmlnas en color 19-3 

Cwtidios 

Uminas en color 22-5 

Nematodos 

Manifestacioncs djnicas de algunas ctifcrmcda- 
des micobacrerinnas 

Ldminas en color 22-6 

L^mlnas en color 20-1 

Cestodos 

Diagnostico de laboratorio dc enFermedade^s 
producidas por espiroquetas 

Laminas en color 22-7 

Trematodos 
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XXXII LISTA DE UkMlNAS EN COLOfI 

Limlnas en colnr22-8 _ 

Plasm odium 

L^minas en color 22-9 _ 

Ba besiosi s/leis hm a ni asis/tri panosomiasis 

laminas en color Z2-1D _ 

Pilariaj 

Uminas sn color 22-ii _ 

Pafd&iio!; risulare!; 

Uminas en color 23-1 _ 

Inclusion viral 


Lamlnas en color 23-2_ 

Diagnostico dc infecciones causados por virus, 
Cfjhmydia y EbrUchia 

LamlnasencolorA-1_ 

Identificacion de garrapatas 

Uminas en color A-2_ 

Idcnciricaddn dc garrapatas y otro^ artr(3pt)d<i5 

L^minas en color A-3_ 

Idencificadon de otros arfropodos 
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CAPiTULO 


Introduccion 
a la microbiologia 

Parte I: El papel del laboratorio de 
microbiologia on el diagnostico de las 
enfermedades infecclosas; gufa para 
la practicayel tratamiento 



Introduccion 

Lineamientos del libra 

£1 imundo de las enfermedades 
infecciosas 

La triada de las enfermedades 
infecciosas 

E1 agenle inteccioso 
C to de jpePles inffcciosDS 

Jnlefaccinr^s emre huespedes y agerfies 
IntecdosM 

Fiaxldn de ios a^nles Irrfeaiosos 
en la n^ursl^ 

Viridencia 
El amblefite 
El bumped infEctadG 
Defensa bunoeal Innata <fio ceiular) 

Defensa oeXilai nnata 
TipCSdS irtf|3rYi3C>5n 
[Menss oeitjiar inmunltaria adapt^fl'^a 

Qefeiisa no ceijiai imncinitaria adaptati'^ 
(humoral) 

SlgnoG y sfntomas dlnicos de infeccifln 

Electos in(t/-eao$ de los agentes 
iileodosos en seres hi/nancs 


Fases del ciclo diagnoslico 

Fase prsanalAiaa 

la muesira 
Transportedela rriueslia 

fteoepci*! da la muesfra y observaciones 
prelim^nares 

CriieNcts ^ las mtcesiras 

ftelaciPn costo-eFicacia en la lase 
preanaiaica 

Fase anaiitica 
ExaT«n microscdpict} 

PftKesamlento de las moesbas 
InterprElaciba de }os cii^s 

Procedimiertos para la ideniificaodri 
l^ieliminardB las bacterias aisiadas 

Mihcacidn de mic^oorgaiwios 
diferenrtes de las bacterias 

Antibiograma 

Reiacibh cosiD^elicecia en la faso anaeibca 
Fas^ posanalrtica 
b'ftijrme dG los 

bifeiGccidn con Ids eplderwologos 
Ardfisis de iosresuitados 

ConservaciPn de las muestias 
y de 10$ registros 
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2 CAPfrULO 1 Irtlrctfueclfin a la mierDDIalDgli; Parte I 


Aspectos administrativos del labomtorio 
de miGrobiologfa 

ReguLaci 6 n estalal 
Gestidn de riesgos 
Seguridad del labaraiorlo 
Nonros y leg^mentaciDnes genet^es de segundad 
PrecajcicMKs habituales de se^fktad 
Agentes bioiOgicos 
Precatjciones uraversales 


Introdtiixidn 

Lineaiiil«JTl9t det libro 

Hay C3&i (anias fonna:; de observar el mundn de las enfer- 
cnatadcs infcccioiiaii como caatiJ euJ dc agcni» quc lasi piuvo- 
can. En. eslt libro nos centraremm en la del£J!ci[3n e tdcnlillt^J- 
cidn de los agentes Lnfecciosos en el hlMraiciho cLJ[nicD+ segul- 
da de la determiiiaciAii. di^ La ^^enAtbilidad j Ias ariiitiic^|t[^£>$ 
euaniJo C4.1^v^>p1;)nda. Dc^dc cl pLin[o dc vi:»la corcepCual. el 
litvro se divide en lies scccionjcs. Los priineros dos capfculos 
cubncn los principios gcncralcs dc lai cnrcmcdadc.s mfcccio' 
»as y cl laborjiorio diagmSstico, En la segunda secciojin sc piC' 
scncAn las idciticas inmuiiold£ica& y molecjlone^ ^ue licncn 
apltcacidn casi univena]. Ptir dltimn. ]a terceo y amplia 
seccirtn « un ejiletiso anilisis de I(k jiruptisdc a^enlRi 
ciosos y las ciifcrmedadcs quc gcDcran. En un capltulo sc para¬ 
ded se e^iplican lOj prineipiO<S gcincrnlcs dc ]□ buL'tcHcdujiiD dc- 
bido a la diversidad de los otganiimos cn ssie gran gmpo de 
paldgenos humanOs. 

E! mundD de las enfemiedadas lnlaccjosas 

Durante la mayor pane de la exisTcncia dc La humaniciad, las 
cnfermcdadeii infecciosas han ftiJo La cau-^a pri^ominatice de 
enrermeJad y de muene, que no sdio han restringido el blencs- 
tar de las personas sino que^ ademds, lian cerccnado la pruspe- 
ridad social. Recife cn cl siglo XX las mcjoias cr Las coTidicio- 
■tes de vidd, la ^anidad y las inleri'cnciones inedicas lograron 
que laN sociedades desamollaJns CTncrgicnin dc la JcvasiaciAn 
provevada por las enfermedudes infeccioRas. [jmcntablemea* 
te, los beneOciari^K de esius pmgTc.siis sc conccniraion cn Jos 
paiscs nids ricos, Ei dcsafio pan la coTnuni Joil mundial cs ha- 
ccr cxccnNisLi^ Ingrtis a todo el gdnero humano. 

Hacia la decada de |yS(>, loa aiMnccs de Is medicina umdcT- 
iia y de la iqilud pdblica pareefan tan impresionantes quc 
nuiclios cicntfflcos piomincnto sc vicren impulsados a prcdc- 
cir cl control dc las cnrermcdadcs infecciosas y La crradicacldn 
de plagas eomo causes de miseiia en toda la Tieim. William Hr 
Ste^'ait, un cinijano genenil de los Unidos. allmK^i en 

!%■>: “Es lienipo de conduirel captrulo de las enrermedades 
inlecciosas"^. Es lamentable quc muchos Itombrcs subius sub- 
cslimaran k capacidad dc adiiptaci^n de lu.^ diversas y (lunic- 
rosas formas dc vida [{uc componen cL plancta con nosolrios. 


E;nvio (le mueSIr^ y de agentes elioldgicDs 
Peiigfos no blnl^CQQ 

eioterrorismo 

Aseguramienlo de la calidad 
Gcnirol de calidad 

Cmiiponentes de un programadecodrol de cilidad 

Control ds losepaieios del labofeiorio 

Curtol ds las medias de cultivio, reactivas e insumos 


[onto a^enres inreccioM^s como (Ic|iticdin.l[.iri;5; pm ejcmplo. los 
anntipodoSr Tampoco pcdicrou vislumbrar ha coniiccui^ncias 
ncgolivas inesperadas dc los principales avanccs im^Jicos que 
prolongan La vida. a veces cori electm devaittadares sohre los 
mecanjsmosde deferuuidel bu^sped. Lejos eMuvjerfm lambi^n 
dc apmeior Ids cfcctos dc bi incursion humona cn el medioam- 
bienie o los consecvencias de los Jcs^pTuzumicnios incsiriotos 
de plantas y auinialesH Lncluidos Ids scics liumanos, alrededor 
del mundfi, Comn rcsuLlado, la ILsta dc nuevas cnfcrmcttadcs 
infecciosas o de enfeimedEides reoclLvadas que han resulrado 
una pluga pan la liuuuiniddJ d pajiir dc dqucllus prcdicciuncs 
ctn^ucos cs lafgj y siguc crccicnJo. Ea el cuadro hi se pre^ 
senta iina cnumcracidn paicial. 


la iftatfa tie fas enfamisdados infocciosss 

Para entendcr las cnfermedadcs infecciosos el estuilionte 
clehe eii^iisidcrdr lus inierteeionw cnuic la^^ cres partes tiue inicr- 
vieneti: 

I El humped infeetndo, Estc tinesped serd ensi siempre on scr 
humanOr cn rocstra pcrspecliva aniropocenirica. I.os vclcri- 
Eiarifts se ocuparin tie Ins tiudspedes aqioiales. mieniras que 
un bollniai sc ucupaid dc las planlas. El tuidspcd iurcclado 
pucdc. incLusD. scr un agente infcccioso. 

2. tin a|;cnlc infCiCCima. E^^la dcsig:njtcidn Cs la dcscHpcit^n 
mAs amplia para diversas formas dc vida quc inlcroclujui 
rniim^mcnTe con oirfls, 

3. El amiiienle. El ojnbicntc nalural, inanimudoy aniniado, cs 
cscncioL para cl munlcnLiiiLcnlo de la mayoria dc los agentci 
inrcccinsiiL'; y para su ininsllii^idn de litl huesped a uuu. 

Una enirvccnida y muy etlueaiiva vision de estas relaciones 
quc TDcrccc la pena leer ha sido presentada pur E. W, Konc- 
inadr^^en Ef IHW ejifTrino de/ fnii'mscapii/: tax fKic-lcriu.'i t uc»- 
TtiH su hisforiti^ dundc cl outor tiacc un relate faniisticn !tobn: 
Lina asamblca dc bacicrias que se reuni emn para exponer sus 
quejas respeetn del “giro ” que Ids seres humanos impusiemn a 
sus relacioncs y ptme "'patas arriba” nucslra visidn tnnJicionul 
del mundt), 

Cedric Mims^ cl dL&tinguido miciobidlogo briianico, pn:par6 
un rclalo mds traditional, lambifn muy interesante» sobre La 
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La inada da la^s sntsrmedadas infaccio&as 3 


Cuadra 1-1 

Enfermedadcit InfecdcRas ricien rectjncKidai; y pat^fnns idenlfftcados dm^e ila ’“conqnusla dc Liv CstifcrntL'dudcs 

Infecrfwrw^ 

aSo 

AGENTE 

ENyERMED.SDES 

1^77 

Vifui fihyJii 

hkhre licnMXTiltsii;ii ikl ^Ktta 


l--!piviei ik" 

IlnfcrmcAjad lo^ li^pon-irtOH 


Vuu^ llniic;>iiii 

n^hcc licini?n(lskp loh ^rntiimas TTHilc^ 


fffnrH 

-fLislT^icrilf iliK 

lyw 

rpTni3iijrtnra dc vcciifcaiioa.} 

CutilEE lufTmuma^-j; viiudniMt UJ^lfnLiC4 b4.'Clh>lLTtef1- 


JfrFfYrJB<j ^i«r;^jiT^nf/rJ^ 

LjifcnrrwlaJ *ia Lymt 

ivsj 

I Mienhtj r ff r /nJo n 

I'Icera ^^EciLLkTdLiIXlE-rul 


VLrui Jr li hi]rruDrt.xkri(;ie[K:ij] Iiucjueu 

SlEHlTLinK iJ« kfijnuiioJifn^ierKij A^viciJa 

]41SI> 

Virus Jr la hq^Jlirh <" 

HrpalHii Tio A« H 

140[ 


EluLchiiO^Lb- DiPcicHzl'tjcj hucnima 


Vinw Guansricrt 

hieWc herroirdei^J 


Viwii S"in iiainhfc 

Sffndmrnc pulmufiLir ^ur Ikirrii^'iruv 


AcvlMouf 

liLifdrini!\Lul ikl araiLL/u Lk- argUMniJi^J* 


Hcrpc\vini^ Iwfiuiw ft 

dc Kap{K?i 


r4/iLJ|v/crAiriiJ friiJ/ pfasf'rMrilojthilwri 

AiuplLtriuali (ciifkchiLni^>||:ruiiLil4»c*fi!r.'u hikfiuuia 


VirUi 

HnEcrmHtid rt^HnlGno: rneninffKnocE'aJih!^ 

1946 

a^-strullirw 

Rjibn tujnuji] 

199T 

Vim* inrluflizij K5NI 

fjn[v B^iii c:h sms humiiniN 

IW9 

Vimt Niplu 

En^crnicdad ir^raldriri: rnminfftcrw^alitj^ 


Vim* D 3 fluai£ 4 j i£9M 

NiK:v 4 i iBrijiiiLc dc- lii ^rl Eiviur cd ns ]wT11al10'^ 


Mrtj]vnjniDvim% tiumano 

£:nl'crmcdMl rtFpjr.i^cinn 

2003 

Cnmm^iiii.' del 5AR5 

Srni.ln.KrK irspirjihM’iL-h jcrn-c 

‘ CfwrJhF iKiii^riV^V'i.nf.h df Jfw;?Si flfrLKji*. 


dilucidaci^ dc loii iniLTContxioncs cncrr los 

[umanDS y Ln^ agenles inteccio^ns. Eiita nbra ha sido acluaLi- 
jcada por c'oTcgas y cs un ciccknic mr)do dc c;ip1orarc1 fav* 
cinaiicc Icma di: [j pacugentEL*^ 

B afienie lirfaccloso 
OASES DEAGEMTES IHFECCIOSOS 
L(]ia^cnlcs inrcccktsos pucden dividirKccn un numcrn iTni' 
to dc La Tiiayorfu dc vjvcn tn fttnim lihw. ttUllic- 
iion lodo lo nisccsario para cl nLanleniinicnto dc su cspccic y 
SOT 1 conwidos como microbioSp Los agcnics infccclDsas tr;i- 
diciunalcs son las biiclcrias, I os honors, bs padsitos y bs 

vLnj:i. 

1. Los baclcrtas comprcndca cl mayor niimcio dc cspccics 
p;i[i^gCTia!i para l4K seres humaro^. Son oisanismos unicelu' 
larei y comici^en DNA y RNA, pero nri diferenciadas 
cn niidcu y citoplasma; ^ rcproduccii pnr fisidn Nnaria. 
Existen unas pocas foniitiasi dc baclcrios que corcccn dc 

ulgUilzLV c&tructUriiK ncccHurizii pjm lu rc^plicacinn y deben 

iTvccraotuar con k cclula del huesped para rcpcodLiciisc. las 
mds scriiresalienies nnn Afiapi^ismaMifap y 

Cft/flfflyiJmtwf. 

2. Ll. 1 ^ honf^os Son agcntcs urticclularoij c mpllicclukrcs quo 
presentan un udelco y un citoplasma djcHnidos. Las Jevodu^ 


ras HOit upicelulorcii que r^produc^n por fuiidn 

hinaria. Los mohns a honEos niofmcDtosos son CH^anismos 
mulEicclu lares mds complcjus que sc rcproduccn cn I'unna 
scKLiada y ascAuacb- Algunos hongos licncn fascs Icsaduri- 
funiic niamctiEDsa y sc dctioniinan hoogos dJsindrQcus. 

3. Los pardsitos son un ^nipo grundc y compicjo dc miciobiDS. 
Enirc dins sc incluyeo lov animal^s unlcelulores, como los 
pruEt>70us. y Ins O'rganismos multicclularcs muy CDmpkJos 
que licncn 4i;giino^ y icjido>:h l>icn dcfinldo^ como cl irncto 
gasiruiulestlniil y Jus sisieuus gcniiolcs. Algiiuus dc cstos 
pardsitos son, cn eFecto, pequenos aaimalcs. Otros. por lo 
general los pratf>7.oos. carecen dc fa* camjcrums rcccsarias 
parj unii repnjdutxidr iiktepejKlicnie y deben obicncr del 
huespod Iss susloncias que ncccsiton. 

A. Los vEriis comprendcit un gran niimero do agcitlos inrecdu- 
sos que, hablando cstrictamcntc, no son microbiDS porque 
e^Kctn del equipfimicnb gcu^iico compicio para su pmpia 
prnpagocidn. Salvo raras eiccpcion^N comiencn DNA o 
RMA, peno no atribos. Par Ic Uinto, doben ifiroctarotra I'orTtia 
dc i'ida, cnniQ scru hurtunos, Euilmjilcs, plonliu^ baclcrjjisc 

incluso, olros virus. Representan la Forma mu simple dc un 
a^ente infeccio^o. 1 jO« miCTubiOs hc repruduCen pOr mulli- 
pliciicidn; despuds do ladivisidn de su inalerial gen^lico se 
dividen cn dos Formas nuevas iddniicas. Por cl ountraho, los 
virus sc teproduuen por rcplieiiciun. hiiccti copitm dc suk dci- 
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4 CAP(TUL 0 1 Infreduscion a la miGrobiologia: Parle I 


i]Uk:lcia]-<. luc^ir di; li* tULil nuc^d^ gcT 1 dln;l^ sc 
crnpatjuctan cn fdnii4] individual Jciiln^ dc los Urnilcs dc ]j 
ct'lul;] irLft'Ciuc];!. 

Adcmds dc ]<ii.s ;ij:cnlcs infcccidH^H ir^idicidnaFc^, inicirhniK 
^lli^ cvolucionudov ilcl reino uniinLil. cnrtio Ids insccuis, puifdcn 
vonsidcmrsc urw fdnim dc piird%itys sL sii c^istcaicia csiii rclii- 
cioiudu cn I'unnLi intii]i:i Ldii uii litic.^pcd. En cd ulnt Cisrrcnhci, 
los prioncs. compiclaincnte no convcn-cionalc^i. no conticnen 
jicidfls nudcictis y. por consignicnlc, rc> pucden rcplicarsc dc 
acucrOi^ cun lijs cMiihlcciJjiH ik la iiaiurJk/a. N<i ^vlTsian- 
liL\ cstructurLi proietca EUiormaL dcriva on un pii>ccso similar 
a una in feed on con an cicio dc rcpiicacion. 

IHTEPACCIQNES EHTRE HU&PEOES Y AGEHTE^ INFECaOSIB 
Si un agcinf iiifci.'ciosi> y hj liiiChjvdcofAislcn y riiii^Lnio dc 

4:llun HC hcji^rL4:i:i u S4: porjuJica, d piixu^M) u dciKiinirui cd- 
mcnsalismo y d ugcnic. comcnjnl. 

Si d a^'i'nlc infix'ciosc) iiblicnc un h^ndlcio tic su fiLii'spCLl. 
pern no le causii diiflUn cl nj;cnli; iTifcccioso sc dcnoininLi snpni- 
filo. Si cl ii^ciuc inrccoioso y cl liiics|H.^d obcicncn mi bcncHciti 
tlcl cncucnini. cl pmtewt nc dcnoinina simhiuBis o mutiutlismu. 

Poj' titro laJu, si cl hiicspcd cs djcado pir d a^cntc idlcc- 
ciouo con henaficio de esie illiimo al procaso sa danoinlna 
piirasiltimin y cl agcnio inJ’cccioso, pj;)riisifo (nn oso general 
dc la palabra mils alUl dc hi dasc dc |its a^icnie^ idl'cctiLiMis 
cunticidtrs Lt^ciiti pardhitus], Totitis I os lip»s dc a^ciiLcs inkc- 
ciosos pueden scr piu tiskos. 

Cuuindo |o.^ i STUDS viven en la j^upcrficie estema 

ipiol ocahello) a inlem:H vfas raspinjiorins alias y mho digesn- 
v(i) del tuciiiiT, 'c dcNciibcii count lUtra inJoiiluintc. fc]j- 
cioii unlit la iloiu ajionij'aiitc y d tindsfXMJ pncJi: scr conicnsaJ. 
supfotila o parasitii, liicluso^ puede canibiar dc un intnncnio a 
oiro >:[ Nc altera la I'iniknti'ia difl rliicrobjo o dismirttiyc la capj- 
t'idjtl tIl' resistLTK'ia del huenpil a la iillaccidn 

L'n niicfoor^tinlsino ca|ia/ dc ncjMiuiar inl'cccjoncs sc deno- 
niiiia pulti^eno. Si cl ■iiiertjhiu produce enfcmictliiJ en funUa 
oc£isioiial, on patdflcno pttendni. Un piaingcnn potential se 
ik'serihe coTTtft un nijenk tiporlnniitlu si produce uirocL'ionL's 
ur'ilo an his iierstmas i|na tianan cumproiiieJidch los niiccanis- 
rnos do tkl'ciisa. 

Los ageiilcs infeccitJHtw lanibicn cslablcccn iiuiTiariisos lipos 
do Ttl jciimes con ms hui^sp'des a nivel celular. I .os microhios He 
vidn lihrc (jilgimtis htiCtCrias. Ills lion^os y los par:isiLos| exis- 


Len en foriiia cxlrticvlular y piictlcr erccer in viiro en auseneia 
dc cclultis. Los inicmbios intrncclularcs raoullLiLi^os pueden 
tracer in vitni en ausencia tie ciilulas; in vi\ii? erveen en forma 
EinocalLikir t> cxoncclLilar, paro a inaiiudo tienen uita reljcion 
especial con los macrinl'agoK. L-os apcnles Int'ecciosns ini nice- 
lulares csEnchts cartcan tie ahjuiias estnicluras iieCesarias pani 
unn ^iLly eMrucdular . porem re{[uicjvn LinacclLilaliiicspcdqtic 
lev sum Lnisirc Iti.h elariicmos rcr^ueridos. Rslas TieLucioiics se 
tesLitnen en d enndro I ^2. 


FUKCI^N DE LQS AGEHTES IHFECCIOSUS EN LA NATURALEZA 

Amique Ijs victlinns dc los cfcctos iiocivos dc los agcnles 
inracoiexos len^jii ima isitVirdilerenic. esitrs no lienan |a fun- 
cion da tijcer penosu Ij vidti da \q^ i-ares huinanos. [jis h:u:ie- 
rias s(T.Ti camivoms y mi coinpoRCJilccM-Tc’iiil en In JcgRuhich^n 
dc los tcjid^ifi iiiLicrlos. Adcnia^. dcscinpciiun un pji;|>cl prhict- 
pj| en muehjs react;iones t|yiniictis C11 la rMliiralciiD y hrui sido 
milizadns para larcns tun des^i^rLidiblcs coino In desconlnmina' 
ei^ti tie lt>s tlemuTies loxrcos. 

PKirel coTiUario. kvs htmaos son vegetaj iano'. t’limplen unsi 
rLiiieidn princiginl en In cliiuinncioj] dc la ^e^claciOn en Ucs- 
eLi[]]]Kisisidii. Nndie a [|uien Ic gnsLe el pan, Ij ci:rtc/.j. el vino 
t> cl quesu llCL'ChitJ que La Jt^alIaT 1 dcn In lirptirtLinciLi tie las leva- 
tluras an nuasii'tL soeiedinl. Y. por siipuasto. I os hon^ios supeiio- 
Tvs siri-en ciinio fucnic de aliincnio. tiesde los chanipifioncs 
|ins[:i I:js IpiCiis. 


muimm 

\ a \ vim I and a es In siiina da las carnctaiisiicis qua Ic don £il 

iigainc inraedoso 1111:1 serltLijj ail ]a b^Utlla conim hu.s hiksiTe^ 

ties clc^itlos (t) vleiiLtiLis). Noes iiii rciiomaiiu da tudo o luJiit 

cs.istcn srndos muv varinhlcs dc h iridc]ici;i. 1-0 lliavona dc Ins 
& - • 

jiiiUisis sobre k vimlencin sa ccniran cn lt>s kictOTCS oiicn^bL:!- 
riCi';, pern, cn tiealiilad. In mas imponantc cs cl kiloncc entra los 
Lrcs iiiicinbros Ja Iei LriaUa/' 

El tir^iinisinti ttljs viJtlLailUi ilu LaUstil'i anfeL'ttlL'diid si ■!(> 
tienc ti un huesped ^ nlnerriHJe ^lehidtT a un:i da as'ijis dt^ 

m/tmcs: 

1. El or^TEiiiisinoesi’leenmi ctimptirliiiieiilo aiiibieDila] dikren- 
IC tie! bucsjletl ihneiiuiil. Daspuas lie t|ue sc iJiterrUIUpid el 
etc In del virus de 1 11 I’labTie aniarilln cn Ins mos^pniot urbn- 
nns, Li iran'siTiisibn de ki anlcmiatiaJ sc tlehivo liastii qua los 


Cuadra 1-2 H^lidoms tnlri- Im B.Kffnie5 lAfrrduMm } nus 

hu*d$|P4-ilmi nivcl ciclulur 

RKI-.vrirtN 

ACFMKS 


liidepvminin'j.i 

Ej nnnynriiMlf Iil-e hni-ti'nas. liiifiEC>( 

; piATlisiCLIN 

17^1 It Y 1, 

^tTMn ■ iir. 

{''iiNi^r,'^rj. .1 ' rivi,'*# **j L, 
pioUFA'ii:^. h;:llJlir^lHi^ 

ltHi;K"t llil:ifiL-^ ulEJii^nv. 

C i:T:w bx ccn.i-i 

J i ll^^^ ^ii‘^-dTi":i.k uji-. 
h I|l^i»*s nliKi'fluii^urx 

liilriU'rluInT L'OnvCn 

■C'l^jli-.H: hf^-cc-i^is. hin^jCK y 

pl^lL■:^rt».^v- viTu\ 

j-lrjtgi/i j i.'iir: Vri Tun 

viri^ ir-ri;K*^i.'H 
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s«ies hurnani'K ingresamn en un dcio ite lleba'e fimarillEi. 

tidNLi ei)U)ni:eK ije!!u:c»nf>i:]du, o>n ik iTtosi.|Uiti:i:k i:|Ui; 

vivfiiti cti lu sch'bL 

2. Todns loR huc^ipcdcH dispnnibtcsi hnn dcsorrolliiJn una 
inntimidaJ pmteciAra. Pmf ejempio, tnuchaA mfccrciotitA 
virale^v que generan inmunidnd protectora, coma la del 
virus del :varainpjdn, se "eniisuinen'' luego de que luda> liis 
pcrwnas susccpliblcs hiui slUci infcetadns- Sdlw (Iwpuis dc 
que CTCzea unu nueva gejieracidii dc iudlviduos no inrcctn- 
(Ins, y piir Jn tantn vulncrablcs^ pucdi; wumr una nuevy 
epL Jemia. 

Por el contnuiu, un of^aiil^mu que nu ciiusn enfenneJud o 
qw lo ti^cc sn-lo en fnnna Icvc en persona i miTiunoconipcIcn- 
ICS (e.sendalmcuic de baja siruleneia) puede provoco-r una 
enfermedad devusiadora en alguien cuyo s[sterna Inmunitario 
cs[^ coinpriunclido. 

Sc poJrfa an:uiiicn((ir que los ngcnics i]irece[oMj>.s milii cxKo- 
Kos uin lull que licnen las mejures esiniccgias Je supcnivcticja. 
que incluyen uiia vimlcncia mfLilina o auscnic, Sobre todo pnra 
tuK putdgentiK ititniocluUiTt.s e.stnccnK, un ygenic que deiiiruya 
rapidamccitc a su hu^-sped pronto quedar^ cxcluidci. Como 
cjcEltplo. m; hit csublccido unt* liij^iicsh sixicjva dc que cl vims 
dc Epsiici]i-Dair csld diiiciiiiiJo para pcnnancccr cjt los linfoei- 
tos dc memona y ha dcsarrollado estnuegios para ceduelr los 
efcctos negalivos sobn? su huesped,'^' 

Nin embai^o. un orgrtnisuitN pajetlc ser vintlcnto piim su 
tiuifsipcd humano, pero itobrevivir ponque Ijcnc uiiu rclucitfii 
permisivu cun ottos hucspcdcs. En otras pakibras. los senes 


hutiT^no!^ puctlen Infecinnve en roriiu leial, pero nitos hud^Epe- 
des veriebrados pueden no enlermarse o Kacerlo st^o de rnane- 
ra kve. 

La vLrulcnciu puedc sict cl rcsiultadi'} de lactores que Vtr- 
tualmenie opemn en cualquier eiapa del proceso infeccioso. 
Si se piensa en terra inns rnas ampliniv. la vinileneia debe 
inelulr eariU'lcrfsticas mds ttJli dc las que propiuiun ct desa- 
rrullc] dc la crTfcnticdad cii uti huesped infu^iadu. En cl cua-^ 
dro 1 - ^ sc rcsuiuicn algunos cjcniptos. Los Icclorcs que dcscen 
infurraacitVn mds dciullaiJa pueden cncnnlwr rtferendus excc- 

El ambienlBi 

lil espcrlni tie hudspedcsi dc alguncs agcnics inlccciotscps se 
litnila n Ins seres huraanos. El mtiraenirnienlode estos organis- 
nios rcqulcr: el accesu a un ntidvir huil.S|)cd viilnemble y la capst* 
cidiid de sobrevivif Jurutne lai d'an^lcrenciap Pur lo inniu. k*s 
raciiuies uiubicniiilcii sun relativainentc ilc poca impi>rLracta. 

No obstanlc, la mayorfa dc los agentes infccciosos ticnen 
una rase en la cual vjven libres en el medioamhienle, inlectaiT 
hnespede^ no hurauous o pasar a iravds dc un wetur. easi %icrn- 
pre un yrtroixido, emre vyrios liui,s(vdcs vcnclTr^idus, Alguflas 
dc eslas tnleraccjoncs pueden ixt cxlrcnradai^icntc compkjas, 
con nfii&ltiples tronsfcrcnclos a traves de dlfcrcntos t'ascs deJ 
ambientcT por ejempio, los nuinerosos estndios dc desatroHo dc 
un pjifdsiio tf]) Tina serie de hu^fqvde^ aoinuieii- 

E1 aiubicntc cs cl vinculo entre cl agente infcocioso y el 
huesped Hnal, Lot trunsfereneja a un nuevo huesped n^uierc 


Cuadm 1^3 Facloi'ea dc vlndiEkda adccclDnadm 

CATECOKL4 

FACTOR DE VtRULENClA 

EJEMPLO 


SupfJvjvcnL:ij a cl ti^JiikUhithjcitb: 

R.E^pLiL'itLioiL uhtuIuIji cn suturlu^ lIc vilJj [ihic 

LspA:if3 iic Z^jc/eJHrJjfdT 




Rcsjil^nciaa Ij 

\ 1 iiiE Jc Ij. vimek 



TtLiluifncnLiuj'LruDiJTiiuuD cticu^. 

J^>fTn4^ mew'dc^ L]itf r««lcn bwe-nr m luir^pcd 
HTdhbihli^ 

rcncarifl tUc cstfuivloM^ma 




AJ±|^aLiL.|i^ii n UD ^Ctti^'i L[jc jiuCik LAautilLir hi 

iiil^ccci>>n 

f^cJie-IfjiiA nck^TIsii -cti Ia- -BA-upuC 4 i 5 


Kix-d^U'pn Jc liL^ iki Ilu^iciJ 

[.i\l-i dc c^'liihi^ i;iLiliri^'i 1 i>iiii£|c^nfh inJliniofLiibj^ 

l.L'UftKklinah ck 



□cdlucl:iil'^f 1 lie 

ri L'ku^iLS ck F^Mdifms 7 /\£ii m 




iJqJpjrcitwi dc KiwJn? 

iTiiii'-ion do. Ii>s vBKiii uih^lt 

ptyr A 



4k linfcK^iif^ 

Vinhi ik la inmunnJelKicnrt 

rnank 



M< h|u.l9ik‘V/4| pufi -^utAclLlf lu. IJIllbLlJkJLljAJ 

liumnfpl jpnticii^rpcAj 

D^wu > CUnilHU JniJ;£fDkV 4 
[jonjcj] dk Ii(^TTrJui *Yrum'f 

iru^ Liijluiti 

1 df Tnfrcir 

viinLm:ioa ^nii- 
JKT hfijr^r 


iritiHirclulircn Tfija^^KHpnF. 




Ci.^nFifiBiiii^ibiLh un uciu 

In^CTPSbhk 

LolmIi/cru-I! laiAjLduthJ'ca ii^un^nu Jc kh “^h- 
»liQt t&pinak;^ 

Viriu v^kda-/4^^cr li 

xrrpcv sinif 


Rcm-sHficia :i |fi^ 

^ Ins 

4vn/ci/?rv« y anli^plicws 



a ki^ rL|Hlur?:> 

}Yion« y hJTRwIiJftbrLlLi 




RcscMmcij 9 3.^cn(c i aai 

rib finf^^uA 1 TineEb.ii 1 ]rhD 




'^1m^ df b inmuTindrlwicfirip hnimana; ^itifHnrf.nkT^ini'S 
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Cuadrp 1-4 Vlas de tratumisian j ptftfrtB!! de entriub oomiinc^ de los ag^ntes lnre«[oso» 

n.:ENTE DEL AGE^TE 

^fEC\\ISMO DE EMlLVDiV 

PLEHTA DE E>T[L\DA 

EJE.SfTLD 

Set huMuncMiif-TLEiiJiJ 

A£n>%oic% 

UfApiwKnIli 

Mju-. illflWtJL/J 

^TU^u^^^ inlci't.Tiln 

(.‘fnuu'iLP^hrrrE-i'i 

^'yl;in(-J| 

Vinn JifrprT -^fcrnjilc m l^m 

]ul'2iu[<ik:s 

SiV hfi3nun<Mnifrtwln 

Pphcirnrb s^^yqlcs 

fitfnitiil 

Sriith“. v^nrTTP 

Scr hunuiKP LnlVccuJu o piK-ienit 

StenKhsnes nraki -n iiJTiofaringcai c] ojn 

Ckiil^iT 

Conjur.livivjs liLL~lcrLdnd -n variJ 

-S«3 llU^UIKU^^f^:|l^lJ■ 

*lc pf4>riticin^ (If Ell MR^rc 

T^IE:JI^'L^^^'UlllE 

\1rUH df \a 

c^^ruoiriinj^Hh 

Ali mentor luiguii 

tlij<1n‘fmfs.liwt 

V^hi^ends cnLtntos hii^ltninL'^ 
y icij]f^ 

Amtij^nrc cniKOJiiininJrf 

AoniKlKiiin.xfctijTS dc :iirv 

Ri^pir«ir^>na 

Fn'fc-mfic-:Urf«S hi-i kgiiwiitfiiiN 

Aiiiinul inlfLvLiiLci 

Miirilcdui iSN Aiaiinutcs 

ruiii!i^-i 

Kijhb 

OunjpziUi ijitLxLiJLj 

Pm odLiEiLdc 

CLilLIIICil 

EnlVniicd^A] Uu 

PiKierjic- 

.Aifiirjkiion kk^ Id fU^d fnifi'vctnj 

Rc-^pimumj 

NL^uiTiLiniLi tMiier-Jiwi 

f'lik 

ChiM:hltiElJO^^-l 'St U fluEii iii;;^'';iiiHi u df Li pjrcd 

ink^nniLl ibriLhld 

Gsi^]E^iiiinc>iLi^it 

rcrLLi4ik[i>hjL[LtiiiiiLi 

tViciciiEL' 

StIjjlJLILHI dc Ills ha-'liirLLiS lIoJl" L hjCM ll\ 

sPiilii Yh^di^ A lEdV^S Ji? Iik [mi'n^l lif Fu^idgnio 

OJdu 

0[lLl> JCIcd'LL I'ULEcfiJJ'lJ 


uiiu puL^tia dc En cl ciiuiJro I •I so rosunicn Jas ^ ias dc 

trnTiMnisH)ny las pucn;3sdc^;nlratly mJ'i ccJirivnesi. ol rvcna- 
ilro 1-1 \e (loHuon nlgunns do ]o^ uiili7AJcif^ [hwa 

(.'tnhir cTiCcnncdadcs inlcoclu'SA^i oti b pobbcldn. 

El hulspEd inleclado 

I'tia viv quo un iutlividuo ha iidfeciaJo, producen 
divcrsj^ rospucMuscnol fnic>pcd, Liii rcjiputiJa pucdc r>cr luou- 
li/iiiLi oil c[ sitio tk' ]j irifoociikl o goiiomliuidj l^i^[onlic^0. Lu 
rciKcidn IcicaI st la inJ'ctoidn tnma b fnrma i3c inlbmatiiin- 
InflaiiLiddn tin [cimiiio oorierjL quo hAco rcforcricia it la 


Reeuadro 1-1 cane^ilas de las antermednites inraccioaoB 


Fjifcciiirlljii. li'alaiilLtililcj t{t)C lU iciJlviJiJU pucik dlilt^llirir ilr 

UDU flicnlC CTilcrnii. aninudji i¥ Iruaimmia 

Eofcrntflid conlngilofin; nfcc-i^inri qiK ]3uc\lf ^ uri 

psM.‘UfQlC J ulcu 

JidWd^n Lttnp^fDlca: <[i\a ^ pfcoind cvo(oci;crK[3 d? In 

inCtr^^ni-Tn iP^ilkui 

llafcrninUd inr-ccduNP: idcwcuin cjuwU pcinn sfmic f^icnnn qii^ ^ 
o ^MhlClflJtCa 

InfnxliWt ^ un Lkt 

\ii| i.ij 

[Dfcccldn oporlunbU? iarc^cii.k] cn vn pwrkuLc iDim Lu ikknui Lcriti|VL>- 
ciwuklii^ tiHMdn pnr 4JI1 flgcnbp (*= hiyn linilcficii qw n* praiiuuirb 
infi^'CLiifi unn pcrvui -uru 

luhtUiikds hif£ockrn quc jvhxLih: riKjHjf ui imviuniniia pcto 
ffn<om5tt clinifw itnmfwi llaiwJ^ iriimirtn 


altcrAciun AnoiTnnl do lois tcjido^^ ii 6 i,calios cau.saJa por cl tiafio 

[] [a dcKlnicciiin dol lopilo. [.:■ inJbm.iointi licno oomprinontcs 
iniTiLiniiArici^ y nn lnniuiiitario\. Fin cudJicA'io, liider'ensA piieJc 
sor oetuliir u no ccluLir (liuiiK>r;Ll) LI MillJ^i "-’nis'' so utili^ii 
poj'j indJcoJ' iiinaiiiaoidiu maJiiUi so 1o uMicia lliii uii sltio ana> 
(<>iTiicf>. describe un prnceso de cfifennediid. Por cjomplo. In 
□pooLtioicid an uii procofto inllLimiiEoiio c|ttc :i 1001:1 0] apoiidico, 
]Hl]lopaliEis |a inlbniiicirin del liigado y bcnclo- 

ejnlilis ON lu liilluniiioi^n del oiidmijuiilt^i fol loso'>>iiiiio|iur 

las euLnLims del eorAz^ii). 

La iniTiunidad innala y b intnunidad oiiapialivj sun Iun dtts 
bni 70 ? pi inclpiiles do lu rospiic'itii irniionilatLn res- 
piiosia iiiiiaLLios Li itiiIn ininiilisa do il11ll>J^. PropnieunM unu 
ICspuoMU iniaeiJiab etinlm Ioh niiciiibios invasoTL's, sin tenor 
ert CLioiiia !<u oarJctei' iiiiinjiiiLatio. Lo^ tcocptoios quo luecn 
conticlncntre ct invasory Ju coin I a dofciisnr'i son tompuestos 
donoinliiados leoiiiiufi L]Lie :^o oiLLiiouivaii aciipliartienie distri- 
buidos on la natunile^a. Lu respuosta iiuiulu osta limitadu pi>r 
]a Tullu do un si stoma do jiupiinojCLOii do dofon^as cspcL'Jtl- 
ca^. En su hear las defenses iiinuias cnvbii sonnies qnc jc|i- 
van el seguTidu hra/o: b ininunidad aJnptaii^iJ. Para GtilizAr 
una tinalogb tiiiLirar. la respiiosta uimiitiilaria innuluo^ com- 
parable cun uhjl palnilhL do I'nmtora cun [luou. (]uluL'u^]i do 
annanKliUss quo onvtu .scrialos :t lus runuus superioros del 
cjorcito repular cuando dclcota que un iiivasnr ha cni^ado los 
limilcs naciunales, 

I.a rospLief^ta ininuniinria adaplatK'.i es inmaiiuldgiOLiiitentc 
ospoctflca. Rospundi: :l ocunpuncnlcs quo dcloctu fumo ni> pru- 
pios 0 '‘e.i^lrarlus" lucdianlc la niuKiplioacidii del luifncint do 
tiorciisorcs cull uttiius cs|ieoincu> dlri^ida> eolUru un deternti- 
nadn enemi^r>, Rk decir so iidnpla pam oumbaLir Cuntiu Uiul 
aiiieuazA muj dolinida. on toz t!c reamunar cn J'nnua umver- 
siil a todas la-* aiiionafus. Una sc*' qtic so aclivii, la fcspuoMii 
iiUiiimilariu uJa|iMtiva sifvo cujiuj tiiisidu do cinuiol pant cl 
rostn do lu ouliLpjiiu ttLLsla lu t'tcloria. In dcrrulu u. ocuskuiat- 
mentc, un euspulc- 
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OEfeaSA HUMDHAL INNATA 
(NO CaULAH) 

Li dt^fcnsa mhi biilsicj cn cm calegorfa cs t;l mucv huc 
reviaie tuda* \i& aupcrficicA muciHas ip. ej„ (1 inuco o 

la sustancia tensioactiva [surfoctante] que reflate Ja nt«nbi^a 
pulmonar) y IfquidQiji qvc barren lo$ potcriciaLes pacdgcnoH 
hacia afuera ip, ej., el flujo del Ifquido biUar. lagrima^ y la 
orinaL Ademii!». eierm compuestos aniibacierianoH, como la 
lisozinui, pucdicn ayudar adisniinulrleel ndmera de baeleriafi. 
Por jlOmv. algunaa dcfcnaaS' "^pfimiliva^" o ''piciEunLiniliirias" 
dciycmpciian un papci imporuntc ^^f\ la dcfensa del hufsped. 
Batn<i compueslos se denaminan en l^cmia gemenil reaiztanieF^ de 
fast aguda.'* 1:1 primen> qut se ideniKic^. en IflJfli, fuc la prtv 
lefna C rei4eiiva, que reaecioiiaba coji el poli^irido del neu- 
mococo C. La via altemadva del sislenia del domplemeiilo cs 
una defen^a tcrnpnrna contra algunas infcccioncs bacicrianas 
antes de que sc dcsarmtlen los antieuerpns cspcclficcs. Final- 
iticnte, las dcfcnsas cclvtlaftes inriAta^ pnoddcen diveF^t)^ rndslu^ 
[adores inflaniatori^^emre los<|ne se encuentran los quimitu- 
trartantcis para otros c^lulas innamuiorias. F^stot copipuesins 
wn cl medio por cl cual una c^lula sc oomunica con otra y sc 
denominon dtoclita.^ (a veecs mcneionodas como qoimtocinas 
o linlbcmas).'’ La primera citneltLa que se descubtid (inierlca- 
chia I o IL'l), cl principal mediador nraponsablc para la res- 
puesta TcbriL ch sititcli/aJa par los nicnoclriM y los muLTdra- 
gos.** Como sc describe mds adclantc, las citocinas lombi^n 

cumplcn unu rimcinit prcpnndcrciJilc cn lit ncrNpucFitD inmunilj- 

ria adapcarlva, 

DEFENSACELUUVRINNATA 

La.s cdlulos piimarias no inmunitanaj; son Ins niacn^fago!; 
Iijados a los tejidos lliistiocllos). sus contropartes circulantes 
tmonocilos i y lus nculrdfilos polimorlonucleares. Loiv macro- 
Cagos de icjido son la^ Jefensas primarijiJi Ccirtira algunosi ageo- 
tes inreccn»Hov jnva^ifes. For ejeniplo. Ins maerdfagos alveolj- 
rcs suil inLiy cfcclivo^ pum tlcsceluir bacFcriLUi in^'iivoCusl 
inicDlras que los or^anisnios que pueden sobrcvjvir cn lo^ 
inacrdl'agos ip. cj., micobacterius o cspecies dc Lc|:frJFir//ii) lie- 
nen una venlaja eompcliliva. Los ov.icrdlagos lisulares del 
Ilfgado. el ba/.o y fcis gang litis fniinan el sisiema nrilLukteiido- 
(elial: son cn'iicos para laeliiuinticitii)de parUculas uircnlantcs. 
Lomo lotj a^uEiccs ■ofccciuLSC& dc la Lus paeicntcs a 

quicnc*; sc Ics ha diminadoel bazti oenyo higadti csid danadn 
liencn un mayor riesgti ile coiUr^icr irifccdunes bactcriaOas 
Mrnas. 

Una scguiida detensa cclular cs un slsteina cfcclorconstilui- 
dn jn^T las ccluliLs nutuntt (NK). Cstc .sisltnm cs iKUv^^ 
principclIoictiCc eunlra los loicrixirgiini.mnuN. 

por ultimo, pero no mcnos impottanic. Ins bamems ffsicas de 
la pie], el aparalo respiratnrio, el tiibo dipesiivn y el apaoto 
gcnitouj'imirio itencrt un iinponantcpapcl cn la resfslcneiaa las 
infcccloncs. icnriblcs cunsccuencla't de los priKCstis infec^ 
elosus en las bendas per quenioduras son el te^ilmciiiio de la 
cticacia dc la picl. La barrera fisica del aparalo nespiratono se 
ctmiplemerita enn la accu^n de ki-s cilkis ubicudo^ eci su super- 
jicic que cliininan de el los muterjalcse*oj'aAus. Esla dcreiisa en 
iuTiiia eonjurtta turt el levchiimicntn no telnlar m; denomina 
"escaludoj ithueocilijr". 

TlPOSDElNfLAMACK^rr^' 

Infiam^eiin agsafa $apuf9ti\f» (e pumfentt). Kina infcccidn aguda 
supurallva evoca una respiiesfa cji la coal foonu puiiu Hi pus 


es un material Ifqujdo que contiene gran nuniero de c^lulas 
inflajna[Diria& y que tietbe una den^iidad que e^tcede LOB. La 
c^lulas combatienles inicialci^ y dominonies iion ks neutrs^filos 
polimoffunucleEircs.*' Luegn, los mnci^fagos ingresan en el 
area para ayudor en la limpieza de los deseches y los fibro- 
blastns pueden aciivarsc en el proceso tk cica(ri 7 .acirtn inbro- 
ijs otejldo ctcalTizal). 

El tirmino celulliLs se UFiliza a menudn para desenNr la 
afeelactdn del tejido eoncctivo subcutineo Ioao en el cual se 
dlspcrsa cl exudado purulcnto cntic las capos del Icjido iavO- 
locrado, NcerosU haec refcrcnciu a ]a mucrlc celulur o u la 
dlsolncLon del tejido. la cual puede ser ocasionada por la 
accidn de enzimas dcsiructivas o por la restriccidn de nu- 
trienies en esc sLiio, debido casi sienipre al bloqueo del (lujo 
sangulnco. Absceso es cl tdrmiao que sc utiliza cuando los 
jicutrdlilos scgmcniodos se ubican cn un Area no delimitada 
dc inflamacidn supuniliva, con In rcsullante destrueci^n del 
Tejido, 

La injlamaci^ pnrulenta cn un marcadordc las iitfccci^>iics 
caussda>i pnr ]o!i haeleriaf; y algunos hnngos. aunque ciertos 
vims y pordsites Lambien pueden pimocor una rcipuesta infla- 
maToria supumtiva o aguJa. Sin embargo. ]o» absccsos son casi 
CKclusivamcnie cauudn^i por bocterlas y algunas levaduras. La 
rcspucsta inmiinilaria humoral suelc ser Iniporlanle cn las 
infEccioJies !;aparjuvas.. 

MtstnsefAff gfstsaioftfsiosi La iafcccidn gmnulomaiosa es un 
subtipndc itifcocinn crdniica cn la cual sc forman granulomas. 
Un grwulomn puede defitiirse comti la cunccitlmcirin focal 
de niacrdfagos o histlocitns grander aclkndos que tienen una 
cupaeiJEtd aunientada de fagoctlo.sis y digeslidn de partfculas 
eMrailus. Esta^ cdlulas Eambidn sc denomiiuin "cpitcliuidcs'' 
porque cii ocasitinrs se alineun de niaitera qUC sc iLscmcJan a 
las e^lulas upilcliales escamosas. Los macrdlbgos suelen ogre- 
gane pam formar ediulai; gi^nlcs mLiltinuelcadas. Oiros com- 
ptmcnlcs gif'll] I arcs del granoloFila sort los tiirkvilO'; > los 
llbo^bkstiiN, La activaciiSn dc los rnacit^Fugos sc produce por 
iiicdiit Jc lus pTikluciiPs dc Ins linfoLiios JtiniunoL^gicamcnTe 
cspccificns. 

Ciertos granulomas contienen un lipo particuktr de nectosis. 
la ncLTOsis caseosit, en la cual el tejido liene una consistencia 
similar elI i|ucmj. {Cabc dcMacar cuan a menu do Ins paldlogos 
liaii milizatlo las aiiEtlogfa^ con los ukmenTos pam dcscribir los 
pitx^csoii de lith cnrenncdj Jcs i. La prcsciscia dc oiIIljIjs gig jitick 
niultinuelcadas y la iKcrosis eascosa son cuiocterlsticas de la 
luhcTcnltisls. pero cambiin pueduo ^erse cn (Uras int'cccioncs, 
sobie todn en las provExradas por ttongos di^imiiificos. Si el gra¬ 
nuloma es sdlido y las cifiLLLas e^tan iiilaclas, se lo describe 
cojoo no iuxTusanlc o Jio CEiscosOr 

Luh grojin kittins sc cUcucntrui cn las Lnrcceicmcs por inico- 
bocterias } hongosy cn algunas infeccionesbacTerianasy para- 
siiaria-i. Rl ronielain in!niintt:irL[i Jc k>H t^annlornis es la inmu- 
nidaJ iiicJiadu por eflnlas. 

tnilgmaeidn ifnfohistfacitics. Algunas infeocioneSf cn especial las 
uausadaN por l irus^ dcscncadcnari una rcspucNta inflamaloiia 
compuesta por llnfocito!; y nraerdfagosi. E^sldn involucradjLs las 
respucsias irmunilarias humoral y celiilar 
fnffamtEiSn Btdpfcs. Lus rcuct-iones al^rgieuN esidn iiiciILeuLis pnr 
un grupo difcicnic dc cdlulos; los cuslndfiloi, los IxudFilo^ y 
kisi nnasrttciLtJs Iba-sfililcis fjados a fostcjidos|. El alcrgCTioesti- 
niulanic puede ser qufitnco^ eomu lu hlerba y cl ptden. que 
areclon a las personas akrgicas duonte los diferemes periodos 
cilocionnles,''' Cicrios pakgent^s. sobre UmIo los parnsLuts, 
Jcscjicadetian unu respuesia inflamatoriu inediada ptpr los cun.i' 
iidnius. 
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DEFENSA CELLLAFt INMUNITAFtEA ADAFTATIVA 

Lii “c&tuiL;i6n ccnliuF' ik Ifiii iniiLUctiljiiiiu cs cl lia- 

focilo, del cual cxi&Tcn dos clascs principalcs. Los linfocitos G 
y laf cclulas plasmalica^ son responsabtes dc producir ami- 
cuetpos lTiTDUfK]|4^i£icaTncTi(e especilicos >■ componen el sisie- 
111 ^ inninnilamt hunxinil. 

Sin embargo, cl “jcitimidador'' del sistenu imnunitiirio esc] 
linfocito T, que confonna la iamunidad cclular. Los linfocitos 
T sc divideti cn I) linFocitos (Tenfnipo CQ4), respCHiAi- 

hles de h memoda inmuni tad a y dc la sccnccidn dc Lis dtoci* 
na^j qufi ino(iiilnn la njspuestii inniutiiluria, y 2) los linfitoilos 
suprcsorcs ^fcnollpo CDS^ son cilotdxicus y rcsponsabics 
dc la cliinmacidn del material ccluiar c^itrano (p. cj., las cclu¬ 
las infcctiulas por vims). Los linfocilos supmsures n iirccs sc 
loc mcnciona cn Forma siLarmantc cotno "LinFoeitos T asesi- 
nos;" A su ve/. lo« linFocilos CIM sc dividen eri cclulas de tipo 
1 (Thl) y dc tipo 2 {Th2) dc acLicrdo con Las cltucinas que 
sccrcmn- 


OEFENSA NO CELULAFt IKMUNtTAf^lA 
ADAFTATIVA (HUMORAL) 

EsLis defensus humomlcs son cundocidliS y pTOdiicidas por 
cduJas inmunilarias cspcci'ficas. El sofislicado sistema de 
ccmunicacidn que conrdina [a actividad dc lodas las dcFenjiaf 
del bu^sped sc compone de sustanejas qulmica^ pnoducidas 
por Los linrocLios denominadas citacinas.-' Las citocinas lam- 
bidn acluan oumo cfcclorcs moiccularcs dc los tiiirocitus cito- 
tdxicos. 

Otra defensa humoral importanlc cs cl sistema del comple- 
mento, que consiste en una cascada dc enzimas itue da cOmo 
TCsuliado un gjupo dc cumpuesttK FC7-C8-C9) cunocido cn 
ronnii ounjunui cQdtHi ccnnplejo dc aiuque."^'^^^ E\tos c^im- 
pucstos son mol6:ulas efcctoros crRicas cn la defensa contra 
cicTtos psLtdgcnos, coma los mcnin^oonccs. El sistema del 
complemcnio furviona cn forma similar al sislema de la coa- 
gulacidn. Los cumponcnics inicnncJiurios del sistcidH. cn par¬ 
ticular C!}a y C5a, son exlremadamcnlc importantes como qui- 
mioatracinntes, es decir^ rcc Lilian las diversas cclulas inlTama- 
torias hacia el sitiode la infeccidn 
El sistema del completnenm licne drw rannisque conver^jen 
cn C3; mds all^ dc rae punto, la via cs la misma. La rai]ia eld- 
sica cs inmunoldigicAmcntc cspcdfica; los cumplcjoh dc anci- 
gcuos y sus carre^spondlentcs onticuerpos desettcadenan su 
activacidn. La ratna allemaliva (antes conocLda come sislema 
de la propcnlina) y cl sistema dc unidu a las Icctinas. in4s 
fcCicnlcmcnic fcOoiHtcitlo, no sun mmunoldgicamente espccl- 
fioos y Forman parte dc La rcapucsta inmonitai i:! innatn. 

En ociLsioties^ la rcspucsia inmunilaria se puede desviar. 
Durante cl desantillo normat cl sLstema inmunitarin rcconocc 
los constituyentes del hu^sped cruno “propio3i'\ lendmeno 
dcncminado tclcrancia.’' El problcma surge cuiindo los com^ 
ponentes normales del icjido so cousidcran per error "excra- 
nns” o '^Tio ppopins” y f^on atacadns. La F'lebrc rcumdltca cs el 
ejcmplo cld^iico de un darto no intencLonaL, que ocurre cuando 
la respuesta inmuni [aria conFundc la miusina dc las Fibnis del 
mdsculo cardiacu con la protclna M dC Strept*^.fViu.'i 
nex. quo cs muy siniilar.^^ AdcmAs« a menudo hay un ''dado 
colaleral" cuando el lejido noimu] sc dana o incluso sc dcstru- 
ye dirmntc el proceso dt elimmacidn del agenie invasor odeL 
lumor. Esia respuenta andmala se conoce coino autoinmuni' 
dad.^ Los dcfcctos cn cl sisiciua inmunitano innalo cambidn 
pueden niusiir cnfermedades scrlas y respucstns inflamatorlas 
andmalas.’’ 


El sisicma iiiiniunitiinc es el ne^uliHiib <lel ciHnn>] de tiis ajj^cn- 
Ic^ inruccLnsui y la vijjilacicia du Iuk cambios iH:i.]pidsiir'^>s dc 
Cclulas. podetnos .sobfcvivlr sin dl y thiLS ciKoncrjnHiTi ficnic 
a un gran rlcsgo cuando cstl campromeiida, ya sea por dcfcciiyi 
natnmle's o por pruducios quimicos. Esios t'tltimos pueden pro- 
venir del amhiente o pueden ^dmlnistrarsc cn forma icrapeulica, 
daikiquc sun necesarios |>ira la uientji'm tn^dicj. El ejciuplo cliS- 
sicD cs cl bLidspal rccqX4>r dc un dt^ano tnispLantado. Tata evi- 
tiirquc c| cuerpo Tcchntc cl otgano eximno^ el sisiema inmunita- 
rio debo supriinirse, a] nicnos en forma tempomria. Durante cstc 
las defensii'i contra los (niciubios imiuort^ y las cflulan 
tumoralcs yc cncuctiLran LOiupnnncildu.'s. a vctirs lounc- 
cucncios Lnprevisibles."’ 

Lu complcjldad del sistema inmunitaiio cs muy admirable. 
Su compJicacidn es asAmbroia y aun no sc comprende por 
compleio. El lecmr intenesado puede refer! rse a varias revLsio- 
ncs cxcclenlcs sobre cstc 


SISNOS Y SdrTQMAS CLIhICOS DE IHFECCIOH 

Los sig nos y smtomas de infeccinn pueden ser generales t> 
sisl^micos o bJen. focaJes u Localizados en un drgano o un sis- 
tcina detentiiiiAdiO. Lok primems medicos gdegos y rotnanos 
reconocian cuairo signus prijicipaLcs dc la innamacidn; 

I. Dolor 
1. Calor 

3. Rubor (cnrojcuimLcnlol 

4. Tumor ([umefuiCcidn) 

Los mecflTiismos suhyacenics que pnedisponen s esl(K signos 
no sc han dilucldadoaun psT cumpiclo. El mccanismo llsiopa' 
toldgicti irLicia] cs la dihLtacibii dc los vasos s^ngufiteo^ causa- 
da par una complcja cuscada dc aminaij vosoactiva^ y ol/us 
mcdiudnics qufmicoy.^^ La lihcracinn local dc mcdiadorcR qui- 
mlcos da como resultado 11 aumenlo del tlujo sangulneo con 
congesi]6n cupilar y venosa (calory rubon y uumento dc In 
penucabilidad dc los vasos que llcva a la cxiravasacidn dc los 
LiquidoSn la sangre y las protcinas bacialos cspacios eitracelu- 
Larcs (duloiy tumor) LusncuCnfdilosscgTncnCados sonatraidos 
por 1as Rusiancias quimiot^ebcas tuiciii el Area de irriiacit^n y se 
cscapan u [rav£s dc la vasculatura permeable tmeia los cspacios 
cxtrEiccliilarcH (FormaiCiun dc puh). 

Signos y j/n/cjntf generBlBs o de ittfscsiM En la Fa&e 

agmla dc U inFcccidn, el pACiente puede prci^eniar fiebre (a 
menudo alta y en pieos>, escalcfrfos. ruhori/uddn (vasrHliluta- 
cidn I y pulso rdpi^. Los pacientes con Inrcceinnes subagudas 

u Erdnlcaj; piicdcFi podfccr ^inlnmzi!; minimn^ o vagoA, enmo 

Hcbrc: ]e^c intermiteTitc, perdidn de peso o fatiga y cansancio. 
Las reacclcmes tdxicas a los pTfiducio* bacterjanos pueden pro- 
ducir ccccmas d icaccioncs bcmondgicas un la picl o bicn 
diversos signos y sintomas ncucDmusculaics. curdlorrcspinito- 
rios n gruilrotnicNTinales, que Msn los primeras indicodores dc 
una infeccidn subyacemc. 

Las ladiograFiarS mucsCiun iTililiTudDS pulmonanes, cngn>s:a- 
mienco fibriVit) del revescimietuo tie las cavj Jades, ]ire«ncia de 
gas y Lumefacciun de los icjickis blandos, masas radiopacas u 
acumulocidti de Kquido dentro dc las cavidodes o los 6rgar>os. 

Los purArncEros de laboniioriu qiic sugieren inFcccidn cn los 
paeientes con sFniomas mJnimos □ incipicnles son elevacidn dc 
Ih I'clocldad dc sedimeniAcitki globular (criinisedimentacidtri). 
leucocito^is o rminxitosis cn sangic penflifrica y nltcracioucs 
en lax protpirins plasmiticas. Otrtis indicadoics pueden ser la 
elevDcidn de Jas y-globulinas; la prcsencia de ciertas protefnas 
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rejciivafi, como la prc[crna C teactiva, n ]a p^xlucciE^n de anii- 
cueqios Upn-especffacof;. 

Sigaoz foafes cfe iofetciAo. Los signos prlnclpales cle inflania- 
d6n son una niaalffisLacidn incquJvoca de itircccli^n jihra], 
Ehictk ob&crvarsc cnrojccimlcnlo tocalb^do, calor y lumefac- 
ci[!in n una masa tunKmKsa si kc prc^cnian cn la.-s superficies 
extemas, o se detectan en las radiograffas con otra!; l^i^icas tw 
in^'usivas iccograffa. lomografm compuliirizada, rcsonancia 
magndtica. eic.). Si lib lemiiriiiciones nervlosas esiSn irriiadas 

o cstiraiJas por ]a imma que sc cxp^inde o por sasLancias qufmi- 
cas irntojitcs, sc puede scniir Jolor cn cl area ininccliata u cn 
otros sitios a irav^s dc las vias cfcrcntcs complcincntadas 
iCTinocidn c<oino dolor ■‘refcritlo'M, Un seno con sccreeiorip; y 
losexudados purulentos son lambi^n indicadores de un proce- 
so innamaloriu o infcccioso localizado. Cualquicra dc Cbtos 
signos y sinlonms seiialaii a1 medien la nccesidad dc obcencr 
maieriat para examen microscopico dirccio y culiivo. 

Hn el capftulo 2 se delallan los sigiros y los sCniomas espeef- 
llcos dc infcccic^n qitu m: manifleslai^ en divei^os aparatos (res- 
piraiorici, gasiroinlCiJinal. urinario, genital y ocros). 


EFECTOS IMDinECTOS DE LOS AGCNTES WFECCIOSOS 
EN SERES HUMANQS 

l-as luchiis que lod seres hun)an<K liertwjs Ubrado conua \m 
agenlcs infccciosos ban generaJo niucluu LirmNos en nuestra 
inipionla gcn^tica. El dcsourollo del sistema inniuuituno eii el 
ejempio ma^ cspcctacular C imporlantc, pern VC pueden cnenn- 
trar otros. El paludismo cs una de las tnrccciones mils pneva- 
lentes y dcvastadoias del mundo, aunque no cs comun cn Ins 
Efslados Unidos. Ea poslblc que la aparicidn dc la hctnoglobina 
S, qia; redundu cn urns infvccidn menos grave por nasmodium 
JalciparuiiiJ* Rca un camhio odaplativu, Lamcnluhlcmcnlc^ 
cuandu desapaicce la exposicidn a la infeccidn, las coD&ecuen- 
cias negativav dc csla hcmoglobina. pucsta^ de maniHesto 
coino ancniia drepanocfitca. son relevanies. De mancra similar, 
la entrada de niciuzoRiJ^ de /I Wi iut u lo^ criuocitos rogLiicic cl 
anugeno Duffy dc giu|x> sangumco. A pesar dc que cs urn anti- 
geno pccvalcntc, cl rcconocimicnlo dc evte fenomeno biotogi- 
eo proporciond las henamientas para la creacidn de v'acunas 
que blnqucnn la eniradu de Ids pai^sitos causantes del paludis- 
[i][i cn sus c^ldlib diana.^ 


CICLO DE DIAGNOSTICO 



Figura 1-1 


| 1 jii|rr. 4 i«;tjco cliniEcidc latvir!)h''^rju df InonrnwdfKlc^ inf-Kriauji: re^'i^lc'ia ru.|uriiiTiiica <kl Lnclii cle dia^uEifu. 
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1Q CAPl'TULO 1 InlraduEcion a la mlcrobiDlogia: Panel 


^Bs det ddo dtsgttdsiico 

Ks ulil cnnsicJcrar lew cK^incnes de l^horatnrci cnmn ur»a 

fiisouericia ^liversds (fig.[-l). Tryt^icinnalmenw, ]fi« 

micmhic^k^os, ul igualquii cXi'os Mtv^LiInjkos.Necnncencrarttn 
cii lajb mcdiclirnib cicittiTiejSs la lUiiiikkii. £ti la actual tJaJ, 
^std gtarn que bs ^uccsos quc Murreri antes dc la nicdieicin 
(fuse prcarmh'tica) j luego de que la deierminacidn cienn'ljca % 
hayn completado i fase [Ki^tannh'lica) :sr>n lan Importanle!; enmo 
lu ex;icijtml de la niedkirtii, El ct>nii^>l del funcitwianniento a 
tfas'L'?! del ciclo cunipleto a pane del axe^urajiucnlo dc In uiili' 
dad pan cl laboratorio,’^ como sc aiializaia mas adclantc cn 
cstc capfinlo, 

Fass preaaaljlica 

HECQLECCiaN DE LA MUESTM 

Una vcz qae se sospeeha una enfermedad infceciosa deben 
ordenarsc las pntebas apropiiidas. Las cnloqucs diafnbsticos 
posiblcs san; el cultiwo, 1^ ^.leieciLii^Fi semldgscA de anl^gencii n 
anikuerp4»s. o la Jeteccidji molecular de dcicki^ nucleicas, 
Como se atialLzarj en los eapfiulijs 3 y 4. &e ulllua cada vezeon 
mayor frccucncia 1 j dclcccion dirccti dc los aniigcncis y Itvi 
acLdos nuclcicos en las muestras clinicas, como rambidn la 
aplkaeidn de este etiii’tque pam Ja ideniiricaci^iri i:le los micro- 
organismos aisi^dos. En lit mayorfa de las jnjtiitucjones y 
comunidadcs. las patdlo^us. los iiiicrubL^logwi > los auxil laics 
dc laboratoiic colabonn con Jos medicos cn la scicccidn dc las 
mueMms adecuadas para el culiivn y en la eleecidn de los prue- 
ha:; aprnpjadQS para Ingrar La Tnaxlma efieiencia deaiiilamiento 
y deieccit^n de los microorganismos. 

Los adixuados rccukcciOn y iransportc dc una muesiru al 
latM^ratorio pwa su anilisis c-h un pano eniigo y principal cit la 
conllrmjici^n de que delenntnado microargamsmo es respon^ 
^ilbU' dc unn enfennedad Una mt^ttni mal rcco- 

levtiidii puede impedir cl ai-s-larnicnio de los agenie.s infeeciosofi 
inipoHamesL mds adn. puede cundueir a icrapias inconeetos c 



incluH* perjudiciiik^ cn cl caso dc que cl iralamioitu sc dirija 
ctmiTj un niEcnKiT^giiJilscnn cnincrual o eontacniilontc- Por cjcm- 
plo, presuponer que Kfdnifiiit pitautitjniac, un rcconuciiiu 
agente causal dc la ncumonia, eotno sii nombre de especte In 
indica, ^e aiiiJd del esputo de un paciemc con nctimonfa cIItiI' 
ca. Se siibe que Kii^hxidfii futfumoniae [amhi^n cdloniAa la 
niuofannge. Si el esputo de esic caso hlpon^tictt Juc nial rcd^ 
Icctiido y consisic principal me ntc cn saliva, cl aislamiento dc 
K. ptrcH/neiniuf podriiL tw fctlejar la vetdadCTu causa dc la ticu- 
moiifa, .'iino simpleinente la colnnizacibn de la nasofaringe. El 
irutamienin prulri'a ser inaJevUrido o srilo eficuz csiusitlkiiid 
bl La cspccte bacieriuita que Ckiu»u la ncunionlu iieru: el mismu 
patron dc scn&ibiJidada los anltbidkkos que A*, Si 

cl agente causal hubicni nido P.scud^iuntta.’! aentgimia^ cl tm- 
lanuento hubieite sido equivoeado. Estu siiuaddri ledrict^ octl- 
reaLmente en Pensile an iit en m7f>. Los coneurfeoics a |a 
convcnci^n anual dc la Legion Americana Jc Pen^iLvania sc 
inrccUiTun cn cl hotel dc la ccmicncion en Filidcina, pvro sc 
ctifermarcn luego cuando negresaron a sus hoparcs. Fucron tm- 
tados con antihioticos incficaccs enmra bacilo^ entdricos que 
C0i]onl7aban las vfai adreas Alias. Kl paidgeno ccAt. {^guirvfUt 
ptitruftutphito. iKt ?ie coriiKla en ese emoiicei y, Janieniahlemen- 

sc ulilLzo un enl'oque lerupidutieo cquivocado Mtbxe la base 
dc ln\ inL‘tmduccntc\ rciiullndns dc lnlH>nitorio.'^ 

A continuacion m enumcnin los principios que hay que rener 
en cnenia para la necoleeei^n de la muesira: 

1. El msfsrfai ^ehe Qmveair detsftfo real tie la iafe^iSit y KtoTec* 
tarn eop m mfatiao dc eontanfistteiin dc fes tcfitfos. dmanes y 
scetaelaaas adyaeaatas. Pnr ejempin. In^i hisnpadoK dc garganta 
para la bdsqueda de esLireplococos deben tomanie de hi loiia 
pefitonsilar y de la pared posterior dc la laringe. evirando cl 
coTiiacio del liisopo con oiras areas dc la t>oc£i. IX:hi; tiuubi^n 
rcducir^ al mlniino la contanrinneiun del espruo o dc las iiiues- 
triLS dc la.s vfas iif rcus hjjas eon see rcci ones od^fari'ngcas. Ottu^ 
siluaciones cn que una mucstra rccalcctada cn forma inaJeortt- 
dn [iriedc conducira un npRulradn ctToneoson; 

a. No cultivar la zona mas profunda dc una hcridu o cl dic- 
naje de una oavidud sin locaj la piel adyacentc. 

b. Limpieza incortccra dcL icjidn pcriurctni] y perineal antes 
de rcwlecLar una niuesira de nrina ild chorro medio dc la 
miccidii oblenida en condieiones adiei:uada.s de higienc en 
una miijcr. 

c. ConTiuntnacion de una muestra de endometrio con sccie- 
eiortes vagina Ics. 

d No acccdcr 'A l;i pArie profunda de un iihsceso con agujas 
o cinulas dt aspimeidr. 

En gcncmL los biisopudci^ nn constituycn un metiidn udccuu- 
do de recoLeccibn de irucslras cn la mayoria dc los casos: dcbc- 
rfa akfitaTse la utilizocidu de pimeiones y nspiradon a iravi^s de 
ngLijas y calCtcrcs. Los rccipicntcs protcciorcs ptini dcscartar 
los objetos conopurtzontes dehen estir actcsiblcs, y ser aplns 
para la cliinrnacidu dc las agujus cuoi el fin dc teducir el riesgo 
de accidentes. 

2. Si dfMtt estalHSiif tos iltttfpos dpHmas ee rcaHeccHin sle maes- 
tf3s para praporcfaaar ia mciof eporiaeiiiad de feeupenr ios Micro- 
argsmsm^ que son agcdtes caussies, El contvLinicnio dc la ctev 
luci^in natural y dc la fisiopatniogfa dc los pniccsiis ini'ccdosos 
es iniponaitle para delemtinarel nximentncomscrode la nreo- 
leccibn de muesiras. A pessr de que la ficbrc iiffinlefl cs abora 
poco cornun cn los Esi;nli>s Unidos. lu progresidii del proeeso 
Inrcceio.so en csta cnrcnuixlad cs un cjemplo ilustrativn dc La 
Importancia dc tccolcetar las rnucsitus adeeuadas cn difcrcnics 
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mnmentns 1-2). Lai bacteria cau^a] puede aijilan^e en fornfia 
dptinia cn mucstras dc .sangnc durante ]a primera semana Je 
ctifcrutcil^. El cullivu Jc luiceii o dc omia cs cast siempre po- 
sitivo durante la segunJa y la Icrccra Kinanas. Last aglutinin^^ 
jicricuH cdmicnzan a auiticntar clttninu: la segunda seimuna, 
alcanzan un pico a la quinta semana. y se pueden deieeuir du- 
runie vartas des.pu^.v de ] j renilitLdn cIJiiLea dc La enfer* 

medaJ, pcn> no ic last suck uiltizar con Hnes diagnt^stico.i» cn 
los IJiboraloriiiM irindcmns. 

No deben recoleclarse muc&tros ciJnicas para cultivo duran¬ 
te 24 hnn^i en especialesputn u nriTui. pnmjuc d riciijio de pcna- 
tamiiiaci<Sfl o de solwcrecimiemo de las bacteria.^ comier^alefi 
de lipido crectniiento es mayor que si se tunia una mucstra 
dnica y sc cnvfa aJ laboratorio. 

3. La mi/ssha daha atttnofsa an uaa catitidad saficients pan fa 
natHKida tie ios aitiUsfs renaeritios. Se dehen ectahlecer 
paxadejinirel volumen de materia] requerido para \of, andlisis. 
En la mayurfa dc las iiifcccioncs bivelcrianas activas se pn.M.lu- 
cc suficicnic caniidad de pus o secrceidn purulciiia de iholIo 
que cl voluntcn no dcberla siguiflcar un piroblema. Sin embar¬ 
go. TTUichas vccQS, un medico que no lo sabe puede enviar una 
muesira peqtiei^a y dt^seanar el resto del material, 

En la!i formas cnl^nicas ci leves de infecciilin. puede M:rdifri:jE 
obicner material sufictcnle. El envk al lahomtorio dc un hiso- 
po scco o dc una mucsira cscasa dc sccrccioncs con b espe- 
ranza de poder aular algUn patdgeno es a menudo un ejenricLo 
inuTil y, posiblemente, de un coslo considerable para cl pacicn- 
tc. O lu que es peitF aUn. ^e puede ciuisiderar de munem inccj- 
rrccta que la ksidii no cstaba infcctada bas^ndosc cn un culU- 
vo fatso negalivo. 

En forma frecuentc se cnvta al Laboratcrio una mucstrn de 
t>.5 ml, o mcnt>s tie un material ri^tulado copno "cKpmi>‘' o 
“luvado broiiqutar' y se soJiciiaii pruebas Je rultna. tiiicicines 
para ba{:leria.s dcido-alculml rcsislcntcs y culEvu paia hon|us. 
EsJos mucstras pueden no rcprcscniar las sccrccloncs pulmn- 
nares del sitio de la infeccidn y el pequefio volumen puede 
resultar Insuficiente para permnir la rcalizacidn dc lodos (os 
paiccdimientos requeridos. Se pueden su minis! rar tubes que 
coti[ietiri:n medium de imnsp^Mie eoniu stduetc^ii nsLoldgka (no 
nutrilLso) o caldo dc fosfato, Icvadura y glucosa t?YGl {nutri- 
liv'o}, El medico puede inocular dircct^imcnlc cujilquicr ccjiii- 

dad de material que pueda recolectar A«i. la muesma jmede 
divldirse cn el Uboraiorli! para inocularla cn i(Ujincri>sos medios 
dc aislamicnio prtmario. ^ algunas institucioncs. sc proveen 
varios tubes cada uno dc Ids cualcs conticnc Ids incdios dc cul- 
livO upliinuK para cl aishinicnlo dc mEenhaiC[cri:u.s, bongos y 
viru!!. Si la<; secreciones que se obiuvieron son mfninia.>;. el 
m4!:dico detvr^ clcgirel lubo basando&e en \as cnnslderaciones 
clfnicas. 

Cuandu cl tamanO dc la tttueslra es dccnasiaJLt pequeno j^um 
cumpltr con Los ncqutJtUns ert t'oima apropiada. e.s canveniente 
comunicarsc con cJ medico para cstabicccr las pnoridtides de 
culitvo. El informe ilebe icHlicar que el maierlal enviado para 
an:jllsis era csca-so- 

4. Fata asa^arirU r&cuparatiQn 6piMA da tas laisiaQr^aaisiaos as 
daban uhtiiar tiisposiHitos da rBcoiaKfaa da mnesins, nctpianiea 
yatedioA de caiiim aprepiadfH Se dehen uiilizar reetpientes est^- 
lilcs para la recoleccidn Je lu mayorfa de las muestras. Es 
importanlc que cskn discHailDS para facilitur esa rccokccidn. 
sobre todu si el pacience debc tumar su prupia mucsEra. Lok 
fra.scns dc hnc:i angosta nn son iltilas para mucsira^ de espiito 
o de orina. Lor reel piemen tambi^n deben tener lapas que cle- 
rren cn forma ajusladu para evilar Im Jeirame^ n la coniami- 
ruckjn duranic el iransportc. 



Figura 1-3 CcwnpiniL-iLm Jc rt'iucMCfils Jp uru iircit’-uliLC’iii'pil ildVcEiida. 
ik.s pi^c Li^pirBLEdn ipuiji^hjwpdii^p. dii> Drbpen b un cullho purv 

lit Jrji-^Jj Jf^TiL*c*44.^ c«u£u3ii^ii n c4-Uf\h-^'Kf> ^ ai^la cn \a 

muciCTH recnfectada cofi el h iyipn_ pem c:^i4iha ctm buderia^ 4le 

\a flLKa rLKiUrndnuHe. La bnlnpicticiC^ -ccni cl Tuc inrw3i:ii;i: Ij 

[iereTTTiinsCTiiri dfil ^JicniJicndn dej ailrivn del hi^npmln cs fscoblrnuiUi;.*. ^lun cn 
pjTMPKiiU -Jc un pjvt<!tpciiu^4ciKiLi1. 


Los hisopos sc ulilizan para obtener difcrcnics tipns tk- 
mue&tniR para Cultivo^ rin embuqgo, suelen ser mcnos conve- 
nientes que ertros melodos para la necoteccidn de muestras, pnr 
|[> lanlo, cn la medista dc lo posiblc. sc debe dc^^knlar sw u^h- 
Si w Ios utiliza. hiay que n>marcicna.s preetiucioises. Ltjs Eiisi'- 
pos dc al^oddii pueden toner ^cldos gmsus icsidualcs y cl al^i^ 
nalo dc calcio puede liherar productns tdxicos que inhiben cl 
crecimienlo dd cienas bacteriaR eon requeirimieniofl nurriciona- 
IcK cspL^iidcs (/rt.qw/rorfTj. Kn general son prcj'cribics less htsti- 
pns con pumas dc ptslidsler tie Dsicrtsn^ u tic Kuyon*. No sc 
delse pcmtltir que las innestra.s esii^n en eontueto eon cl bisopo 
mds tiempo que cl jieeesario. AdemiL do la toxicidad. la capa- 

cidad dc Ins tiisnpns dc absi-cirbcr \ luegu lihemr laii muestins 

van'a con el material uliliradoen xu fabrkacidn. 

L4>H hisE]|Kis ileheo cnbK'arxe en uei medio lie ITanspurte iseil 
un n^:ipJenle ininicJo pura evilar quo las^ baekrias sc sequen y 
mucran. Sc ha dcmoslrado un buen alslamienlo dc la mayorla 
dc las cspccics bactcrianas cn cstos tubos hasta 48 hoias o mas 
luego de la recoEeccidn de La mue.qtni. La ntilizaclbn de lubos 
que conlkncn medio de tr^mspone seniisdlido de Sluart o tie 
AtnicK, cun embt^n u %in dl. tiunblifii son utiles para manlcncr 
los hisuptss dc ctiluvo durante cl transpurtc. Existen algunus 
excepciones □ csta nonnaliva. Tjis mnc'ilras dc pic I 

D de cortes de unax para el aiRlamientn de hongoF demiatofiti- 
co?i deben enviarse secas cn un nccipienie limpio para cviiar el 
sobrccrccimLcnlD dc las bacicrias. Lxss bisupados dc garganla 
pas a aislamicnlu dc StrL-ptococi iin pyopent'^ pueden enviurse 
cn medio dc transporter pero cl aislamicnto dc esta bnctcrin 
"resisienie a la sequedad" mejtira si sc cti^ u cl hisopts scco por- 
que mueren niras backrias que colnnizan la orofaringc. 

La capucidad psira recotectai casi cualqukr muestra con un 
hifiopci cs un prxiblcma aun mayor que la toxicIdad y b reten- 
cion dc malcrial. MicntraF un aspirado o utia biopsla garuAtizan 
unn mucsira que pusede generar resultadtis inteiprctableSs posi- 
livns o nejativos, un hisopo puede babersc util i/ado par^ mmar 
una mucstra dc un pnvcxn iunuiiiaiwio n de la llntaquc colo- 
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Flgura 1-4 4ie lIc El .UsieiiLi ftUs Utflflflf CcDtlsIu UiL vlnirn Ilii-li|mi r]! un [utni Jc Lmnipiifl? i^uc ^-^imCirnc i.an medio ^iq nulii^qs^i 

|^a/u \i^ humciiud (jinhiii. ^ C4MirH.fci2dl \?ih ml sa^i^in^t ^iTijlaf LiMi Jl'k hi^o|>iu [tfk iifi diiLcri [uthi Jc l^lB^^p«^^Tl? [ahi,jo t vn ktiN puedr 

pal j i^uLliHU y itI hE|ruriLlii lui^fliP. |ilie^ iCOlLfuf un fmci^ difCi^lu. 


ni/;i. A vetes. cl vcnJaikrn pjiirtgcno pucclc fsitar ciictinJitlo cn 
una ni^Kcla «Je baclcrijis guc kc Uimiifcm c(ni un hiHop(,>, pcrti cs 
i^Lisi HiifK^sittlif <^guro. .Se put^dti ]lc^:ir a iiilerprcl:ir cit cl 
CLLSU dc un injcrour^iini^juo que uil pat^genu docuith:niuiJo 
V nuncu cotoniza a Kcrcs hununns, pcn> critcricKi kc curn- 
pten rani Mez. £in la figura 1^3 s« coriparan los rcsLitlndos del 
cullivo itc un u^pira^ks v dc un tliscipndc] ini^rno nitjo. 

Es piiviblc liaccr un. fruii« y un cuilivu a punlr dc u]i ilnico 
hkopo St cl fXH'tuobijctas se flainca para cslcrillzarLu anlc^ dc 
que sc prepare cl cxlcndido. Si a cnibar^o, muchos Laboralo- 
rins requieren que sc Cnri'cn di^s hiMipcis. uiUi pacj cl fn>tii; y 
otro para cl cultivo, de modn que haya matarial adccuado 
para ainhos. En e^e caso es imporUinIe proveer sivlema^ de 


tnmspnrtc con tins hisnpos al personal auxiltar para evinir que 
envicn un unico hi';opi> en un nedidn de exlertdido v de cultivo 
iH- M)._ 

En pLirLicuiar. sc dcsaeonsejia lu clUenddn de iiiucstraN con 
bbsopoH para cl aiHbmicntn de bactcrias anaerobias; en cainbio. 
para estc lin sc reemniendan la aspiracibn cen a^'uju y jcringa. 
Liis muesirus rtcolcvtsidas deben Hiempre pniicgcric de sii 
exposLcidn al ox/geno LunhLcnlal y evhor que se sequen hasia 
Que puedao pjiDccsarscen cl luboiutorio. Los sislcinasde trans' 
portc BcIcccjonAdos para las mucstras anacrobias sc cnumcian 
cn el euaJn'i L-S. 

Se requicre cducacibn cenlinua para impedir la uiilizacidn 
em^nca de los hisopi.)s. gue eonsliluye un babtto inuy arraign- 


CUSEfra 1 *5 Rjccipicnles pisni cl Cniiupurtr dt mcicslnis juiacrnbliui 

RECiriENTZ 

rilNlUftlKNTO tJ l^tSCKIPCHLl^ 

Icnn^a y pan a^iUKinn 

cimLMkK Ei tw|iPnl-M-i; piwJen ii^nkpcirtire? :i] lahcir4lnnii liwifinJe csywlfr 

cun cuiiJiklu !lu« NjfIhiihI'- dt l^i iciin^u c iTisrrluj ]j puMU. \k la i^uja un i^/fnSn c^levil. EMt [Wi>- 
C[^UL]b[;^l[-o *• i2liJi> ]± pui^Jc b^j Uanbpuix^idLid lutor^cuiiio deiuun. E^U 

pnicika f-in hajo di-ccutiiWi diilfi l4 pnnK'ihilirlml de de HIV pnr tK-ricb-E.cfun: lii 4ig:vj2 

l uhii EruiLki u^iptdLi 

Tutn-ib n TriLscu^ iinpulla l|lk ci^iUtriva uu nioJiu s«ldiM>lLdt^ uru ^jEiinJo^ferj yA de CP,. M 

.ijzciiLr reJLdi-D!.v V el iEHlikTiitkv pMuJjtr uu '^^Pi;!] vihiul d? El Ciitin v uli* 

li/.i pjiAdfMlrviG-niL' pan la inhere iun eke- mnicnnE. cti hi^npiK: Iik fra^voEi ampnlla ^ utilinir jKira 

ki iiH.H.'ulw.'w^n d^ inueMrui IfqUKljiH. 

lliuipu cei>7i &i%tcnu ide Euhicrtii pllkti^u 

El iuUiiix".iliicii:i pbHtK'ii iiklsyc ihri y icuiaikfic -el laiLxlio C-^ry BUa. Amki de miiE.porv a 

pncifcducidruPRASi Et -sitlmmCutruieMe" uiimhieTi inchije urv fni'^cn ampnUa n-edm^n ^epm- 
Ju |:^ir uiu menibninnqur cnnlienr ^>u^Lark'u> qui'inii-u-s i{ue peiKTiui c-aLjili/MkqcN kk CO. y dcN?- 
Luiiw^ fMTU "alrupw'' aE rp^hLuul hik pueilj qiseilur ktemnn ilcl uiicmiL 

EIiiKli pwii rnnimakk hiEi|L'i^a»^ ** ht'ISiU dt plisii4:i^ 

Kkilu- Jl- pla^ieii mnspareruL^ f^an naleruleE. biH[»ld[!i«Kitije ccmdrivn un usiema fcnenukTr de 
l:i^, uu liuuli/jJitf dr p;if;idK? y u^i ijidkjjjJdE laijeruhiLi. Ia\ K}lbi th lu bUfLeleirieiEKnCe |!iuih. 1 c 
ufiKiM? pjrk £kiLi£kJLir vna plu^ri 4 lr Fccrl in^X'UljhJa quc conHcne un medio prvnedwkln n nun hLiiiik- 
|ji clt uihL^imtK'isii de Hlenilatbeaeirin enmo' la^ uri li ^‘‘idii'^ jun reahrariELS fmieK'i^ 

viiiiiiek^. Lu h-'Kj |Xu;i iTisilrriJlrH. bKdLiiriL'U^ o ImKj Jr plkvlbcu k -sdll lue^n k|ttc se 
rn cLIj I’d pljLLL uiuLuJjJa. y Tit Jk.i3v6 cl MbiriiiLi, ^L'flccjJer Ju L-i v-cnUjiij) de est\:rt ^ioeqius cl 

qix lj« pkiL-iw pueJen fib^ervanie direclaiTienic a mvci dd pli%tioi cnnsparewe y de-lf jJn dr la 
hnlsa p.iifu eUctuiir VisualiaachOn Ati crfcimienEn lemprarni de lus cukmuN 
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(Jo. Lli edueaciAn sie pue(j(!; n^^Lifar itiedianie in&Erucxinne^ Je 
recolecctfin de nivestra^i impnini'das pnr la flireccit^rr de los ser- 
vicios del lutHirjlurio. a iraiits dc bo[clinc» infcmnativui^ o 
cuiucntariox. cn lus mfortncii (Ic niucjsinis liuc sc Iild] miviiido cn 
hisopos. 

En cl quin^fano no cjiisicn rticitivoN c|iic Justifiqncn ]:t obten- 
ci<^rt de mufsiras con hisopos;- Se deiic llevar u tabf] una cmi)- 
pji'^u patii (fliniinarlos de] quiri^ranu y e^'itur sii rcin^rc^o. Un 
medlu lijiiLl parj logiur objetlvo cs l;i cuiMumcucidn eoji lu:» 
enfermerms dc] quirdfano. Em la VcmmciE Unirersiiy disenamos 
un m^iodo pmpio para la a'coteccidn de mue&iraa en el quind- 
fano, fxirque no c^(dn Jisponihics cc^mcrcialincuCc [w rccurm^ 
adecuados- En cl labyraiorio sc p-repamn frascus ampotla csi^- 
riJes que conUenen wu rosea cn la puric supcrtur et.ni un dia- 
ftaj'mu lie guiiU. Ell cl fundu dc] frasCO sC CuIoLlI UMa capa dcE> 
fada de agar no nuiritivo para mantencr la humedad. Luego » 
|o coloca cn un ens^tse adccuado para pcincrlo cn cl aukKiave; 
dc esic mode, un asiNteiite puede ciilcKar cl envase esc^ril sobre 
la bandeja dc inslrumcntaeidn cn cl qulrdfanu. El cinijanu 
puude iciycLUir cl material a inivds del diarragma di: goma u 
colocur cl tejido dcniro del fiasco ampolla luegu dc descnrus- 
car la tapa. E] tejidn se encnenlra cn un ambtente ]n ^utlcterlc- 
mente an'itcrdbio y. por lo lantn, cl !;i5:tcma cs perfects para cl 
aislaMiienio dc micfO(.trjianiNmc,is anucrtihiEta y rax^uiiativn^. Sin 
la pnltcCCLon del enSiullurio^ c9 frascu ampulla sirvu Cumu 
medio general dc transportc (fig. I -5}. 

Cualquicnt qiic sea el de iran-ipopc udlizadn. la prin¬ 

cipal tarea es rcduciral mfntmo la demor^a enir^ la rccolcizcidn 
de la mucstru y su inocu]ai:i6n en cl niLkiio. For cjcinplu, .si m: 
acili^n los hlsopaikss Teclalcs para cl aislamicnlo dc ShifiirUa 
dc paeicntcs con dlscmeria baciior. el material rccolcclado debe 
irl(N:^taI^c dircciamenic sobie la superfieie del TT>cdio dc 
MacCnnkey o en un cakkv pnm enriquecimienco de gramnega- 
tivos. La itiilir.acidn dc un medio dc iiiauiennujenio o de [rans- 
punc puedc poner cti pcligro el aislaillicnto dc eicclELs cepas. 
Las sccrecinnqs unctralcs o ecn-icalcs que se obtienen pam cl 
aislamicnio de Neisseria gctnorriiaeac lambien deben SCr ino- 
culaclas cn una cuperficie de agar chocolate y cn uno de los 
numcnisns mctlios dc cullivo selcctivus. En su dcfcelo. sc 
puede uiilj/^r un siscema de iran.sporte eomercial que ireluye 
una tablcEa dc la jjcneraLiyn dc CO, (BD QBL* JcEnbcv* sys- 
lem; BD, Lranklin Lukes, NJ i para el aisLumienio dc N. j^cmcirr- 
hneae. Hn forma similar, las mucsiras de las vCas ocicas alias 
pcira cl aislamicnlo dc Bfsntetelin perttfsxis deben inoculanse 
.sobre agar Bordet-Gengou, carbdn Regan-Lowe™ rccicnlemcn- 
te pteparadtj. u un Iiicdio equivalcnlc a lacabeecru del pacjcntc 
o cn la clfnica. a menos que se uiilicc un rnedio dc iraii^poiTEe 
adeciiado tcr>nro el mediO' Regan-Loivc). 

5, CiiaaiiB ssa pBSitt9, debttt oOttnefse fos cufUvBi aam at ia 
admfnisInMn de los aattt!6ifsos Sc recuillicnda la ubicnci6n dc 

|ew CUlEivctS nTlIes de pmseribir los antihiriticos, sobre iodo pnra 
cl nsilamieniD de los microorgnnismoB que son muy itcnsiblcs a 
el Ins. como los CNircpEiicrH'r)^ (H-hcmciliticns dc las rniicstnis de 
hisupodn dc garganta, .V niMitrHMetie de las mues.tras del apa- 
rato genitourinririo o HuetntfithUus itifluenzot o N Htenin^itidfs 
del IfquLdo ccfaloiraqufdeo. La udininistraciun dc antibiDiicos 
no impitlc siemprc cl aijilamicnlo dc los microotgankmo^ de 
las mucstras clinical: en estas cinrunMaudes. (4>iencr unsi 
mucstru puede ser nicjur que no hacerin, en lanto y en ciiualo 
los mddicos entiendun que losi rcBultodos deben analizarsc con 

rep^tru. 

S, jnvcAdS instatiefas, adtinis A fdt cuitivos sg dgbm rgoUzar 
trotf& lj>h frs>us propurvionan una informucidn c\lrcm.idamen- 
le Util que coniplenvenia al culiivo, En ciertah siiuftcioncB cl fro- 



Flgura 1-5 .SiuriiuJc i[danponc pdfj 4 :ul:u^m ajciL>liiLQ 0 aiLK-TobJo^. Sc ci^- 
irjiin frQHCCi c«n una LipD a n.'^e qur nwiucw t^ndi[vfnifniaik 

I'l'uj ijfpa ik: u^urfhcl iiHid>.hLlL'] jai|Kill.i lEidiulcrK L4 j hiunt^did,: un indi> 
dc-LiXidunCLluLLHuu lI LiiJki ^ i«LuETTiciiCr la (tTiff<k || 
HElTiEVifer^. HI tnaiwfi ampiiEk A ciMiEitrv.- un ha 

LijLJii a dd df fi.'Hiu. El fnhou orapr^lEp 11 •cimiicnc un 

m^nki df icjelIo qur sc (Irnln^ ileb fKJMjn impi il li drf^p]Jn ni lii iiim- 
gi'fl. LI friLKU am|Mjlla C ha Jc un [inn>lNm?k fahekudu 

pan in^-TniETri^nfm (|Uirurificn^; cvli Jim-Ji Jihnr^jc Mibr? un cumpn r% 1 ^l 


eIb cs mucho mas. util qua el eultiva, coma cn cl casn del espu- 
lo e:rpcc;toni(Jo, Los e^stendidos pcrmiiCEi la determinaci^n dc 
lA naiurale/w innAMUtoria dt una mu^^srra e indican si los 
ric,sultailos del tullivu ticnen signincodo cifnico. For cjcniplo, 
la inucstni dc unu hcrida que no eonlLcnc ncutr6filo.5 polimor- 
frnuclcnncs y da un culiivo positive dc flora bacEeriuna mixta 
no puedc cuftsidciarsc vdlida. Es muy (nobablc que los m^k 
cos que confjan en los resuLlados dc CKic cultivu sc sieman 
dcccpcionaJus. 

AdentiJs. las tincioncB Jc Gram indican la flora niicmbiana 
presente- Un fiotis que licne muchos boeikKi gramncjjalivus 
que no puedcu cn.'ccr ert un cuJtivo acrobio ciasico indicu qnc 
lus condieinEKS del culiivo no crun la.s [!Jptimu?i O que los miciTV- 
organismus no eran viabks. f^s condiciuncs de culiivo suU^j>- 
limus ineluyen una ntmE^srem incurrccta dc ineubaciAn (anuc- 
n.>biDs)o un moJio incomcctu (oigunismus Cun tx^querimienins 
mjirtciuaoles especiales como Legiarteiia o BonJ^ieitu). Los 
microhios pueden no ser viahles como consecuenda dc una 
icmpia Emlimlcnobiana apropiada o dc una rcspueslii inflamalo- 
lia enCiii£. 

re^KudncnliLiijoncbb c-iliitutc^ aubic fiuudu v ablJau L'AijCCEt 
ique Lin l3.bur-uEujio rcoJELe mSLo Iq^ 3i)dLisi& qUC lo tian fiidosoJi- 

eilactcis Mas adelanie se eomentardrt ln:s mccanlsmus pura 
i men hi Rear cl uso apifspiatlo del lahurdturio en la fase preana- 
III tea. 

7. £7 reciplmtf de afW¥a debe esiar ratotaiSo en lortns adecasda. 
Cada redpieme de culiivo debe toner unaotiquota legible, cun 
la siguicnie informadfut Tni'niTna: 

Noinbre del paciente 

N'umcro dc idcntificaeion del pociente 

Fuenie d.e Ja muestra 

Medico 

Eocha y bora dc la recolccddn 
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Uiilii^^d rioinbrec<tri>plcit>[Jel piiticaic ytviie hi-iinicialcs, 
Ei niimcrD dc idenrincacic^n detx: scr til niliiicro del ho^piul, 
Ucl et)rt.sulUiri <7 o de la clmlcit, la dirccci™ dc su qa^a o cl 
numerodet !^cguro s«ciAl. segim laiv circunstiancias. El numbre 
del mCxiico o Jd contacld cn d consultcirio es necesario pc^r !;i 
sa rtiquferti al^ndii ccmsiika o adelanlar un int'urmc. E1 firigeii 
dti TiAs iTiuestritj debti Piiouir^ p^fu qac, riwcsarki. sc 
sclcccioiic un inedio cspetiiul Jc eulUvxj. La fceliu ) herd Jc la 
iccolcccion deben aparccer cn la ctiqucEn pisra dcTcriiilnar su 
pmvesaiDitintn a litimpo. Otio, infonrueuin uiil c;: cC diagndKCi- 
co clfnicn y la lijsioiia de [raiaDiiqiiio con antibtc'jiicf^i del 
pacicnic. 

THAHSPORFE DE U MUESFRA 

El objeti%'n principal del iranspone de la muei^ifa p^ra djag- 
n^^lico, yii NCd dentn) tid lle^p^lalH dti^iic la dhiica u tiu cn^ le 
pur eoireo luicia un laboraloriu tic referenda, cs mantcncrla. 
den(n> dc lo ptjbibic. Jc Limancra in<)» parccida a sju cauuJu ori¬ 
ginal. Et Ctiniciif asuf LitboF(sio}-y Siisniktrd.\ inatiiutc (CLSIe*^ 
hjciciHlr) divcnuiK gufas para los fabrjciinle*; dc In*; dlspo'^itlvo!; 
pnfa lu recoleccidn >■ el lunspuric de Uis pdigp:»s 

^>urii Tiis |)tiT^rmaji que inani|hiliiti las nuestr^LS ne reJiiceii si ku 
dispositivos dc rccolcccidn ejerran cn fonna ajusLtda y sc cold" 
can dentro dc rccipicntcs dc prolcccidn aJccuadns. Para man* 
rencT la infegridad de la miMsstra sc dehen evitar las cnndicio- 
nes amblenrales advenas, ennin la exposicidn al frfo o al calnr 
eslrcnwb. los cambio^i rdpidos dc presidn (dunintc el Lranspor- 
tc atirett} u cl soeadn cxetidvu. Si sc csliina una denmni pri> 
iongada hosla cl proccsainicnto dc la inucstru (p. cj.. mas dc 4 
diasj, cs prcrcrible conge hrla a -70 *C, Para periodos ojritK dc 
alnucenatnienio, un congdador asn reniperelu ras de -20 “C 
puede Stir uiil parn ujgunas mutiiaras slenipre que el apariota no 
sea del lipo que no produce escarcha. Muchos vjrPLogus creen 
que las mucslras para cultivo dc vims (} los ruslamicnlos vira- 

lL-%r milieu Jcben ulnuL-Eniirhc u 2[i ‘O. 

La.-; muesrras dti espuro que se rticolecUn principalmenie 
para cl oislaniitinlo de niicobaclcrias \ hongirt cn rccIpienEcs dc 
pnjpilcno o polietiicno pueden envi 51 r.bc sin nirgun ceyndieiu- 
namlenio poalcrior. No sc deben utillzar leclptcntcs de vidrlo 
pgira evitar niiums durarttc cl iriinKportC- 

La mayon'a de la*; mueslris h'quldas deben ser transpnrtadas 
al Liboratoriu lo anics posihle. En un hikHpiial. recinnlenda un 
cni;iin>ii dc 2 tioro-^ cdirc la Fiecolecciyn y cl cnvlo de la tnusN^ 
Este limilti dc Liempo rcsulla un pioblcma para las 
mucstnis qiic sc Inman cn ct consulmrio m^ico. Si nn c.s pii- 
Siihlti sn iransipoire rapido. se pueden unlizar rsclpienttis con 
una pequetia cantidaJ de tv'irieu para cl transprtrtc dc 

orina. Dc niancni altciruiEiva. las mucskas dc urinii puedtin 
rcCrlgerorsc bastu 24 byriis 5jri1e^ de su CLilLi^'o. Para la miiyorfa 
de las olca:; mue^iras se puede utilizar un medio dc manlcni- 
mienioo transporle. fiiguicndo las instniccmncs del labriCLiniCr 
l.dSi piitidinft de einplesisfnfi con may nr fnicuencia >ion 

Sluarl. Amies y Carey-DInir Crccuadro l-2>. 

Esros mcdioh \ifii estiULialmcnic snluciones amorLiguadonii 
(buffers I con bidratos dc carbono. peptonas y oijins nutrientes, 
sin faciones de cnrcimicnUJ, itiscnaJosi para nianrener Id viabi- 
hd5tit dc las baticrias darauic su iranspone pero sin permitir su 
muhtplji-aeiOn. Se Icn agrega lio^lietrlulu dc sixliu conio redue- 
tor para incjcmir til aislamicniodc las hocrcriah onacrobias y la 
pcqucTia qantidad de agat Lcs proporclona una conslstcncia 
semisdlIda que e\'itn la oxigetiacidn y el derramc durante cl 
transporte. Para enviar a l:ibi>n)tuTio*i diskintcs moesifnis en la.^i 
que sc st>^pccha la preseneia de niitol>;itiierja.s, se rticomienda 


Recusilro l-J Medio de transporte de Stuart v ^ ^ ^ 
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una solutik^n Je horato de sndio coim) eonser^ante.'^ Para el 
oLslaniicnlo Jc ciertas virus, ennio k»s Jel herpe.s, un buen 
medio buffer Jc iransportc cs sacaro5a>fosfal0'glulaniato. En 
algunus ceniras tambi^n sc utjltzan con cxito los hisopos 
Culmrelte* pm el transpmle de mueslras pam aislamientos 
viralcs.'"^ 


RECEPCiaN DE lA MUESTRA ¥ OISERVAClOhlES PREUHINARES 
En la mayorfa Jc Ids labomtorios clfnicos sc dcsigna un drea 
para la necepcidn de las mucMras. observacicutes inicrales 
y la manipulacidn deben rcatizuTM: cn una cabins de seguridad 
baoldgica (vc^ase miis adciante) debidn al riesgo dc que til per¬ 
sonal puoda sufrir ima inleccidn adquirida cn el labomtorio a 
pnnirdc mucstra-v que conticnen patrigerws, El pcrscmal debc 
vestirsif con indunwnuiria de protecefon sKfccuada. bats, guan- 
[e.*;dt! goma y, en eiertos ca.sos, in^seam*; de proieccuVn, Esias 
prccauciones sc tomuban aulcs s5lo eon las mucstras quo lic- 
vabun etiquetos dc pciigeo. Sin embargo, cs itnposiblc Jetenni- 
nar si un poclcntc csta infccladn enn un upcnfc transmislblc O 
III una iTiuestra enniiene un paidgenn muy corttegicKo. h>r lo 
Eantu, cs pnjJcntc tener un cuidaJo CMpccial cuando sc mani- 
pulstn [odas las mucstnis (quidadiM universalw). 

El proccsojTiicnto dc las mucsiras incluyc: I ] el registro dc 
Ids dams rundamcnlales en tin EXiadtiitio o bo^ de daios de nr- 
denodiTr, 2) el ex amen *i^lsual y 1a cmluaci^n dc si se cumplen 
t(Hl^v*i los urittirlos para ocepuirta ivi^ase la seccida iniredia.iH 
adebale uibre los crittiriOLS para cl rochaz^) de una inoesba) y 
31 para ciertas mucstros, cl examen microscDpico de los mon- 
[ajes dincekis n las lincioncs de Ins frntis pnrp cstablqcqr un 
diagndslico presuntlvo. 

CHITERIOS PAHA EL RECHAZO DE LAS MUESTRAS 
En lodos los laboralorios w deben csrablecer lew crireriDS 
pam el rtehazo de la^ imiefiiras que no ion adecuadas para el 
cultivo.'^- A pesar de que existen norma^d gienerales y de que hifi 
agcneins^cr^ilada^ bon estobleCido los ol^ndaivs. cadadi lec¬ 
tor Jc laboralorio debe dccidtr los par^metros por ulilizar. 
sqgun las qoudieioncs locales, Se deben verificar los fnnnula- 
rios dc pedldo y las ctiquetas dc las muestras prira comoliomr 
que se incluyn luda la informLicit^n fiinJamcmat y que ^sla sea 
cohcrciiic- Ante un piubicma, la revtJeecion dc una nueva 
iiioeslra es la mils rocomcndablc. 51 la muesua no puede 
loTTiar^c nucvamcnic, sc debe hu-sear a una perstma tesponsable 
pam adojUar las: inedidiis pertinenies. 5e debe incluir un 
tiomeniario en el Infonne final en el coal se Jndiqiic que la 
niuc*;tra fuc lecibiJa con un prublcmu Icspceffieut y agrejwr cl 
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nortihre df qyiert r^sojvi'rt ej^ prohlenn. Si posihk dalermi- 
nur 4^1 tipi> dc muc^u^jJi. putxk iKeptiirso que t^n clertos cahOfi se 
in<:luyu cn cl infonnc: “la mucslra paiccc scr..'*: dc lo contra- 
rio, sc la dcbc rcchazar. Stcmprc quc haya Jiscrcpancia. sc 
[Icbe haccr un intorme escriio de c6mo sc ninnejd In siiuncidirL 
y dc lew TWtmhrcs de Ins personas qeic sc contactanKn. cn la parte 
dc ntris de la solicituel dd esludio. cn d cuademo tk rcgisini 
cn In blue dc diitcw del ot Jcnndiin 

En cl rccuadro 1-3 sc enumenn los lipos dc mucstras y los 
pedidos dc cultivos que deben apnicccrcn una lista dc rcchn- 
7 (vi y [|(ic no dehen pmccsntsc. 

Cunrulo se rediaza una muejiirar debe contsetarse a In perso¬ 
na que la cnvld y ponerJa id tanlo subre La siluacldn. Sc debe 
iniicnLitrcn ly pnsibic no recliaanr Ins mucsiras di fie lies dc rcco- 
leclar nuevamcnle, cocno el Ifquida ccMorraquldeD o Eos Inva- 
dos bronquinlos. Si no ^ puede resolver un pmblemn en formn 
cxpcdilivn^ sc deben rcali 7 .ar kts cukivos pars evilar la p^ndidn 
dc la jnCcgridad dc la mucMra. La Jccisii^n subre Informar o tio 
los rcbiiltadoi» ic puede toinar cun postcriurhJiid. Si coriespon- 
Jc, ]a^ condiebnes itc In mucstm sc deben incivir cn cl in for¬ 
me. Luego, el m^ico tcodra la nesponsabilidad sobre la Intcr- 
pretaebn del inrorme a la luz dc lr?s datos disponibles. 


Rflcuadm 1'3 Upon de mueatrna o aolicitudev cultivo 
que deben reebazarse 


1. Ciuliijj*;! roiKhJn mibidi en furiuM^. Lj uiul 3 e.sevpeidii pudn'j-n 
M7r lj^ iiiiir^Ecu.!) yiaciJch L^Rn uri li;hIu lH:ni|Ki i£c cXp^i^i^HPn al lur- 

mnl nnrnn^ ck* I IjLii iriKTin-^tiDCTiw^-cl tcjuiii VT 
tn ilivtcon una. euLitihLIa o Mjm ChC^nl y st uiiii 
]iiu4;Mr;i ik lij ptjrvi^^n mis inicmid fwd su 

2 . l^'uk'lEaiil.’ib- JlQUnlC 24 JlAIBSH.. £> dillLjl ChlLlC l_l ^OriLUi- 
mifwkvi- y 1 e^ rmic^iis indi^idualffr ljui? cimlKncn un j i\iu i'oivcii- 
ImniSTi dc rn3rminr2;nni4.TncHi se iLiliiii'in piir Lh« miiu'^lnki >jfui^nlrB 
i‘iciii>K hi^^nctniTinJiis 

I.CM rniLi.s lie s^ncLjcinn^N ikl tudUk inkm^ik. del cijnj.1 ^u^iiuL o ik 
jibu ptiia lu dcLcccinK] dc AVLVjrjiii ]Xh tiricii'in dir CVjiti 

-I. rJivi.MVk para, multiples wiiciioiki, pw cj^nnpfco; 

“atifiHiTs, arMvrsrflwM, Ikihi^h ) luhm'Ulia^l^ " 

5. hi cm in cn un anidfL'UiJLJii. ua ^c^ol U BihMamente i,miiiE;i- 

ininAkk. en d luJ putc de li mue^tn »e lu Jeinmudo. CuiJq|Uhfr 
ifsTLpienne con filuvK'ii.kne^ ccbita un huiuki ik fadEiiidk) 

lIl^^Ih' nlt rn^iniii.ilailii L'lm ciliTm 4 > L tiKlaikk 

fi dc cuUivcvcpic e^rjin iobfravcida": o rc^sccas. l^na e^cep- 

Liirii (xhIiIu NCI uiLu j>(aci di? CW liM iiisUnisnlM Jc urn' ifc lo\ 

honCiL^a pulL^ilCluk^a I V‘du:ic J^l. A \CLry, uiili Jc Itis Eitin^^rs |taUh 
di^ crPninLienlP jnis Iahli puede tTL\?er por L^Ji^in]a4ielhLc-- 
CDfiiik lii ncm filumcninHj, tiK’dc scratkvundj i;i CDn^ulLa firen 

lM m^L'Nk 

'f. Lii^ que CNun ulA'b^inieiMc iL:i.i4t[BnLlfiiLdd.N4:uniL} lo pnrie en. 

rt'kJcntlu Ja |irraciiL*’i;i dn ralilqni^ilcN tPiTlc* KirLi.k, COkiRnlCi 

cnlnrr^cEinrt o q,iidirniei% okoui 

?!. I.Ji (ifLiie]iiL''-t muLSirLiN nn fian- nn^er-nlvirK; 

I.iv3iilini |EaNirie4K^- umna del cbon^ inedjo. ■^reeini^s pnar 

InLiloLLiiqh [| jJii.ulcEcLiJ. EiCl-cs CCJu-rpUh puca d aislaimbcnUk lIc c^iic- 
ctCN Jc fVriTJi^ni/riiVR asiiLiLkJjji i:np cjiFcpm-pdid faMnHJblefibul CiCino 

C C. C. biMipfiJi!^ die diFt>iiiri>TnM 

^TiliHinrnr?. inwums de noriz u •ntra^- />nnd^ cvoF^iiiife^is 

Ljs naucMrjiN nheUid^N Je Ufi lejitki prnfiinik^ durunC^ unia 
tiru^fi bued^ pjdl ^fVjflii:jaJ y LUJliliw dcL ajciblcnilir 


Los criierbs 4e reebn^o deben enmmerruse en forma clara en 
las diieclivas dc los servidos dd laboratorio. Se debc injiiruir al 
personal del hospMLal sobre lii imporianda del cnvfodc mucstrns 
nptas pnra cl culiivp. Ademds, sc deber publicar las problcma.-i 
recurrences y sus molucione^s en los bolelines del Labornlorio y en 
4 iinfls pyblicadoncs que cskn al niennee del perAonal del hos- 
piint y de los medicos Je pla4iiii. 

RELAOdH COSTOEFKACIA EN LA FASE PREUUL/nCA 

La icliicidn costo-entneia fue una mala paJahm durante 
muizlios aAns en microbiologfa clfnica. Los micmhidlogos tru- 
dlciuniilcs consUcraban cslc icnia antJaeaddnicu, impuro c 
incluso pciij^TOso. Sin embargo, orro puoto dc i^jsta c.s b apli- 
eacidn de Lo que es cHnicmricric rclevnnte al diagndfaicD 
microbiotdgieo. El objetivo no es idenlifiear todo microorga- 
nismu que pueda scr aisbdo r; hocer el anlibiogniina a cacia 
imo que crccc cn cl InlHnaloriu. La idea cs ppitpurckmark a Ioh 
mifdJeus la InrorinadlSn que le.s permila briiulaf la incjor aten- 
cinn a los pacientes. Desde csic cnToquc, cl tmbajodcl micro- 
blblogo puede ser usualmeme mds econdmico que hacertodo 
Id que sea posihle. Es decir. el criterlo de relei^ancia clinica 
Lgutila a la rckicidr ccistu-crLcacia. La icliici^n coMo-cficacia 
no signincu hnralo: sigriifica cl mejor valor para cl dincro. 

Raymond BlitIcH. un diNrin°uida pjidlo^ v direcior dLimn- 
te niucbos anos del laboratorio de micrabiologla del Hartford 
Kospilal dc Connecticut, es neconocido comn el padre del cri- 
icrio ik pclcvancin clmica en los laboraiorios tk sliagndsiico 
mierobioldgico. Ailn hoy es imporlante que liv, microbidlogos 
Leajr su libro oriilnal sobie cl icma.*'-^Todoii los que si^LuicnDQ 
al docEor Barlctl ricnen con cl unadenda dc graritud. 

En cacia paso del procesnmiento de latxvralcirio dche infor- 
niiarsc la rcievancia cliiiica y la relocidn co^to-encacia. En el 

euadro l-6.se dclallail algUtlaN sLlgercneiLiK para la Tase picallLi- 
lilica. Sc pueden lograr ahono^ sustaneiales de materiaies v 
tiempo.''* Los coudkioncs ^orfan cn cada institucidn, por Id 
lanio, tada dirccitir ik laboratorio debe dccidir subne las opcio- 
nes mfL.sadecuadas. 

Fase analllica 
0UMEN MICRQSCApiCO 

Sc ban cnfalizcido las razoncs por las cualcs sc debe rcali7ar 
el cicaiiien niki^i^c'^ieo de los miuetiolcs cEuiieus.^^ 

1. El ndmero y cl porcenraje de nculrdfikt^ sc^micnlados que 
csldrt pnesentes indioan la magmlud y el tipo de nespuesta 
iunamatoria. La calidad de la muestra <;e puede valldar. 

2. La iib»;rs'tLci6fi dc baclcrlas, ckmentos micclialcs, Rinriiis 
dc lcvadura.s. cslrucluraii de pjkrifs;iios o kiieluslonesi vkale-* 
poede proporcionar informacion syficicnlc para la elabnra- 
eidn de un diagndstico presuncivo inmedtalo. 

3. El teamen TTUcrosc6pico diieclo puede tambidn proporcicnar 
evideneia prcMJUliva inEllcdiula Uc la prcscncia Uc bucicrias 
anacrobiiis. Cun esLus datus cti la ii^u, cl iikddku pucde 
[Eimar una decision mas mclonnl sobre cl Iralamicntn antimi- 
enobiarto Entcial. 

El ckaincp por inkru&copia dc conirastc dc fase o dc canipo 
Ofiizuro de nialeriol .sin lincinn Je mucstraN hunicdlas ca util pura 
deniostrar moviiiJnd y In rcsislcncia Jc e-spiroqucEos y endi>.s- 
pt>ra;. Las linciores de Gicmi^, dc Wright o tiaranja dc ncridi- 
na pueden ser de ayuda pam la ohscmcidn de formas bacieria- 
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1E CAPfTULO 1 iQlraifuccIfin a jg mlcrablDlagla; Parte 1 

CuadrO 1-6 Kclacion Is fas? de las pniehiu; 

s. rl 

. n ^ 1 

%•. 

acciOn 

FlWliVMENTO 

CQMENTARIDS 

Cultivo leli^bw Jc L£R pun hoa- 

JOi’* 

DLifcp rcilJuntcQLiiieA p^icdLCk imniurHKunLpcEcnEn que 
[MHn valor-K jvmnR5e& m la^; priH-hiAV qiifmiciiR y ^ 
cl tciMicjULi dc L^liilii^ en cl LCR 

f.'OphM-n'i-uj ner^^midin j pyedp i;a(W)r iurcrekKl trtiDici 
plemruuKiH tit »| (XU 

Ci^Ieivli kL'-lL‘^U\^i Jc 1 t('K fioi;! 

Bajts l^rdpflfiieTlUi.ii'fi irtm^JmrfUllftpeEepBps qMC 

EidAcd valDrtH liclniLLkn eta Ism JhucIrli qiitimeaM y 

f 1 rwfcenici lie crfl-Jlav tn el LCR 

tyi Li^ pL»M?kVH.qp« ^ijfi baju ik lut>en;uiG:^is cl R?rKli- 

rriierib] puede icr ■■uA fpcrvrj^ 

CuUiv^ lecti^D Jr [iccts pan 

jsani hueVrw y fcjr^iEiK.^'"’ 

Bajn rcikjkmircntocfi pucbcntc^ guc lun ^kIo lHnfiirali7a- 
dijJiviCc nt^p Jc y 


Ciilin>n h±li:^dv4> Je iMpifiTiJLK 
£n L> c-xpcL ■ 

tCfiim'' 

IdCTifDieillu Crt el Jiil-IdjCieCNk-Je flcpn crii^aidnBiej.tTinU- 
pnliutfiH si Mt 4Plihcnari uidi- Jc iCli^^lulis cfuixLklc^ 

|Kivi nnnui>ut po^q:ulnp^> Jc lujc> nuirk-rHO 

Ljom laih-icLEigiaJnnei luui jplir^Jn imiiaL enbenn^ difeiFntH 

Lltilirjc'i6ji Jr dc 

cuNivrr dr apoyn pun ku ciiUi^cih 
taEbcriuDf 

Utihdud cucifUxiaUcr^rcpCn pan bimpsias Jc kjsJod y 
cicTlGh Jii|uidDS. coma pucirnlci^trafl JnvfDsde LCR a 
que wi\ HicDcJdos a didlisk^ pcriCDncil Gr^Uiici 

Lik caldudc cuHi^ci pueden LfULione en am litiaK-JoiiH 
\t cumirun hoKofuaiidoun microofje^LHbsiiaD pRSCQte 
cr fFo^ji no K mupcFU cfi Ita pLcui. Batos iHinca drlien 
■piKinv fi mucMTiH de la*< iupeilicicfi noLKauR 

^fldiFnrpTVfhflK dc- 
"birtemijirs ea LCR’**""' 

»icr«ihiNJK3 y fi[irci^Mn4Utt qwe lirmlan qi 
utU^J 


Cullivu -K:1rcli^v iJe L'quidcp 
j=rTlnnea| 

Paln.^ dc livlinuculn Jc nalOE;cnN'k» y dc kb'siN^ 

IkIkI peelIcltIHe's 47 a piirimlcn cna pcrjlnnilLh unmilP" 
C^iquintt^ ett couninictidj 

CuL10l»s ]iiJic«lukCD i^nlGfiLhN |^g‘ilnl^u.<pc^i^'mj[ia twu-^ 
riapq ci^TviiirJnea) y cn pcTiicmliE iJqniruLi en eJ }sifl[Tiu] 

Culirra dc nwHint^ 

d: farin^c 

.7rn?f»f.riCjwajf cft cl pnncipaJ afofltc cticil<^ka 

dc la faringitii; c[ dc nULna" cum imUtipk? 

nedkkq ptijwibkinenk iwttkircJartt laki 

Losciihi^a parn 

jfiP^n:i/rAcii\Jc G del tkcrpca umplc deben wlkitanc 

^SpWnfk-inieflie sr M ^prclpjjkjri, Arnmniwarnrur} ^ffrmty- 
rjVj[i?r ^lajiixfl fjEiaj^lracn nlPiuH ic^iyc'ti^Ly siilailcscnilca, 
pern ur lchLi en ItieiLnH union yam.^FjTjTFiamr-rau/riMi^ifmej 

CullivD lel^rlvn de huclenn □njif • 
TuHbA 

Ln& ciJlIvcA-de jn:iEpnlikrM Jcbcd:m TUftliianr pn fcpcTRa 
j^lsini iiiCiL'a \ K^ldLiS cn IfLjaldL'nj a^l'ojdiLM/pu.S 

SuTMra nulLvar culJli^'nn clc aiueintTlpn TquuKtTiix Je xllRn 

4|Lic puci'^B csiar dcni Je ks EiiikXnaA u 

hwe* 

Uinitiir Li I’EKiicrtcLfl ukr] 

l_aK muc^tTLu: dr tLijiaice. miuii y hraiJui ic limitaa j iina 
cjJ^ 24 iHiraN; bA dc u Ihmaorui a dnv 

□ Uc^ kiJEivm (III a rO' rbl- I'M cuIlJv^) cj]Ja24 biHei 

Sc Jebe LUjcrii e] ^jhivucca uon. IfirrucciLiaTiu niriujr dc 
dA 1 ~2 luicnt nieniiiii tequemk para ev^uar Ij pniTura 
fTiiUjMra;i 

LimiEiir In Ceexwuilu dc lus mJ- 
rn«w^ dc hurwi^ y puri-^tr^vt 

Ei rcridjEniciilo a parliE Je Ilh^ cniniurci Jc 

CAfTiiTi miwmo liicfCK Jc im mucstrw. Ii^ rvialrt Jebe- 
rin rcTLiIccLaiM' rn dti-s ■aLlcrrv.it 

Pan <Hegc: parisilG^ iEiljc-rl£U'»ji£c» pccitmbknicfJE iicn uJccuaJu 
pcahrsr mefifiK dc: Cfm: c^Jmme^ 

LiPiliur 1 a f[C£Mrwia Je 

ponk C". 

HenJlinilcniO 1 lJC^m .1 ilc Jir^ CI^i 1 >CAC;i rir^illjyi;n ^dltUJ 

nCn iDKP 


Linuur lira pmcluh Jc Dt^ pud 
virus del hcTpri hiTBpIr m 

RcuLmiftiUG JuLhiiikD sL c1 rccucniGdc c^Lu-lm cb LCR 
« rcTcnal y na luy cviJcncia^ dc lr«k.ific^ PxaJts 
par EC4onBm(iq ai.i^ neOi;j 

Sc dnerihiennu cvocpckncA. cipcruLmcBte cn nirW^ 

Umilar cl u^fu d« iDwSi1ra>> dupU- 
raiLii del iriiana en cl 

nil'llini dfi 

L'llJiCAr Ia^ ir^ipkJiajh u ^IciZDepniKr la fncppC cnurMr^ Ju- 

ujilckeD lj EiAri^^Ei de Gkiau^iik cl [leinpo de [racisspEirie) 

Si uinCe ^Liiik|ilici inrccElKluiUbir cn ln-4pic nc rClicEr m la. 

Bq.ULva]iEAcia Je lai crvucsifK., ciMiAuhar cond medicci aalc^ 
lIcI prtxcauiLicfitLi; cunodo ^ca JjJnwo, pfoc«u1os Jc 
inriKilialn rn fonnn wparnda y crnk!4;ittHrcn cl Eiempo 
hbie: pcHCTLar ]is musbriLS al iekqd^ pur 24 huriLb 

Uiniilar In rerdH^A Je- mucMri^ 

4lc un illHi ru} ewfrril UciiEm dr 

un pen'ridD der'mido 

I'TiviiT laM inui^slTaK Myaienlds i\ la eV'aliiaCtfWl prev^; s^i 

Ji nuc^ud ai^^icAEc Ita »ik^ icuxuladi cn un mcdiD y 
prcicruar Jjfcrciinnj HJ^tancLnlci c«i I.b mucAtin 
urif lad. conMili^r coih cl medk? atcrci dc La!^ m\o- 
itct futiinis 

PiPeiMn^ai Ur mitcum al iifieninj fSM 24 Lnrx^; preReivu lia 
plfuia^ iiHKulodasqijv son o'alui^sdc nuuicra iiicofipkla 
IHr un pcrk»JLi JdiiidG rp. -cf.. 7 dfa^J 

Kc njltivnr punCiK nk cjikwrcs uri- 
[uricA pcriTuiTaiecV " 

Rotliftzw ta iPi«stTii piffA mlirn> 

InJofTTiar III ni^(&icT> qfiic Jdhr rc-i^uHnc I 21 ^iriiui 

LCR — Jdiyu^j I'-E^iJr-vruEiTMi/np 

^•■41 nli#ri i^i^iPiriali-vSi rJ iVrftv>‘/»aM-^ 4-iViPri/jil^ fuF rtJ.JVhWy'Jiir''" 
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F^ses d&l cicio diagnostioo 17 


Recciadro 1-4 Sislema de dasHicicldn de BarUolt pars la 

flvsluai£l6ri d« Ja sralldod ds las mueHtreB da 
a^pUtQ 


S’liihlfip lie lh«U 4 h*pniiis |Pipl~ riUliJhi sBe huju aiiiii^'iilii I ID X) tpriiln 


<W D 

10-25 

>25 +2 

ile imxii +1 

VqmfPD cl-r crlL]|»c fpitcl IjiIp'; jwir cumipj dr hajn nijiicn(4> 

(IPXI -I 

LO-25 -2 

>25 
Total ■ 


■ f*nifnnhr rl itr PjwJrrWn 7 jjf^ ^rJiryJri^ir ^ Jit it-' ^YIwa■ 

j'>ia krfuruilla ^ irpiia. ri^i li ■■ i aidli ufr fT XjiPaT. ('ri rraui'i^JLi^-'/i^'^'-i^ tJI jp aMrnAa 
KRiAeW airlp¥ldb3 (if iMIi^JinUli ir.ii ili^Lr] ■!> cYAbrMJ Vk^iaii 4'pJll Edhtir, f iirTi? 

PWiTff i^lPf II*™ rffl" rJc^'Ml'Pi 


na<i que riflen d^hiljnente □ que lienen pofo f<>nlra.<;te con t\ 
malerial ck li>n«Ju. 

Tumbit^n sc puede utiliuj lu linci^n tic Gran Jintcia sobre 
lo& mnlcrlalcTi dinicos para Jeterminar si una nntesEra cs repre- 
!icilLiiUva del iilLc de infcccii'Vrk. Elsl^i cifcnica apljcu parj ]a 
e\'aluaci6n de la^ mue&traj; de esputo. A p:inir del nLimero lic 
cclulas cpiediaEcs cscainns^is y de neiitiT^lilLVK segmentL^Jo'i de 
las mutesirjiH de esputo leilidiis con Gram cn forma dirttia. 
Barleti’ disefi<J un ^le itruddadiSn pm evHiiujirlas 

{rceuiiilro 1^1. En Chle isLsleina se Ic nsi^iian nunteru^ nc^uii* 
v(3s u un cn. cl que .‘u: nb:u:rv’an ccIuIuk cpilclialeN encj- 

mosas, lo cual indica I j canramiitacidn con secrecidn omfni'iti- 
gca C:ialiva]i. Cuando v obser^it la pncsenciii dc ncutidtilns )^g- 
mcTilados sc le asignan ndnicros poslcivus. que inJican la pre- 
senda dc innamacii^n aclivu. Ui inagniliid Jc csla call Cleat, tdn 
ncg3tivii y poHitiva depertde de la caoUdad relative de cclulas 
opHtdialcs y ncutrdrilos se^nienladasH coino se observa en el 
esquemn del sisicma de grndwacion de Barkltr Un puninjc final 
<te (I o inenor mdica la auscncia de resi^icsla innamaloria a la 
presencia de containinacidn d^nificaciva con saliva y. pi^r lo 
lanlD. Envalida La mucslra. En la lamina cn color ] ■ I sc obscr- 
s-an microroEogrartns que ilustran csic sistema de ^raduacidn cn 
prcpainciones de cspulo cm lincion de Gram. 

Murray y Washington^- propusieron un sistema similar 
{recuadro 1-.^]. El nilmero elevado de c^lulas epitelinles en ]os 
prupos I a 4 dc cstc sistema indlca contaminacidn con secro' 
eismes wHTfirfngetwe imalida la muesCra- S<i'lo las mueslras del 


Recuadro VS Sisiema de claeifieacidn de Murray y 

Washington para la evaluacldn da la calldad 
da lae muDatraa da aepulo 


C^nlfl!! c|iiEd»l« ].^euc«N{h pijr ciuii[h 

|H»r nmi]Hi tk lntjn auiiH'nU* ik bi^it ainncnle 
L 2-? lU 

Gnrai m-25 

Crtuiw ^ ’SS JS 

trnnKi.4 |iv;^ 25 

Cinqw 5 < 10 >5 


giupo 5 se consideran clinicamcntc tclcvanlcs. En un csluilio 
clfnicn. Van ?)Coy"’ recomend^ que bs muesiras de espuio que 
contuvicran nils Jc 25 ncutrt^filos sc accpicn para cl cullivo aun 
si tcnian mis dc lO cclulas cpltclialcs (gmpo 4). Estc criicrio 
sugcrido dc evalujcidn sido v3Uia‘:ujo mediante su opIicncL^n 
a miuesiira.^ npareadas de secteciones respiratorias nhienidas per 
cKpccioracidn y pt^r asplracldn iransirisqueal. ona i^nica que 
evita la contaniinacidn con la Oora de b oni>fartnge.™ 

El sistema dc graduacidii de los cspulos no puede aplicarsc 
si se SDspcchan infcccloncs pulmonoics enusadas por micolKic- 
tcrias, la mayoria dc Ins bongos, cspcdcs de Legion^Ua y vims. 
Ademns, el signiEc:u1n de b presentia dc neulrdfibos polimor- 
fonucleares sc altera en alguna.s siluaciones: I) cuaitdo cl 
pacicnie csli ncutrop^nko a causti de una enfermeUad n dc un 
truUnhienlo, 2) cuandit cl paciente no prevcnia una re.spuesta 
[nnamalorta eftcaz y 3) cuanio un cuerpo ex.traBo causa irrita' 
ciddi de b superflcie de la mucosa. La neuiropenia puede ser el 
resullado de una detkierreia hereditaria o de que las celubs 
Lnllamaloria.s o sus precurstucs se dcstruyen por un pnveso dc 
cnfermcdEid o puF la quimiuierupb para cl truuunientio de uiia 
cnferincdad. En deltas coiidkioacs. La capacidad dc Ids ncu- 
trofilos de migrar hiteia cl dtio de b infeedr^n csla disminuida. 
Es poco probable que el microhidlogo dinico pueda determi- 
nar si un padente esia neutropdnico a parlir dc la informacidn 
que Ic prtjporcionan I us mdlicos. Una dc las cKccpcioncs. que 
aun no sc comprende cun daridad. cs la movilisad^n defiden- 
tc dc Los ucutndlilos ohscrvadacn la infimda.^ Laedad cxocta 
a b cual sc puede inslalar una ranpuesra da neutr<^rilD£ comple- 
ta no esia bien definida, pero en el casn de nlflos ntuy pcque- 
rios fmcnorcs tk 2 mcscs] las deoisiones de reclta/ar una mues- 
tru 0 de evaluaf un ai^bmiento en forma incompleb nst debc 
bu^LiTM: cn la ausencia dc rLcuudblos cn la niucstnr. 

Las dus situocioncs cn Ijs que un cuerpo cxlraiiO mL^dillca b 
inlerpreladlin aceica de Ids neuiidtllos son la pnesencia de un 
catder cndotnittLical cn las vias tkreas bajas o la dc un caldcr 
pcnnancnlc. cumti un cal^tcr dc Eutcy, cn cl traclo urinario 
inrcrlur. En cada una dc cslus siluacioncs la aparici6n de iieu- 
tmfilos cn b mucslru pucdc reflcjar irritaciun Caicsadj por cl 
catcier en lugordc un agenie infeccioso (a pesar dc que ambos 
factories pueden- cstar prcsentesS. En las vfas a^rcas. la iaflama- 
ci6n puede origirurae sk una infeccidn kH:al (Er^ueiiis) en vc/. 
ik una neunionfa. incluso si hay un elentenito infeecitwo. Rn el 
tracio ui'inario inferior, b ptcscocla dc Icucocilus no pucdc uti- 
llzarsc como Indicadordc infoccidn clfnica imporlantc si sc ha 
eolocado un catelcr cn c! lugar,*'* n incluso, si. .sc lejlixuiion 
catelerismos en tbnna inlermitenle.'® bn infeccidn smiomalica 
es el facior detemiinaitte para el iraiamienio de una iureccidn 
del iracto urlnario en el pacicnic con calctcrismo crOnico 
( vease cap. 2). La pnesencia dc nculr6QLD5 cn inucstros respina- 
[urias no pucck uEilizarsc cranio indicador de ncumonia' cste 
duign^slitKt SI- ri;jda'.ra t-o forinai clfmE.-ii y radin^rdfica. corao sc 
analiza cn cl capiiulo 2. 

T^eiffas iTfier^tscapiit, Sc pueden utilizer diver^as ifcnicas cn 
cl cxaincn Eiticrosc^pico dlrecto de la mueitra cllnica para 
demostrar la prescncia dc micnoerganismos o para observar 
cierras caracierfsiiicas bICKlufmicaji. lisioldgicus n sentli^gieas. 
bhs tunicas mis coinunes en los bhoratorio^ de iniemhioLogfa 
clfnica sc enumeran en cl cuadro 1'7. Como d fndicc dcrcfrnc- 
ci<in de Lti baclerias y de ouch tnicroorgauismojt ca ^imilLir al 
del medin de monlaje, estns no son vtsibles cnando se Ins eta- 
mi na con luz hrillanie. Eo eonsecuencia, se puede necesLiar 
cicila inanipalacidn de la fuente Jc luz. A menudn, es de gitin 
ayuda rcducir la ciuitidad dc luz que ingresa cn cl campu a ira- 
vis del cjcrre del iris del diafrugme. lo cual aumcnia cl eon- 
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Cuadro 1-7 T^nicai pan) cl andlitli dirccto dc miiFstras lao tenidas 


MPITODH^; V MATEkI M.ES 


l-kOlH^SlliO 


TtCMCAS 


rrp^iirarion wn F^mVn Asinjoift™ 
CLtmiro Jc niJin- O.SS'X- latuu -^n 
Pdrr4f4^jCli>s diS viiiri^P. 7,5 X 2,J 4:m 

Mcn?r-i puafihj-vktcluki vVjsfXir^li 


Par-i dcicfTHhnar l-i actividj^i hioli^^ica elf ni»Li<acir- 
fuEirvinu'h. (ulliu lliuvilidoJ. y Et'-U^k'k'it'tlcTi i\ ^.'IcYlOiTi 
i^iinnK‘iP% 11 rc:ic1i'riij:iiJ umikl-giL'j iiinln hUEins 

»?^pcL-|Iki.iN. E-a«ii iili:iiw.-i irwiujf lii Jc bin- 

thj.£i6ri 4.'a|:nblj]J' dr NrlidrU Lu-hIj |UJ~a iddficLfi^Lr 
lipn^ Cil|Kufiire' J7JT^■wT^H^- 

nrejr K Ifiiirnnfp)\;iu.'i iaflArm^af 


[>i-peTSdf uni pft|unVi c-unndjJ lIt Ij fniKnEra [^riL h^rcia- 
raliiuda Jfcniu dc LJ>iiJ fuLJ dc M.»liKiKMi li.MLiL<>^ri..i m bd 
pi?rl34if'fffCi'K dr f IdrHi. C^'iibHir-riifi iir y cca- 

rauriitr JiTcrtymcnl^ un ubkLii^M d^ miiKrHK'v^ JcF 

rtbLTUQiiLLrpHP dc 40 li lOO hliifnCcLav Ml cl Eh-s del 

ifi^lriigqu psxn rriJus ar lu ^~iirTliiJELj.| Jr ki/- lTiiiVNniiMi.l3 
PiLid ^iLiT <|uc r^C Ir^ild Lib urii-uki M^hac cL 

-fbliTTiihjcIm i’nn urn pcM^ucni conridzkL'L Jc pjimtlni ^l^ec- 
hnii^inL^s dc i:ijbnr la fiotj Jc muchd^j qjiic Tic-cficucncrj 
cn cL pL'fLiuhjrlLM 


Ftocodlcokiilo dc la £cila "ruM 

PiirLii.-hjc]in ji.ifa ^iCjl^lk:\;i fesbe ci 
II n puTT-^kjcIn tif virtrio (™ nn 

P<L'^[IU> uClIlllI LJnCdVOI 

Ci^briMil-jclus 

n^M46pic« a-f (i:j 
Mc?k'|j ijUioIiIU-VasCIi^U 


La ipfe'cparLiA.iOn Jc Ili- ^hu ^rucr^vu sirhc pjij cl iiu^im^ 
prii|VMart>c]tK U prrjiarKH^n cnn -uilucieHi 6%9nl6|i 
f.i. fni^rc uicnor Jhrw^iiWi dcHili^ at 

prsi .1 del I bbjtobijduh y puftk ki^rjjH^ ujh ^aiupo dc 
t~iK:n Tills pnirLiiv.‘l>i--Llcnlnh dc I j siila. 114^1 tcLUK*!. 

ubLi/y \K}f lo pun cl rsrnJiu dc lu 

buclunAiia 


Sl" Ufid pi:L|uCdd. LLMIlcdjJ dr llbC^i.ll pucuEuka-lascll- 

n-H iilTrdrJrTLitl reKiirIc Jrl -prejSlo cn b ^vpcitlcic pnfr* 
rii^T del piinw^JcErt^ pnia goca g.rutt-;i. Sc c-ak*carT las tw- 

LCEL&h lie bbii Cuk»fit:i ijiic -aC ^ 4 i mS CVaiibiW: cil -cl ecdb'-b del 
-Tuhm^fihjcl^iA^r dcfiCTii Jc Line peifucna dc j^uj -ii snlii- 

c^irv JiMuk^kii. Sc wierte ct runjoLiicnsrs y -^c pne-H*<.m:*i 
uibic r] 4.uhKubjr[]cTi. ^LiLjrhki Eij ciHi Jc ki ^JUi^pciisiuii 
kwwnufij JcniTrt dd ccfirro del prtplln. FE pfin;Lohift<w ^ 
Una unl L'UJdiHlP a i.L |>i?hh.(Ch 1 Jat'ttuL pdi'^ fl 

iPiiiCVLn i;av\ ct ifiicrrHCopin 


Pi'cparBE'iJn Cbn li^riJil 
SdmkiD yc-^dfi Jc Lu£(i|: 

Cri^rtJfs Je 3nda, j 
Y(Ouro ^k pi^ 4 -^k>.. 1^1 jL 

AfLLS-Jcsialc J;l ]rH!);iil. 

Up44>^vrrcl KI cn^ifvu y ■uJiciL>iiLir Icn- 
lajnrnic k>v Jc ycKlo ha^M 

sb Jj^ikiciJp. Hilrr^r y £ii,bnljr cn 

ulLi }kiIcIIj CL'b Lipjb apECCudhi-. 
Elilicr I;! lehi apia jnin dc usir 
PciclKilijcttw Jc H.idrii\ 7..S M ],5 cm 
Cubicvih jcEus 


[ji pi*;|vn.i<:i'.<n ciinyi^P.N !^licIc ulili/iii\c cai pardlclci 
c^n Is prcfwmri^^ dc tiiliKtbft r•Hi^|fi£i^^l^llandn 

CMfllltldfl I'tJCC^ u Lid'Ll^ I p.jlE;rLalcs i'aii-A |j I.’hIm.iuciLl 

Jfl pfiHnj((npi ntxic^pi d^: hclnurtw irfc^JiTiks. El 

yixlii riAe^L AiHrkity Un urg^CiLikK iCi[f^[4YJ:LM^L^i ■ 
dc- nunenque vw mis IJcjIcs Jc ihuuli^ui 
La ftcparncidn con )i^> rin piifJfn nlbli^inc cn Kcm- 
pli/ 1 ) dc Ids jiicparikiioncH snkcirWi fisj^-jj^ica 
JifiJ'i L|uc cl yhi\? pLiAiilia ]□. nhi^iliJjJ dr huclcri^^ 
y [nnln7L»d4is it pnihin-HH 


Un3 pcLjLJcAu L~iinlKlMJ iSc nuLcfLu T-cluL ii I'lm Eiulcrkal sc 
mc^la cn gnts dc wlucidn yxiadj cn in portaobje- 

k>i. KaIO sc ibcv^la ^iJi'a Enrmcif urkl suspch^i>ui ) m! Cnki* 

ea un iTubm^T-jcIns MTbrc I 4 puts Luegn. cl pfcpmnhki %c 
JiiwmncnTif C4n cl ni«croscop«o. Sh^l exaincn 
ilinN’lo ^c rcIcb'iEfc u m hC dciiCii jcuIlk^ un^j nrepurUhK^a 
tcmipcmMnpncc pin an. futunN. ids del 

cuhroi.ihjci4H fucvk-ib sclla.rM con bins tnc^cb lIl^ pHrallci:]- 
'• ^seJ-ibu 


PlV^JifACkM CilD blJil'wliJli dt pOlfl-r 
antiKOHl 

Hhird%jJi.i Jc ixiLisid. Ii)^4- Ijcuos^o 
ry.icljici^i|cEi)d Jc vjddLi, 7,5 ^ 2,5 cid 

t"iihcrf>bjclni, 


La piTjUl jcjub ciML KOE£ i^c iitiru4j puju liSbJii cn In 
il^^'iii^n Jc elefbrm^Mi Kbihjica^ ea n^cenrits 
mucbMA ^rucMj- c mm^tr-us qiJ[M:bciLcn^u^ rujtcnul 
i|ijciuEiJiM'^u-. CL-unu cstTiunaii eIc- pacl. \t\\iM% d pekiK. El 
M>ll diswrhc el |ui>Ji] Je ^Wnilprel y, lii CLUlCn, 
JcvcruEiJ^arii ctcmcihb^ ^lk 1 gi^'^K y k^r^ li-uc nbi>- 

rviJfillErs 


Sc pic^kUi UEiLi hUSpcIIMii^ cern kh- pick bJLbh- 

pcLcfiCP uiu gou dc KuH aE ^c- l\>Iiv:l ua cuhrc^i^- 
ptli.'m mottle lu y hc dejj b CcnipcRiLuro -anibfecnlc |wr 
dlrcdcJai Jc bKiliu hbr.u El ptcpjMdn sc purf^c rnlcnriE 

sitAH^ibc-nrE' u 1.1 llubUj till ub ^icclLcro F-Jnsen juriL^iCL-lc- 
nu" c] priiVP^n Jc d^lfi^.^H'^n. Nchh^n-n Li pr^puc^-iini 
Ei.nnninnf can cl micm^npHc^ parn visuatiF.^r liifAS E'unpi- 

Li*i 11 C»|>lhLi^ 


Tirpniwran enn tiniJi chins 
'riiilj Lhiibj iHdhkJUb'l 
n 

[.^nnuliirr 

J'evl^'isijfrlLn dr vidriii- 1.5 u 2^ •cm 
CblTTCiil'jcIns 


\.x^ pn^urKSMic^ LVfi bntj cltini □ ni^msinLi ^ uHli- 
lusn pMVj. cl cxhbic-JL cnich^Jpicu Jjicctih Jc lih LJp- 

tLiliin ilc TTiUk'lii^^ mirreKPrgiiniimrhs Ijits cr^AuU>s 

fiiKh dc ki ljnL^ chiiu u I 3 nL^^Hirm Jin un rmNid 
b?niiLTpM.-LJ i'urMia cl CuuJ lui LJgthUkis cliU'ah siin fi^ci- 
Ift J*‘ s'lsuilucsr Tsln r^cricu se iilili/i vi*hrc Ihs.1.t Crt 
la ViMl^jjdJuSlL it U'- ^nJes CLip^LilOLN ih 
t'nyiFiN"-rH-rcjj ar^r/wnnem^ Ch llk|iJiilo CCfnlrxra(jlJ»- 
rNpiJby Hiai SLCCl^C^.LlbCS 


Sc icnlnlujh lit^rjnimcc rl liijniiJji h;e(LilurT:K|ijidrfe] u 
niucara llquiili poru ii^nkcnlrije ciMlquicr ]iikticH.xg 4 Bi^m<» 
i}i\ cl sfdimfnlu Sc cmulsidnn un^ peqbviiAcaTititUJ del 
^.lifiiiir'iilb JrElCln ili^ un.i ^I'^a eIu EiiiLj kjhlhu u hi)tM'»*-iia 
US pwiiohjctps }■ .w clIHk' con un cuhreobjetos. No 
rBihvar h t;sibl:^idn dt ccmcrasu ctm^nJn grxki-ULO ]i 
htf lr4[bTihiEtila pueJe hhujiJCjrvc P^n- e^inplelLi. I .umiiuir 
rl fiffcparKln dimtummlc cim r] mKm^‘npif>_ pkanJibcl 
bkjcijvu Jc lib pjpj Lj hJ^qneJn uiiciLJ ^ cl utijclL'HO dc 
■U] X pLiTu la. c[mdrT^uM:uHL it MtApcrlia Jc nbicruii'^aji'i&’ 
tms cnru[^ulsKJrK 


Euudpcti cu cQEn]^ mcttru 

cquiptaJi^ cchS ua erm- 
Jcn>jjL-n lL: Laiii[ii.> uaClEu- 
PnrtanbjiTtrw de 7,5 y 2,5 cm 

Cuhrcohjclcw 
SiiliiriCin 

PsI ilhi^ npl <y nKpndnfr^ dc 

\1c7)cl.] lUJiriru-^-xsclina. 


El ubolnis cn Lartifo dscinx^ ■>c Ei%ili /4 pan vinuk^-br 
ciEtiiYk inic-ri~s?rganiM^KK dclicaJ^^^ que '^dn EnvKiH|c‘< 

cn cL c.umcn iJiiLr.i-M:upiE.i.i k.sm 4.4iiipL^ FinlUhCE- '''isi- 
-cn y h£ IqmTi sj5ln lsh JifTCULlL^Ll. H.^E^ m^OJi'i 
5C UtkhJTci siibf-C kKin C41 lit ■JcnliisJnitiL'ib it csfHru- 
4{bcus iziLchificKbi bifiLfibcrts m unc MT<fvc liq 


Sr- dMiCfie del ju^LTnlc Sii KC[:rcK.-H'n pun h.t cTcaiiiunudu Tin 
c] enso dc sn tki 3 rK.‘EiN. ];■ vLisir-u dc lu ^;Hnflcic se 

LEitfl l-iisE'.Ml' y cLilkl [OL|Ly!db L lUllhclMl dcj IIUMi'llill MUclEH MZ- 

ccinca i4>jc us pwn^^'jeirw:. RcjIij^ jr un fbrruk^ siihrc- Uin 

ullElCL'u1■JC[Ll^ Cud UAH Elhl^Llji lic pjTirma-b ^hcIjh:! y 
COT idlnre Lu ^*\i Jc rYuiU'rial 


rr-^UriNwJ 


B EstigiTHdel dr.VaFbrEso 
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Ciiad!|Ql-7 T^cqfw |W» 4dlmhii Riiieadr^ji nq Uqlkiwi fFoiU-j 


M£lX>lX)SYMAT£RlAL£i^ PROP^SITO rtCNlCAS 


Hianilii:W rl pi^ac^> dii'<a:U1WW^ 

^plihkh loa UD ci.xKk’ii-udt.H: ik tunipu uKuru 

lirni ck 40 X fv l&lx Lis c-Epim^uro^ Aparcccrin cfnno 

"uhzacoR^biJrs" nUtviLcs y t^llanccs LKviira un foikJa nc^i 


Sc di^pcru el ^MjKiiTiTn Ar im 3ii»;a [lr rrnlerHl. re™? wpi- 
iLi £:niHri?J<nhii^ CirflU-ittl H <a](S0 A? 

sebre un lircj iJc 1 cm cd doa Lu^LPCfi en ]cn eitix^mos 

tie M Jhfiflirt1>irt(H Je viJno. Hi vnlajpiwn im 
AitMi de -sueiu iiii4k;;ijKiilkr ^pecUico ck LipirLcucldn k 
disperu Muhrr cl ilFJi de lUTia dL*- Ifld pTfEUf-lCiDMii .^ili. 
^e rstiihre el iraMipucMa cmi Un sin^^ de uiliK;i4^ii 
]Ci^Lc4 qiK sirve tvmu i:onlru1 CdJj Jieu nc iwubrc -cm 
m (ubfedAijeiG^ y exnniiiui eoji f] niicfi>wpii> ui^iuLi'p 
un DhjeUvo Je llffi ^ (dc jnifienk^ih^ Lm inicnaor^BLiL^- 
iDLHb Ajijr muc?4J3B uiu miLL'Idii pu^iliN~ii Liparcirci] nMl±a^ 
fiTfl im huiv c^mcfilMln, reCrK-Mnu i|iie e^'T^^^p^^llb 
ji ]a hiKha/d^n iJk Ui cilp^ulji. Cmpie lu prepjknitidn k 
|4 fnem em un foraifol -c^n Folucinn fi^inld^ka donde 
ftahexLiiie tihrkzha/j'rfi -CLip^lnf 


■ i-n rincrfT Cn-.^ f^ifaJU/YTA fl-|- 


Rr«cckin dr bindiinSn cipiulardr 
NenrcM 

Sucfci ]i«d6]c»£g *ffticupMj]jir 
SiDlucidn 

Pojijwlfcjdoi tic vidrio. X 3.5 cm 

CiibtcL»bjettn 


Ciundc^ \2^ e^^pccki ik twterii!: encapii-iAlacki- w 
peipcn cn i-TunaciLi ufi Aucft> i\\K u>n|ictK ^mu- 
cuerpoi afi[ie4ipHilQfr& hciii]6l{!ip[}s^ lus c^uLju 

eKfeHmentan ua tdfrtfrrtiert el indK-e de relVactl^A 
pfodUk'Jr "binciMZJi^D'' que ^ i^ible en el ex4- 
lYHni nuiiTHCL^kB. EJ pnxT:dirTU4.'a[u wralL'jpLU uc 
iLiili/^ pm 1u LdemirpcaCX^ tie [i|i.i^ tie 
5wpfr»iYidfk.H y r^fJ\tifJi- 

zae en Ifquidoi faiolii'^Lm □ rn cuIeIvds 


trascc entre cl objecu que m c!;t^ db!;cr.>^nda y cl rondo. Sc debe 
desalentar Li prdctica habitual de bajor cl condensador para 
lograr este efccto. 

Tfpctttrvf Pirn vi^ualift^r Inft bwclcnas dc miincra adc- 

cuada y dciuostrar Ids detailed hciDii dc stis csrUiKluias Intcma!., 
cn gcncml sc n:quicrdn li^cio^c^ biol^gica;. Li inlroducci^n 
dc las tinciones a medtados del sigla xrx lue, en gran pane, res- 
poniiable dc los principalcs avanccs que tuvieron lugaj en b 
microbiologla y cn oiros campos dc la micTDsciipia de diag- 
nd«l]co dunince los tiUintos 100 uAos. Huy dependemos lanlu 
dc las Unciones bioldgieas que cs dirfcil dar^ eucnia cdirut 
hubicni piogrcsado cl csludio dc las bacrcrias sin su impic- 
menlacidn. En el cuadro ]-S se cnwtiCraTi laA fdnnulas qurmr- 
cas» Ids componentes y las aplicaciones de las tincinnes que se 
Ulilizon con mayur fnccucncia cn cl laboratorio mjcrobioldgico. 

Lus tinciuncs consisicn ca prcparacioacs ucuosus u orgdni- 
cas dc colorantcsi u grtipus dc culcx-anLc.s que proporeJorun uni 
viiricdad dc colorcs a ]os micTOOTganisinos y a los Icjidos 
vegetales y aniniales, u otrai; suslancias de imponancia h|n]6- 
gica Los coluranEcs pueden ulilizarsc como lincioncs dircctos 
de imaleTiilC!; bioldgicos, como indicadoTcs dc uambios dc pH 
en los nicdioij dc cuHiVd. como indicadures dc o^^cJaci^■ 
rednecidn pan demoi^inr la preitencia o la aoi^encia de enndi- 
clones anaetoblas o para deiriDstrar las funciones nsinldgLcas 
de l0:!» micnourganisnios utilizando las t^cnica.s denonunadas 
SLipraviiiJca. 

Casi todos Ids calonuilci con ulilidad biuldgicii licn dcriva- 
dot del a]quJ(rdn dc hulla, csimctura quimica bdsica dc la 
mayoria de loi colorantes es el anillo de benceno. coloran- 
ics cbiin cumpucstus. cn general por dos u mds anJlIus dc ben- 
ceno conectados por enlaccii qulmicos bicn dcflnidu^ (cromr^ 
fcHos) que AC osocian con la produccidn de color. A pc&ar dc 
que el meeanismo suhyacenie dd dcAarmllo del color no jse 
corxiprcndc por complelo, en teorfa. ciertns nidiciks qiilniicos 
licncn la propiedad dc absorber la Itiz a diferemes longitudes de 


onda y aclusn asf como prismas qufniicos. Algunos dc los giu- 
pos crombfoTos mils comuncs que se encuentran en |os colo- 
rantes son: C=C, C=0. C=S, C=N, N=N, M=0 y NO^. 
(Ndicsc li picscnciadc csius jj;rt)po$ en las b^rmaliis qulinkiis 
dc los colorontcs que sc mucstran cn cl cuadio 1^8). La intcH' 
sidaJ del color dc un colunmtc cs pioporcionnl al numcro dc 
radieales crtnndfoTus prcscnlcs cn cl couipucMo. 

Los colonmtes difieren unns de otros en el niimero y el oide- 
namieniD de esios onillos y en la sustiiucidn de los dtomos de 
hidn^geno con ulms mul6i:ulas. Pur cjcmplo. cxistcn tres sustl 
tucioncs unicM claves paiq un Slomo dc hidrtfgcno del bcncc- 
no que CDiistituycn la cstructura bdsica de la niayoKa dc los 
colorantcs; I) snsblucrdn con un grupo mclilo para fonnar 
tolueno {rnelilbenccno). 2J susliiucidn con tin gnipo hidroxiln 
para roimar fenol (acido curbdlia^t y 3) suslilucidn con un 
grupu amino poia lonnar unilina (fcmlaniina). La mayuna dc 
los colonintcs utiliziidos cn microbiologja son dcrisados dc la 
anilina y por cso sc denoininan coloranrcs anilina. 


CH. 

OH 

X 

1 

X 




Tcloeno 

FerxjJ 

Anihna 

(metllMnoQna) 

(icldo cqrtKjtloo) 

(leniamlna) 


Todos Ids coloranics hiologicos tienen aha afinidad por el 
hidrtigeno. Cuando todos los siios de la inokculaque pueUen 
unir hidrdgcno csidn complclus, cl coluranti: sc encuenlra cn su 
cstado reducido y^ por lu general cs incnlotu.^ Eu csic cstadoi 
sc lo dcnoinina compucsto leuco. Sigulendo con estc razona- 
mientn, pcio de raancra opucAta, un coloranle retiene su color 
jidlo en la medida cn que su afinidad por cl hidrdgcno no estd 


B Estigmadel dr.VaRDrEso 
















20 CAPITULO 1 JnlrtMiucElfm a la mferobiolQgfa: Parta I 


CuadrO 1-8 Tindonn bioirifncsiiC camunts iililiisirlan ca hadrrioln^a 


11NC]6m FOItMCIL.4.QLri>1[CA JINGREDEENTES 



?H<»p6siTt> 


Am] 4k L^.’^tTIcr 



TcLTMl-Cfht EitVISlIB 


Am1 ik mrillcncH 
Akd^nL^llkn, ^5^ 


OJ g liKl^i ^ uru hnrliWi binipk y Jiiwti vllliu- 
ml, da |nr» ueu v^tIkIkI dc mlcrooc]^ivni^ 

KHI mL se ulili/i pin 

dcicctu boLleriji zn fn^Cj^-dc IfquJdLi 
n'fiihjrnquukia ni ck tio^peclu dr 
rbchiiLfjiLii l}ak:LcriaLia 


TirbciAn ik Gram 



V'kp|c 4.1 4k ^CiK-iAIU 
I Bine ti I |i 3r-iu~i>^ H n i I i n a I 



VL4>]c4d ik 


Mr^lm dE fCEKioni 

■1? 

Ak-vtiol dnjoji. 95% 


Oaal#toik NH^ 

O.Kg 

Afiii-b dntilada 

100 mL 

Vnjdvna dc Gram 


Yi^lum dc poti^ia 

ip 

CriP^LaJizi lk >udr> 

' » 

Af iD ^IcMwilivla 

ICIU rtiL 


Ckt^oLwiDlc 


Awlorti 

301^ 

Ak-vlwl clfli™. 95% 

Wrrt. 


vru bithiiofi -difcRutE ihk ii^liJLui 
pan propinlauks dc tindiiin 

tkiLlEn;!^ Lk Uidu lipi^ 

Lai h-virriiiH grampoMiiva^ retkarn cL 
c4?>}nraiiK vinktfl dc ^icnci-i'ai 1\k%o de la. 
dcc^c^racikki y be i^bBcnrnii ds ^ukr 4£uE 
ini^riw 

I jix luLtcriiui iLvsmnc^ali'VQA nia M^n mipBLu 
dt ralEner ]a. cinciPn dtf violda ik" SlSTKi!t* 
iiiL L'u[;£4h Jc ij di^MJcrdL idci y »c uhi^ii dc 
fojo n»n cl CDlonfHc Frairajiini 
Lus corKtartilkAiik Id tknekn (k Gfam 
puEden fvIlWn^ ria^'f^T- 

iwi- vpc:fi.K, raucrUis n JcpcTKTiMJDB 


Sjbfrtrtirtt O X5 f 

rnlim, 14Kh nlL 

AilicJnnaJ lUI niL □] L4IU ml. 


TlfiCiPo Ibcrpa^ qfuf&TK^i: 

.7Nifiirni:H*y.TJM ^Ji^L-rcj (CiiCKliriL!DLH'iL dr 

Cnm-Wt^e^nf 


a$ua dentil ada 


TIol-tAa dc ZLch]-^JtcL^« pen 

/>NH. 

CjrKd fuel iru 


Lof< tuciloE if kUv-4l4x4H>] miMCfitcR m 

bjiciks ^idG-akohot rcug- 

CTistak^ dc fcjK}l 

raL 

fkncfiilna uf pjnfuc- csldii TccubkitiK 

tCMCI 

AkcOw]. 9^ 

5 raL 

pnr uru cubicrtJb cvfdri qiic ci rciiMcn^ 



Fucmeui hiMn 


A la tinddn. Sc mfu Icic cik>r 4 h mi ddcf- 


^ x>-- 

Apui JcMilMk 

IW ml. 

ypnlE iTcrjfiEDi *> para penndic que el 

iflioftMiic p<wirc M Ura v« 


Cxrt^iUijL^^i 

(inrimiiKKTifcndiTKTB^'j 

IlCl. cc!<DL:crillniaih 

idL 

IcfiiiliLi-, C*-Lhk I'UjClizrbai fCiiUCO ll iktulLi- 


AlfCitmL TO^ 

Aful dc rncdkwi 

Ami de iH-dkfin 
Atidu ^lioital 

Agui 

HXI mL 

0.5 

OJ juL 
14)0 inL 

f^cicn, mkf^trai qiic ncraR Eactena-c fc 
dcililkb C1B1 aridividL'^ifliul. 


RbLTfuc'Cutibi^ 



AuriiiijULb O 


Abraraina 0 


Ri^LLuninj B 

0.73 £ 

□Lccnal 

75idL 

Fc414>I 

H) mL 

Apiu diz^lkLidB 

SO ■□!. 





H 


M} ffn fN.i|vii 2tl m|{ 

Biillcr DLcldwJ dr wditi ]90 mL 
ipH CAdLCLOHV 
jJiCLkilcd dc ^ onL 
dc HG I Mfl m^L 
4k Na ] Mr 


N£Lraci>3 ck ucrhiina rAf ib 


Ew ffllnracile flBPTWiwnn tiflf Kkaivi- 
rncTHc mJcHHctmiB p.TfqLK v; urK^ lotf 
[k'idi:i» lakfrlkcF dc La parrd hdv- 
Eria tincidn m«c«bii riT?in~ Ji la miciiK^c- 
mEiiu qoc li liBLidn. parj fauclICB 
aciiio-alci^fKil TiNHlmcn ccfiv^cncimtaJ 
y pcTmitc cL cribd<k> ck kn fririb a biju 
aflirwfft4* fK^rque inFgini'«rH?t t* vcn 
mis fkLIakntc 

Ivl r1^b^n|3. iicildiiia iiiEa ci>Urff;tcUWi 
piBlHrulimiTDlc HliplJili pin la iktHtaM* 
iraMdfl lit twtemu e^n tmundtlviK. fro- 
4is dc Ifquidoccfalofnqardco y umralts 
u otrcki ciiiKlxkK^ ikmdt riv<4kn cMiir pre- 
vE3iEEh cih LID r?liitiiu li.Ljci niiiTKm, tJuiLch 

cf^ lEM LIK'.^mL slip fpsci^pc- 

cidlH piH UD fnillo blCCIlHU dc IcbLULibK-k 
pCilin^i'Drll'nmJClcaft^^ u rtirri A 

tiA pH pi>r 4lchi|4> lk 4, lai buiz4cfiA& y loa 
kvAdufig ^ bii^ciL dc narjiija hriJnnIf 
asfilTB un iic:^u. ^crlk cLafli 
aTWHPriHr> 




B Est igma del dr. VaRDr Eso 
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CU2drO 1-8 Tinduim biulufjkHn rmnuius utilixjMld* fn (cMii/.) - t • • •' 


. .' L .-j 


tinciOn 


F6R.ML1^ QUfMICA 




FSOPdlfilTO 


Wriplli^icai>ii 


AHi\ ilt rftctilciH> fH.alWiE.rtltjCk;4P 

Ariil lIc oielileni^ 

Af(^r Jc iryiileiK> 

lEjIbDE^ 



A£4ir B irKCilcTLi 


(Jc Writhe 
ea fiplvLh 4 ^ 

0)1« »r.Ani( ik 

OEL ppLvu ] g 

nib^na 4ti rrl. 

Akubul [ihciilL'o 
fih^urm 

\CiLr^lu~cn liiuibLHli^llu 
C4jk>tf y dtfjai 

LJB n’K^SiidU^ 

He- ii4;if 


liM lu^Ldti 4Jc uuJujI 

iciii/ 1 cm tli-niniMt 

4:LHulj]rra tic \fOUi dc pCci(^1£b8. E> 

libL ni iheicLi dcDkVbCJai li 

prcHnctn ilc iyi)^uu!JIick jnimlijlares 
illicit lirSivpIiUtmi y ]4 a. 

fpppcw^ df [v^g.^ Iiimiluiffl 

-cliLhv La iLiiL-iLki tumbl^ii cTiJc uli- 

hcLid prarx di?BVM[rai bocLiiiih'^rus hrmne^' 
kilLJCi [Ml fiucLi Jlj«L'Ei^b 6c. pid. c> ibuyou- 
uc, corner nApjdoi- dc ct^mca |Kua 
[TKOflU 


^Tul dc finilina c\i 


Cris-ulcsBc fncnnl 

ZOb 

LI ^olardBl£ n fucfloncnGir ikiiLi dc^ailu i 

Luiofcdol 

Acid'i licticvi 


Ini ^Tupi^^ iiilfdpiciH. y lia uliliTiailci 

Ofi-f 



4ttni1. 

i:L>n«'PCc'iVtlt^LT'iliV^l£^rt fhV,a Ch^ 


Adjua dciLilniJa 

iftmL 

liikicria^ y fmKu/ou^, til 


ChM^I'VlCf Im 


rwii^Q cmi>TTV^colDran1tf-. ActiialTDcnEc 


AiiJ dc zUliLLod 

iji^rCkiicJiEC;^ 


uiiUij |k3fi La dirc^ 6t luitc- 



lucf^ bdicinnjf* 


litifl fiAjqicrrfi yo^tfiRtun^ dc ffUJZtifbc-A- 



A,^ul dc -aDLliru 

0,0Sp 

cii^LA. Ldi ckulA khlaug ufi ikLkMkiiM}li>r 
azul cLdto 


jaliEErcch^b JH>r ccmpIctQ. Dade;] que d o\fgcnn nude Inner 
mayor afinidad par el hidrdgeno que mucho^ eDlomnlcsH se 
retiene color en pre&«ne]a de aine. H.^ln perniile la uiilizacion de 
ckitus cokTrahECji. cocno el azul d± ineiilrno. cumu indiciidoKN 
de otickieido-n^luccidn en cui'ibieiiu;.'! anaenibiosv ditdcp que el 
iiiidicjidor ^e vuclve inculoru ca tie uJilgeno. 

£n tcmiinos ^ncraksi los colonuites sc cksificnn como ski- 
doji o hd!ii£a&; e^[a denominaddn no iitdiea tificesariajnenie su 
pH de reaccidn en solucidn^ sino en cambio. si una parte sieni- 
fieodva dc la inolctula cs 0Jii6nita 0 taljiSriiCii- Desde cl ponio 
tic visla pidclicoH los colonumcs btisicos tiilcn cstrucluras aci- 
das, como la cromatina del nuclco dc las cclulas^ los coloian' 
TCN dcidtui rtaccionan con siisiancias hd-sicas, coino lai^ esirnc' 
turas ciiopla^m^ticas. Si en un iH^parado j<e quieren leAir Las 
civlrucluri^ del ndclca y del ciloplasiiia, se pueden ulilLzar cum- 
binaeiiincK Je cDlnr^ie-i ocidos >■ bnsicwj. Un ejempio cwnnan 
cs la hematoiiiiina (b^ieaj y la eosina (^cida). ocolaracldn H 
y E, utilinida para el andlisis de cones de lejido. 

WUfiacidn da coiotaows ea micro&MsBia. Es convenienie qipe los 
micjt>bi6]o^OH realicen on andJisis nucmsc^pioi ditcelode las 
muesiras enviad^is p(an.i cullivon Esio nu s6lo le puede propor- 
cionar al tifkdko un rdptdo diagndstico presundvo, slno ade- 
fflfls, la deteccidn de miciHHi^anisnios cspecfftcns rtiede ttervrr 
cumo gula para t^elecctonar el medin de culUvo adecuado y 
suminlslrur un vslioso control dc calidad compamtivo cun los 
aisLainicnltui olneilidCK. Eit cl elladrc] 1-9 sC cnutticrat'L, NL»brc 
una selcccidn de mucstras que se envfan en forma habitual a los 
Uboraiorins Jc microbiolugie, los hulLaz^os pusitivos dc varies 
ptocftlinuenkiL'i tie (incitVn y las enfermedades iDiOdadirt. A 
conitnuacidn so hjico una bicvc clc-scripcidn tic la^ tincinnes 
m4s utilizadas. 

rmcidn ds Gram. La lincidn dc Gnirn, dcscuhierta hacc poco 
mas de KXlaAos por Hans Christian Gram, tjele utiltzarse para 
el examen direcio por micn>scop9a dc las mucMosi y losi sub- 
cuUivits (cii e] LiiaJrtt 1-^8 puedc hollar k Idrmulal- Hp cl 
rccuadm l-b sc cip]ic;i cl proccdimicnlo dc la bneidn, 


El violcla dc ^cocianu (cHsIdI viulctai ch cl colurantc princi¬ 
pal; sc unc a la pared bacteriana luego del tratamienlo eon utia 
solucidn clebil de yodoro, que actuaenmo mordienle para rijar 
cl coloranEe. Algunas espeeieii de Lisjcterlas. coma ctmsecuencla 
tie la naiurale/^ qufniiea tie sus paredes celulws^ tienen la 
capaeidad dc rclener cl violcla dc genciana aun luego del traia- 
miento con vn decolnmnte oT;g4mco, como la mczcia dc partes 
iguales de acetona y aloohnl elflicn al 9S%. La£ bacterias que 
Tclieneit cl coloranic aparccen dc color azuLnegm cuundo se 
ttbservan con el miaoicopio y 5C dcnotiunaii erainiFiositivai. 
Ciertas bactrrtas pierden cl cotorontc principal violcta dc geii' 
ciana cuundo sc las trala con cl dccoloranic, debido tal vcz al 
alT^i contenidn dc Itpidos dc su pared ccLular. Eslas bacicrias 
cumbiart dc color, toman la contraooloracidn de iiarranina y 
apareccji de color rojo viSFtas con cl microycopio; son las grani- 
ne!:;ilLvas fkmina cn color I -2Al. 5c puedc mejorur la vhuali- 
zacidn de cierros bacilos graitinegolivos con requerimienius 
nutricionates espec tales mediante ei agnegado de 0,05% de car- 
tfolfuosina :il cnnlracoluranEc safranina. Esla icaccidn dcGram 
pLiede empkarse para hacer idcntiricacioncs pcesuntivas cuan- 
do sc la utiliza cn Formaconjunta con la obscrvacidin dc la nior- 
fologfa (cocos y bacilos) y con Ja tlisposicidn hactcriana. 

Fficdly ha revl-cndc 1^4 apLiracjorws cotntmeia dc In Einci<)n rlv 
(Iram.^^ Ijis oocoa grain positivo^ dispuestos en giiipos sogic- 
ren cstafilccocos; la dispoykidn cn eadena indlca cstrcptoco- 
eus. LbJi diplocwos grampositivos, con forma dc lonccta son 
caiacterislkos de Sirrplvcoccus pimuftitiniac cuando se lost 
observa en los Fimis de miiesiras de esipums; estas caracteristi- 
CitH no pueden uiilizarsc como diagndsticas cn oiras mucstras 
ya que la apariencia dc los cnlcrotocos es similar Los dipltv 
cocDS fiamacgativos acriBouailas stm t;anu;terfiik:os de las 
cspccics dc ^fissfriij. Los bacilos grandcs gramposititw 
denoian enpecicA dc jS’ttrfJ’rvj o CfostridiHm; los hacilos peqtK- 
nos gramposiii voA sugieren especies de Liw^/ia o alguna tie Iim 
cfinnerormcN (djfWroides) si sc observon ordenamienLos :iimi- 
larcs a las "'ktras chinas". Los bocilos gtamnegalivm eutvos en 
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22 CAPItulo 1 Introdyccldn a la ralcrobMilogia: Parto I 


Cusdra 1-9 Diof^iiira dc aifcrmtdadcs iiiFicclfMi.s: pnr nnaikts dircctn dc inut^lrorH de cvSilwo 

Ml'ESTRAS 

ENFEKMEUtiD SirtiESfTA 

rROCEDI^DEtnO DE LABDRATORIO 

ILALLAZCQS PDSITIVOS 

Cu3li»Hi 

PiriciM 

Tiii.-h^ Je tiiam 

DclKaJ{>^ lxKLl■3^ lu-imiHHJlLvvi plf47fnddk(K cn 
luin dhipcHici^n umilnr a ktias cMdeh 



Tinru^n cnn iuruJ ik mcEilcEif^ 

Elwiilm bpii[i4ins clc azw] ctvro; Pon ^inukK rne4a- 
CTCiltlSHltCW [tfiwniiwms'i 


hirisgLtj^ ajiud^ 

Tunica dc- fluoroi^Knc'ia dirtna amj- 

tucrpu t»]4h dc- incLilucLiiiL 

rn wWinlc Tflvkl-Hcmn|i 

Ga7i» liU>neuefi[efl; hue 4^?irttft'»l^ 

]Xt3lu^U^ y H^atiVi.i> ftl lilUidu 

L'Lcff^ 

Rjur^iMd^d di± V'sh^enE 

TirKriiol -ik Gnrtt 

PrEHencLj tie bcB:'il[n giamjief^Jivni y bnciltn del* 
t;iirt IfMitwt d4 cs>j>ira] 

|-Ap4Hi> 

A.-iplAiJuci- LTiUiMliigiKliin 
1 ^v7hJi:>:>L brnTH^iuaJcs 

NtunhifiCa h^ccnrin^ 

'I'liKulitfi ik Clfani 

X^rlfflul dt \^ttC\s htlfltftvSrKFt; 
fir\ruirvmTi£c ciin pDilkuLarEiEnln 

djafin^Lca-i 


r^i^wuloshs 

puLfnoriiir 

Tirckiji para Inncilijt acido-iiknhril rwiHwiws 
TLisciiS?! ik Giani. d; Wiigbt-GiciiiM 

41 tiliiriLii Lk cilciiFlunr 

TliitkSm ik 

BnciUn dcido-bkriKnl rcii&4fluc^ 

Lc^oiluni3cn Cvcitucidn, iiCiiiJohifi^. Kir.if 
i-crdfldtnii n cuevpn^ dc rryctific^c^ 

LcMDrici cuUuicai u dir* 
lajts pumlcmns de 

SCIfeua bUbt:UEddCCi4 

CcLulbljs turUTrLaiiD 

Tiik'ium ik Cxani 

^'ia[LB4l^[l do tipoK hacLcriufiLn; uiipcrha dc cKpc-> 

NTin ani^mhiA^ 

tSufijimui ja'iccisa im-iowcnrsU) 

TiivuVn if Gram 

Bacitfn prampmiiivfnqiK sufcifrcit Ch.urr^itum 
u^LklmcTHC nu ac otncnna cspor^s 


MkcIisihu iMii>imk:i'3lkci 

Prqunnijo dmcci^ hhi MilLn;ii^n 

Ir^inU'hfirLi 

rhllH^hin. d( LkllflC|fri|i tKiCi|Li4. 

d^iJLi alLL'hL'l ff-bisL^iJL'a I^D4j[fk:tia 

"GriSnukft Hllfurcisijr 

[JicliLAiiHi rduDcntHfii rajiiiFIcAist gTOfapaubviH; 
CAr^if\4lC JVV.n-rjn/iiJ pucdcf) »ff dfhHjflKIMC 
Akridu-akulh^l rcaihlcnlci 


^Ek'ctLijDLi mnuL'dik'D 

PEqMrdLiull dllcCLd l' 4H1 bOlUi^hJEL 
rrhiuh^fka 

T]n:iitn dc Grain Eh nunLaje Jiuh 
iliT riJg.4kJ^ clh Jjcii'EmKil 

Ckt^duIuq ^nsiLCOa o DCfnjb 

Hild^ I'crdiLdETU ltoh tamEfuadn d ckmi- 

L54]ipiH'LkH 

[ jquick> ccfal9fT?u|uidc^ 

XEcninjiiri^ IwteripnH 

TiFK^ia dc- firnn 

iiJkj| dc ipfrilfiiLi 

IJ-Kilns ^mncfiltvn^ pkcmoriofi prcf ktw 

l^pplctcci^fiK ji'r.ainiiE^JriLvni, EAfViunT^ mirfTin<jfkiJrt) 
llpplwwiw ^lIlpfiSltrviiTi t.<rus 



rinc-k'in c<^ narinja. ic Acndina 

hcm^Q.^ hKEcntELaSi nc^planiccci^ ruraija bri- 

JIllqLc lujd dumaDirL i^Li ulETDvbjlctfl 


Mfiunj;[ilii ncuntiKEVcIcd 

Kc.'iLTidT. itr li[rT-*huJE*iii 4..ipsLi|a.t Lk NcdIcIJ 
^^ar'Hi-fclM'n'i lip4^ C:if1ei:iflCri t 

il]rh.ha/L*pii 41 iij[Ul^litlK:Ll dc vUiliii cllUCrilihJu eIc Iaa 
hacieiiuiu 



llnE^i rhiru a prcpofaci^n con m^nHina 

l.n'bdurni cnca|HUi1aiu ixm brDt» unidiM^ por ueu. 
hchra rma 


Ll^lcrujvij 

TiilCii^ Jc Glnm 

]''rc|]jririkii ik l:i fuEd fru^u 

4klltdA.rt 

El-LM.icrian-4 :dd l□E■^"li^dJd "Cn 

OrbiJ 

lilfif^iJidci |K>i IcV-ldita'-liii 

TLih.'iijfl dc GfuUL 0 liEbfLdtfliSf 

Wnghi-Girm^ 

ScuJL-llJ^Bi4^ cn btoEh-idii 


Infcvcif^ bactcnniu 

T^^x■i^ if ( rram 

Vflnpikd dc iljxK li^iiCmnnoji 


l^pLupi-TTiys 

fi^^Tucn cn fprrjio4ii;ciLrn 

Tl-kpflprMjiiirU'c IcvcrncnTfCspinhdii^ ind«!fiM 


f-iJK/IniiiJj 
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Cundrtl 1'9 D^^i^sUeo de cnrtTBHHladcs Inrccckisas jior BEtalisis dlredo d« fjpues^tiw de cuHIto (tvmi} 

MLESTRiS 

E%FEHM£DAD StiPL’ESX^ 

?RDr£DIM]E!yTO DE LABORATOEUO 

HjXLIAZUOS l'(lSITl\’U!i 

^iKTCCk'fl UKUuI- 
pjnJniia 

iNtflORCJ 

T^^ci(V^ 4k- (]iam 

Diplixwc^^ (ramnrpilii'Ok 


liirci.'L:tLVi |Kic OiJiiJiJq.i.*j.:.\ 

Tr£:nii.i] ok f]L;ii>icM:cTii:id. dirccla cn-n anli- 
cnarcpci difl t'mhi 

CucTjxM x:knicn43k% 

SccTCL-iin 

Eitr^LL^iiKY pen LfiVYideltj^ 

Eici-nieil diieiCl4> li mi [ialL^L^n itfr Clran 

SL'iiLiiihiiiiL^ i> JurLit tn 

Va|(llKi1 I'HEulcill.l 

piir 

P-Tiimcn ^liicc1f> 

llaEcladm C4in rnpuLi irHiiiIiibd 



TiiK'i^i AT EitHHl^ Jr Giiiii 

MtfdiA'inrN-ii^l pH 4le l.ri ia0.ir^Qj£!s 

Cifluiax cpiulLaln ruEMilas Luri njLx>Ku.ilus 
c Jm'f) rt pH vajtn^l > 

CluzFJi Uc pvnc 1.1 

'^'^flTIjl (ch.iILC1Dl 

pniilin;i 

MuIXl^ilL* I'.UJ cl UJLJJDCn Clh L-.ai]l|H.I OaL'lllLldc 

b Nt^'-y^LiLirk d^] 

lL^pi^hH^uctu^ fu^rlcnLcn-li!- ci^^HJdlBiijs mL^^ ilcji 


Ckwntrmclc 

Tincion 4lr Cirann dc b wrreion df In 
ulci^rii V Jd ikl tHjhn^^it rkt^irKijCn] 

jiifirwil 

Bwili>s pc<ifii«kw £T#nnigjinivft^ irrrracckilnrcs □ 

Ojy 

CciniuntivLlis porulcDU 

TincU~Mi ik {'^Jim 

VDf iedoJ dc csp«ic^ bocLcriinuj!: 


Tr-diinnu 

1 Ilk lull dc OlC-lll>il 4k:L Id^llJi-bdc Cllf UCD 

A^JiapadiuErjlt^i Jc Lii.'lxi-'iri/iicv [.^iriaLi^fcciJcb 
iniTKclulirc-- 


Knlwcnhti-^ pmulpntn 

Tinrinvi ile ClriLqi 

Naiirnhlfw y njiis Jr 


Tt'itcrj 

r.sikmcn diivLtu n:«i jelu pcplcnadu ukalina 

Jc crtri4iuucijnKni4i 

BnciNir. ^nn niiixiLidjLL cijicilji ti;Bi3)itcnK|ic3.; sm 

Jh?ulnMilw 


hhrefinfU^c fM^stsuiuji 

Kii.aitb!n itnuL*li} ^ 41 -i^ltM Liin r]^kiliN^ic*ii li- 

r 

IVirdiiirtK jJihlrirLm IniirtlfliiiY^ Jt piiTiftilcm; 

iLliLKIk Cl hfUCiLIt 

KjHfVuki Jc pick 
rr4^iYiciii<.K dc 
t,y C.iCf idiluv 

fJciJllLl£l'ri'.l.'.-HLN 

l::4.*llllCII dc J«l tllCiC.xCtLLMl^ljf'JULjLLN |kJt 

MjiVi JcliLAJj^ E> ii^rupmiiicnLii lIc c.-^puii.ik 

TiHii vcrskTilnr 

PrtfrflniJTidu cnin MlK inI Uy*^ 

MifrK y iKcmi-nn ^ c^papicm y 

jdlTKSfliJijLij 

Siiii^rc 

l-ichrc i?4:umcfut rfluFiv/u^ 

KlifparLi^iOn con KOH .d t4>.^ li 4:ihi llfuI 

rii Ix''ki|i^n4tl 

l:Frpir4X|^ct:is con n^i^rri'nbj'ja lifikji 


iripannsainia^it. HInTiasit 

Tin^'iC^ji Jj] o Jc Gifnbn 

Ksiiqkcn Cf1 ^□TDpfe'^ fK^ini 

TiDLEi:73i Jc 'i^'n^liE Gi^iFi^M 

F.Uiqirn jinecED Jt^ anEicx^i^'^Llajdj pLirj 

L bd'XJ.ILk.'da dc iUk:li'ifil.iJki-> 

P^lTLlajlUa LUEJavcI'dltUci CpIu^lllJiJLliLULI- biibc^isuh 
Rwisfias f itTnirdul*m: (ripiifinki-vniHs 
*y i]iiLii4iri]jLni»4 


mucsiras dc hcccs diarrcica;^ irdiran rspccic* de Vihrio, o si 
[ajnhi^n kc ven format de Aaeacorchn'i^ sui^ieren de 

Cutftfryfoiwcfer. Lv!) bucilus £iiiiiiliie^4iLi^v!i suit hi bucicrias 
que sn ctu.ucn(ran con ni^iyuj' frecucncia cti lus LtHPuHurloit clf^ 
nicos c iiifcluycn EtiSt'fubiicurriacatur. bajcilos no Icnncntado' 
rev especifH tic ftflc^naphUus y una vajicdyd cnu requcrimien- 
ina nuiridonaleih eiipeciales. Hn h lamina en colt>r 1-3 se inclu- 
ycn im£i^(rac!( liclcccionada^ dc llnciuncs dc Gram, \as cualct sc 
analifarin con mayur dcEatlc cn uau KecL'ion posterior dc cstc 
capflula, 

tincinn dc Ginm es m proccdirnicnln cngunnwtmcate 

simple. Puede realizarseen fornu rapida y fwil. Sin emhai^o, 
la p/cpanicic^i c intcrprctacidn de los frotis es iurt> lema. 
Cscnuid una curuidqrjhlc cstju'iiciicia y un cuidadDSO cnirciia- 


iTiinilih i^aj-sL \Li cjcLi.lcicMl c^irrvCE^Li L14L L3b;<dMV•u^lul'%-u»Uli3 tto ]iJ 

I9n hi^n OOnICi algulL^H l|uc min nz^uljrmentiT Ijlh llngaonvs 
y licnc lii oportunidod dc cotejar los niorfnldgico^ 

con los rcsulmdu^ tfcl cultivu. Un cjcinpio ejst:clcn]c tie csic 
hcctio cs un Itilcrcsianle Esludio que compard c1 dciicmpcno del 
personal del hospilnl mspecto de los nfiicrabiologos expcrimeti- 
i.idns eci el dijbgfuVstico de la ncumonui adquiridn cn h cornu- 
njdiid.“ FI persdnul del ttospiial fue iivejor parit obxener el espu- 
lo piiru lento que cl pcrsotuil de enfctittcriia. pciu h picpot'acidn 
c intcrpietaelon dc los frotis fue inferior n la de le& micnobid- 
logos, 

Alfunas razoncs iccnicas y microbiotiSgicas juslilican la 
infiptinancLLi ile la Cuperiertcia- La mayorta dc las pieces la mor- 
folo^fa dc las bactcrias coincide con las des 4 :ripi:ioncs e1d.si- 
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24 CAPi'TUL01 Inlmduccldn a la mlcroblolDgia: Parts I 


nsGuaiirD 1-6 T 4 cnica cl€ la tjncl 6 ri da Gram 


1. Rc^ljce un fmtis Jel imCflriBl dc rUuJio y dej?|n n| aire 

2. f'ljc i:! niilciniLl m \ piirtnDhjdnx |\i.viiid>ilii trcs o nialnh vccji d Irivirh 

la Lbma de ua inectu'fi^ Han<uii. nujwra quc ti nutfrinl ik>u 
lastdurafiic In MrKbdoi AI^uubt^ aliora reo'xnbfndan la uiili- 

ZBcido dc alcii^ol pjji Ij iliucii'in dc crufinial |tai?i Imcidn 

dk CJuDh UuIhii i2 l E[uLi:i |MJf L-4MDpk4ju- llh icicLiduI u -cLii^.i< 1 durjuwlc 

Onli9£[|ije rl Pnrijji.fn m «r|nd>? y Ij supcrlVic 

icc^n isolucicifi dr vicdria ck frnciana. 

4. Luc^u Jc E ininuto pixJr LMitim nir iu^- litnap^h con jl^iunu-^ w.ili>- 
dc 4.iLpi.iHcic!ir] nl cvk>runl« d<: lEciK'ianMi l^vc c\tuu^ti* 
vAinmlc tcin fl[$uL3 j4.H{i1ijid« ^ Niller 

Cuhra rl Cun dc CicAja duri^nie' I jriLitiJia. 

VurviTncficc. laic ccn ofua 

Sg^rle cl firtis enire ri pulpur j el dcd<i finJicc e impfctsuc l.i 
vuiieiiicic ci»i una'^ tnus de dciahlnnunc Iilimu viik 

cl lavixdu dcjc Jc koct luNiT V^ljtlii. Rriu aucic Lchidm EO ftC]glilklo^ 
o mcmys- 

7. Ljs-' 4 ccih enter y ei]lirM)u£ firoiit riMrv±iirMn>ie cl 

IMn. LiiKK^. Cubra Ic Kupcificic cvfi Ej 4iK:iiifi dc safrinhiu dunmic I 
miniJK^ Luve lun jpucijrriciale 

R. CcilixjEu: cJ L'ti»E.li cn pemcidf) VcttUul cli d sufkjtCi! \%kll lIeililmI. |mju 
peraiiEu que d exeno de j^na drccc y cl fjiolii k icquc 
'0. Examine cl fmric ha^ rl cihjcUvodr IW ;C4dc iiimrriidffi)dc 

un rnKHKnipiis, [ jis hucicrEii^ jianniHKiErii'a'^ it lEilcn dc ;i/u| nMurtifni; 
bEH.'ie^dk^ ^rujiiJie^itiviN a^rreen de c^dor omija 


CiU. L^iniccitablcmcntc, las bactcrias no siempre kycroa cl 
i'C|:I.LiiiBnE[j. I.i»n rniciT7hi<>tnigf]s c^vn luic-n n'mivn^iinic-nlci. firnc* 
lica y ileseos de aprendcr de fes errer^s pueden siipt^rar las 


diriculCiiilcis. En cl cuadro I-Mi se rciyumen iilj^uims de las 
“[nimpa}i“ cld^^kus que puede presenter la lincidn dc Gram. La 
rcgla eseciciaJ e\ qui: la intcTprciiicmn final debc hai;crsc sobre 
la base del color de la ilnci^ci. la nior/aluji;ia bactcriana y Ijk 
variames qua fiC conwan. Par,i ctimplicar aun mas la siluacinn, 
diversos iircdfacioi^ pueJen asemejarMi a kw wgcnies infcccin- 
soi^ y ser infonnados de manera errdnea Como nucrobins. En 
la Idmiaa an color 1-4 sc ilusirati al^uctiu dc astuA posibles 
fuenics dc error. Si sc oonsidcra la posibilidad dc un artcfacto. 
nna asiraiegia as leilir o[n> tVoEis con nanmja dc acridina 
(v^^asc mds tidclanic): am esa tiriclrin se puede esiablecer si la 
esirnLiLira amilene DNA. y por lo (Hrmo, es biold^ia;!. \ pesar 
dc L|iic cl proccdinncnio cs simple,, el pasu Jc eojiibiu da color 
puede ocasionAr problcmas <»[ no se rcaliza de inanera adccua- 
dA. Si Ae uicliza. acai 4 :mu como ilccolmrantc. debe tenerse espe- 
ci<it cuiJado pnre^ue Mida en I'nrina mby nlpida. El cambio dc 
color insutocicote puede coiitrc^lane ohser^'ando el piklao 
dc las CH^Iulas lanainatoriasL si £stas no estilii coinpktaiiK'nta 
cl cainbio dc color del frolis no sc rcalizd cn 
t'orma adccuada. La I'lnica rcccta pan JctccCAr un cxccro cn cl 
camblo de color es b comparacidn entre la reneclon de Gram 
y la [[lorfolo^ia Jc la hacteriii. Si cl programn dc asegiira- 
niiento de la caLidaJ (vdasa m£!i adalaniei iiieluye ana revisii!^n 
Jc kis rrotls que no sc correkeionan con los cultisos. es posi- 
ble detCcEar cl Lairbin dc eolor inudccuado y Icrs arECfuchiK no 
bacleriarvos qiie se int'ormaron tie manera erronea y el, obser- 
vad<ir puede aprvnder del error. 

Li linclt^n dc Grant latnhi^n puede aplioarse a la idemifica- 
elott de fmttui^ no bacterlaiiLCi, conui irieonhmai, lariLai da 
csircingilnidcR, quisles Jc PvE’^^fEEH'Vjris /innvci (tvrrjrrrV) y tro- 
fozOLEOS da Tnxeyptaama gnitifu. uum|uc no as lun sensible COmo 
olras tinciones especials'^ que se ciilizar para s isualizar estits 
niicn>or^LmisnifO!i. Esias diveisias apHcaeiores Jemuestrajt la 
vcrsalilidaJ dc k [ineidn de Gram. 

rtaem para badios isido-akohoi lasfstenies. Las micobactcrias 
cslnn rccubicrtas con un mniciial ^nicso y ccjuso rcsisEcnlc a k 
linciitn. Sin embargo, jna vez que se linen, las bacEerias Tesis^ 


CHadra 1 « 1 D UUkullAdci m ia lEilcrpretiicKift da la tinclda da Gram 


MICkOl}llG.\VljiMO PBESE>iT.\ClA!V a^.L^lC.^ VARI.ybTE l>E PRESKNTACIA^ 

CO.MKNTARIOS 


Sr^T^hJi^Wi-riiT pncamrvTAar EHploCflCOS- ^QflSfXwLlj^'CW COri C«DS -lIlTJ-lifcK. ^ a 

N’lrma ck tanerfi* hKikfcs.airli.w- 

H-Aprcic^ dt CixnhaLiUw fnininejili^'SiN Ciscm (fumoeiacLvos 


BoiiilL'^h ^nLBnpu.uLivihh 
^rn lajKlcjni 


ClHlLKi gJIuHnpLihltmirb 


HjecII'I^ fb^iEiDC^LiiLirm L’ht'Uiii [uikiiia 

Grnm \;iTjdi4c 


LcX'adUEEl^i d'pcciBlmrmC' CHvl4<= ^rpfiip^utjvis mSi'mLt.is luLix ayn llnrinn cLd E icpiir 
Cnj^fcKrtfcra^r rfr-rj^ArraiiiJif ifc ci'^ak!^ ucki hiiiiLL'uHii^t vjtiiLiblr 


Pualf wr mil irwcrprrtsiiii BfUTVs mu nwTcIi de 
niia 4 > 4 ,M|!u.TiiMni.fc^ 

hiedc lZL'fcn^urh]l^s^ liwi «s|Kl 1 i!S Jr Sri.^trridc mlor- 

□ur^ iLi|iM.i h. ^H.ux ^rAlnncf ueU’Li^; UjK'ilf t\ 
p:iri asenpn^hafr Ij pnc^CTiciJi dr alsrunns 

niignLvv L|ik: diriciUL'stiL'ri l2^ f^inius Eas 

oujlci mi him r:^pceic^ dc- 

E'ue^Jc Li.iofuikilii^e L^m SifcprrX'trL‘4:rti c 

irbfnrmif^^ cftcrfcA^mmprtMfcivGt; naividn a Ib 

fumia dr lis uflulls FguElemcPb? el 

cnhlzil rU^lcIa JizrunLc U dLLihlucojeiiHl 

PuL-Jc L^H^fuihJii'iC b«i:ilira ^unvKgitnof; 

Efvma dr \ipSn a un imJicicfcile 4|iir ri Liri^aniumi 
otiDS flo^itiiijins y U\ f^|iipc;iei dp 
pwdpn iimhi^n iipiirrs-rmi hirnui '■■ru iliir 

r^QvIr i^infiindirir cm anLficifi^; rl r.'^invino y li 

kiTiria Ioh Ji-!>Llii|!urii dr ]4^'bglcErli«Js 
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Fas 0 & del c*clo diagnbstico 25 


icn cl c:;tiiibUidc ailor ti>n {»r^iicos como el 

^cido-alcoholr Gll coPBCCUcncia, sc las cunacc cuinu bacilu^i 
dcido-ulLoliul rcsibicnics, iPrt fCTK'ittierift ste^icriTn pur primcra 
ve?eTi ISm pfirZichly Ncclscn, 

Pan e!i[a linuit^ti rcquJere un irjtamitfnto e?ipecial cdai cl 
fill dc quc cl colorantc primariu. la caibolfuc^inu. pcncLrc cl 
maicrial ccidso dc kis bacilas H'tcitio-akeihf>l rc!iislcnie;j. En la 
licnica ccm'cnci^nal dc Zlchl-Nccl^cn siC uiiliiia Cill'Of- 
Lucgo de que In superticle del frotljv que se va n tenir se entire 
con una capit dc caitollucsina, sc llamcu por debajo del poila- 
ub]ciiis am Ja llainu de un eicchcro Bunsen hfJCLU adelaiilc y 
hacic GJ frutis sc c^licnta Iiilmu quc sc obscr\ii lii presen- 
eta dc vapor, juilo antes dc quc hienn.. La niodiricacldn dc b 
lincibn pun hucilus ncidt>-ulcohoL ics istcmes rcalizoda por 
Kinyoiin se denomina "'melodo InV, pnrque sc utiliia un 
dctcqi^nte leusioaclivti, oomo Tcrijilol*, eti lu^nr tie] rnta* 
niicnto con calor. 

Con cualquicni Jc csl*s lincioncs. Icis b^JCibwi ii[;id[i-aJt:[ih[]] 
rcsiAtcutes nparccen dc color rojo contra un fonda verde o azul, 
seguji el contr^colnr utilizado (Inmina en color I '2B). A pesar 
dc quc csic ni6[(id(i cs saiisfaclorici pHra la lUityurfa dc Irts mico- 
baciiCiiiL't, cicnas oepas dc bacLlos itcido-alcohol mdslcnlc!^ 
ddbilcs dc cspccics dc rnpido crccimicntc Icomplcjo Afirnfiac- 
li'num fiJUmtiim/chetanttai sC puedcU tef^k incjorcon cL inelu- 
do de Ziehl-Neeljien <en el capiiuLo se encuenirn un anliliRis 
TTiiSs delalindfl). Adciu^s, clerlns bactcrias. cu Ins cspccics dc 
mucslmn dc mancra camctcrrsticn una dflbil c pnr- 
ciai iLncion pnin hacilos Jcldo^nlci^thul rcsisteiiles. 

TiociQfftf pof tiuotvsewttclx EJ isotiociatinun dc nuDrc^cpina 
(FITC> y el iseiionaio de tetramelLlmdamiuia ['I'MRI) son dos 
fluonKrTomus uliliniiJoS con frccucnciu. quc cn SU cstado enci- 
mdo por accl-dti dc In lu;£ ulimviulcta o visible de corcu lon^iiud 
dc otula cimicn undns dc Iu 2 cn cl especltu visible, con una 
nbsorcidn nidKima dc 490 nm y 555 nm. rcspcctiv'anicnlc. Es- 
TOS rioorocromos sc unen quintlcamcnic enn dlvcriu^ prOlciTuis, 
enmo antfgenos y nnllcueqxis, y funclnnan como unn etiqiieta 
o innrea a tniv6s dc In cunl sc pueden visunlLzar las reaccioncs 
imnuniiariaii cn ftotis dircctos dc Ifquidus biuldjjLco^ u setne- 
ciuncs, 4 cn cuncs de tejidu^i. Lu vaiiiicLdn en In rclucidn fluo- 
locroTTKi/prolcina dc los diferentes ncncliiios pcrmilc lognir una 
dpntna cincidn de los objetos deseadoscor un mini mo de fondo 
no cspCCfficu. El dcsanullu nutua] dc Uys unlicucrpos monoclo' 
flulcs, qiie \[)n inuqHtcspCcfncos paru sus aUdgiClHiV rcspt;cUVt.is. 
condujo a la prcparacidn dc icactivos fluorcsccntcs pun In 
dcicccion dirccia o indinccta dc numciosos paldgcnosr 
Citifltnyfiiii rjT^^TftOHwHf, especies de I^^innetifi, TT^panerttfi 
pnflidiwt, Tifxoftiiima gofttUi y variofi vims, como vnrioela- 
ftisici. hcipcs simple, influcniui. ciiomcgaluvini^ y sinciiial 
respiralurio^ enlie olrus. 

La microscDpla de lluoicscencin cs uiia iccnica mmuclosn 
quc requien: un micnoscnpjn Jc alta calidod. la combinacidfl 
adecuada de las abjetivos, condensadores de cainpn brillanite y 
osatco. un aico dc mcrcurto o una fuente dc iiiz ullraviolcla 
hul6gcJiu y la cottiibinacLdn udccnadn dc lira filitos dc cAcitncL^rt 
y banvrn o supresiuu.-' Los nbjetivos acromdticos son apropia- 
dos para la mayorfa de las aplicaciones, excepto en tnvesiiga- 
ciiVn, cn quc pueden requerirse IcntcS apucramdticas dc mayor 
CQ^io para alcanifar el de ilununacldn y resolucidn, 

Para un renjimiento dplimocs crfiica la .sclccci6n de pertaobje- 
(05 y cubrcobjclos dc groscr adccuado y la uliiizacidn dc acci- 
les de inmemidn y Ifqiiidos de itioitiajc tic baja fLoorcNCcrtcjUr 

La clcccidn de Ids lilirus para el micruscopio de fluorescen- 
cia tambi^n cn Jccisiva para un inibajo cxiiosu. Sc icquicrcn 
cuatfo Allros cn Tonna secueneial: 1) uno que ab!u.irba c] calor 


fpara evilar el tiailu al Jlkro CKcUudor). 2) un filtro c.vcilador 
cun un juchu de baoda de onda apropiado para la longitnd dc 
onda dc la lujr quc produce el lluomcnimo cxciindo, on 111- 
irr> que absorbs el color rojo para bloquear cualquler Iu7 roja 
quo cmitan los Itltios de excitneidn azul y 4) un nitra barncra 
pura que absorba cualquicr luz residual dc cscitacion inciden- 
Uil dc conn ]<in"i[pd dc onda (quc dafiiirfa los ujos del operador 
del mknoscopLo; y que penuita si^loel pasnje de In luz visible 
de mayor louptud dc ontiji. E! rcrHlimicnlo suhiptimo dc un 
inicniNCopisi dc lluorcsccncia se ddic a mcniHlo a la mah 
selocctrin de la combi nation de Ion nUrtiN. l^is fahriciuiles de 
iiiLcroscopiof! proporciunan la intbnnaeLdn y cl ascsomniicnto 
de made quc los usuarios puedan obtenct un rcndimicnlodpli- 
mo. Hoy se comercializan, con un precio aceptable para la 
mayon'u de Uw hiborutorisi-s cllniain. Ion sisicniuh de Ruorcs- 
c;encia que ulilizan [ I epLluininaciOn, 2 ) liiinparas haldgcnus de 
luz azul quc no rcquieicn tiraisformadorcs dc alio coslo y 3) ill- 
(roK du LnEerfcrEiiciu con m^ximo^ picos dc ubuirridti COn lon¬ 
gitudes de onda visibles inAs lorgas. 

Under\es con tlnorocwmos pm m(cob3CieTis& Para demostrar la 
prchcneiit de biitilos iluitlo-altohol reNiMenieH se pueden mili- 
zar los fluorocrainos coloraiitcs aununina y rodaminn. Los 
bocilos apnrcccn dc color amarillo. rojo o narunju cuando sc Ics 
ubserL-a con el microscopio de fluorcscencia (segAn la conibi- 
nacidn de IIIiior y las caloranies uiilizados] y el fojiido es oscu^ 
no si sc cmplca pcrmanganalo tie ptitasio como conlracotora' 
cidn (Idmina cn color I-2C], Ln utilizniidn del procCdimicnIo 
dc Huaicsccncia facilitu cl c.sanicn de Id:s froUs, sabre todo 
c-on un objctjvu dc 25 X. EsEc ttbjcEjvo propurcionu un uumcn- 
10 lo sirlicientemente bajo como para exnminar campos 
miorosct^picos umplios, y lo suncienicincnic alui parii ver Uis 
pumas de luz iunarilk quc cinan^n de Iris btieich^s nututs- 
cenles {lumiua cn color l’2C). Sc puede ulilizar mayor aunicii- 
to para cemfinnar las objclos sospcchosos observ^ados con la 
IcnLe de 25 X. 

|j tine i bn para bacilos jcido-alcohn] resistenies se puede 
utilizer lambidn para la Ldcnlilicacidn dc niicnrorgEmisritas 
dirercn(c.s dc lus nticobuclcrius. Los os ejclLus de lus cspccics dc 
Cr^ fMaif/aritliiitti y de hosfUfnt ijvflli. dos miaoorgantsmos coc- 
cidcos quc han rcsulladn irnportanles agcnics ctiologicos de las 
^astmenreriiis, son Elcido-alcohal tesisientes y pueden detec- 
taiTic con facilidad cn prcparacloncs dc hcccs tcilidas dc manC' 
ra iHJecnoda (luiniiiacM color I-2T). 

aafaitfa ds astifiisfs. La tinclbn con naranja de neridliia (iSA) sc 
esta utiliznndo cada vez mas cn las laboralonos de micrabiolo- 
glia pST^ d^tec^tar cn preparadoR de li'quidos y 

exudados!, en loseuales se e^^pera que las bacterjas sc hallen en 
baja concicnlracibn (10' a l(V unidaJes fonitaJuras dc color la^ 
fUFCVmL] oest^ utrapsidaN dentro dc un denso ugregudn dc 
ttesccliiOS del fondo. la cual tlificuLnii visualiZiirluR mediuntE: lus 
procedi micnlos dc lincidm convenciorales. Ln un princlpio, la 
tincinn con NA fue uiillzada por los mlcrobidlogos pam 
tknuDsimr la pie.seneia de bacterias en muesiras de tierra. En 
forma similar q cuando sc apIJctui colorantes fluorociomos 
para cl estudio dc los bacilos dcido-alcdhol rcsistentes, Los fro- 
lis leAidns COh NA y exurninadoN b:ijo lu?^ ulcravinicta pucdcn 
Kcr EKploraJos de manera m^s r^pida y efeiente con hajo 
aumemo(lOOx) ^ scexuminancon aumcniodc4S9 x omayor 
cramdo se visualizun Rirmas sospeebosas. Esia tincldn dciccia 
bactarias vivas y nsuctlas, pern no imlica si sun grampP!ji(ivD.s 
n gmmncgalivas, Urta vez quc la bacteria se ha sldo dctectada 
tHiiiziando la ilncidn con NA. sc dehe uplicar rincidn de Gram 
para establecer sns caracterislicas Uiferenciales de linekin 
(liminacn color 1-2D). 
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Recusdrp 1-7 Prepar^cion de una llngipci NA 


ingfrdirittfj: NA fii pii!vT> Irt np. hilfn awt^nj ij« lalni ^^l.^ 

HC11 M 

Pieparat i/iK del reiu.-titv-: 20 nif tie NA cn fiiil^ci fJT OsBcLcr 

CbctiBcat Cti. PhilppiknT NJj a EnU de >iirter«?laiii Jp ipili[><sn|g* 
ci^ rrsrrvK HW mL ik 1 molar |M| CKCOOKa.3HjO> 9Ci ml. de 1 
M l{C1l; el IKH I M debe 4gKgu.wei] euitldud HiJkieiKt p^ra nunlener 
b ctacidti diferEDCjB] de lu baclerJii ectKlrji el foDdk) de iIhkIice.*' La 
lolujibii ikbe ser alKuocAoda hi iiru K'lrelb c«9c>r caratnclo u teiBp«TMu- 
Tu lunMente. 

b Hiwi^T sp TMli^i cubrienin cnn^ktiunerte b mperfwie 
itel d«] niiuni»l per? »er wurnuuil^. ppevinrieiite fitp e] nlrr 

y lijadu L-oii melonul, tea el cduruite N'A Jur^inte 2 minuln. seiwklo por 
un Li^dtlo CkM ifiu cuTiecle. Lci piMticbjelo* ledtdH w iectn 
}' examtiuti cm un micPDicopjo oquipado coa uru fixtile de lui 
ulcnvirdfla 


L^nuei y coN. encniHrajrm cfiie ]j lincion con NA es mai^ s^n- 
siblc (|w: 1.1 lie Gram pur^ JeCcvUr IxiL-itTiiis en kjs MHliniculos lie 
LCR. ^obn* uaIo ^.uartdo OMljii i^rusenldb bJl:leriLL^ 
I’ai.'^I.jHinddnmi.MA litmliicn cs ulilparn el aniiliNisdemuc?;’ 
[ms de nriiia eo hEJicri lie bucieritiHri 'li^iiincjcjva.''^ Hn el ^lecLia- 
drn 1-7 ;te esi|ueniali7ii la prepanicii^n lie l^ilincii^n con NA. 
Azui de iofuidfaa yarntde metiteaa. 1^1 d/Lil dc loluidinii. Jii colo- 
ranlc rnuy rclacionutlo cor* cL j/.ur .A y cl ajrul de [nciileni], s-e 
Liiitiz.! p.LTj tcAir iniprij(iMs Jc biopsjus de pulni^n y broils de 
secreciimcs respiraioriiis piiri la ik’it'oelon ite i^r?ejifl?rjry.vfr.v 
jVfYJvofT (ccj/'^rin) on tonnu rdjsjitn |,:is litroione^ con luuI tie 
mdileiio m: puedeii ie^li/:ir sn|iio sodinicnios Je IfLiuidn ocllh' 
lon’^.t^uiJco cn forma oonjiintLi com h lincion dc Crjiii, Laii bac- 
tcria?; j:rjmni;i[3lit as jy jVr/JjJt'prrtrt'j iV. il(j NUClen 

nesultjr ^otnc cl fondt^ tenidt> tie n>io cn In lirKi<m dc Gnim 
Tun cl ;s/iil de rilcnieno, Eo^ Icucocilns |K>limoi tVl^Llc]cilro^ se 
liCkiii dc ikiul > his baclorias t^iic tiLnihii]!! sc isficn dc luut inicn- 
sis Min muN fdcik'N dc tk::c>clar contri cl loihdo Lcnitlo Jc E;ri^ 
cIjik] (luniinj cn color l-7L^. L:i ]incu>n con a/nl dc mctiicno 
del>eri.icr*t;!iic!er'irse un complcnieitrci dc la tincrnn dcCiram en 
los luhtamtiirios dofidc la li'idia do acco^r^ id r[]icrosco[)io tic 
fluorescenchi iin^ioslhLlJla la uiilL/zicidn del proccdiiiilcnlsr dc 
liiicioll coJI MA. 

Bfsfiesde MiMtfdOf, HI blnncoilo crilL-unuor, uncolorarh; 1714:0- 
loni uiili^:Hlo cii tii iiiduslriii piini blii]K]iiC£ii' icins y pitpclcs. 
lienedos propictiiides tjui: Jo hacen ulil cn mtcrotiiolo^ia: [) la 
unirtii u li's |HilisjiL\1ridos oon imimich L-,T o (ii-l tcsfPL'ci'ju;i!i- 
iiicnic j b cchikivj s .1 b quiiiiicli > 2) la tioLircsccncIu cujin- 
docs e\paeslo a |uy utlruvidlL-m dc Lont^iludcs tic ondii laCca y 
ii ].i III/ visible de loiijiiiid de ondii coii;i. HI hlrnico dc onlco- 
tlihir es imii ViSltOMi linenm tor niioroon'ino jiiini b dciccciiin 
rjpidii dc Jion^tss on jrcpai.ulLss iiuincdos, I'rnlis s corlcs dc 
Ujido. ikhillt) a >.('.10 b Jiaicd ccLular dt; los \ ]ji>i pjjo- 

IJ.V cs rk'a ca tjuiliaa. BsM llllCldll hn ^ido lilil priucipalincmc 
en b dctecciiin lie levailurus, hitas y scudishifiis cn riispadfn; ifc 
picl y de nuicosiis. C’lumdn se lo nic/ela 0011 hidroKido ilc 
;siitiishi jI ll)‘;f, m: puedo rcali^far hi InisiquciEu Ta[)i(hi dc dcl- 
iiiatofilos cn ki?( mmJaJes do raspaitn tic piel. Las estrucluras 
fun^icas mnesiran un color serde maiuaJia briJIiiiUc n nn hbri' 
CO a/Libdo bnlasitlal, scfiiil hi Ion |: it ad ib onda tk b Iu 7 Jc 


eKcitacidn y Je la eoitibinacidn tic fillnri ulLliziida, cuantto 5C 
Im observe con. cl niLcra.scopio baju luz tiltraviokta (lamina en 
color l-^F). Loj bongos se diferencian con facilidad de los 
descchns ttcl fnndu, las cdlulas y loii fragmentoi de lejidos. El 
blaiKii de cafcoflilor (kre cirnio veniajn niliL'icmAl gue los ciTr- 
[cs dc Ecjiikis puciJeia tcAirsc luego con ikiJo perydJico de 
SchiiT (PAS), mcienamiiia yrgcnticj de Gomori (GMS) u odas 
tincioncs espcclalcs sin interfereneia, si se desea la conlintia- 
ciiin de los halk/gos o tlisponer de frotis permanentes. La tdc> 
niea cs rdpiiia y proper: hma ona biicna Jcfinki6n de las fin as 
cstructunis rilnfiiciLs j un inejor comrasie respecu) del fonilo 
guc la ilncidn con azul Jc aid Lina cn laciotciiol aitipliamcnic 

Lililizada.*' 

Tiflfidade tmfireffttitidtt S(S!4nltc&, Ciertai bacterias« porejempio 
\m espikKiueias ilncluldi> t^l ugenie eikiKigico ik )y cnfcrmc- 
daJ dc Lynic. Bvrrrtia burffclof/ari) y 1 ns pci^uc Dos miLUttiraa- 
nismos con forma dc bacilo asociadas con la cnfernicdad del 
arinazo dc gato {BaFUffieSiti hefixelae y 
no se tinen con Jos m^todos convencionales. Estos microorga- 
nismos son muy dclgados piira scr vjsnalizados por mierosco- 
piii Jc cainpo brill ante, no sc cncucniran presenter cn eonccn- 
trocidil sufiLicme coino para hcr dciccliltlos o su ctrmposiLidn 
guimlca no inicractua con los coioranics. La microscopia dc 
campLi OKcaro tia sijo milj/ada parri tJcniificar Tfvpopfnui 
cl ajicnie ciioldgico de la silllis y oiras cspiri^]ueias 
no ircpim^mibis. corno ittitiroftofii. <1 ngente can- 

sal dc [a leptospirosis. Una limiiacidn Jcl ptoecditiiicnio dc 
cumpo nscurn cs ta ncccsidntl dc examinar enseguida las iiuics- 
[mil hiiiiicJas L]ue comicnen miL'-mo^anjiano^ sivo.i ya que la 
visualiziicinn dc la biicteria en inovimienm cs csenctal para su 
ilcicccldn. La lincidn argdnilcci '■c ha sidn uEitizado ^vara obscr- 
i-ar CMOS mknioryjniHinos cn corics dc tejtjo y se Jjspoiic Jc 
rcLictivos inmunofliiorcscenlcs para la dciccctdn Je algunos 
pankcnns, comn T pnfUftnftr. 

Las lincioncs de Inipnfgnacitin a^g^a^i{■^l de WarillirHSiany. 
Dielcrlc y ^sicjjici sc liaii uiili/aJo dmanic aflns para demostrar 
b prescncia dc espinniuctas cn cortes de [ejidns Jijailoscii for- 
[Od]. Eslas lecriiLas st: rcalizun cn fcinna cguivalcnltr. 

Tiiifiin dt Wrigitt-G^snisa. [.3 lincitm dc Wnghi-ChernKa tuck 
u[jli/arsc pji j icUti lo^ elcmcjiitis cclul jic^ dc los fioiis dc saii- 
iirc periftktea. Tietn: pt>i;a uiilliLiJ [Xim teflir huclcriaF, pero '?i; 
Licitiza pTLrLci^ialnicEitc para dcLeCLur las ftiiinas dc Icvadoras 
ini race kiliUfs de H{f7t>{tUi\fnn \'tt{f>ithtnitti o Ins amaMigotes 
iniratclularcs tk- l:\s. c^pccis^s dc I.dihitwJio o rnprrno.vwjjn 
rrtKi (Idmiiia cn L'tilor l-HGi. Tambien es ilc iiEilidjid |)£Lm 
Jcnioslrar liciUis inclusioncs v iralcs intiuccliilurcs ivtlasc cua- 
drn l-K). 

Aziiftf psryddicff ds 5 cbj()l La Eindiin aiidti pcryodico dc 
SchUT se basa ca la o^itbeion dc Isi'; hc^<isB> y bs hc^o'iaminys 
[H^r HTcdio lie I ik'iilo pery iVliCLi, guc itiiitpe sus an ill os lie pii'a- 
[losa \ produce dialdclddus qiic rcaccLontin con cl rcatlivo dc 
Scllifl. H^LC cs un coloranlc [rKcniliiiclanf] pieparado a panii 
Je fuc-sirni Ivjisica 0 jJ-rosanilina mcdhiiitf k retiiiccidn con 
lickdn SLiLfLirico. l.:i riiaytria tic his susLiincias giic coniicnen 
hevos:i% u heviisLiiiiitias son PAS [yisitivas y ci: liben dc color 
ri]ji> fonua uii Jojidsi verJe u azul dc Licucrdo con la coiimico- 
hiracjdn ullli/ada. F.sla lincion .se ulili?:i cn ftimiu niuv frc- 
Lucnlc pani dciilcsEraf In piCsCtlcia dc llOUCOs cn cono<{ de teji- 
dos 1 lamina cii enlor 


PfiOCESAAIIEHTO DE LAS MJESTRAS 

[Jna vcz rccibida la muesim piira cilIiLvo en el lubontlorio dc 
iiiicnihioloyfa, SC deben loiinar las sicLiienlcs di'cisioiies: 
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1. Seli^ccitniaf el meJio dc ouliivo prinijirio pard la 

inuc!»tra cn particular. 

2. Dctcmiinor la (cmpcratura y la alrHS^fcm cli: incubocii^n pom 

cl aislamicrttfl Je l'i>s trtictOLtfgiirtisrtiftH potertciilrtien- 

ic importantcs. 

?, tJctcntiinar tudi de Ifw aislainieriKw que ne recuperaron «ii el 

me Jio priinario requieren caciictcrizacti^n prKlcriur. 

■1. Establccer la ncccsidad dc rcalizarcl antibiu^raina. 

No fte puede e^^pemr que un tlnico enfoque cubn todas Ids 
ne«^i Jades de Ins latwinitnricK y del slmhim cllnicn, tl pn>io- 
cdln iiiiLi/ddd ett un hotspiial de 5(1 cainas Ue una uotnimidHtJ 
niral diferiril del quc se eniplea en un ^lati cci^Liu medico con 
multiples departanicntos. Sm cnibaigo, Indos rcccnoccn las 
ditlcultndcs dc mnrttcncr la calidiKi del scrvicin ^'rente a U 
demands caJa vez e^eigenie en la. contencidn de Ins enstns. 
Los dirrelorcs y Ins supers i sorts Jd>;n diminar gran pane dd 
tmbajo sin lelcvandLL dCttica quo sc rculizabuen cl pasado. Sc 
ospern que los liempos del "pancultivo^ (la wlJcilud indiscil- 
minaJa dc cullivns dc ((xJtw Ins si tins ucvcsihlcs del t«crpi> con 
la esperanza de aislar un pati^geno) tiayan lerminadn. 
Durante las d^e^alas p^sadas inuchos ntlembidlogos lian irala- 
do de ejereor In quo Biu tell llama "control dd pmcoaiiuenby';'’ 
' resi rice ion del piriteiwmiicmo e informc de muestnis para tal- 
tiso solo a aqudla^ que propordonar^n una inforiTiaeidn pnevi- 
siblemEntc iitil'\ 

Sefealiin dBt meifki fiara un cnltim pfimaria iln up Laboraiorin 
diugndstieo se iietiulefen iwSln uims medlns dc use dia- 
riu. Coniunineiitc an utilizan pCacas dc a^ar. La inoeulacitin dc 
ealdos dc cultivo pnro cl aisirimicnto primarici dc inicToorga- 
nisnios debe litniiorse a algunos tipos de muestras para Los 
euutcs se ha demswlradn la ulilidad de es^n^ic^^[(l^^^ Miplemen- 
[arins Llladfn 1-6). la llhaynTfa dc li>s Ejht>raiorLOs sc 

ha abandonaJo la prikticadc iriocuJarJe rulina cl ealJo dc ltd' 
^licolaln para cl aislamiecitn dc anacnubins o eninu un pmee- 
so dc cpiiqucciTniento para rccupcrar pategenns dc las hcecs. 
bii cas] toda!v Us circunstaiieiasKCl nislamienlode uii microoR 
gani'icnoen caltlo dceultivo liiego dc 4o S di'us dc incubacittr 
leridrd iiiuy poea relevancia cLlnica. La ineubEieidn de Ion eal- 
Jns ijc c 11 III VO ]>i.ir prtdnn^^dos ptiFibL^ii llcv^ aL iib- 

laniicnto tVeeuente dc oonrojiiiiianlcs.'' Lo!^ aislamicnlos bac- 
terianps en muy haja conoentraeidn rara vez %on signirtealisms 
)' el liempit j^rolongado de aislaniiciiio sueEe dar liiforTtiEKMciii 
irrorcvLintc para el iralatinenlo efieaz del iraciciilCr Ln algujios 
laburaloritiLS sc inoLulail Los cal Jos Jc cultivn Jiarj cierTas 
muestras. pero s>6losc los examina si tio sc dclecia ejcclmicn- 
tn cn las ptaeqs dc agar n si I us hactcrias, cnya morfolngiu sc 
obser\<V en mi iioiis direciode uti material dc un ptiJOierttCf im 
>e aislaruii cn cl ayar. 

Ell ulgunas ^jituaeioncs losca]do;> dc cuhivo lion ulilcao tiiclu- 
so CHcrh:iulc^. El casir mas uhsin es cl hlL'^l[)Lu]tIl[^ cn el cuul lu 
m.iyini'u ilc las vix'en sc espera iiri uiiien pittLigciin y no llnru 
coniensal. Otras .-lituiicicnes chmeas cumplcn erm c;4io«^ prlnci- 
pius y ci] cllas kts cairbis Je cultiii'o pueden ser litiles: la pcrilo^ 
nilU tMctcnaiia enponlttnea ipritnaria) [opucMa a la pcrllunilk 
que VC produce ] uego dc la rotura dc una viscera abdcnnlnal;,'^ las 
irtlncioncs pcnionealcs cn pticrentes que nfclben dinlisis perih> 
neal- \ la anniis s^ptica."''' 

Los incdkw pueden >cr ^eleclttos o no siilcutttiw. Los 
medios no scloeiivdv no c^mlicncn irthibidorei yen cllos puc- 
den crecer la muyiLnij dc Ins mieruurganismtis que vc afslun cn 
los lahorulorins elinieos. HI medio no selcctivo mas utilizado es 
el agar sarigrc (Ic cunicnt ul y hc Iti incluyc lmi el conjunlodi: 
los nicJios dc aislaniietito primartov [lira uavi IchImv las iiiucs- 


irdselfnicas. Para cl iiLsIamleiuo di ifiiemophiln.x infJueHTae kc 
iwcciiita cigar ±;:ingro de cuhallo, ugar sangre Jc camcro con adi- 
livos, como TsoViioleX® (o uit suplcntenlo iiimilar que iticlnya 
nlcoimamida adenina dinucIcdEitlo IMADJ y un produclo dedi' 
yuJd del hemo) [xirquc no ticnc efcckK inhibitnrios sobre cl 
crecimienifl hacicriano \ es una ruenlc rica de factor X. El agar 
ehocolatc tainbi^n cs Importantc para cl ainlumiento Jc 
AVtJJfria 

EH agar sangn: pucde baecrsc scleciivrr mediantc cl agregodo 
de nnrlbiqticos o inhibldates qultnicos. Es tma regb general que 
tnv agates wu inbibklurcs no ifcben uiilizarse solos, poniue suc- 
Icn iiiliibir [ns nrjjnisctins Je inicnJs. sdln rnenos que a b otra 
Hora. Mucliait voces la inliibicidn cs sdlo pancio]. pur lo tanto cl 
crceimiciUo cn un agar sclcciivo no Jebe toniaisc conio prueba 
Jc que sc aislri cl micioorBanismo diartfl- Por ejemplo. ]os cntc- 
rococfls y las Icvaduras a menudo crecen y producen pequeilas 
coloiiitis cn cl agar dc MacConVey sobre itsJi) si hi formubchVi 
no conticric viokladc gcnciana. 

Tambi^n sc puede logror que iin medio sea difcicnciaJ 
medianlc el agrejiado dc eiettos colomnies u octtls sustonckts 
quimicaft y obtener asi algunon indicios acerca de la idenlidad 
del micfoorganismo aislado. En el cuadro E-lt se riesu[nei:i 
algunoH Jc \u\ incJius inhibidoncii y difercneialcs pncpuraJoii 
con agoj. 

TisffkaspMm fs tTsnsterBifEh f el sullivo de muestras cHafcai Una 
ver. que una inuestm ’"stiperd" los numenosos eritcrios dc 
recliazo y ftie acepiada para su citliivo. sc itehcu iransfcrir 

CiUllLdailes udeLuada;^ de ^vtu a [tis tUCdios tie cullivo yti dev- 
erilLiv. Esta octividad .kucIc llcvarsc a calxi cn un area del 
laboralorio riisciiaJa pqrp lal fiti- 1-a iransfcrcncia dc tndiis las 
inuesiras a las niedios de cuLris'o debe realizarse en una cabi- 
rtt lie "egunrind bioln^ica {v^asc mnifi aJckmlc). mejor 
liolhicD es nianjpular ttidas Las muestrav coino si lueran alta- 
incnlc infceciivsas. Sc debe cxi^ir que el pctMinal uti I ice 
guanies de goma cuando muni pul a lu niaywia dc las mucs- 
iruv: cl uHo dc una muHcara tie tinigfa cs opcitinal, ya que no 
es necesLirio para gran parte de loi proceJimicnlos que se rea- 
]i}taii cn el laboralorit> Jc diagncislico inicrrtbuJOgico (e^ieep- 
lo para la micobaeletiologra). 

Fd area dc inuculaci^n dcbc cniur cquipadu e£Jn Unlos lu^ 
impletnento!i nece^orios y sc debe eonlar eon rcscrvu Je medius 
deculti^'o. Para un almacentunienTo prolonaado, la mayorfa de 
|i>s tnctliris dchen itfrlfer^krse. pen^ se lo^ deh; lemplar :i icm- 
peratura ambiente para su intxjulncidn. 

A pesar lie t|iic cl personal que Irabiijji liempo corriplcm cn 
el drea de organizuLidit puede Lonoecr de incititiriu Iti*. mediov 
de eullivo que requiere eada Itpo de muestran es escneial lener 
los prtmwoltis aJecuihlos y la^ insiruceiones Cherilus cn un 
holelill de anUDCjO!^ l 1 inelnidah Ctl C^| rnattual tic |iL>1flieas y 
proecdiinictitov poia Las pcjsoiias que rcalizon esias tareas en 
I'orma oonsiimal. Sc debe procurar que el proccsaniicnto dc 
la^ mucsiras llevado a citbo por per^mal bien entrenado. 
Iiijo Lin;i estrioiP viipori i^idn [ros crrorcs o Ins Joteios equi- 
vocados quo ^e eoipcteji durante cvia fuse del cicKi tie tlUig- 
ndiJico pueden anulor toda la perieia profcsioiulquc sc puodu 
aplicui cn la Icctura e ititcrprctacjon de tos cnitivos. Los 
inicrobidlogos y los tecnicos e^pcritis a menudo no pueden 
llegar D till tliugiiL'isiico definitoo porttuc se Kelccciono un 
inedlo inoJceuadti o Incorreeiti para tma tnucstr-j. 

Tienless fisfs tfeaftfitti de iss masstas. El cquipaniicnUr nceesa- 
rio paRt la inoculacinn pninaria Jc las muettras cs baqantc 
simple. Se rcuortiiendu cl trsotle un imtaounsii recta de inocu’ 
lacidn dc Niebrome'^ o de platino (Fig. l-6j, con un extremo 
inijcrttido cn untt einpufiaduru elirndrica para lacilhar su ulili- 
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CtiadlO 1-11 Agam ElirtTTnrukkf c mhibidDin'i utilizjilos ran nii^cr rrcriimriai 

A.C\R IMltDlDDK (]» 
OIMFliRKSCIAL iPj 

COMPUESTOS 
AURIIUaDOS I[() i>» 

MICR00RGAN1SM05 MICRODRC-VSISMOS 
I^HlmPOS FNRigilEClIKV) 

CO^fEV^AIU(WREFE1lF.^aA 
DE CAP(7lil.O 

(Ei0r.Hr. Di 

EuLi.tlcs ^t|. iT.^tdirui lt3i 

hCu.;yLi[tLi Jc lun KblEczio-v 

(ii u|ta.i d: iJiicAenr^ilri 

I..J hlr- (-(Liiiigr? i;l i;rA;ciiiiijiiii' lL* II 

c.ynnij-lJAf'Jh 

n;ii 3^ (Ti 

KlyynrfHi di? liTfc 

E iff 

L-ii iflni!Hk“idn n 4] lamhiL'n 

tiniu d r. /lyifiiJ 

cch\\,i. rai 

Crf^xii^na lli: 
FnjLCOi-j iOj 

Mn-yona dr hai^as 


{'[■Nmiihs arrranlljs: inuy inhilHiiiT 

rHFh"JML^w<Di 

1D1 

NfUm^ hli^ixmihki 


n 4.'^iliir icn' l:i ifLulLriiTULii'in drt Lin 

L(i!nniiv 

a.ViSii 

lai^n-'^nL 

^E^ly□^i|l dr Isi^ 

FpSfKviF^ lie 

.•UrYirfHirhr^ 

Varins r'nnwilsk 

cs.\ ri) 

r'oli-Aiirui. iL'IlLl njilikJiYicfh il) 

ifni]r)n^.iil is-'siN 

EiiLL''lL''iisiv jjr;LiT'ifMTii[|viis 

Se inhiKm bi ariiiycii imlr rL*paN.-d^ 

5f4rin^4v/‘r'70HTir.i ) 

Ljpiina^ ^:e|us lJi; 5- 

hMK ilj» 

HoNiru lEi: ii/u] ^nrEi-k^ 

fUL ^JcziriTSJ iD\ 

KiKlcni^^ ^ninpiwirivjii 

IcnimnrcHiviH 

IjfOfflrrjrilf ^ckvh^tMir>hibi-dcir): h^i 
ui^^LSjuos frmktmdLkires dr JA.'u;k«i 
■ I ^;k.'Li£cri3 piudlkTn rukiniaiN iLfUl 
lUi-H feniK'ina^l^vc^ dr 
amio ]'kn4>JNr o. j^uk- 

ii «r> id^nl Jus rrmu-ii^^vrs dr 

l 3 an*;i|i: |ni fticrrc-t fcmicnljdnm Jr 
]3CBOsa iromn rrVf n 

{ 'iifutiilu Jlcy 11 f iiriduLTrii Li iI !-.> i dc 
curjLiniMciLO 

J3L'-k4Lien cnli^ricai 

<|[El d.. D.I 

Sjilfs IwliaTTfs il\r k 

jcan>%a. s^IElEoj. u/uI dc 
iniilicmi]. fiKi-iFlii ikHlI^i iHi; lin- 
^Lilr.iEi'^ idL" M'»iiiLi.ci[r:L}ii aniOni^.^^ 
pLii'a ]□ piOiEULfLuJL u;j 
huLt'i^nj iPl 


ftihhuciurvfniiri^iw* 

M^kkTddidnxnir ihiuhlikir. Im kniAn- 
4jdl.»ir>Hk U^VuSd |^.J|r>Kk, AiLltLhhll 

prftdiiccfi tol-ryncis vcfdc^; los jxxh- 
duriLireri dr ^Ifuf-n lic hidnc'i^cFiii lai- 
113311 rrkifiias kbr^i'j.^ 

LKV ll) 

Kjjumkina. vjix'omJ^ijDD il^ 

h;icEci'i.Lc fTHin-p^itidv.iii 

nnacHihin 

Dik'iUfs f rjmin'^^livnh 
uiijcri him, p.irtkuliTsr* 
FTinUr H’fJf^.nNr/p'J 

^ 4iupc^ sjrxiiir hrTi)i.'liJ?du ^.'unK:^ 
fiwhli.' lIc iiLiIrkntcN; rii evic medio 
p^iwlrri srf^t^dnn-iFNC rnirn.itntns 
t la ^inciwiicina 

MiivCnrifify [J. iJJ 

.SbEcv IViILitti. LiibLil '^LuJcIa 1.1): 
tiKNiPZi, nijhi rWLknn'P r|>} 

D:i4.'Lcrui% 


MnikTLhJajnL-^EC Inhibidor (^rlixlihYik: 
liK firnucnuAnrs df loi’H^a priitki- 
icn cLikiiiiah rhi^ii 4[ih|><i-JiLhlrN 

furinUiLuriiiccb air) NlidcCa 

^CuiiNH--<3HI- I> 

NzC.'l III; MufiiU«l. r^vi\^ firrtrNi ilU 

b;Kli£ri;A^ 

[|LlZ no M!3n 
.SrdTfaA llifif vifY U.S 


j.fn rs^i^llrxaxrns lu^^iivcn 

cmrcD cik ;kp&r \s\^ |]CJi3 nu [zrcibrnLui 
maniLid 

Mijcihinlicn'mazriwL (El 

Cli7niDlcTii[:[»t, c*k'liUiir.ii[md.i |]) 

D^cctL^itr liuLMuiti^ 

DmiiacLiflioh. h^^nf ■.'a die- 
ini^nk-fA 
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CuadlTQ 1'11 Alcana diferendaks^ c inhxbjdnrcs aliliudM rw mmy^r frvcuc^nriii fmtL) 

,vi\H iMiibn}(.ikii] 
o nii‘'Ktt(:Nf:iAL (iJi 

C<IMKI]^^S-1CK 
Ai:ll£{:ADlH>il Olli 

niKTkOOMGAb ISMtXfi 
tMIlDinoiS 

MlCROOkGANLSMOS 

ElSlt]Qt'ECll>0& 

COMENTArUOS/REJERENCiA 
UE CaJ'JTLLO 

F't? C/^.hd-iJtijPjLMtLIi 

U, □! 

Vil'ikLI Jc i£-^nLidCU. ulc:^ I’l^iclTL'^ 

pnrj gn-mpiwilivih. il i; 

pLiIJnhi.uibj Jt, LiciarLiLiiiti pjij 

hik.'iHin itr:iri:wcihvih. r]): 
pirumo it^j 

Dnhki id^ 

}\t (k- l-il^ ^IKi'k"- 

iu\ p(riiiuiic|r:iti\a% 

/f II I jUin/j/rr lej t w j^rliiiS 

A|c«i ^IcvdtlfLiil; Lbs Lhbliinijs ikhi.Lt 

n-ib Mill i,i.iciiplfluTrir>iti,' 
f-i:ti £l. ju 

rtiAlb 

Hnnileiil jUi'fhiHII 

BdLtLri.h 



UtiiaUilM'Htl-ifUfli'lStA iSSi 

EL [>i 

Silos hiliarc^. venk hn!lafl;c f]k; 
liuilijKni- luji? \htuiro (D)i rikJ^Ll- 

^:iir3tn aiiiPfik’n 

nx-i 1 '■u’-fn 11 -.Ic hiJi 1 

nn il^j 

BsLrerij' £Tu^lJ>■wLl:^ 

L'nbLV’.LlH.® 

Mjs inlifchKkir kcLccIihh ?l jjjt 

tk MiK-Cunkry \ GAEB: 

F^tkR infiiKlr>f Lit Jc 

Soctiili’9- Mx'Cnnkfy U. 

ni 

Siles hiSancfs. riniti.i i.1o foncisiu 
■ fi: sitphi^nk, r«jo r«uiTKH]>i 


J:U'h4*r4ihui rrefip Ul57 

1 %i>iMiiii Jini;4ivu:i 

p^rii Ki^i|M4-d.i lie- fi, - 1 ■’^ prn- 
I^lk’l^in iJ^ v^Tcitn^iiri 1 

lljll 

ThlsDlUl^v tic ClKriilii -Jbt 

liiJki- NaCI ptiTd buuVrh^^ 
friiihih?gdriva>i (Cl s;iJcs hnkl^rc^, 

NjCL pofj prtmipL^Mti- 

viis cll. ii^nl (Ic dniiil- 

Afi^\ iScliriflb-HUjrniH 

Hatrfciui jjir:inLpvlhV'L!i'-: ki E^jH.V!c-t Jc \l{*r\(f 

Jc Jjt LvjlCcula^ 
gr9iraim^;iii\ns 

I,;!--- e^fifL-iL-' 3l■■fl1lL‘nl:lJLl^ii^ Jf S.ua- 
Riu iipuicLizn juILuiIClls. Ia.\ Cii'rt- 
a[iil" Lirili?!!'! A'iirir^ 
aJ.uJuh 

Mc-lio sek\:ciM^ C\C 
iTli.i)Lf-Mmniii- JfLjiiiik 
fic. iTicnJiricaiiijt) 
Ilk 

VafkicinuL! kish |F.iri hriLicfla^ g;rjEi'i- 
ptHticiii uJ 1 ] h. LMlisUflLl \uri b-M:- 
iL'rid'iifTAjrmiciiaii^j'. ll); [lini;- 

nik l] Li ai.iuiciiLiii.i |\ii.i FiiihiLlu' 

Ai^ rl i; sL^^k^iefihKi pjnL ^1 
■:i!hicii1ij 

KdLCCc'iiL-H- )(r:ini|x>%iiivji!t: 
tU'Lluh ue-LUjL£ic^:iii^i.i^ 

iVe j>i ff ryr ^ hAH'\tr, 

hKJijpIfs Jtiiiri;j|jL>i'»iy'!s JL^>it'iLhlLN 
.\kuci:l.^ 4.-L'Jim ’Il jV. I'lJmevVfciAni^’ 
y€ inluhcn viJici^mLL Lri;i. Ik 

liljlKl.l uFlill^i >.k'Lvrl'a Jlii.iluL[:<u 
tsmlikn ^i^ari'hivnlatc 

[Ji 

S::|c.-% hihjcc*^ Nj{'I 
sikiiiniKj, x.i]lin 3, mpi^ !!L~rl4il jDl;. 
:iii^4.j|l:iU*i Lk' MkIhi. LlllbFlr aiM^- 

:i]lu Icrfcku piiru |.TrLiJuE.^*Liii Jc 
^□IPJFO lIc hi.lM-frtiOi it)j 



F'LinvLi'iw ik nti|i^r:L 'iimiUi dl 
ik Er^''L.i-.iv*Tt cnicrio> 


-a A- SjImiTvlU ^ Sb^'^llji Vr4ftrr*M*ASi>rs-c|iki 




La iru4;sLrj pucdv ficr in^Kuladu cJircrcnlc^ niancr;!'^ 
f^hre Tij siiperficie di^l a^ar en la plac;^ de P^ri, uiin de las cua- 
kn m; miicstra cn la liguT^i 1-7, La iiKKulaiJH^n primaria pii^dc 
Ti^aliir<irM: toil uii un Eii^^;ipu u uUv a(Jccijaidi>. 

Una Vi:/ t|UL; m: i^^j]i/6i:1 iiis^u]» priirjrLi^ m: pui:dg ulilkarun 
.111 sa o uti un>a rccij |»ifa is I material Jeisiru do Id^ oua- 

|rocu;idrjr]|es <te la plaeii, tomn m: inuestra on la fi^ura 3 -fcl. tl 
indtul« -0 sientt»n» on oirin con un moxiarienio liacij aims y 
liacia adelaiiiii dtmro die i-UiiUnuHc la phiea en 

aJt^uloa dc lK^~. LI L 1 n^atJ cl Jtis-J rocla do Lie osToriLiAarse oueiu 
lax sucetiia'i siemhraiten c^Tna cn cada ciiadranle. El propd^i- 
(o de eme proecMi ok dilvir virieienlemcnic c3 indculo sobrc la 
^upcrlicie ilel niedio ccn a^ar de iriani^ra de ol^ieiier ooloih^is de 
]'fiieii:riii> hie It aiJilniJa?'. e<»n<n;idav eoilln unidEidcs foniiiidi^ni.s 
<k colonj4ii» Las ooloiiias aislaJd^ pueden Mibouliivar- 

He do manen individual cn otro mcdii* p;ira obtcncr poblacio' 
nes pun^s de micnH>i;canHinos pora su eNtudio posterior. 
CV^ildo NO sieiiihnin on ONlna cn una phcn de agar sangre los 
IliMipiulON f«rili^Oo!i cnviaddN pyra la huNi|iioda do oslnopLooo- 
eos. sc debon rcaliAtir imlLdple^ pun/adas cn lat atcas do in^v 


culaeidn para dc^cnnuscarar las tieinoLishias libilcs a b puc- 
Sieneia do oxi^ono. In eitul yunienEa ladofoceinn dc csirepEoeo- 
cns P-henoliticos. T^mhien se debcr siiiw-ergjv en la pimlundi- 
daJ del Jifar kis poqueiios I'ragniicnltis dc Lejidn [|uc se cnviaism 
puiB ol ajslainioiilo Jo liurigoN. El orociniioitto iiilciiiL do 
Jtmehas Cspeeics do holi^uS hc ve faVorceido pt(T In atEnnsfci'a 
inicioaerDtila que sc enenentra debajo de la siiperlieie ilcl ngar. 

tin ]ji ligura 1-9 se niuettra la T^enica de sjenihm en estiia 
iililkada parj inocutar cl agar para ol recuonto senikuantiuti- 
VO Jo coUnliaii. Uiij uiispn slo iiiiKulaciuii Jo^ocbahlos do plas- 
licu O dc iliatoiijlcs JiferonteH del hicixo (^sL'Iinmic*' o dc pla- 
liro), caLibnidas jtara conlener Cl.Ql o (KOJI inL dc lk|iiidu, 'se 

'^umergen cn una iTiiic\Er.'] dc orina Tin oo'ntnfugada, l.ucgct^ 
NO lelira ol ansa eon ouidado y se coinca el volumeii onniplelu 
sehn; La sLipoiflcii: Jcl hiieionJo unj unica cNiTfa u lr;o<5s 
del centro. EL ijitviilosc csparcc dc rncklD niulbmic en aneulos 
rceioH respeeto (ie Lp primcnii cstria; luogo sc cira La pbca y 
se Kpaice el irateulo hasia eubrir la ’iuperfieic csompleta, F.n 
iitgumvi Lalioratnnos. se inocuLan ilos pLac.is, una cnii o) ansa ile 
0.01 niL y la otra ouj] la dc O.LlOil niL. Isi ounl >o uliliAa oiuno 
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Flgura 1--C- An^J y jnm □hliTiailjx pom lu lnui‘clfeTrrK'i:q ^ iiKimliL^inn dr 
mucscrus y 



Plgurn 1 -fi l^^nia dc ^icmhru cn csCru pan ]:i irHicuIjiL'inn ’.Lf mucMraii 
ikf £Lillih[h]^ra Hihlcitifr L'l^li'KklJs tuluMfriLMiUis :ii-sljiibi^. 


conln^l (Jc caliciuJ, A pcwtr ili; (|uc lu^ tic jno(;LiliKi(in 
cstdn caltbrada'i jwrEi loniiir el volumen ik uriiisi esiaWeciOti. In 

exiictiiuJ lie lie liiia lasj Jc CTiiur dc ± xobre IdJe) cuandii 
sc utilize cl ansti dc O.OOl niLJ La [onia dc mucstra cn poslciou 
vertical dc ua iccipicnic pcqucivi> puede solt] ctinicncr cl 
de] vt^luitleU CSCabEccidCil Cjue IJ dc hOri- 

zunUl cn un Angulo dc 45^ dc un reel picnic ^racuk puede con- 
[cner 150% del vnlumei)- rnjcn^hinlogoM delicn ciilar alcr- 
tridus jobre posibics enures y ulllizur un Angulo cstdndar 
para el iniicsIrccT cn cl ];ilinniliKnu. baMinduvi: cn el vsilumen de 
l(w nfcipiemes. 

Sc pueden rentizar csludkis dc cxactiluJ y precision del 
vulunien del iudculc): 1) cn foniui foii^nicirica, agregaiido urn 
ansa dc %'iolcta dc gcnciuna loctiada a partir dc un rcclpicntc dc 


niL dc eolonmlc a una eubeta con 2 mL dc agua tjuc lucgn 
sc Ice eii un c!ipocimft>[i!iiiieux» a 590 nm. o 21 en funiui niaiui- 
itiLllrica, ant-iljudo cl caBUblu en el peso dc un disco dc papel 
dc llliro ubkado sobre la bandeja dc una balanza analitica muy 
seniiible. caando sc te ugregj an nnsa dc agua. Exisicn dtspn- 
sitivUS pzir.L [i>nijr un in6cuE[] c.sljud:tr a purltr dc lUueSlras 

liquidax/'” 

LuCjjU dc IS a 24 h[;ras dc iiicubadun k cMinia el nuinen.) 
dc bactenas cn una nuicslra dc orina mediante cl rccucnto dc 
eulunias Snbre la sapcrTicic del ugar. Coitin sc UkuCSira cn la 
Hguni L-IUh hay aproximadamenle 50 cnlcmias. Si sc ulilizn un 
ansa dc OdKlI niL para inueulia cl mediu. cl mlmcru Jc colii- 
niaii lIcIk; MiulLiplicarsc pirr 1 000. Ful lo tanUv cl lucacnto dc 
csta ligura ci 50 OOO LTl-C/mL. 



FIgura 1-7 La Lja]H!TfK~ic ik una plaiJi dc Ayjr » incKutia c^vi una mdc^ua 

nviflcnidD dcDCru ilc un imu lIe inHMrulacU'm. 1^ iiuiculEMrinn %e Ln-^rj Lch:anlk^ 
pnirvrm la vu^lki^ del ;jie?ir vn irt? n^wrilii. \i^C> liiKrlcndiii Un irUii^a- 
irucDtc» CD hirTDo. dc! nUia dc un Liifa? u citrii Mahre l.h ^upcrllcic; niciliiiiiEi: un 

TMln>n i|uc lic mucsira cn ta fijiunh 1-^ 



EE:tjiaa 
^ngulQ rectc 



Estrias sn dngulD 
rBciD parE prnducir 
una eup^iCie 
de cr«lmlefito 


Figura 1-9 Placa*! dc rullifHw-dnrKlt sc mw^tlrnn Un pHtTniM^ ^lc sJemlrH rn 
csUI'n ds muE^Lffcs eh las cujilc^ ^ nfali/arl un rccucnlc? ^nniciunUbiciti'^j 
hA:ficria‘<( 
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i^nicuii KcmicuuniitAliv^s se utili/Hin iri^!» u mcnuda cttn 
hi iiiu^fiiras de orina. E>eit> tanibi^n ^ han empleado pam otresi 
dc siiuaciunes. 1^ ctiantifiCiatKSin dc bactcrius aislada;! dc 
las vfas acrcos bajas por (dcnici» Uc breitcoscopia pucde aj'u- 
doren Ea. mtcqjrttacldn dc csilu^ Cuandij ]as bactciias 

escin pnesenies en coticentnicLones nuyerei de L'FC, 

In prohahilidad dc quc scan cl afcntc causal dc la rcumnnia cs 
nuyor que cuandn se encugnirati t!n naeporca^itid^. Se putHle 
nv'itar un irabajo consiikraMc si no sc rcallza cl aniltsis dc IcMj 
rccucnios bajos quc concspondcnon a floni contaminantc dc la 
fajiogc. 

Para evaluar la probabiltdad de que Ior cateieres intravascu- 
lares scan la fuentc de una bacleriemia. Fiiielen empEcarRC las 
culdvuii scmicLialitativDK. A pv^r de quc sc ban Lililizado 
numcnasas ti^cnicas, cl cnPequc iti 4^ usual cs haccr rudarcl scg- 
mcnlo amputodo del caletcr sobre la supcrficic del a^nr."^Si IcMi 
rccucnloi iiiuesL'an ttids de IS calendar bocrerianas, ethie una 
asocincidn estadistica entre el ai&lamientc de la ttacleria y la 
hactcricniia rclucionada con Ik Iln e$ic enfoque, cl 

catdlcr sc CKtTuc con cl objclo dc rcaliiuir cL an^isis. La cuanti- 
ncuckm dc lus bpetcrUs cn una mucstra dc sangre oMcnida a 
iravds de un caldier intravascular pennanantc se lia ulIlizadD, 
ademafv, pain determinar cl papel del cal^ter er un preceso 
infccciosu.^^ 

La cuauiiricacit^n mrnbi^n puede scr dc uvilidad cn vinilii^la 
para determinar el sigaincado de un cotno chouiegalovi- 
njs, quc puede provocar una infcccidn pcrsistcnlc,'* Ademas. 
puede COnCrcdaiHC la cticacia dc la quimicilcruplj anltvinil a [ru- 
v^fidel segutinienio de la enntidad de virus presented' Mucliofi 
de Ins anillisis cucuntilativns para las ent'ennedndes virales (car- 
gas vi rales) cmplcan la dcteccidn molecular en lug:e de IciscuL 
livos. 

Los medios en los tubes pueden ser liquidos, semisclldos 
(0,3% u 0.5% dc agar) n sdlid^v; (1% a 2% dc agar). Bl agar 
semisdlidn es adecuado para ensayos de movilldad. Un lubo 
cun cuidu pueJe inocularsc cun Ids m^^odus quc sc mucslran cn 
la fgura 1-11. El lubo debe inclinarsc cn un Angulo apposima- 
do dc 30“ y cl ansa dc inoculaci^n con la muc&tra debe locar la 
Nuperficie inlema del vidrio, jusio |K>r airiba del punio dondc 
la superticie del catdo fonna un Angulo agudo. Cuandu el lubo 
dc cultivu rcloma a su posicidn vcnical. el ^nca de iniK‘ulac:l(^n 
queda sumergida por debajo dc la supcrlicic. Lo& diicclurcs dc 
|El]>>tUU>rto y kwt ^UperVL!v(.$rCK dc itiicriibioUigm detier deCermi- 
nar quc mucstras deben transferirse a caldos de cultivo dc njti- 
na F vda.se cuaJrO I -6). 

El agar “cn pico dc tiauta” (cn tubo incltnado) se inocula 
punjcando prinicro lu pforundid«id del agar y luego htaclcndo 
una cstrla subtc cl agar inclinado desde ahajo liacia arhba con 
un movimicnto dc S a incdida quc sc rclira el ansa rccia dc ino- 
culacibn (figs. 1-12 y l'i3|. Cuandosc inooulaun lubodeagar 
semisdiido para ensayns tie movjijdAd. es imivirtanle que cl 
ajiHa recia de inoculacidj] sc rcliic cAUciaincnLC poi cl miblliu 
siliu cn quc sc punzd cl medio. Un moviinicnlo cn abanico 
puede dar como rcsuliado un patrbn dc crccimicFito a lo largo 
de la Ifnea de puneii^n quc pucdc inlcrprctarsc en tomia erro- 
nea como movilidad baoceriana. 

Cicrtiis niucstras pueden ncccsilar ccnlrirugaclt^n o tillnido 
paraconccntrarcuolqaicr niicruoiganbiiKi presence. Las mucs- 
tiu.s dcn.sas y mucosas de esputo pueden hacerse mas Itquidas 
con iV^acetilcisreina (Muconiyst*. WeiLSprtng Pharmaceutical 
Corp.. Ncplunc, NJ) para fauililar la siembra cn csina sobre la 
supcrfiuiti del agiir. Uus itiucscras dc c^pulo quc sc procesan 
para cL aislamicnto dc las cspccic.:; dc MycifbuLicriiiin dehen 
[ombicn iraiarsc con hidroxido dc sodio para icducir cl sofarc- 



Figura 1-ID Plara OrUtlc de agiir uuiE[Te- 2 |iar dc MaifonJtc)' previiiDflilc 
pan un fcvuciiIq scmicuuitiCriiva de colonial » ilustro cr la 
licura l-V. ^faiwen. ipm?iiniiKlawnleL enda l?<ki'de liti:4iK.-a, 

Si hc uCiliuS |KLra 111 siricihrj. cb cslriii cn Ladjg mcxlLtkiiii ^au Ur IjiuL'iildLiuii Lk 
4!Tii:i3 L'iililiTiiJA ’.k U.IXll ml., lel fI^L'Li£I 1 [i^ lie enilikikifli. seeij 

kkf ^ IXm mlidailcs IntiiiailiM'is ik; i:[itinuu±i itrKCT] |mw till— 


crctlm ienlo dc Ic-S haclcrias contaminantes. Olrns mucslms quc 
SC envlan para cl atsLamiento dc micobacterias. como la orina o 
la suspension dc bcccs. lamhicn paeden scr IraCndns brevemen- 
tc con NaUH para eliminar las baotcrlas coloni7.antcs. Uc 
niancra siniLlar. pueden utili/.ar antihidlLcos poru control ar cl 
crcciimcnlo baclcriario cn cl mcdlu dc cultivo y cn las mono- 
capas dc ccluirts quc sc cmplcun para cl aislamicnlo dc virus. 

Losi hquidos corporalcs, coina Ins oblenidos por Eoraccniesis 
y paraccnicsts. primero deben dejnrse sedimentar. luego de Lo 



FIgura 1-11 Tcimka paru li iwciLiuiifian ilc iin tJih.ki ili; l-iIiIiw cn ii.n IiiIki. 
lAi inclinar el lutio e mixuljuln Toeandiv la su^icrricie miimii hilmnLi Jrl 
idtiu riL c] ojieulu suudii c&cl nicnis^Lih. l Bi RcCujiaBr cl lxl^H1 ;i la ^^r- 

fic-jil., In cual [iciv e-l cfecio dg t\ puncn iri4C'Lilajd4Vi hajip hi 

ficie. 
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B 



Figure 1-1S Tiraalrii cl? cmi^culacaHi cn uf J.r irjL‘liii:i.|i:i c4tti uit un%u t^cEu. tAl 
I'inillJ-J till |iniJU71L]l4l!Jlt Uf JiM cn tie 11i?4llil ^icia^hsIZiiKia iJt' 2-^ inni 

M fnrwfcuScI twhs. -Si sc HsChI cl Ucl Iphi-I puciic- inpr-cwi uirc -c invaliJjr 

Ills iiifwlicicirws etti Fttfiim ltfTiriinien.|f cl \yn'<i\ retlj y esiriw 1:i 

Minerli.Lic 1^1 kun uii inp^'iruiciilch iui LiiBi% ^ ■•li'.’i lti fLicrnu «£□ **S** 


Ciu! Iji'i 5ilii;uini:i*i <lc NcJiiitirnlo i-i: ucinrifu^Ft iwm coiKcninir 
ii:LLu]quit:r liLLCIcfiLL quo puJicc'j c^lur ptrO^cOlO. ^Oilobctt peupue* 
ciomir frasco^ tic hennKultivo p^^ra inwiilar en fnrifift 
fECTlas miic^EraHi. Ci>rnKi yn ^n^iti70. H-sla pn3^liL::i :m1c£u^- 

du OKI lu-H |wcas ^ijriiaciiinneH en las. que so e^Hpefaii |iOLiuoiil;:i5 i;jLri- 
liJudON Jc un dnicL? paid^etk^. [in oLt^'h Nitu^iciojios lielv dosiL- 
loniarho iifdciigct pnr nzoiics: 

I. .SI cnc’LicnlTjn presenk's cspccics 1a^ 

kiLiciia> t\'u% rijikln sol>iop;;js:iriiri cp injiuci*<^5fc 

hus I'uiriL'ntu^ t|UO orcLon rnJs kiitjjuoilio. 



Figura 1-13 TccaiiLii |urj In iiiix:uE3iikiidE i.i un i^Ein un 

3n.<ii. npcia ctki«s nfiirsiiNV eri |j I - I2A Lii pane fnrfiiJkli mtilio 
p|]|tE|J:iilll s] ansj CCj^Ll llahLl UDLililSJI^jSlLL ihz 2-3 IlLiKl Jc9 funluikl Lul*iJ- Jes- 
pu^vik 'iiC’.jr kiUiMUACc b :ifiij;i. jc c^cria l.i ^iifJtrTUic dd um mn^'i- 

idh'aiu lie un Imln d nutjcn t'cicina cLrinuse lEiueMtruk'rt b li|:uj,i ]' I2S. 


2. Lu!( rclajL'iancb scink'ULitildEiMu dc loi tipuH bactciiancK aiv 
lndctsv 'ic pueden ver en iinn p laca de agar pero m pieidcn en 
un caldft Jt; cullivo. 

H. El fftnis diremio. umi i]iip(.5rjarm; pant Jciernutiar In nuiuralc- 
za inflanutiLirja dt una inucstni. y Iwi ttpos dc bactenas pre- 
f^enics, se picHlen s.i sc iiidcuLa lu muciiira Limiplctii trn un 
ciitdo. 

Lb niuciblrjs Jc Jitjuido LxfuljrriUjufJco, cn pEulicukir para 

el aisLmientEj de CnyjffHmcie^ /ifif/iiniurii.x, dcbtJl tcnlrifu- 
farse y p^iftc del sediinc'iUQ Emni^rcrirsc al mediu lie ciiliU'o 
jipnjpijwlts; £1 pTVl'eribkmenic. hc debe pasar cl Eiquirfo por uti 
fiEim tnicfobinldnnicrt de <1.45 jJin puni alnpiJr ;t las Icvadura'i 
mis ^fiiniies, cjui? pihiieran esiar pnsjiemes. 

Lib tiiicrin.itr^uni.hinii'.s JifierLii cn su [Liti^TcraEura upLiin^i dc 
Liicubaciirtfi. En lia^ labornEoriias poquetiib que cuent^n ctm 
rcLiur^d!; limitAclnK.. :l vccc^ nn ck pnsible dispniiicr dc las (cm- 
l^eralEir^is {^ptinias de incuhacidn para el creciniienio dc lodos 
\q^ a]>:lainicn[us clfnicos. Ld EnLiyorfa dc Icb n]]crx>crg;mbnH)*v 
ciccen u 35 'C: pui li. laillu. si sc dispune di; un sedet incuha- 
dofn eslc debe lijarsc a 35 "C. Inclusc Jos tnieroorgiuiisnios 
como CiitfipyhfxicttT jejutji. qifc crece cn fnrma optima a 
crevenin ii 35 “C si sc los mcifha piir 24 a 4}J f>nras mas. 
Siti etiihiirgo, en esie cusia se pierde el efetio difercneial de la 
iiiciilKicii'^n a leciipL'ritEiJia .1 iiiaunes cii liis L[ue uEras llibcECliiirS 
Liu LTCcen. liL cfrcijoECJUa Jc la niayorfa de Eds tnicriMJirt'aiiis- 
mos sc VC favcrccido cn una aliiadsfcra dc 5'^' a 10^4 de CO,. 

sc Lli>.p{^nc siShi dc airc arnbicnEal. ck deeir dc un incuhaekYr 
sin CX>.. ]oq mhos y tas placa>; de culiivn pcieden uhlcarse en 
Liivi Jaffa lie anacrYibiosi's [Yur cittinctdn ctm ima veEa y culucar 
CclECliCCS luiiu L'stc dispusLlivti cn illCiibjL'iun. Pur cl CcJItraiiu, 
sc puede nwnlencr nnn atinosfera dc aire anibicntnl cn un rncu- 
kickir Ccin I’O, cokxando Ilis cullitCi\ itcnlni dC una jaTTii con 
la Eajijt muy aJtisiaJa les adecuada una jasra nc^^mara de anae- 
Seii emlKLrjio. Eiay tj^ue lencr en cnenla que un niicm- 
UL'panisnio como C-jeJutti. qnc rcqiiierc uaa icnisLDEi rxxiLidda 
de OXL^eno del 5^- u incnor. lenilru diticutlaiEcs pani crcccr en 
irriEi jana dt anacEYiibidsiss por ciilincidEi de una vela, cn la eual 
la ctincenEnicidri de oxfiteiio se eiitneinra en d raniioilc IfKt. 

MucEius [njeruur^aiii.sinus circecEi en furttta optima dcnlrc dc 
un eslrccho luri^o dc icrnpcradira; olros licnen iin cspectro reJa- 
tjvpTTicnlC aniplin denEru del cual pueden aislar^C- Vi££ se plCn- 
ciond In temperatuni optima tie crecimienin Je C. jejttrti s de 
42 ^C. tikayurJa de kbi IuniI^os crCcen a 30 "'C: sin enilmr^o. 
PekJch iscr aisladoa a temperrEtura Limbientc o a 35 cn cl 
nlcdiit aJecu.'KELt. Mfnrrrr'n cnJrrr^rt.i/ir;rct7 crecc dc maEiern opiL- 
ma apenas pf'r encima tie la tempenitijra amhicnlc. N\i ohslan- 
tc. la mEiyciria dc las (itnihiL'-it trcccran a 35 C. aiint|uc las 
crdtniias pueden ^cr petiiLcilas t.* rcqucrii un periudu de iiKuliu- 
cidn adlciojial dc 24 bonis, iv^r coni^LguiciUc. nocs habituaJ que 
la dispoTiibilicktd tic una itnrca cstEd'a dc incubaciuii cornprtHne- 
Ea la capacidaJ lEel micrfibiologo de ai^Ear la maynria tie laiv hac- 
terias dc imptirlancia clEnica. En Iw grandcs laboraloTltYS Jtindc 
enisle pohlbilklad dc coniar con vurias Ecrnpcr^iuras eIc incuba- 
citTM. cl aislujTiiciitu dc Elis [[aiciooi^LLtlEsifiKiS Cs. li inciiudo, rnus 
rapidn y la □paricncia dc las cnicinias sc ELsemeja ina^ □ !□ mcir- 
lolcigfa vertiarlera. Bn ocasiones, la mciibacion a tcmpcraliini 
EiJiibicine por un pcrtiHli) pr£)l£.>nKado puctic scr neetsaria para 
ilcnuxsliar ciciEas cai'actotfsticas tiicAjufluicas o I'Exica^s ctimo Ea 
pniducciuLi dc un pignicnto y la movilidad. Ei^los ajustes sc 
aprenden con la cspcriencia y ptir ensaytt y ermr. 

Ann mih iniponante que uniilenijvertiiura cspceilicatic incu- 
biicidfi os. prubahlcmcnte, evitar las Hui;luacioncsen I a icinpe- 
ftLlura tic la cslufa. Sc tichc LtininsE:!!' csj tcniperutum dc mtHlo 
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cnuy csiricio con fluctuacLonEis no mayoncis dc ± 1-2^ dc un d:f 2 
pura n(m. Uis eslutas^ di? incuh^ioTi deben ubicatrsc y prole- 
gcrse dc mancrj quc lax pcrilla^i de conirol no pnedaTi M;r I'l^cil- 
incnlc iiflcrud^H |)ur el pef^nnaj Je ]inipie;i;ii dunince Uiv hor^-'t 
cii quc cl labociitorio c^dii ccrrado. 

Tatnbidn cs imputtofitc cl coiilnol Jc lu humcd^id intcnta dc 
laeslufa. La mayorla de Eos rnicroor^anismos creccn al maxi- 
mo aiando la humedad es de 7(i% o mayor y tof^ mcdio^ de 
cultivoK cicndcn a ih^cnurarK<c m^s r^pidamcnic cuando 
de mancra inapropiada. El aislamtcnlo cn panicutar dc 
Ff. frytirri. y cn tnecior medida. dc jV. fcquicrc uoa 

atmosfcra dc alts humcdad. Li mayona dc la?; ci^ufas com> 
pnidas durapEC [oii dltimofi aAns contienen rcitervorios: de Ggu.'i 
mediante los cuales se pucdc conlrobr la humcdad cn la cdma^ 
ru dc incubacidn. Dc lo conlnirlo. sc pucdcn ublcar sobrc \ik 
eslanlcK mcipicnlcx ablcitos dc bucii Eincha cun agua para quc 
proporciQiieci por evaporacidn la huinedad nccesoria. Tambit^n 
&e debe controlar periddicamenle Ia5 estulas para verificar que 
no sc pr(K]u7.can derramcs quc pa^an inadvcrtidos y quc pue- 
dciy pioducir ooniiunltiaclonc^ « una at;vjnulaci;!i(ri de .Hostan- 
CLa± quimicait dc los rcactivoa quc inhiban cl crcctmicnlo bac- 
icriAPO. 

iKTiRpnEnciAn de eqs cultivok 

Ln tnEcrprcuicidn dc lob cuUlvoq priiimtob dc^puf^ dc 24 a 
4S hoj^is dc jpcuh^cion rcquicrc un:i hahilidad cun^idcrablr. A 
pantr de la obser^addn inicbl el mkrobiologn dcbc dcteimi- 
nsq- la haeuiiiIc-hW de las colortiai akladas y decidir ai st rtquie- 
ren otros procediiiiicnlojj. Loa parametro^ rclcvanics son las 
caraclerislicus y cl ndincro relatlvo dc cada llpo dc colonia quc 
X aisl6 cn cl cullivo cn agar; La purcza. la rcaccidn dc Gram y 
la TDorfoloffa dc las hacicrias qn cada lipo dc coLonia; y los 
eamhios en el cnedio. Inscuales re FI ej an la acEividad metabdli- 
ca de las bactcrias cn las colonial adyaccmcs. 

Dunmtc cl proccso de obtcnci^Jn de I:ls inucbtr^s de los 
pocicntcs D su manlpLjIacidn cn cl lahcimEnriu pucdcn 
Lntroductr microorganismos exiraELos del ambienie o de la flora 
prnpb del individuo quc manipula cl euEtivn. Pcvr cjcmpio, cn 
los hemcKultivos es frecuenle el tiallazgo de flora de la piel que 
dcbc intcrprctarsc con culdado. Adcm^p x pucden inlimlucir 
“conlaminames" cn cl proceso dc tabricacibn y manlptihicion 
dc los prnclnclos microbiologicns, cumn ]as plocas dc agar. 
Puede ^rextrojio qua una eolonia aporezea an la segunda a Ea 
tereem area dc seentbra cn esiria dc la placa. sin quc haya cre- 
cido cn la ;£Oi1a dc Inncvlacidp tnicial. cotnnias pueden 
ignoronc aunque bc Ics dcbc prcbUir especial atenci6ii a los 
palogcnos imponantes quc son “contaminames" poco cornu- 
ncs. Un pmhlcma nisLyt,iT sc picscnla euando dcsarmlU una 
linjca eolonia de un microorganismo de la piel. eomo 
.^m/iAy/cJCrjf.riE.T coagu|a.sa negativo. en la zona primaria ile inf>- 
culocidn. ExLsLc, por supucsio un Icrcio u un cuorlu dc pruba- 
htljdad dc quc un coniaminantc dc la pLaca sc cnciicntrc cn la 
primera zona. Fsi ta mue^tra es crflica. coma liquidocefalona- 
qufdco, y sc conserve cn cl laboralorio. pucdc inoculorsc nuc- 
vanlcnlc strbre la siupcrficic del agar. Aunque nn cs apre^piudn 
ignomr la cepa aislada en estas clrcuitslaEicias, comesponde 
adjuntar un ctmicnCario dondc con.stc quc se aisl^^ ima unica 
eolonia y que tto fue nuevainente aisloda en la mueslra. Luego, 
el m^icD pucdc rcunir la cvidcncia del laboratorio y cllnka 
antes dc baccr la inlcrprclocidn final del significado. 

A veces sc presentan .situacioncs atipicas. Por ejempLo, sc 
pueden ai&lar microorganismos mixtos que se ascjnejan a la 
floni pn3pia dc Ihh vfas jdreas aka^ dc un stiio normalTncnlc 



Flyura 1-T4 Plaa deaf ill JatiraJ ba shIu iiiii4;ijliH;la cvniUla muc^Eni dc picL 
quc (H'fiiicw PnR hparoJiH miOi. lie pwtie 'i?r cl «g!;Hpuc(intE Jc 

hitEcri-i'h vr\ iiu.'ilMh Jif |ksc*iiNMii:iN D.i\laiJj-<- IFIclIli^- Adizml^. km fiuCrLirHis Ini^ 
iiici dvukuiIdm dc Ena -LaliJiuBa ituiJlirDh pyeden ici^rsucalcj l'I phHi.''^Ci 

ipLiihiiLH Jc ikch;iL [j c3i,pltc:LcMn miTb [Hcibahic « quc un iiiscaQ4|iic tmalu 
ppC^HK L'^l !□ lUU^^d LI.'|[\S|KI 1(3 In^i [UCECna^ AJl«d«Ulf Jc I.G S? ikH> 

cfibiA qut tsie f^fionneridi im frfcvJucidi^ pne lari dc vidj lihfc. 


esieril. Bs dificiE evitar 1a wspecha dc qttc alguicn "eslomudb” 
s4'»bre lj plaea. t>ero la. evaEu^iCibn posterior depender^ del ana- 
lixis de tixJos los roetores. quizes ineluso con^ullando con e| 
tnMlcD. En la flgura 1-14 sc niucstra un fciidmcno dc labora- 
todo muy Inusiial. 

CaraciafisUas macrBscapicas ifa tax ceianiax Lj dctcrminacidTi 
de lax camcEeristicas generales de las colontas suele realizarxe 
u trav^s dc la inspecclCin dc la supcrtlcic de la placa dc agar. 
Esic andlisi:; sc rcaliza sostenienJo la pluca cn una mEino y 

[]hscr>'andu ]a siuperbeic del jgjr para vcrificar lu piuscnLiu dc 

crccimicnto bactenano file. 1-I5). Los pLacas de cuUivoeslan- 
iJnrcK licncn un didmcCmdc IINiTnir y son adceujdas pciru Mis- 
Eenerlas eon una mono. Debe exludlarse cada placa con cuida- 
Jo. porque la bticteriaquc sc aj.sJa inlciahncntcdc lus mueslras 
X cncucnCran a menu Jo cn un cultiT^o mixlo y pucdc haber pic- 
scnlcs diversns lipos dc colonixv. Las coluniiis puTiTifomics dc 
haeterias de crecimlento lenio pueden paRor.se por aho encre 
coloniax mis grandcs. sobre lodo si hay una lendencia dc cre- 
elmiento a c-spajicirNc snbre la ituperficie dc la placa. 

Durante cl examcn. los placas deben sex tnclinodos en varias 
dircccioncs, bajo iluminacibn dirccta brilbntc. dc manerp quc 
la luz sc rcficjc desde varios dngulos. Sc Tcrcomicnda la utiUza- 
cLbn de una lupa o de un microia:opio de dlseccidn para ayudar 
en la tieieccidn de las coEonios pequeFias o inmaduras y mejiv 
rar la obscrvjcibn dc sus caracterfsiicaN (lig. 1-16). Las plxa.v 
dc agar sangre debenan cxaminamccnn im EmnsiliiininaJnr dc 
]uz brillante por detris para deieciar las reoccLcnes de bemdli- 
sis en el agar (Hg. 1-17). 

Lj figura E-IK comicnc terminus c ilustmcEnucR utilc.s para 
la descripcion de las colonias bajetenanas. En las recuodnos 1- 
8 a I - ID sc csqtiicmatizan gutas ndicionalcs. 

Aunque son dtffeiles Je dewrlhir en forma especffica. los 
talores producidos por la accidti de eicctas ba4:ieria.s en Lck nve- 
dJos dc cullivo sblidos y llqutdos pueden scr muy utiles cn la 
idcntificacion icnlaliva dc lus rnicriHrrgrmiKmos involucraJos 
icuadro 1-12). El nllaieo sietnpre debe nealizarse con precau- 
cldn. levanlando la lapa de la placa dc Pciri Icvcnicnte para 
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FIgura t'iS Twnica [iiri el d« h tuperficie dc Li plac-i tb ji^ar ptw 
iiknliuOel Ktlcjo ol.i|jcui;i <k la Liv.. 



Flgurfl 1'IQ T^cniC-i cl i9cl ovtinhicnCn Uc \i5% aihiiu^u cii Ih 

uipcTtlcic de UQD plKi ^ 4igHr quc ulili/]! una tcn-lc dc nuirMi, 



Figure VI7 T^nku poru cE •uiJUi5ii& del cnKimKcrLo ilc culcieiias cji Ei 
^pcTficicdc irnai pl^r-n de uriEiF^mdn In lurTnrv-anilaflji, Eita util 

rL4ni]i^cv£duiKjdn i4c Ek? pmpie^iiCcA hcnuHiriiiHi^dc Ic-^cuhtriia^quc n^citcn 

j'lgar (iingTC. 
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Flgura 1-1S EluhtiaL-jndcH dc f-uftsuo- jKiurfcfldgJizai ilr bh cukvuos. 

L-iin el lu'imhf c- de lci& [dmiljio^ dc csiii unj. 
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Fas^s dol cicio 35 


RecuadrO 1 -Q Caraclerlsllcas utillzadas para la idenllflcB- 
cion de las colon las bactarlanas 


di-^iiKlnt cii iiiilfiiXEri'^ 

pjniijiWTnc, cirruUir. MliHncnitf^sa, jrrffjpilar. ri^^klci aIiiwmU 
pljuii, elrv-^la. ^cwt^h. pwlvinlFivnic (m. for™ dc alrr^iJia- 
JiiK en fiifnia Jf umbilj^iJi 

lluTrJc dc la ci:>l-DfiJa!i: Li^j oiJODlinuo. ondubJu. lobuCudo, 
c^imiadn, filoincnici^- ^k^rt::Sfiado 
t hl.ini j, ;ni.iclllj« nexT'i. 

SM^»?'rffrHr: IxillMiHt^ mnCc. uCra-s 
fJrntbinf; iijw#, tnn^likUb. iriiiiifyircnlc. 

OipitrtM’nsfir?: urrlijo^n m^lnrccrl4^, vi 1 f^w^k nwm-lifarw^a. quctiudizj, 
DITa4 


1 ilduijc djDraVjrM fli(. f‘fM I iLkJvj'iijd I riAjr fS 


Hecuadro 1-5 RcBcclonea on medio agar uiillzadas en la 
Idenliflcacion las bactorlas 


Hi'molistv m asur ^in^rv 

Alfa: cLi/irm.\jLii^n dc \i :^iui;.'ic ailcUcdui dc la^ Luh' ii.i-i uKli 

lui tmnbiiLhdc wdnr iil vppJc del medio;^nniiTnode ItK crilnKitrw 

intBLluii 

h^UL mnA ck cbnfkiiiunnn L^^mpieia ck la sajif k aJreikdi'ii' de la^ Luln- 
m'Aji ikbido j la dc lLi&>ctiErucliOh 
GamciuL siAcamhic^ cn cl medio jbededor dc Id coLonia^ Ihii o 
caniMn dc color ft lew, crifmciKM 

AlEa luili^ Lk lisU uic^plip“iai felMllcdiijCdabclBc ulerakbiU'e de U\ 

^Milnni^'s. ^in viTi dc hai)i:^1iKjs^4:omplcb cn li^ pcrifcii^ 

liitKliicdrin dc pismrnrvK cn mcflm 2i;[dir 

%oliiNc^ca ipu ^pic piihJuLcn uil LaiiilHni dc LTKlnr cil cl 

inediu 

PlCKIUllIUI 

Pit-tpcnHH IbloPTM-Tnic* 

ij-ie im !< Jifundoi confm^vUi^ a las cnkniHis 

Kcacci(>n cn iijrair >‘i‘nia 4lr hucvii 

LceiblUsd: ?fkhLh ik- prcdpiliddit ch cl nic^u que riHlca Liis LtdDplaTh 
UpAMi pcriidu”, uni- pcirciilu iridiKcnCc ftrilAt c- Lnirwji-nia- 
ipcntc DCmdculorft Im colonial, visible p<::ir rcfkiu dc iu luz 
FmlcoliKi!;' Toiia claia que mdea las colnrtia.^ 


Heciiadno 1-10 Camblois en l&s medics dlferenclalea 


VxricM culnoxSiH, iwliuiliveK dp pit y piw ingfcdlento ss incluyen 
rn hii mcilicw (Iqfcrrncialfi tk* ^iemlira er placa^ ‘siriTti comn tndira- 
ijcirp^ 4 le ^idivKlulcK ntfimjiica'-) uyuiJjn i lii idcnliPk'^ru^ dc loi; 
aiflnnuendA^ baclet Ijiikis 


Cusdro 1-12 Diars earaelenstiras de los mierobios 

selecdonadag* 

MICKOUKJ 

OIcCJR 

f\lifi} rr.T /*j lY rf/it 1 f Kif^ rufl s 1 

A midn/i&fu^ reci^n 

Gmpo FF-4 IfK nX^ 

Similiir □ [ji piJunutiN dc- nuix 

R.-ificL-ici lie 

A Ic^uiJLUu 

F^pccic^ lie C'rrft-bhi?rrfr 

A cjilMcIn itunn- 


A pudEILk. ll^X'E'^ 

C4^r^f9rh^u'terium, 

rruEiJ 


A IcJitL 

E^ElCc^l!^ iBc IlmsiTA^iihfiui 

A i'cIjJd huQlnk 

ik i^rXijrdidr 

A ton niKpliu 

^cirju^YXrj 

l^in^Blf liniliil 1 



GnifK^ilf pig[wnlid(5o 

Alat 

E.s(>ciMes dk P^?l>IriLw 

A f-hi>£-okii& 

P^gUt^i^miVbJM dfd'rJilJdJIiPJliJ 

A jupn Lt uviu 

Lie 

A i4Jodi>s.uriiifc 

E^cics ik S^rt^pifiTYiYY-irj 

A majiECcs 

ik S^ftpfrjfnuc^ 

A ^LiAD con n)u}i? 

* e.^rmu JHii:'n‘Ht/:f.d^iLf'jn:ii iiyu^«jvW nr,i.'ic' le'Jiuniifnjnjl nnfv/berefKihu jt u* 

LVpCr d rrMrr ywrir rPrilM^ir^ 


detector el oLnr. Se delie aij\«rtir al persnnal (lei labnmtGhOi que 
algLinasc c^ipecLSA pueJen inleclariii las personas y ni? dehen oil a- 
Icuim: i]unc;i. Si ^ sospccha la pres^ncta dc Bacillux anttirveis, 
Frandsdhi tuiiunvsis, BwkJioUieria p^rudoimifeit cspcctcs dc 
Sruccfta nNcisxeritt incniitgitidis, cl cullivci dcbc SCr (ntsladadc 
a Lina cabina de se^uiidad bio]6giica, donde puede nealizarse 
lodn el trahajo si^uiente sin nesgn (ie transmi^idn a) operador. 
Pta sijp(jc:sLn t|uc las placas y los tubds nunca deben abrir>c cn 
un laburaiinio Jc inicobiictcriolugra i> cluihJu civun labuiaiuriu 
dc micnlngiLi tiuy hcin^ns filanicnlcMcis. Al^unn^ Eilcircs, comn 
los (ie NfT^frtiiH y Sirt'puvnn vt^ son tan (■'uenes que pueden per- 
L'ibirsc aun sin levanl^ir la tapa tie la plaea de Petri. 

El micrt^bidikigo puede haecr una idcnliricacidn prcllminar 
dc la bEuetcha aJsLada cn cl euLlivo primario a trav^ii de la delcr- 
minacLun dc la.H caracrcrbticiL'i Jc ]a\ cdUmia.^ dc.titTtta# y de la 
accion sobre el medio. Esta^ caraclerislkns son utiles para 
scIcccionEir otnis incdtn\ difcTcncialciE y ensaytw Hpmpiadns 
para ci^mpletar la identilicacidn de I os atslamientrs. Rn el cua- 
dn> I-[ j sc cnunicran nl^uaos dc los tipos (!c coloitliu que sc 
cncucTitnin cn forma mas fnccucnlc. junlo con Ids ^pos dc 
bacterios que se asocion con cada una, los ensayosadicionalcs 
que se Tcquiercn pani lu idcfitificucirin dctlnitiva y la pct’crcncia 
de la imagen eormsponJiente a la Idmlnu en color 1 -.^. 

La itibipcccL^n iniclal dc las colon Las |>ara lit idcntificacl^n 
prclimlnar dc las bacteria^ e^ Unu de lus pUntcu principalcs del 
diagnosticQ mlcnobiotogien y se analiza en detalLc en los capf- 
iiilo!; iii^uccnics dcdicado!! a Ins grtipos cspccjficos dc hacterias 
y de oiros microor^anisnms pat^geiicK. 

Ditsnacfaetda tie tiisliitlos 1lpo$ jnerirlcr/offff becteriene en ias suttf- 
I'os tuipltis. Cuando las placas dc agar son scnibradas para cl 
aislamlenlii dc baclerias, ca lacil scicccionar las colunias aisla- 
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CuldrO 1-13 [dcELljllcac^dn pc^ldiii^r de lai hareiEerb« pur Ioa tlpc^ de efiloitbs 

TITO DE tXJLOMA 

c:Ki:m 

BACTERfANO 

FRirEELlS ADICION ALES 

.MARr.:0 Ut PUACAS 
□.L1STRANDO ELTIFO 

IToILVCU- tuifJci JLNilTir 

mill. crErriuu, :LniinllciiEa» 
fnra kIt (l-hf 

St£^y}\ Jrit iyrc jti 

Oip^luin 

D^ii^ 

Uiili/K'M'iji jfir uiLinaflul 

Re JLicLii^n ijc- trluriELi 

Rt^i^cnena la inGix*ifiti na 

KfsiHCficia a fun/nlidinnia 


CuD.\-Cjl.LL iJ lllutvirti ftiJlLK'. 

Inn'hluL'iiLj, ilr Urkiariii puii> 
liflKiflK, Fl^JrtliXns^, ^Jimi 
jikIid d£! pl lx’.nit'iliMH 

StrrfrifKOi C.JJ.H 

1 Jj^Ln A 

TiNliiJarbCu a[ NiCI 

ISilis^r^uliiiLi 
l^TLEhiiik CAMP 

df fiifnirtEn 

L-pi^ulJdLln^]-|^ru^li1Li3nidl rPyRi 

t-JB.C 

1..~fnhl]ik^id-> 1 ^ plan:h. traiiNlu- 
£iJa, ck 

/Lilia :ini|i]u At fL l^^l/iLilisi> 

f'r\rMr^V*CffT‘4'\tT 

[>i-^CG P 

SnIutiklicLLd £n tiklih 

l-.Str 

fcji funnn lie ^IifhiNwLi. 

IhiimHlj hasL3 sk'il, 

o rlh ifSI:ir pfi*s^le lj 
P^IWJnnlisLi 

hfii -(vi/i 

>■ CrKW>' 

KactrnLicfJi? 

lEHh>1 

lie 

ke^nZJi'^n 

[^i-cuiIkiaILlu^ 

fmna 

[-'id 

t^LuliL, jjlis. ilU|icr%d. llhIhN 
uriii |x:li^uiii ik'lcftlj 

En Miperfic'i^ lIcI ^i^sr; ofiT j 

L l^Lti^il^Ct i^ucitLiikb 


RluLLkillli:* 

Ilf rThdnlJLiLJilcTi rid hidraLji:ii Ac r'UEbiJt» 
l^niLiLialuj [Ht:c:Liniii3%«*l 

Lltjiii 

Ll^IU 4l£sinL][t3.hD 


lljLiia, <vpiK^, :i V-trdi.'^'^, 

imlrpcnc-^ -I'l TFLittiiM. Ji i* 
pcncH, pijJcricnNh vcri3c> 
aJ-iiU i40f mhhiEHi' 3 JV'J-k 


rjifttmmrt fijtida.^ 

I~j lOir^ccjiLiLi [Nn jiMiiiil3i.iCiri eIc liiJis- 
lie L*arK:iiij 
|:k-'hirii.lri1lLMCi'*4i 

] Illin'ilihiH-dc 

C iTcimiciifn s 42 OC 



d 4 iii pam !>u ^iibcuhi^x>. -Sin 4;itiliLirjr[]^ cii L»i::i»ithiijO!i c] crtci- 
niiciitc] mucslra tal amoiilonainjonlo que a Jit'tcil clcgir coId- 
nias Individualc^ aislHtdas. Aritc csta evcnlu alidad, [w miern- 
WOlOgCw ti>n viiricK (cu^diVN ] - ] 41. 

Fnmeji ite las linefomt ds dnitf df tos Las iinprcsitMics 

prcl[min4in;^. h4!:i44lJa.N cn lil nb^^rvLU-'icin dc lii% carat'ti:ri'.‘itif:^s 
dc ]as CDloniaSn piiciJcii confirmarsc medinnte cl cstudio dc Ids 
froth icciidos con Gram, una iccnicu {lc rcaliracitin huMuntf 
lilnipkr l.a pane saperiiir y el cenlro di Ja euJonia (lire w vri 
estudiar tiK^an priniem citn el cm renin tie tin dc incicu- 
[sicU^n reelLi. euidiindo du no el iigar aJyaccnic tfig. h I9>. 
La parte <lc la colonla qae confarma Ja mucsim sc emuhiema cn 

una pcqucnii jjutj de uguu o ^uluCic'in ti^iioL^gica iOhrC- uri par- 

tncibjetos para dispersnr las t^actenas irdividutiles (I'lg. I-20). 
Uicgo dc que cl portonbjcios sc seed til sire, se Hja Ja pelfcula 


h:ic:tcnLii]a ll la SLiiaerficic dici vidriDccii color, pasando rtipida' 
nuntc cL popaobjclos ciialro o cinco vcecs a traves dc la llama 
dc uTi mcchem Bunsen n eubriendo el frCHift eon metanol o eui- 
no] <litranie alguncs nnnutos. El rmiis fijado k ubica sobre un 
soponc pora lincidn y x rcaliza La tiTici6T] dc Gram como sC 
dicscrihi: cn cl necuadro 1-6. 

El fiDtis tenido debe criaminHana; con cl micToscopio ntili- 
7ando un objclivn de inmersidn (Las boeterias grampo&itiv&s 
aparecen a 7 .ules: \ss grorrinegativaK apnrecen lojas o rosa.s>. 
Orras tres caracterJslicas son i]ti]es para rcalizar la idcmifica^ 
ci6n prcllminar dc lasccpas aisladas: 1) cl lamafi*j y la forma 
dc las bactcrias, 2j cl f}TdcnDrnient‘n dc las boctcriiLs y 3) la pre- 
i^eneia a la perdida de estructuras cspccflicas u ar^gannlos 
fesporas. gT^nnlos melacromaticos, cuerpos dc itrclusidn ii 
vita^ caracterfstieas). 
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Cusdrn 1-14 Tccnicus cic pn'paracinn dc aislamwnnK punK 
» partir de H^'ultbos mislus 

TfeCNICA 

OtSCKLPCkiN 

Suhcullirn dmclfh 

Tecarcon cundadfi la supniicie cte lu ctilocia 
ilcvcudii A3;ii h puma i^nc dc inu' 

Cflu -U?! ?rti4fl; unu niirtii 

pl. 2 ic.‘a para e| Ufcilankienlci 

de roedwH setecEWoi^ 

Subkculuvaf Id coloflu iJc mfercS ^4;6re uu 
u{.ii qiK inbi nini H crcciniicrdfi- lEc Idx 
i:cil4‘:ili±L n£>d^h£AdiLt: par MJtH,^i3- 

[i\a£ un haLilif iId Agile 

de hlacConkey pari Kcpanrl-r^ de cocck 

U^Q 4Je vy^idUcUb qukiiu- 
can inliibidofQi incoqx^- 
roda^ dciiLn^ del a^ur 
iDiiJIo^ u UQ mediu 
tclcoitii) 

SubizultiViU laiiLiUxikilc ifiDCCih uo 

aguf quc ccmeji^a rtntit^iccH o &iJrt4a»ci£M 
quiiTikti!s que Lnluhiidn el 4!reclinKnla Jc 

Lii colonlab- inc* dcse4djt 

LTio dc discns de anci^il- 
ucoi 4 ii£ii]ug )0 u unb 
plAC4] dc 4g4ir quc cm- 
ijejkc wilrtiicyi™. \Kn> 
nikit llc]iijbltf| 

SuhiUlliilraT la CiiU>Aaj lie ini£r^ lu 

tu|:^flcic dc UQU plaL'a ix:in Li^ur y u.liiL‘iir 

un dhs^D arnfve^viado en annhidcien di vila- 
dn |ku.ra inhiNr L-r biKlcrij iiu Lk:<Eidd 



FIguri 1-19 T^nicbi thjra LCduii uni coloiiui tu^tiiriLuia ui^Uulii con un inisi 

rcrla inm cl ubjch^ Jc rcolaiaf lid luhnutl imii eh iAwit mrdau. 


rL'alizar la j4ciiliriciicl6n preliminar de un al&limrtiento 
h^Kleriiino, cl TnicTxihk^Ingo (tchc evaluar cads una (1« e!vta«; 
caracterfsticas. En ta Idmtna color 1-3 sc muesra una sciic ilt 
niicrofotu^rana.'f de varias limckmes que iliistnn nun^inch 
tipos dc morfologla y ondcnaniicnlo^ cspacblcs dc la& bactcrtLi^i 
quc sc cncucntmn con mayor fracucncia en Ids labcratorios clt- 
nicos. 

Con la infonriiciOu quc sc iiblicnc ilcl aniSlists dc las colo- 

ntaii b^Ecriniiiis y lii lirtcidi] d:: Gru]]i de UkI fruits haCIcriani]^, 

cl microbidiogo pnedc uncnlunsc liacia los cn&iyta partictilares 
quc Ic pcrmitan realizarla idcnlillcajcidn cofrccla. P^rcjcmptoH 
UTUi Cotcmia licmnlilica amarilla crcniosa y cicvada prc^cnte cn 
un agar siin^rc i^ue coei^isle en cocos granipesiiivun 
cs muy probablcmcnlt: (vfasc l^iirina color 1- 

3C>. Una cnionia (J-hcrnollTiica (lanslucidj punEifonnc sobre 
agar sangrc formada por Ctx'os grampesilivon organi?udnR cn 
cadena es muy probable quc sea un esineptococo (v^ase liimina 
cn color I-3D). 

.Sin emlwrgi). Ioh micnil>id|ogos aprendtn cnHcguwla a no 
busarsc sOlo cii cl cxanicn dc la itnci^in dc Gram dc lus frotis 
porque las icaecioncs dc llnci6n pueden scr variabte^i. sobm 
lEKlc] en el cast] dc las cojoniiis mwy jOvencS o muy viejas. Lu 
cnorlDlogia dc las bacicrtas en una tincidin dc Gram es mis 
ciiractcrfstica cuanclo Ids frolis sc preparan de un caldo de sub- 
culiivD fresco <4-E5 boras), momciilo cn cl cuul las buclerias sc 
cncucntraji cn la tasc logarilmEca dc creeiinlenlo. A menudo, 
Cuandu loii frClis sc prcpanin dc colonies quc cmccn cn la 
superlicic del agar, la morfologra en la lincidn de Grum 
menus camuterlslica. 

Ims microbiokigos deben pnipoi:K;iDn;Lr a los medicos tania 
Infonnacidn pncliniiniir como ^ca pufiibtc. En ciertos casEis 
cspccialcs, como cuandn sc obi^ersan bacEertas en un liemocul- 
tisD D direciamente en IXTR. esta infonriacii^ln preliminir puesk 
scr lu suCicicntcmcnEc dEil para indicarol Eratamiento con anli- 


bi^ikds e^pe^'incos antes dc que %u cuenu cem la identifoacidn 
final 0 el antibiogrania. 

PROCEOIMIENTDS PAHA LAIDEIfTinCACIliN PHEUMIHAH 
DE UkS BACTEHIAS AlELADAS 

L;ll injyuilJ dc Lun ensayus ulElirndiPS para dctcniliiur la 
actividaJ bLCiquimicLi u sncrubulicc de lus biicti^rias con l 4 prO' 
pdi^iEu dG idcnEifxi:^ una et^p^ reali/Jin medEZdnie In 

inocutaciii^n dc la cepa aii^Sada priniaria en medios dc pruehas 
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dWerienciale^oen snlucinneK. La 4>]vrifrv^i^ inicia] y la in(i^r- 
prcLicidn Jc lui nicdiu dc culEivo dcbL!!) ulilizariic para dcici' 
minor i\ cl o tos microorgani iimos oi&lados nicrcccn IdcnliQca- 
cion posterior y ii sc Jebe rcolizar c3 onKbio^ma. 
ProMdfmianios bioqofmlcos ^Imtos^sra la f^BikilIc§El6nba£iaria' 
ftd firilttnfffSf. Sc puoden rnolizar ciertos obscrvacioncR prcliiri^ 
tiarcs u un cdsaya rdpido diicclo lus uokoiios sck^ciufia- 
diLV Con frccucnciii, uclj huLterio piicde idcnriEicajTie ha^Li un 
nkcl tic utilidod clinico this^ndosc solo cn dclcmninocio- 
nes. Par ejemplo, Losi pnmpiedodeit de uii] i zacidn ck la liH^iosa de 
IcM tuciloF; ^ramncfolivcK pueden evaliiorsc dinectamenle solma 
cl agar dc MauCunlccy observonJu La pigircntad^n roja dc las 
colonins; la produccidn dc puede dctcctarsc cn lo±i ag;LDcs 
dc Hekiwo y XLD observondo ui ccntio np^™ cn loi coluni^-i. 
I'iunbicii se puodc sospcchar lo dcscartonLlaci^n de la Lisina 
cuando sc adviene cftciniiemo de colnrius eti el agar XLD, Un 
halo rojo aln^edor de la colonia, que indica una variacidn a pH 
alcalinu, rcs'cla la dcscajt>Dxilnci(3n dc la lislntL 

A continoacidn sc dcscribcn los ensaj'w direclos que pueden 
n^alizanc nSOllre colonial aisludas que sc rtcnpcnutjiit a parlir dc 
placas de cultivo primario: 

Fruelm dtr la cutulasa. Sc colneaEi unas gcnas dc pcrtVxido 
dc hLdrd^ciio al 3*^ dlrccLanicnce vobre la colonia. fdpida 
efcr^'csccncia indica la pioduccidn dc OKfgcno inokcLilar y un 
rcsulijdt] posiiism (vease proincoln 1-JL Pucdc ver diricil ob[c- 
ner fcsultados e^taclos si cl ensay[] sc rtaliita en culonLas que 
cnfccn sohre placas de agar sangne debido a la presencia de 
pcn>x]dasa cn Ids crilniKituM. Sin cint»)r]gij. la rcacch^n dc peru- 
:(iiJa.sa que pruJucen Ids critrocitos cs lardfu y debil y puede 
dircivnciaric con facilldad do la rcaccidn mmedlaia y fucrtc- 
mente aciLva que cau!;an las bactcrias catalasa pcsilis'as. Ln 
prtNrba dc la calaloMi sc osa muy a menudD para difcrcnciyr Jtis 
esLafilocyctis (ptisitiva) dc lus csirepttvticcis (rkgauvii^ o las 
cspccics dc (posiliva) dc las de Citf.\triilii4in fcirtiuin 

(ncgaliva>, 

Fmeha dc Nnluhilidari di> Iti bilU, Sc utili^nn dn^ melodm 
pan deterncinar la suiLibilidail de k hilis. A modo de analisis 
inicial, ne colocan unas golas Je una solucii^n dc dcsoK leu lain 
de sodio nl LOT: subre las presuntas colonies dc StrepttH'vuvtn' 
pmuTiirniins. Las col nciLas dc ncLirticjccieus sc Lisan put Ctilllplclo 
y desaparceen lucgD de linos SO miauros (vease prntocoln I-T). 
Esta pmeha c^ ^ ditici] de imcrpn^iar cl en^ayo en luho 
es rods dircclo. Se puede resuspenJer un indeulode la eolunin 
bactcriana Jcseonucida cn una soluui^n dc dc5D.^LCDlalD ni tO'^ 
(sales blliarcs) hosla que k alcanza lurbide^. Lu clarifiLaL-iiVi 
Jc la [urbidez luego de una ineubacLdn de 30 a 60 minulDS n 
'^C mdica la solubilidHid de k bills (^east prmtKolo |'2l. En 
fqinna siimuliiinea « dehe cfeciuar un ensayo de contnil cur 
Sfref>uu{N:tiit virititiHi, que no sc disucKt: cn hi bilis. Corno 
altcmativa. sc puede realizar un cn suyo ripidu dc ogluiinauidn 
dc parTiculas dc lalCi paru rteumoeocofi. 

Frueba dc In coagulasa en portnobjeloN. Sc emuLsion^^ non 
colon in que sc presume dc iVflyi^ryi'wtffTay cn una gobj de plas- 
iiiu de conejo subre un poriaohjeiuKde sidrio. La agrcgacidn dc 
]a.s hactcrias dentra dc los 2 minulos indica la prciwncia de cna- 
giilasa tmiJa y constituyc un rcsuluidtt pusitivo de la prueba 
(VC4SC prulDctilo 1-3), Luegu dc unj prueba de la coagulasa en 
ponaob|etos con resultado negaiivo tiebc rcAliTi^rse unn pruel>a 
dc la ctxigulusa en lubo ctuiventionaL, TainbLtfii so pueden uii* 
lifor las pruebiu de aglulinacidm para la ddcceldn dc In protel- 
na A dc cstafiloeocos corao un nwicadnr dc Staphyitx^cm- 
au/vux. Muehos Ijboralorios boRan la idenliticacidn dc los csla^ 
filococos en La presencia o la auscncia dc CDaguksa. bn esc 
caso. el informc tiebc indicar k preseiicia de estaniococos toa- 


golasa poiiitivoh o negalivos, en lugar de un nombreespetHicD 
dc UF^pecic l p. e].. S. oareuTb 

Pmeba de Ja nianeba dlrecta de bidul. Se irausfierc una 
pequena porcidn dc la eolonia que fic va a eusayar desde un 
medio rto seleciivo, como agar sangTt o choeolaic. a una lira dc 
papel de lilim prevlanaenle saturada cisti el reacilvo de Kovac o 
una sulueidn dc ^^dinKlikmirocinanialdclddD (PACA). La 
apiHcidn inincdiata tk eolor rnjDtwi cl ncactivo dc Kovac indi' 
ea la press ncia dc indol y la prueba es posidva < vdase protoco- 
lo ] -4). El PACA CH mas Hcnsiblc quo cl ncaclbio dc Kn\:ac y la 
rApiJa aparicidn Je color azul indica ima reaccidn posiiis>n En 
nmebos laburatorius, apancccn lucgo dc 24 horas dc incubacidn 
cn cl agnr dc MaeConLcy eulonias dc aspecto ncco. lacEosa 
posliivas y mancha dc indol jjositiva, sohre lodo cn aislaiiticii- 
tos de las vias urinaria s, que sc identificau ptcsuniamcnic comu 
fi- cifti y casi nuTwa at rcaliAin (Hras prucbus posterioTes, En 
esitjs citsos. \a prueba de la nianeha tte imlul debe erecTuaise 
subre colonias que cstjn crcclcndo en pliicah dc a^ar sangne cn 
paralclo. debido a que la pigmcntaciun dc las colunias luctosa 
ptuilivas cn el agar dc Mai.'Conltcy Jifieulta la intcrpirctacinn 
de la reacci^ti tie enlor. 

Pruehu de la cltocronuNwIdaiiy. Sc extiende una parte dc k 
coUuiJa que sc uen^ayiir M^bre un Jica Jc unu lira |>ara Va pruc- 
bo dc oxida^a impregnada con cl rcaclivo. La aparicidn inme- 
djaU dc eojtit arul indica aciivitlqd dc citocrtiritti oxidaxa v un 
rcsultado pOKitivL) dc k prueba | vi^asC prtiloctilo 1-5). La prue- 
ha de citocromo OKidasa es de ulilidad pnra La calegoriTaeidn 
inkial Jc muchas c&pccics bacicriana^ que lienen difenente 
morfoltigfa (Je odlonia. Se puetle Jescanar que kn colonias u^ti- 
dasa po&ilivas pcricnczcan a ks EnlcrobaccetiLiCL'ae. lai; cujIcs 
son unifonrumente negatives. Las cspccics bncterianai; que 
prudacCo cPlticTomn ifKluyen las cspccics dc 

Aentmotuts. Pl^.otlra^vrtr.v, Pji^tulitTnOntt.s y l\ish'urt^lhi. 

Pniebu de MUG. Sc pueden uliliicar (Hrua pruebas dirccULS 
para cL anliliHis itiicial dc Licrluii n^crOorganisinofi u ponir dc 
culiivoR primarios. lo cual ofrece un posiblc ahorro cn pnoeedi- 
mienlos de diEeneneiaiciCm que insumcTi mas ticirpti y ^on cos' 
ittstw. La prueba de MUG (-l-nieLilumberiferil-l^D-glLituruni- 
di(SJL). una dc cllas. sc busa cn la eapaeidud de un micr^Kirgu- 
nislflu dcsecncLldu paru prvducii p-^ocuroniJas^a. Esla prueba 
puede ulilizarse como andiisis pncLiminur dc P- foli cn lugar Jc 
la prueba dcL indoL. Se inocuk una suispensibn concentrada del 
iiikruoTgamsmo dcsoDntH'ido denLro del ncaclivti MUG. ituc ha 
sido icsu^pcndiJo en lubuRF o inipteguadio en diutoa dE&hidmui- 
dosi. Si la p^gluctirontda.sn e:>ni pnesonlCH el reacris'o fluoresfc 
debido a la libcracion dc 4'nictiLumbcLifcTDna. TairbJen puede 
detccttrrsc indol mcdiftmc e[ ngregado del teactivo de Kovac al 
lubo dc MUG, lu cual iLx^nvicrlc cstii prueba coinbinadu cn un 
iruSiodnT dc valor para cl ilHali-^i^ de Itiji bacilos. L’niericos il'er-* 
nienLaJorcs dc laclosa. 

Pruebn dc FYR. El sustralo L-pimolidoniL-fi-TiafriLamida 
(PyR) CR Ut^ m^iodn simple para La ideniLficacidn nipida de 
enteiococoR. Luego de 4 horas de incubadt^n. a panirtle k inn- 
culiicidn del huslraco con una Mmipenxit^ii IfquiUa corHcntruda 
del inicruor^tmismo dcsoonocido preparnda a paitir dc una 
pLaca dc aislamicnto primoria. la produccidn dc color rojo 
lucgn del agrcgadodcl rcaciLvo N.N'iociil.imjtLOcin.'imalJehblo 
indica k preRcncia de entcTococos (In?; cMrcpiiKtKos tie! grupo 
A son tajTibiiSn PyR posilivos. peto pueden difenentiarse in(S- 
dianlc crilcrio^ inorrtdogiCLis^ vtlasu ptutocclo 1 b). 
Idantifkiefitt it las Hasisflas s§s^n /at aspasies y setmelM da ias 
LSTaclBtisiitas La caracterizacibn llnal de una 

eepa bacteriana aii^lada dcsconocida suck lognitRc mc^Jiunte cL 
ensayo dc sistcniax ciizJinddcos cui'ackn'Rticos pam cadu cspc- 
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cie. E&ios sisternas de enzimas fiC derecrtan por la inoculaciE^n 
cte pequefiaK ponciones de lina colonia bacteriana bien aisladij 
dcnlro dc Jivcr^us inedios dc cullivo quc cundcncn suKlrjlD.s 
cspcc^fjcos c indicjKlorcii qul'cnico^. A irav^s de cl Ids. cl micro- 
bii'dci}!!] pucdc dtCA^tar camhiusi cn cl pH del medio provoca- 
doa por la utilizacidfl dc la& suslratofi qutmicas o cambios dc^ 
color causadospor produciosderi^tiidos cspecifico;;. El micro- 
bidlot^o clfnkii debe ^t^lccvionar j^rupo*! apropiad^ss dc car^c- 
ierf:«lica.Ni diferenctales que le permiiiin la i Jeniificacidii de 
cada fiupo dc bacCcrias. Uno dc !□& ma^orcs avanccs cn cl 
diagndslEco mjcrobiold^ico ha sido la miniaturizocidii dc loa 
sistemas bioqui'niicos, dc ttkkId qiic sc pueden cxamiTiar mul- 
liples camcicrfsiicus: dc mancra expcdiliva y n un coisto iclati- 
vamcme bajo, Anccn dc CMfjN pitignesos. sc TtallMhti un ndtne- 
ro pequeilo de pruelus en Itibus a placas, !ie|Liida^ dc ajUillMts 
be&ades cn los rcsultados inlcialcs. EsCc pruceso cm Icnio. cos- 
lojtD y mds proclive al cm>r que los citfoquc^ inodemas.*^ 

IOENTIFICACION de MItROOIIGANISMOS DIFERENTE& 

DE LAS BACTEHIAS 

Hoitgaz L^'i Icvadtiras companen inuchas camclcriiilicaii con 
Ifts bactcrias y,. cn conscctiencia, sc aplican enfoques simllarcs. 
Sc puede milizai la pnichu dc h iiTca^^a (incluida la versidn 
dipida) para c^taminar imcmorgani^mos aislados de inuearas 
rcspiralnritts. debidt) a que e] patd^eno mis irecnenie iCrytMo- 
coccus wo/onmitis} produce urcosa, inieiUiTO que b kvodunt 
CEUUcnsia] atiloda nidi; a incnudo (aspccks dc Candiiln) no con- 
tiene esta enzima, ShiIvo rams eTtccpcioncs. L’ls Icv^Klttras sc 
idea ti (lean por sus ceracierfsiicds morfol^gicas. adem^ dc por 
la asimilucie^n u rcmicrtTacidn dc los Ihidmios de carboiHX P^nii 
la idcnti(icaci6n dc las Ics'aduras suclcn emplcarse vajiaci[stu;s 
Jc lo^ cflfoquics que ic apliciin paia liu bactcrias. 

Sin embar^OK la base dc la idcntificacion dc las cepas dc bon¬ 
gos (ilamcnioso^ cs cl csiudio nntorfoldgicn de \m caracicrcs 
repfoducijvos asexuale!;. Usa pruehas bloqulmicai; tienen tin 
papel jcecundario. 

Mfcatacterias. Dado que kc imtadc baclorias cspccioliz^da;^. el 
cjiroqiijc para su idcntiUcacidn cs stmilaf al de Ins baclcrias. No 
nbstanlt:, pruebas biuqu]jTiic:as sun nluchn mds dificilcs cn 
el casio de la;: micobaclcria.^ que dc las Niclcrias convcnciona- 
Ics, Lt mayciria de los ditcclnres de l<w [abs>nt(:orio« clijsen 
cnvijir Ins inucslrnii a Idbomturius cspccializndos o utilizer Edc- 
nicas dc biolo^ia cnoloculnr con sondas molccularcs cspccfdcas 
para la idcnlibcocioi] dc las cspecies alsladas con mayor fre- 
cuencia- 

FMfisItoi Salvo mras: except:ionei;. la carafEerizneieVn de ln<; 
pariisilo« se efeclua por medio de estudios einorfold|icos. Eii 
inuy ram que sc rcnlicc cl cullivo dc los pariviios. 

Dado qnc sc trala dc paidgcnos inlracclnlarcs cstriclos. 
los viitii; requiecen un enfoque diagndsneo muy diferente. Las 
iccnbcas predominames titiliz^daN pttra cl diugnfistico viniK^gi- 
eo soji III caractdrizucidn dc anll^cnos y la dc Ikidos nut:]cicus. 

ANTIBI 03 HAHA 

En muclioji a^peani. la deierminKidrt de la serin ibUidaJ de 
un paidgcno a un anlibidtico deienniiiadu cm In larca tnis 
impoitiuKc que sc rcaltza cn los labomtorios de diagndslico 
mictobicldpiec. Eael recuadro Ull se resuincji algunosi de los. 
faclorcs que deben evaluars:e cuando se considemn Ins anlihio- 
gr^ainaii. 

Le.iv anilbiEigramas sc usan muy a menudo coma ^ufa para el 
traianijcnio dc las inrcccioncs bactcrianas y nucoboctcrlanas 
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Faclores qu& lolluyen nn el s^nllblogrBmii 

FacEOir 

CrHerb 

Afckl:innLfnM 

I’jliifcnn jk'k-rnciDl lie unii rraietln viiliiU ipn"* 
ttihienwnitf tiii ili*i:i ct4nni/An«e3 

S^r^ibiliiliiJ 

Mil (irv'.Sr..ihlc jui.i jfcnbcs; infccc:u!Fius > .iiiLi' 

iKiltiCCiiN 

SicLAi'Kii^n clinic-i 

iTiiiicacicin dif 1 fni'-Msnimti v’nn p-rnrhiNic*^ 

hsIftlHtirils ^ 

DiKf^iHikhilubil dr ltikhcih ^-Ll^utAll^b?• para, f.i 

iiiterfiviJviL'm 

iblcii iLiiULicti] lid H.i i.''i lli:^'.3 i^lii .iLi? del 


(v^aniie caps. 17 y L$). La tarea del mlciDbLologo clinico es 
asegurar en el mayor grado posible. que el ensayo sc rcalicc 
sobre cl aislamicnto apropiedo y con los mdiothis v^lidos. El 
cam i no mAs r;^dl es ceder ante la insiMencia de un medico que 
requierc un etisayo sdbre tuia cepa para la cual no cwsten 
csLundarcs dc inlcq^rEilaEitunH pure cl niicrobi^logo debe tcsistir 
Latentacibn dc baccrio, 

En cicriasi situacioap? nc pueJe rtqttcrir un andlisis de sjensj- 
bllidad para bacterias anaembias. hongias y vims, pem no es 
necesaria rejilizarlo cn forma sistcrndticu. 51 sc analizan cstos 
age nlev. cs linporlanlf: que un medico CKpcrimcniiidu. capaZ. dc 
ErtlCEprelar los icsubados dc mancra aproplada, partlcipc cn la 
aicneibn del pacicnic. 

tflUUKiin dt tos resuiladK iei inHbiosiam psrg ef contfoi da 
caUifsti ia /es tta\ot da baztafigna Algunas bacie- 

rizLM pECM:!ilail unu scHiijbiUdiid prcdccibk u cicrtuii umillititi- 
COS y no ncccsilan cnsayarsc. Muchas nids liE;ncn patroncs dc 
sensibilidad caractcnsdco^ que no son lo suficicmcmcnlc 
absolums como para oKv'iar el ensayo. 5in embargo, esttis 
paironeR pueden utjljzarse eomo coiurol de la caracterizacirtn 
taxonrtmica. For ejeinplo, KUb^tieHn pnemiumiUE es cast sLeni- 
pre rcslstcnlc a Ea ainpicilina. perti sensible a las ceralosport- 
nus dc primera gcncracldn. Por cl cojitrario. las cspccics dc 
Entf:rs}hijcn;r sucIcn ser resislcitles a ambos grupos de finiibi6- 
Eictt^. Si uoa biKli’rin se idcniiilco como Enitrahnct^r. perogs 
sensible a esttH agentes. Jic deben poncr en dudu estos resuf- 
laJusi. 5e daben icjicrlr los ensayoit para caracterlzacidn y 
scnsibilidad. dado que uno, ombos o ningun rcsultado podrl' 
nn cstnr cquivocados. Dc inancra optima sc deber^a ulilizar un 
m;^|oLl[» difcricnrc del e|uc rc ampIcE^ a| pnnuipio para repecir 
la prueba. 

RRACl^H CO$TD-EFICACIA EN LA EASE ANALITICA 

En la la sc ariEtlillca. l-rm rriraTJiCTt piic-tfcn uiili^sLrxc dt- iiuLnc- 
r-L elici^iz si sc presLa parlicularatcrKME^n s algunas dc las flrcu^ 
dc csta fasc. Es posible ulLlizar protoculos aEireviados paia ta 
idenrincociun dc ciertos microorganEsmos (cuadni 1-15). El 
NCCLS ba proporciotiado rccomeiidaL-iones dc consenso para 
cicrlos erfoques."'’ En el cuadm 1 -1 b se nesunven otrat formas 
para opiiuli/^r los rccursos. El funiiamcnto dc cstEis enibqucs 
se centra en los resubad^w que pueden interpretarse en forma 
correct y que conducir^n al etiejor iratamiento para el pacien^ 
le. Uit prineipLEj cEtnccpLuul cj; pcn^iar que las mucslnss pueden 
iigruparse eri dos categorfas amplias: I) aque]la.s a panir dc las 
ciialcs afsien ngentes que son muy probahlcmeme patdgcnos 
y 2) aquellus a partir Jc las cualcs se afsicn agcntci que nEi puc- 
dcti inurrpreiarse con confianza. Si un microbkilogo Ic prcsia 
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Cuadra 1-15 li)entilicicldi]i shrtvMa dc (h bscterlas y lust bougutti 

s 

■c 'If' -r ■ ■"■ ^ ■ . 

sm-'AfrON 

PSOTOCOLO DE PKLEBAS 
ABRES'lADf) 

idestificaciOn 

CiTpmiwucidivTK nn jubiindjutt. npfptjvn, p-hrmdihcoro 

{lew sankEK ik: ciimenj* 

Sin pmctias AdicionaJcH 


nr> Bhurttlsfltf. L■l^jd^^^u r>ej4ir|^<i. nrt henwJilKo 
u{:ul emigre tic cucncTii?. fcmxBLiilijr lIc LaLbiia'^ 

PVR ac(:aLivj 

tschffk^a ciifj 

CfBinitC^LJVII^O- bU -iNjdhlflabr. uiLlJu-bLi IKj^ulKci. fUb [k:;aivl£lK:Li cla 
iijar \angT? 4c tenn^ntfl^rrek- ijicinLn^ 

ML'G pO^lllkLk 

fjiL’Amr^'D uoE 

Jbctlns f^quC'fk’p^ f>caL'C]}kK-ihM Irv Jivladci^ ik I[hkf.^[rah 

r>b]iira£qvi^H 0 4lc li'tjgiLki ur^t^irtiitniii tu 

E.'lKH.'ulaLE' LC«3 Jc CXJ |xiu m CD HAngTT dc cumcm" 

I'luch!!. c^i|)ftla ptiru urCeiii tie jKirii- 
rtptit nt^aUVi 

iitinm^hfiui inflitru^ae (hd puedc difcrejiciarv 
4c Jiii w^ 

Juiipjinn pnen cehtiiid} 

DipluL-uCi^A l^rnaihci^aiiviM- uM.iLLLkJ e^uuElVul. OirLiitfeuniEu ci) ikcar 
y j^.ie s^^rc de c-arnenr'^ 

f^njctxi EiipHli dc calcriu eIe buEiriiEu 

n DN pnsiiii.a 

Jtfonizeilii ast^rtiiztij. 

jramwfJitiiiTPni. nepasivot, n(f f-cnncntjd(>rc^ dc 

cJC^'illLicrUc■ AbijfidtiBLc CH i^-ar ctuvi»']AJ(e 0 unpre 

Ck eWTMTO* 

InJffl p^i^TVA 

Pi*>rP4i^ 

franirvf-HijvfK. o^idosLi ncgaiLvD^. fio fi^imciiudDm dc 
lK-i<KiL •rrmmicniri tNindanFc cn ^irclKCf^acc o 

lie CiiJncTik" 

Indol ncfLiti^'TL; scnEubIc a nnipLcdLoj 

Pfvlrkh mfiibiiii 

B;ithk^ ^i.niMic^4iiiv«>3. ij^ikbu dc^jiLvul iw fiimkifilildrci dc 
IhTUKik (TTiimicnin atfumlanlc cn n 

dc CATOCEV* 

Eikd-il iicfaij>'Ai icsisuntc 4 impLcLli- 
nn; rnAtlEna ncnMi^Rn rmicin-A p<i-hi- 
Li^A 

PVJp-Ui 

tkicik>4 iJiiJui4L nc|£ACiv^^ rci fcniKnUnkTc^ de 

luLlLisu, crEEimiciilt' Alr.iivdar.le en cliLiLiildEc u a.ji'Tir canurc 

L.ir csirrx:rw* 

l\¥^i}l ncf-ML^-a: r<M!kic«K ji jmpknli- 

n^: dijNdid jxHLli^'a; nmllena nfjLii^ 

U\J 

pciwnf'ri 

d^ida^ f'^3^.|C^vc], ^pivn* ifrnktHOe 

C^TiionJ, JDadeJu^rLk Efpicj dc ins CHblLmi^-fc fEinllii nicl£IL4:4J,. 
vtfdtf^'fflijLJ^n/iiC£rt>, muciiidej* 

Shi prwl^^ AilifiMak'i 

riTC-TiJ^rjujL^fj aiiliiriiciiH'tE poTTi 

cumunu dc Ac.jii/Ti:£ffj£u |wehhfii wr 3iiDiljirc‘'i 

pcin dnn pii*^[iva In pnif hi dc la niiYiiehi Jc 
inJcil) 

Cueva c;raiivpiChHrt]>CH4 cn i£rii{UJDKcriiiN: rctafjie |XnilikiHb; leiIu- 

EIMI& o^iTHiAJAfhpKas-amanllciiuh cn Linar ^anjrc dc-CLuncm 
rc^^kHTKidi] iKDlvuda rn 4igQrk;f'-rtx:QlAlcr 

Ci'.if ulJ^Ei ril portJul>jCtOb Wc ilwk- 

fulasa Jc4 hiTinL^ cn kuhi^ priMlm>i 

Sj£iphy^*xiM:Las iSid^^i-iirx lkt iJk truu^nLa- 

5-11 pcKinw): rara vc^ EwroH mablK-oTTK pue^ 
ikn Mr paulivosh cn una u eHql pnKtu.ik ].h 
L'L>ux>-ila'Hri 

Ok-'i>^ yi^invpcP^illvcK cn p'lJcv-h n (;ad4iw H.'-urlas; MjJjEkViM 

u 4Ka.^kMisdiiiaMir |R)kiiLVi)h Lldnilcn: ivik C1-hciiiLilhLcn^ cn n^ar 
iafigrc dr f arncHi' 

?\R pir^il\v^ 

E^pfcic^ ide il frMto del creci- 

nuccjlM JdCi.'Lludc> cn lab pr\icKib> dc kii wil H1 ■ J&d 
M^kre qpi? cl jwlamicMd ptiflic scr dc «trn 
f^rWrci 

CokVK grj3rtp;wrti^<vi en panei LVi'ackitt! ^onas: caalinj nctacKvtK; 
uiu.'ilme me ui^a /jyna (^ilccclu de P hrinL'iliil^ * 

prjctu dc liukith^Ls dc tnpu- 

r.Lin pC&ilLt-a.; yi-ucka dc lu QIsduHei 
CA^IP pofiitivi; 4~i n^lunnaci^n 4t 
IJicv coia rfiilk-ucrpm cbfK^ffKCK. 
]X>S Elia'S 

Bi: lOb cairro- 

cucuh (^bcnu^l^ufi puede icr hipumo poaici- 
pciK^ r*mN^n PYR pviitiTiM 

ChkVH grLUnpmiEiVTN pLW^ l>£aLl£ii:lc 4>lVUs; CJialLMd AC^uEIiVl'^; 

u-bcnh>1i!lH:uh cel i^di ilc cjmcro; >L:oli>:nia.s Ifpicuncnlc 

nniro*?HM n -cn t^rmi Jt ’dicnem” * 

Maitcba dc bilrk u -dotul^Mdjd dc 
bill ten lutHj p^siliv^i 

Peeunu'slide*' p<hsiE]VEi', rt'LLCri'Wi 

4lc liin^ha/^iD Mibl pibllh^LiJ •□ 

airlvIiTiKEH^g] dc IIIca -Lirn anlivuC 
net c^pccjik!o»; |umu^~i 


Ox-w uri^mjXNSHiVTri tu pEtfcs rtcatknjiH; cacalau nqiiUvoM 
(j-ticauilLliiiufi Cn auja ^aD^'ir i5c caCtlCriu uii-j JXJiJia dc 

ticiDclij^K; ^okifiLa^ usmlmcjitr scca^^ y pc<jucjiij-^ cn icIaiti'^ om 
liL bcnkklikis^ 

PYK pi'sitiv.a o u^lLfliniKn^n dc 

^I'tfl anli'liCTni.fl%pefsTLcns pmilLvLi 

Jf^vrfrriT^TNT pytt^fifh (^c^u■P^^ Al; tu-int^ nCnkiu- 
nuJes dir cnEcrwrocvi ^ hErikiuHilcni- dcrlKh dife- 
Ec^iic nii.irf4ili:i;';iia dc cfUcniA^ y pfc>cniin a^lu- 
tin.kci-iii lieu ah vs 

^diTUKnJtikitm pc<|iJcAi7!s; uiidosA |H.i^iitvii^: nfde ptsucadhch 
(^olnniav c<in jipiirknccp ■dc "'umhTccEb rnc.oLojur u "^tiu do 
ciHirLi" til a^^^df 4k carbcfcik rhlor t Ic jiii 

Sui pEuct'Ub fElicimaJcij 

cyr/wkw 
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Quad IQ 1*16 [dailillEJiddn slim lads de tu Ipactcrliii ^ loft hudifDa 

srruACibN 

PJtOTOCOLO DU PKLIEU\S 

abhum m>(} 

lUSSTIFlC.lCjrty 

lluLiki^ ICful^iTD. LNCDLubiM^iUj} ^truilliLcj^jbVUch <.'Or6 grjijck:^ i> L 

iHiiDlifii j|l-i[ y uii catTiAjlit s.imilaf *\\ LK^' } 

EjItEi: nIh LtA:M]iicii[L-> c^l cli CO^* 

Kli son cscnciaJc^ Lm* |iFXJctu3-4}dk'loiiLi- 
]c^\ puede imrw como t^idenfin ndi- 
ciLiiul cl F^iiljon dcdjsat^ti <re:iLstcncJi 
s pcnkplirui. PC^ii^lCIKLi :1 tunamirinj; 
sensitHlidid u riFEimpii:hndi 

Grupo DiSkfemUrt /fwlis 

B:idl*i^. j;NinntS?iHvns <]clr:Ujm. ^-nlc^rtpriN Jt 

iiMjEa lie f?Mt u 4J|uk>fciilJCk cn ugar hanurr luaaclv■^iL>. nijh li^'L^ucciLi^ 

ngjt HbB: s-m tTi^cimwiirora af^r choir>larc 5^^ Cl)^^ 

^1lllcb^l ilc -j^ii^Liivj 

t-\tU^i(irtvrrvm rtift’ft'iFFdiffl 

1 mml cn nippr jn-ir- 

wt\Mi> y DIjD 4c ^1 nhcr^^i 4K Kifiin hIc irii;uhiin:ii.^iL: mpi ^fci-t 

miEntn c[w>ciib1c m Ci) : piml.i ncp4> cn cl cenin? lie Ij 

Viilviiia pvif J^nKl|M,iciilpi hLj MjS* 

C'jfalava tiicncrrKnEr piupn^U 

fitlophila Hii/.'TiL'dTrtfcffr 

BiLniilns $r:Linnc]paik^'i>i pcciucAiK. i^filnniaN rv]fr:Ls lo c^ui 

fliKdtscdiK ij. ljdtiClh> baio luz UV de NwfLiud 4c ■.'hiJu Ijjga) cd 

iifDf LKV; mUJiiiaN pciiwrijt^ trai^sbicidivi \^■ npiKatcn ipiT BAP wiacrii- 
bki; tin^rcclinknld>^n jigHr-vliWLilsic tn5"^ CO/ 

Sif\ ncccKKLbd dc f^nxkL^ j4JC4onale>; 

Kcpccics. dc MorWir^i.' Prjn 

pitrcruhrf'+^j.j ^ |j rannchi dc indtiL c* 
pn%iln'a 

Bskilu^ fnmncf9(pvLi\ ciKxihoiCilarfs iw^fUdKis; iw^ucilis criwisLii- 

odjj^ u LipaLLAn rn ugar BAP anLicn.ihiu ciin ^Iuijevkuiil'i.l rrijii ladnllvi 

bd>3 lu^ UV dc [iHijiicLpi dc undii Lin^j; un crc^inumw cil dhKi^Li- 

rc cn CO/ 

\Talh.'Kai Je l[kJl!i| pHbMllVJ 

l*N[.'Uk:H!h dc rrETj^iijuriu 

Pacilrrt cram ncjSliMHs cL-IjmLns; cc^rikiuc pljuim, tr^n'^piiTCtHC^ qnc pEc^d^l- 
^'<'11 tiiiy^iK-^n ct [1.\P:^rfcineic>9iiiN; wt] <E^''iini^rtiL>^it j|^^r I.KV; nIti 

LtccirlbCiilD cn cJhKTOlLUC Ilk ukid*.* cn 5''!^ IlicyijLi^iiir^. 

Linca'-ft (wsitivwi-' 

Sin Tictcskliil dp pruchiL^. miicinnalEs 

/l^rpr'Fri^n urcrylyfiriAJi 

PiploTixcw pTanrncjaliv-ns <Nmini.slfl^: o:slnniat prqwnn'^ 5-c 1 mmi ic 
IriiJisparailes ,i up^ns en H£-.kr &AF jjii«n.tbki ct>n nuLiffei«r¥. L4J nsj-j 
hajn Jgj UV dc Inn^jciii dc niwU Inr^.i: 'iin croeinjirtiln cn. a^ar RBI/, ^in 
mtinaniTuen iijijr clmc6>liilccfi CU/ 

Sin nccc^KJiaii dc prwhn*, jwiicinnalPA 

b^pecie^ dc k'!i'J.'i'iiri#J^/a 

BacUhiiLs {Cini]ii>MTiS:ii ii liain^urtahlcx. tn jmlnu ik do 

CAirciLh. 1 ^ riubhks. CLilvtiLii» ^laiiJc^ i> 1 jnml irirc-^nJaiCh ■.•« uiu M\i\A 
(jnhlc dc p-hcmt-yj-Mi; cn HAP nniPcniMnL sii> (.-rrcinwnfn cn pp:iic^ 

I.KV o QEll.; !cin tJccinm.';nEi] cn d^oj L'tioLnlaic cu CO«^ •.uEuLm.-su 

iiO£:iJlLh:Ls" 

Sill ^■^.:uSiLlJli lie jlTljObks aJliML'nli^ks 

f '/^i-cp.rLliJiwE /Vf/fTitier^s 

RuiCiIli^. franljki^ilihLi^ d^d^iiJE^s lmui bincflaLr-iJii, suliIcnnirulcH: 

dciiimicfixi iM uhurx^iMC cdL^i^ur U.AP Liiii^iH.-ibjo: Mn ^jcninucfito cn 
IpKV' n Rhli; tin crrcipnicnin tn i*|!4t cnticf^aic cn f'O,; emn- 

l^^'ta m.LTK'tia i.lii iikUl ncfi^hii" 

Sin ni.vcNiJwl do pmchsi^ Adirinii:j]L’9i 

t‘/^nfjif/iwwr Trpiirum 

Haclln^ lthi ospiiras j^uNc/rtimaloN; ctrccii'nicnN^ 

i^jiii^dcnic cn iicar D.AP anacrc4>jd y cn agji cLidcliUlc ca CO,\ 

caralasa ficfaii'HG^- 

?iir ntS't'iliUfl tie JHlin^^nqla^ 

i'^fiifTvfrisrn T^riiiitn 

BjwpUk fnmjKwHi^fw plcnm^lcuv ^viriricKornict: (Viiucrta^ f J ii 

2 inmi «ii U.AP andcn'^u. po-^ili- 

nik; nunclLi dc pcwprivj* 

Sin nevG^idiJ dc pmchiLS jdiciGnnlch 

rrJrriffitj 

Lcijtiluras cn hraL^'^cioii* 

PVueba dc EGiininjrwin cn tubii 
cn < ^ twifas-: [HnytccituMN muccliij- 
icK ibndc In^ colonm^ cn niwlinqnc 
G4^lit±no &sk r^niKN <k 4-K 

dc Lhcuhurn^iii 

^EMifrA/Er-urifrii arzi- 

L<^;)Jura> cn hrLit,xioik c^f^J^c■u-^L u, nKDud'j tukvii^ 

[^ebj j^prJa dc fcnol 
jwiitMi 

Cj'y^^rH.LJLi'H^ ^hCi/<'F‘rTiiwti lloi cripw- 
o-cni, pupd(' c¥<Lihirc dc 1*^ c^'lci- 
ni-a-s am prueba djuila dc uicusa 
ncFidi^iii 

* A fMrnroi' rrjr nin rj-friji-di* Li .'rtfft'Xhr"'. 
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Cuariffi 1*16 AlgLJ.RiL>f cUntcKiiti sugcridis jp&ra ofadmizar Im adentiRcHchioea cn eI laboraluriQ 

c.%tec:orL\ 

CnJTEmO PROPUILSTIO- 

Sfu^ir^v LcfCUdj:^ iJc u;i >jU^F mj tlC UJl pcr^ukk^ ikfuLiilo 

Rcfrik cu [^\ ittucMiJiv sUiUicULch IdcH-iluoL-li^iu pjcvu.; w Lu iniuCJiJ^ >i/;ui-rn- 
};i! ickvuL3rc>fi ci\ c] nioJin y sc- otKcn'^L3ti difcY^nciaN AuuanclikvCM Ja 
muKU^j ivij!irkdJ„ kkin-^uLiur uxi c] iLc jd-s^iLuiunc:^ ruiun^ 

lliim lie un ^CN^ fvptvialirenlc m tfb remrtiJn oi un 

hiu^r, rTii'niciu infl^mansnn u iin Ja^pLiiihhilidjid. Jc fimis I^JiidiK^nn 

JnkxnikiT runw flonj n\i\U f:rii^pLi!iiuvjL>'iJ^T^rruicpiliv*A 

Fk'^ri mi:^[3 4k* un m* tsfHxiiilnvnrc- ii rernriiJn m un 

Irn^mim dcvivk tlnrj m\U friJ7i|iL»^ihv;i>'£i^nHicgiU(V'j, fUjuni^ruji cofTK-ntino 
]^Jk^j k'orhullur tJcnIcu Jc los 10 Jljn ]%k cl pnOkCShiuJcjKU uILceliv 

rttaXCu Je un i\l\4k rT-!i tSfk^cUJtlKIlk- iL th- [E^JUiUJin cA UiL 

dc irtrbmifiun incuJcnila :i hc df un 

unit'o 

Jjlloiir.iU Li iJCJ^CJkKLUJl lie LuL l.uUPCCTki l^d-cilu-iiiiiunLr \ Fa pfCKiirLa dc iliifu 
mi^U: rraJp^nr cl :^nlihi4^rim3 cl [iau^£civ> prcdonurianu -n a^djunrar 

un tomc^iufJo ^.ihrc-cuu^uJurcuri el lator-aumo 'octree Je Ll^ pciuk^^ Jc 

Aiclqinii^riln Ic^'q^Ufu^ dn ciJtivDJk Eni\U>-H 4'Lin liocii.'TjA.-k ii pjLiir Lk^ un 

silifi Cf^t^omifuhliK u^inf>i>ihiLA hc^ilfl 41 

fjiftwmiu |q jmp-;i.’rvri 1 dp Icvn^wri; fnntklf nr 4iilkirt3ir nn c*>mrntjirio ocricj 
de C4rflMj.lUii \;\m «l LdhiininTn^i pFiH;^-LamLcn[4^ Eihni^'v 

Fli^u nw^ui -M fL^nir 4v inuc>ira> d^" Lihnn Lfc|iV^L^ lIv* lu mi*-- 

finn cihtcnidj cn i'cinJicicmc^ <t hiturnc cnlc im tnrrtcT 

penuvneutb' 

TilfEqn-iji: IIU^I^ ^r4l3ip<^!^iUi'.kiLNinUiqLllh^4,-ndjUDl-fil LiJl ^OCIkCDflirio 

^^lpiT^elfc^l^^ 1 ) ^i(a b iwulwcirtu un L'flldcr i:|w: ^;cy■c■4^TJJ^h^l^, ti nc 

OKixiulra L:Ufiii.iimK:Mr ]rhlitaJi> j cl pacicutc iw liciic un mi^c^E pcruLUMnijc 
■ 1 2) iKiliri.|u? ;iL Lnhiirj[iTLN ti ifk |i^'K'iilir lirne un c:lI^Ict pmnjnenl^ % 
IIKC^jlU Fcn(>cji Hir|[illiik~l4^^0rM 

I'lurd ikUhi-A ua unico p^L^^no prc^kmuii^iii;!' 4 j p^nir Jc mik^ricriL^ 

\^r -iTrinj dcO chnirn mcdin dc to miLcinn LihlifiiidiL en cuncliL'innn qJu* 

L-LLidiAH. hnfLfhiz 0 Jc un fiirmLiiiejUL* 

el pBUif CTfa pfCxIiUDkn^He. ^unie un fomenLmu 4|ue JnJique Lb jwc- 
HTiLn:i Je tliiri ttilkIil 

Frc-^nL-iu ck- llc^ra v:if ihliI 

in proHcnciB 0 iuhcdlu ik Im ^u/inalcs dixurnemAkh 

kjuc ^ eihL>rnii^iL Ji»i:unbcn4AJj.i^ pv cl eahi^u: f ej.. 

leu mupre< cn eJad fertile, 

i iAM E, 5^1'rjpA^Ci'v'r^'; 2it fj^j kc M.iHpceli^ un !^|'nJrLiiTic 

lie sFkvL: y nvjrihjra^ kan wtJ". sc ui-hroi liis pnicKi^ Jc Ncr^iihihJtLH 

1 |i>rj iM |%iiljr -ifcr 1ICI vnICiCf Ln1i:jv|.hsi|kil:ia 

1#ifei^-kiii rniiKi- Llr^r^ rni44A pminpnEihv^j^nmnL'^DlLk'jj nihurfljp^UI C^hV^fttlriE'^ 
^encj.£k DiHlSLfllJj LsrfI ct liifcHirJUil-U? [hir cl pruCCS^iiTikCnli^ uiteniif 

Al-^kklLIrfiCu Jr huklcfiLib- i|UC a.v^JinC 7 Lin o i/irr^m^riuj IrirliJe^l-JJ^ -ik 
ilfijH'.jri'/r.j >■ p-iriiT dt,*- e-epuiLH C9pe4*t4Y:MSnE\ 

PjLVcder Lun Id iLkDbfL^^uciOn c infumur cL le-kUluJu sc ciuucDLf4i un 

nr^iLfiD^mn rn una. tin-'iiin Jc Firjin nmiriiiTiilJiilE auiiCLadj cin nculruRlui 
]!4j|lhbnLMhLi£:lcjiEe^ 

' I.f un M'nKno pn'.^Tivar {^l^ nn^ n'kJ'ihA’iv'^.i ||■^■.l^Jlfl (imtfriaJo iitruntf md'liU- J-J ^jrell f'ncwrSrt^ pr6i.'uj-dr -iiLjii^ ^ jiLi^-n-ii^iiaiJiyiT^ ^4rAh^^4^rCiii^'4^u- 

riir^^" M •Vu'Jrd'in'F^.f' 1 ^ irnnirnrfTi^i- /% 4 nr yarrirv-i-ii^ Jn-T jn/ur u L ftSii j'r? ^Hr ^Jhplujdiq r4r jtki j6Vj/ hrir JrrJ irJuiM jiiri^ih \ riru. b^^drlh JrTllillfal di'^Hiri. 


iguGLl ;.iicnc]c>n 4i \iis dos cs pTX>h^it)|c f^uv. sic 

ha>';iii iratga^iadn rrtOtlUK en imJ(?!i[iraN dc si^ninL^aLk) 

(IiLlLiim> y i^uc lii'4 inuChifiiN, inJs impiMliiiilit!; nmn ^ulKsliiiiadag. 

Lii funckSn d? cadn mk'robl^ldgn cs l^nar dcci^innc^ dd 
<Je acuerdn con eL entorno Jocal. Unn pnincra con^ 
sJctcrncibn evilar inforTncir rc^^iUaJc^S giic fttcd^n irtterfireiar- 
w de iiiiinera emVjic-J. Uii inftmw Je "flL^ra iiiixia: Intcfpreiu- 
ckiqi JiJIcaUusj" Cis ptobabli: quc estiinulc la rccokccLon dc olra 
muesira kon la cspcrartza dc quc sea mcinr) o d irjiumicniD del 
pacLciiie snbre la ba^ dc Id^ poiitSgenni que prnbabldincjite sejn 
la cauu) d« la inf-ccciAn particular. KNincrk* cl nomhre '-i un 
]nii:n.K)f£ani&iii(.i ai^ljKly tiuc dc heebu flora coUini/iinla o 
leontmtiirmcitc [c da al micruuh^ni^uio iiiavo^' Kle\'aih:ja Jc la 
quc nicrccc. £1 aj:rc£adi> dc ks rcsultados deC ontihin^nima 
ccimplica aiin mas la siiuaeidn. Se pueck Lrcili/ar una analo^fa 
con el ht^idHil para ilitsirar lot; em>res rta^ coitiutics; 


1. MaeMracnvlydiien his^jpo'?; piimer jolpc (.Kfnif drtF>. 

2. Ausencia lie maiLrc^rilus poliiiiurfuouclcjiies o no sc botml6 
un frolis para lirtcidn dc Cram: segundo golpc iftrikt' 

Pr^scncia ilc flirra mixEa: Icnrcr guipe t,^Inkc tfim-). 

-1. Uskd esta t'acra dc juego [niftl 

La prcf unla quc sur^ cs: "(,Quc cs flora buclcriana pninuir. 
Para kunar ia JcCriiiLOn, que deba hoccr^e cn fumia liidisidual 
pan Coda niucstra, son cscTicialcscI sentido comun y una snli- 
da base en Iik principios del diagnrtfitioo cnicrohifYld^ico. Por 
ejcnipln. SirrpiiVijfi-tfX t>}tn(t>fir\ es un pakjgcnu importable, 
iris Lilli dc cuiiilas olras cspccics cskii presenter: cn cualquicr 
colon ia fl^beniolfcica debe cialuaru^ la prescncia de aniigeno 
dc csFropiivocos del grupo A. Como una guia, Schrcckenhcr^r 
y Miller propusieron (h "Repla dc IrK ,'' Sgglrieron que sc 
dehen evaluar uno o do.s palAgcnos fx^tcjiciaks, incliiso cn pre- 
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sencia de flam cameciiialH iKro no se de:be;n evaluai ire;;, a 
patd^enos potenciiile&. 

Lu gufa de \s “Regia de iceti" cs una uj/uda, pero »e debc uti- 
Lizof un crtlerio Idgico. Par ejcuplo, la regia ao debc aplicaisc 
cn forma aulomijilicc a una muc^lra de lejido de hinpsia, liciui- 
dos de ospirado o pun. En el aparaio urtnarioK una mezcla de 
(n» u mds micn}urganisTni:»!i dc eualquier varicilid siigierc 
laininuicidn coti flora Vaginal o pcHnca];, aun CLiando all pai6‘ 
geno polendal &ca parte de la mczcia y no predomme, es diff- 
ci] conFiaT en que el ariilisis praporcjonaid infoimacidn valida. 
A vcccs, la nrlacidn cuontiiativa de Inn Tnicirrtrrganiniriai: cm h 
mezela puede pmporcinnar un indicio. Si uno a probahlemen- 
le d(H mierDorganismav predominan claramenie. cs razonable 
c^i'altivlos c infoniuix ademds la presenciA Jc flura iniiAta. 

Cube dcslacar que cuundo uu mu:robi6lngn examina una 
placa de agar y deleitniiia que liay una mezela de tipos de bai:- 
feriaA. en realtdad esU observando una mezcia de lipos de cnlo- 
nian bacterianas (diferenles moffologfas dc ccftonian). E.Mas 
colunias visualiaenic diferenics suelcti represencar ditiiiniajj 
cspeclcs (o incluso gdacras). pero lambidn pueden representer 
vananies renntfpiea.s de ntieroorganiMtias con un soln geiioii- 
po. La dnica mcaera dc csiar seguro de que sc cislaron mdlti' 
pics cspccics dc baclerras es idcnliflc^us a lodas. ^ por 
supucsio, piira «c mnmcnlo ya sc bubni complcladu cl Erobujo, 
Ell la prdetica. debeinoei aplicai nucsiro crilerio para decidijr si 
las colonias son lo suficienlementc diferenles como para que se 
justifiquc la curactcrizacidn del erreimiento como una mczcia 
o recotiocer que a ve«s es posiWe equivocaise, 

Un enfoque sensato cn cstas situacionu es orrecerle al mddi- 
CO la oporrunidad dc solicitar que se cvalikn los aislaaiienlos o 
iniciar un di^ogo prcvcAlivo a trav^s Je un infonne verbal iclc' 
fdnico V de una comunicaci^n cscrila en d cuadeino de regis- 
tro del lahoratnrio. Un modo sencillo es conservar las placas 


sobre las cualcs sc solicit^ una consulta o las que coniienen 
flora mizla. Si coda dia las placas se separan. sc encinlan (con 
una cirnu adhesiva) y w guardun durante siete dfas, la.t iniici* 
Iras vcncidas pueden dcscarlarse con facilidad. Si surge una 
duiCLision y le cunlinua ccin la CvaliuCidn de esa mucstra^ el 
microbidlogo lendrd una posicidn mds segura si conserve la 
mucsEra {|uc si la dcscan6. 

Las ti6cnk:a.^ y la interpreiacidn de Ids procedtcnicnlos onle- 
riorcs sc tralarda coa mis detallca cn los enpflulos sigulcntcs. 
En la era de los costos rcstringidosn cs iinperatiw cfu« los 
itiiCTtib[d|ogo?i upliquco kua babihebdes de olwefvwidn y la uit- 
lizaeidn de uigunas L'aractcrlstica.s seEcceionadas para idenlifi- 
car las cspccies bactcrianas cn forma pnrsunEiva cuiuido sea 
posiblcn El desairollo dc csEc “Sexto senlido” miciobioldgico 
puede scr tambicn litil paiu veriftcar los rcsulcadw obteoidos a 
panir de equipns de diagniSsiica comerciales o de disposiiivos 
auEorrbEicus, En ocasiones, los ndmeron de bioiipa que infor- 
rrian cstos sisEcmas cstin cn dcsacuerdo con las caraclcrfsEicas 
dc lav [;oLoniA.H, In morfoLogfa cn In Eincidn dc Crant o las ptiiC' 
bas bioqulmjcas dc monchas. Sc debe icalizar un estudto con' 
linuo puiru cvil^tr kxti infonnes errAnMA. 

Fas« poianalilica 
INFDRME DE IDS RESULTAfiOS 

Los inlbrmes coo los rcsultados dc los culti\nos inicroblold' 
gicois FC deben einilir en cuuitEo la informacidn dlil est^ dispo- 
nlble. Cadu director de lahoniEdrio debe eAUblecer teMilu- 
dos que deben considcrorse "urgetites" o ''vtilores de aleitsi”. 
Asimismo. alguno^ rcsultados pueden considcrarsc “Importun- 
ics'\ pcro no ncccsariajtwnbc "urgcnics”. En cl cuadro LIT sc 
enumcTim algunos resultfldna ‘^urgentes" e "'iinpoitunlcs'' irpi- 
cov, La eonfeccidn de esie lipo de IKtas varla muebo, rie actier- 


Cuadro 1-17 lJsta juitterfdu 6t tnftnuies ‘itrgeinc^' & ‘importAUis^ 

INFORME!^ “irRfiENTKK" 

INHia> 1 IS «lMPORTAMTES“ 

Hjtmchculuvfrii pfHviiii/Qji 

Tcjidci^ y l^qucttin pruMimqtir jun Mian nl liqui* 

rtfiiltsrraijuWfti 

CiflCl^i.1^ iJc liguic.kuceJiJurrimiiritei p.K!iiU^w 

PybC^rxsi fnmilcj 

Frutis posnivcK pan bactlos icukv^cchol 

Omifl piidhuuni ik> tcan npccicsdc 

Pi^utu^iuM 

\iyc^7iNicteriu.m 

dc ^raoLMniuCki scaudI 

bif^Liw Jt CipWMlljiKlUC 

/aii:\parvm 

lode c dll vettir prcpaitn 

StrrpKM-Oi-?ciLt b f^rtif dc KjfKi 

HEimtulnicnce c.inpni ^ct.ejI 

SmpSf^^tK<‘\is A pordr dc un cultii'o fjffliijco 

ikipfi funli dc un jcniul 

dc UDfl mujer fcubru^ di^ LrEarii]i>.i 


V'ltXib Jet bcipc^ MinipJc a partir i£c tin bitltF ^niu] Jc 
ana niujcf embamada dc jennino 

E3riiii$DJy LUincicfvN^ 


Aii[ri£tnf>s pofju^YH o pme-lxit di> AfidDS nui:leiCL>t 
EiidutdimjuiiJKDLc Aobre iihjcmiii^ LlinJidv 

^ fvPin JpF/ir^r4in rtfcWrJn-rir MffffrfTiiri'iF i Jfh¥ frf hnaiirr. 
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Uii con raciores cciiiu» la i^apacjiiiLd dif luv vtsct^inas inrorinpi- 
tric^a Jc iiisiilucirtn y b ri^litddn tjui: sc csuhbcc ciktrn: los rmi^- 
dicos y cl bboiatsjrjo. Adcmas dc las caic^onas detmidas, cl 
rtlfdicn puodL* Icncr Ij uportunidad dc solicllar Liri rcsukuJo 
unhrc atgiin ailitvn cr Inmia itlafdr;ica cn el innmeniocn qiic 
se Milicicd el exumei). 

Lus rcsukudos ''urisetilcs" siaiiipre sc dchcii tiironiiar por 
iclcfimiLs a la persona t^ue asisic al pacicntc. rcdvllados 
“■inpt?rlLij]1c\” pueden infcinnarHC por icl^fonit, fax, oidenaJcir 
o pa pel Lit pnncipjil consideration es que lochs las panes 
coinpTcndan las rc^hs. Si tiido^ los rcstillaJos del lahoralorio 
csl^ii Jisponihics dc inattcra iniiicdiaia y coiivcnicnic ]>ara Ion 
llsuarius da Ins scfsicios del lalxkratuTiu. Icki nicdicu.s van a 
cncontrar mucho mds verttnjoso ohEcner lodos los ri^^sultados. 

cxccpUi Jivi iir^cnlcs, cn rnnn.i clcclrdnica. Siempre que Lin 

inldninc puctln scr vism por personal no aaloriicfido, dc^c asc- 

raise la conrulencialliJiid de k^s daioMle] jiacienccL por ejem- 
pb. ens Irir lus TaAc^i sijIo a loii aporatus de rcccpcldn ac^uius. 
Es dc bnena practica icncr un protocolo para Ins infnnncs iclc- 
feSnicos Jondc sC espectl'iEpic quii^n puede nxibirlos en luno de 
que la perKcuia que iisisie :il cnfentio no sc encuemre disponi- 
We; este prc'UKMio dehc scr aceplahic para cl inikElco y para cl 
pcrscmal del Liboratcirio, 

CoRIO polilicj; del bhoraiurlo se Ji^bcn lealL^al' infulrnes 
pujituales pre I tin inarcs y prosisiDnalcs. Por cjcmplo. los infor- 
mss prcliminnres snbro Iw cnllisw ncgalisios ttirben cmilirse 
dentn> Jelas 48 honts. El momctnoUe emisiiindel informe ini- 
cLal para oiJtts lip^Js de a^enlcs vartard de aeuierdoeon la ^clo- 
clchd dc crccimienCEi; por ejgniplo, en fornia seiiianal para las 
micotKiclerias. dos voces la pmncrj semana y luc^o scmanal- 
menle fKira Ins bongos. L'n inlorine pmv LsiL?iia] de tut ‘'culli^o 
negiitivo" pyede ser de ayudn. ya que el medico puedc Jcscar 
esaluar fiuevanicjilc el caso iiiienlrascL^tit pendientc el tnfonne 
final. Lo> infonnes finales deben cmilirse lo anics [K^iblc; paia 
la niayoriu Jc lo.s cultivos bJclcrian(>^. -IS lioras cs un pfLizo 
f:uoiiul>li:. 

IHTEMCClbN CON LDS EPIDEMIDLOGQS 

Lus inLLruhidlo^ns desempcfian un paj^el importatitc en el 
resgnardo de la salud dc los pacicnics y. cn general, de b saliid 
pdhiica.Cienfw agenies infeeciosos delwn informLirse por 
Icy a Ian iuitoridiidcs Jc saluJ publiea: h 11 si a vari'a Ncgu n c| 
c.MaJo y debt- e.ilar JispijCtihfe i:]l eC labomCiirlo. LEI Lnforilie 
debe ser escrilo q, cada \c£. mas. enviarsc por via elcclrdniea. 
Deniro de una institueit^n sc debe esiLinular una rclaeidn 
similar con lets cpidcittidlogos del bospilal to del sihtem:i de 
atcncion de Miludt. Los epidemidloj'os deben revjhiir ciertos 
rcsuUadAts dc laboraloriocn fonna re^iuliir. Ademis, Ins micro- 
bi()]ojios deben pemtanceer iilerias irenie ll UlS paironcs poco 
coinunes de aisfamienlo que mcrccen unni mcncldn a| cpidc- 
midlogo p.mi qiae los cntishUTe pars ana investigacirin pcisle- 
rior A veces, la caracleri/acidn ikmleeular de un aislcimicnto 
puedc uutnemai luealidad dc lusin'icsti^aeionesepidcmioldpl- 
eiis. Las pruebas iidlieionalcs deben liaeeiise locultncilie 0 cn liiI 
hiboratorio de refeneneia, segun la capLieidail pmt'csional de 
ecidii lugaf. 

ANALISIS OE LOS RESULTADdS 

III direeUjr es rcspuitsublc de In eOillllilicaeion eon Eos medii. 
COS acerca de ciertos panimelTos imp<iTiantes snhrc el funcin- 
namicnlodel laboralorio ircetiadrn 1-12). En condicione.s dpli- 
mas. csla coiTuinicaej^n deberfa leiu^oc con Iom nkEdieos cn 


Recuadrn 1-1^ 

P^ramciros del dcaempofto do1 laboratorlD 
y d& los resuitados ellnlcoB 

Ariftfidfld 

Pirfraetjn 

llL‘mfitnjlli'k<-K 

1 Tviin-nci^ 3 Jc aislArmcncn eJe “fiiijaiiRmn 

Jf l.i pifl’■ ii'ifci.fcrnuuirYic^ 

1 rpcu^.ntia j Iji5-i Jc ffiivfch dc Lultifctr^ Uaiiiri 
Frfgik'nv-ia 3 i^im J* 4i'lfiiiiieinri Jc 


pn«cnfi:i 

ILumirii Lllm tia Jc 

Anilivh Jcl cIcmpLi Jc J^ 

□lUCVl'J.S- cEfjULTl^ 


\mihii>^r:uiw 

Rf<S>Urncii dcS j'Lin.vbUjir Jc hcnsiibiliJaJ dif polci* 


KdL'IfllAiliis lIc ■iii3N|irEuni:i.i 


fikniia individual n coti grupns de mediens Ip. ej.. grvpos por 
especialivtuli. si Irw sisienias kvales dc ininnnacibn lo pcmii 
Lcn. La hcrruintcma Ilnu] de conlml de enlidnd para lots i;i^i- 
ciis es rcelbir una ficlia dc ^cgi^lro qiic dclullu la solieiiud de 

esLuJiu?i y lus rcsiiElaLins Je sus pneiejiles Ip. ej., [□ rrccuonela 

y la lasu de analisis posjlivo&) cn coniparacEdn con b de nims 
medicos. Se desalicnia el diseno dc cste lipo dc informes por- 
que es dtficil ai^c^umr que los prnl'c^ionalcs que se conipuran 
arienJuil a ^mi'iU'i de pneienEes que son scnlaikTamcnlC cqui- 
\-alein)Cs. Los csEuJios sobre el Iknqxi dc rc-spucsta clotial dc 
LUl labomiorio [UtnumnttN/ O'nrr, TAT) sun mas; problemtilieos 
en microbinlogfa que en olras uiCas del Eabivraliirio u eaiisa dc 
laMicuioras inbcrcnlcsa la gcncracidn Jc los resulELtdos niicro- 
hlologicos. CIcrtos utuillsis, eoinu cl cxanicn directs dc mucs- 
tru-^ elmicas. ^c preplan para cvaEuur cl tiempn Jc rc^puc!:ila glo¬ 
bal. Se dehen sunlini.slrar en i[?ri]ij aneal Ins resumenes de los 
resultados del antihiograma. 

COHSEHVACI^H DE IAS MUESITIAS Y DE LOS REGISTRD5 

Sc deben sceiii]’ la!^ gukis JocliLcs y tiacionalcs p:ira el alntj' 
ccnamientn dc las solieiludes y de los iniormes. Esias difiercn 
scf un cl ti]x>de mucstra y la siiuacidn cifnica 

U]s Ifquid^K ctirixiT^iles esiiJiilcs u li>s icjkEos dchcit manie- 
iicrso a icnipcratuja ambictitc o cn hcladcra tiu.^Ea que c! cullt- 
vn sg havii evaliiado pnr eomplclo^ cl Ikpiido ccJ’alorrjqufdco 
ifcbe CnnServ arse a leinpetaEuia uirtbienle tiebido li Ili bibiliiLad 
tjLie presenia :\ A "CE. I)e maneni ideal, el 

tejiJo Jebe scr eongeliidu a -70 'C para mi fulura uliliFEaeiOn. 
junque esEn puede ser di fictillnsoi pain mucitns Inhsiralojins. A 
menudo. no es necesario volvci al eongclfuldr. Sin embargo, cn 
fXssione.s. los anLilisis siguicnies (p. cj., luego de la revision 
blstoidgica del leJUlok pueden sugerir la neL'esIdad dc deledar 
micobaetcrias. virus li bongos luego dc ULia Milidtud inicial 
.solo de eullivt! baelerianu. En cslls sLEunL'i4ii](.-.s, cl icjidu cuttge- 
Lado rcprc&enla ua rseurso invaloniblc con el cual se puedc 
obLCiier un diagiidslico eiioldgico cs|vecilico y sc poeden rc:di- 
?UT los disayivs dc sensibilidad apntpiailos. 

Los aislaiotciiEus de kts I’Leimxmllivxis dehen mnnEencrsi: 
iluranie al meitos 30 dias. De tnnricrn idciiL. lodus Ids cuktvos 
posiEivos deben rcEcnersc durante un penodo (p. cj., 7 dta.si 
para permilir sit cvuluaL-irtn poMCriiir: par ejeillplo. su tipifica* 
cion molecular, o la reaU/acibn dc ntms pmebas dc ssmsihilL 
dad, si la eifntca del pncicnEc lo indict. Lln;i ver rni^s cl nttm- 
tcnimicnlu a -70 dc aislnmicnios impu'ttniites o ptjco to- 
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muneM esun lujo, peroes. muy diil. .Si [os aisljniienln^ secon- 
NcriiUn. sc dcbcr^ n:ali^ur una ouldculitso y ri^jn^sa limpic/a 
dc los cu]tjvo:s para inanlcncr cspaciu pursi cl ulmaccnamicnEu 
dc U» I'uturus ai&laniii'ntus. Sc dc.'fcribicrni] divcnso^ in^mdos 
para cl almacenamlento de los aislamicnicvs ■nlcrcMano;^.'*- 
N’nsrunisi cncrtnlramos quc un iruittKlo simple y cfituz dc pre¬ 
server aim los aisJjinjenios dc hacterias con rctiuminicntos 
nuthcionalc^ espixiialcf! }’ dc ]cvedura.K, as cl slinplc heebo Jc 
coloear cn un fraju:o ampolla csicril un bloque Jc agar cortado 
a partir dc unnn place, que contiene colonies intactas cn su 
supcriidc. Los hcingos piJCtlcn maricnerse errmo “cukivtis 
ecuosos“ e temperature simbicntc. Los virus dcloen congcbi^e 
ii -70 ^C. 


Aspecios administrEffvos def laborEtorio de mfcTottiolasfa 

El objclivo dc cstc librc sc centra cn la cjcnciu dc la micru- 
bblogiu apliceJa at di;ign<Mlica y cl tral air lento dc las enfer- 
medades infcccLOsuSi. Sin cmbori^c, cn Ij pfracilea e& intposiblc 
Kcparar tos asuntos dc la micmhiologia ^ la cicncia, Una dc 
laii vinudes de loii labonuorios nitcrolHolil^ico!^ ev la soti^ittca- 
cidn dc los sistcmaHi dc soportc para la ImplcincntaciCin dc \m 
ptucesus cicntillcos, Lus luhoralorios dc investigaejort licncn 
mucho quo aprender i^obev cl luantenlmicnto pLanllicado y lo;; 


rigurosoi controles Je calidad d« los laboratorios dc diagndsii- 
CO. Sc guiara al lector ]Hir una cxicnsa cxploracidn sobne la ico* 
ria y la pracltca Jc b gestidn dc labEiruusnc]."’ 

Regulacld^i esialat 

En Id{S EstaJus UniJos. cl gobicnio punicipa cn casi lodo!^ 
los aiipccLos dc cialuacici] del laburaturiu. A pesar dc qua jlgli* 
oas- cueslEcnes se relacionan diicctijuiicnic con conjuntos dc 
rcglamcntacicmes especi'ticas, todos los aspcclos dc la gcsiion 
dc laborainrio licrivan, dc un;i u otra fiinna. dc IcycN estate les. 
En iruchos casos. lus Ifdcrcs dc la induslriadc los labfjralorios 
privados y actultSiniccjs eslablecicnm cl tnarvo dc irabaiu y dcIi* 
nlcrcn Ics cstiindarcs. quo luego tucroii aJoptadoit per cl c&ta- 
doy aplicadns a todos |os labnntorirw- Hn d rccuadnj 1-13 hc 
eituineran las agendas federales y kiii agendas no gubema- 
meitlaks involucradas en las rcglamentacioncs rTiCdit:a.s y dc 
I us liiboratorios. 

La autoridad que rcgula cl alcance del labtrratorio chnico 
dcriva de La Clink-nl L^ihitmlciry Itnfmficntftit Ait itf iV6? 
K'Ll A '^l7,1 jy dc mejoramiento del laborjlorici di'nito del ann 
I'^7). F.sla legislacLidn aiitori?^ la reglaitientacidn tie los latx)- 
ratorios cImucus conicnciulcii y dc los tiospitulcs. Durante vcin- 
te antis Iem lahKiralttrios dc olTaN inettitucioncs CNtLiVieroU exen- 
tus. Las rcldmtJs de la Ciinimi LatNmnifry Irnpnnfment 


Rflciiadro 1-13 Entldadcs retacionadsft con In prictica iredica y de IsboralcriD 


Enlidad 

Jtna de rnpcniBbilidad 

Center tur Modkai^ mil Jlcairif 

SfP^k^^ CCMS;i 

1 n^lsi ]^Li Id *LTi!iJ]LzK::Mliii^ IktndiL e 4 k: Ich JiiK’ifiuCirio^;; tljii 

Ja.-H Uisa'- ik r[^fmtKil:sapdr^ \wi ^r^icim a^E^Jkuv 

f Vjitrr^ fnr Di^rnp^Contml and 
P|-c^HUkw ICIX!] 

Parlicipan cn \\% mcfinrizack^ dc li con^ij^fcjiiiaJ dc b^ pruEtfus: fritfuvrit'ifian las 
iv^LtaicKlMritvm H>brc diicr^^M Lcmis. conui dc EahiimCcario v \\i prrpa^ 

racir'm [lara cl hintrmsn^nKi 

Natit.Kial fn.vj1utc dH* C]i;tru|KiJu.'vu| 
IkalBh Lknd Snji^ry iNlt]SH»; 
divhsJ^ Je loi- CDC 

kc%pinivjhbc dr lax TEj^lsun^lairinni^s uihrc pnilAciiin dr pclj^r^x cpiimiciK y bKiln- 

iXcMpatKHioJ IT.c4iJl’h unJ Sifcly 
ALSiilai]islra[iijn iHSH 

RctponvaMc dc las nplflmcnlannnfs -whnr- la ^cgurklad cn |n^ lii^arr* dc tndLtjn 

:uid [)ruj; Adminiundinri 
{3‘L>A> 

Rfsr^sinsjilik dc la apmhqnrin ^lc kw. mcdacamcrUni; y dr Iiik ciKpcKpiiw mcdkiw; !■ 

\ lyA L]uila ubilJLiJui |i.^fl lu^ dis|xisil]st.is indilxjuih |pciu nu Iiji% “jpiucbu" 

VeicRTis Aflilirs EK^^Jirtmcfil 

Rc>^|Mxn^ji|iEE jjc la ^ijlL-*J >' cl biciKHiU dc lo^ iclcrujiLis. Lndukda la red. othikirul dc 

licvhpilalES y cliniciK 

EturmiJiliirJ Air Traivspt¥l 

A'f^urlolM.in 1 lATAl 

OfpaniFiwntVi intcmKlcuinJ dc Cnuispnitiitfl^ pnvnlucniJli cn lit iirnjnnlejcMkii 

dc lii^ Tti^bL'b piiEj cl -cnvjij sc^iunpdc kh a[ 2 cnlc> lTi1ccciLiri>H piv via ;icica 

Cli^il:^aJ anj Ijilim-ialcir} KLanifcjnl'ii 

In^liCiiL^ iCL5lt (ojUCca, KufiuTLJ 
Cc»nimin« for Clinicjt l^it»ofTHon 
SUindiitxLs [^Ca^].l 

hTfitIunianii ac-nKj^micp. mdusiri^l y jubemiTficnUil; ’.u nhjc(l^^' es 
i;i[ cl drannpcDii di^ his- tubLiiaCDJicjQi: junLjLjc ca una nifjiiiL/dCMki L^Miiuicn. lux 
Fccdcncnlximcs u. nicfiudi> v^ueivc cviifidLifc^ dc la pinktica ik\ Inhf'prati'X-hi 

American >kdk-iJ A^^swiuliiffi 
(AMAi 

Lti roijyHJC t>ff£LuiizLi:JdD dc nkdkn.'&ik Luq EbC&iio^ UdlaUjq; cc-jpousjbiJc ikl dcva- 
rmlln dc Ini c£K|i|pw de las pmrhjs dc lalxnmnrifli y dc 1^4 pwediFn idler* mfJi- 

im, iijur sUlclLik buivc pum l^jti iccinNdMn 

J«>lrtl <:L^nini]NMi''l^ iJlc 
A c'crcdilnEum uf 11cjlllfk:arc 
OrganiFSticirK (JCAHOi 

1 nspeirT;kHnii: y 9^:^?dil4l •a lli^^^^3itlll;c'i y Ud^srati.sri<K 1*^ i#ciK“iav Jc 

cnBidjiki de luJud JLicnicilljhru^ Ilii ccatnM -Jc aoIluJ pva U ailcrK'iL'Vl iJc Ip-'V cnferme- 
Lsdinicu-t y LiCii*^ 
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Cuadro l^'IS 

Calcpniias dc la cnmplcjldad de Laii peucl^^ dc lubcrilluirlu se^iin CLW 

L "fl8 

i 

categorJa 

DESCHJPCl6b' 

KtQiiKKthitiiSTtie; 
DEL FEJtSOM.iL 

l•:^NXY^s DE AiTTriJiJ 
tPlCOFtCI£NC¥t 

CDTfTRni, 

DE CAL IDA D 

C0M£NTAR[I>S 

Cocnf^lejldAd *1 

:d PnKb«s qiic icijuicffl 
li mayof [uititliJod 
y triBcrin 

Lo\ IDiU CHM^liKL 
rcquicTc cl cqum-alm- 
1? LI un I^Luli.] d? c:spc- 
k'^Ljlisrsi 

Sc ICL^UlCIC 

Se fcqiEicfc 

[TtticbaA ^Ic iJli y muilcticlB. 
i:iiinpEe;i:d.Bl ne jie cfM±iel«aii 
cn ouoJyEstu pruebu ds 
C3ICrKiikl 

CLtaiplfjLdjJ 

IViurlm L|LK irquirTcns 

CfLlL^Jc^-pi^u clh un 
mewH- 

MudLJic eiEni h?; rrquk- 
rc cUCTcliaiTliL-nEri 

-it pucLie rciliiLtf a k 
vf7 que trahaja 

Se Tt.'qjin'c 

rcqfuiL'iE 

urin f6rmu]B ccimplejiL 

P^TM. CJictun/jr liM pg-if^hu: cn 

nivelcji. 6c corttpi^idml 

Micnwcofta 
llf-JlJ.ICJl-14 [KH 
nprradcwt 

El naanen mwr^^enpi- 
cu pot cki- 

Tiwdjfop 

Sc dehrn (kfiniriris 
tavpo^ dtf opcrjtiip- 

w^iZ m Kf- pLicile 

(kle^;ir Ah iKrn 
ifiiemim? M 
pciMyci\ 

Sc fcqiJiefc m cciriTeifKindp 

Se icqiuacfr » 

(OCTC^fKic 

iEl.'Eci ^ uni iulK^Hgoni de Ins 
pducbaii de raLiqlbfiili cciQiple- 
jidid 

dc 

ncficidD 

PrudTi^ Himpkf- quf no 
« pnubpblc que tca^ 
jnui ^nnwoHLia'^ 
wlvcTH^ VC rcoliivi 
dc rnarKTV inctiTTC^n 

Nin|ruTK> 

Na EC Tcquieic 

Sc del™ sepuir 
]w inflni™> 
Jrl iJvri- 
cuiLr 

\ la miyofli de Ici^ trabajayderes 
lie lot bbcnlonoi Deva 
muclKtIicmpi'i coTnprmdcr 
pinh qu6 viLc lu pcciu rcalizaf 
uru ]TVcbi M wia rc-^aeiti 

HU huh rangdii 

4lp^ 

Itiriic.Jvmfri^il'i'jnruri.Vi.rii rrnia cJ jJrij'Jiir [ Vnfjrj Afc'dJYc'rinr' J. jUliiT^>vW^ v.4’iiu:-hAj.^i^A Lti.'uppfnilc.aip 


Ajuendm^nii of (CLJA ’Kl!, Li^ (lo mcjoriiinienlo del l^bo- 
raiurio HzKnico de extendieron el mandiita para inclulr 

a Ids lAbdolurids c^liitijlcji. dc ^^alud publics y lo^ Ishoratfirius; 
dc l<Ki wrtstilitjfi(>s iiiWicos ^ue reali/Jn psra enfumit* 

Jades humoUoi. Lu& unullsis cun fines ilc Ulvcslli^cido flos 
resullados no se aplican a la orcncidn del paciente) >' dc medici^ 
na veteridaria tiD se encuentran bajo el aJcance estalal. 

En la reglamenlaci^ln de la CLIA ')^K e^itablecieron varias 
categorfas dc an^lisiii (cuadra l-lb>L ailcni^bi, cxisten nuchas 
Ulras icglufUCntiKni^inc^^, segun la calcgorfa m la cuol sc uhitjuc 
el ondlisis. Los Crnters fot Diirase Coatml tittd Pn\'etiiion 
^CDC^ lienen a su cai]go la larca dc a^gnar cads anaJi!ii!: a una 
categoria oompkja. Up grujio de copwjerofi forpiado pi-pr imti- 
viduoii del esL3d(». la industria, grupo.s medicos, Tatioratorios 
cNnkos y dc saJud pvblica y cvnsuniklorcs uconseja a] mado 
subre e&tas decisiones {Clinicaf Laborviory ImpTvvetnrM 
Ad\'i^o^y Comtjinee ICl.l AC. Cnmitc ccmscjcm snhrc cl incjo- 
rainicnio del lahor^iUirio clfnico] >. 

En la.^ reglamenijcuine^i ^ delinean las ef^pecificaciones 
ilctalladus sobre la calinoocidn del personal. Ids ensayos du 
aptilud ^ptvjiatencyf y cl cnatrol dc cnlidad para todos los labo- 
lutoriDS no cxcnhKi qwe otali/art iin^lisis, 

Han surgido numemsm conseeuencta;; de las neglanentacio- 
Ties de la CXIA'KK. 

1. La mayoffa de los ni^dicas ban dejado de riralizar todos los 
andlisis excepio Ids mas basicos porque las rcglamcnlacirK 
ncs imponen rcqacriinienios ennsideradns demasiado ago- 
hiantes. 

2. Eaistc una presidn conslanlc por pane dc lus grupos medi¬ 
cos (que no son palulugos) para que las rtjjilanlcPtaciuncs 
scan mis flexiblcs y peitniian la realizacidn de anilisis mis 
complcjos sin CDntmlcs cstrictos. 


i. Lai rabrieantes se esfuerzan pan quc sus mstmmentcis y 
produclos se ubiquen en la calegorfa de las pruebas de exen- 
ckn. dc mudo que pucdain comcrciHlizarlDS diicctamcnlc 
cim |[)(i m^icos conio siniplci pmebas sin Ids 
rcqacrimtciKos de control y docmnenLacidn. 

Af^edftacfdn e iftspBi^iin dBf lairorBioria La reglamenlacii^ de la 
CLIA Dtoiga las llcencias i los laboralorios luegD de la ins- 
pcccidn Tcalkada por iriiipcctorcs cSlalalcs u pur ulras orgaiiiza- 
ciuOes que hayait liiilu ‘"MTediluJaS” par las CMS purque quen- 
tan con los eslAndorcs equivolcnlesH o aun miis cstrictos. La Joint 
Commivioti for rfte Afrtvditaiion of HtvUhcoTv Or^onirstions 

(JCAHO) > el Cofl^ ofAmt>nC(in f^iihoiogim (CAPj SOP dos 
orgarizadones mjy uliLiTadas pnr los labonalorios cUnicos para 
U acrcditacidn y la Inspccci^n- En ln« caso?i. cl laburalorip 
debe evaluarse cn fonua bicnal. Lds laboralorios quo utilizan la 
JCAHO. Sc cnCncnlran Cu.'d nlcmpie eh haspilalcs y su inspCc- 

cidn se realiza al mismo ilempoque la del hnspital. En esitcaso, 
los inspeclures son "profesiiHiales''. pur Id general con una pre- 
paracitiii m^Jica d dc caferTnerfa ea lugar de tener un entnena- 
mientu cspccflicD cn laburnturiu Cimica. El CAP fuc lu priiDcrn 
organizaddn qne evalub a las labomtortns antes de la partiejpa- 
ddn del eslado en este proceso. Al principio, la acred iiacidn era 
^Dlunlaria y sc vefa cuhiu una forma dc cducaddn para la mejo- 
ra del proplo laljoraiono. Sn filosoflfa sc basa en la evalxiacidn 
por panes. Cada laboralorio que sc inspccciona debe suministiar 
un cquipo para inspccciorwir i* nu vcz a ntna laburaiorio simil-ar, 
Por In tanlo, los inspeclores son profesioniiles de labomtorio y 
'^■olu^!arios‘', 

Cnth urgarizacit^n que inspeociona a Loij labomiodoii ticnc 
en cenjucito de e^tifld^^res para evaluar, los cuale> delKn sen 
em'iados a los Cettitrs far HJctHcart ■£ AfeJii^aiil Str^icct 
fCMS) para su apnobacion, Eo alguno!! cstados sc dchc ncalizar, 
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;)JemdiN. la acnftlitaci^in ame unaagenda si ^1 latxirai^^ 
rii> tieiw iwlacitjnes cumerdalcs con e« e&ladti. 

Ensayvr 4b apU'fuil (prorielency}* Uou piutc luodaiUL'inlal Je la 
ucicditacion continue cs la participacidn en Jo&cnsayos etc apti- 
tud. Sc envian uiucstras deKDnDci(ta& a los labormenioi pititi- 
cit^Anies cn fomta pcrii^iJica. Rl bhoraKtrio bs evaUb y envia 
|l)^ tcsulitfUi>i a b aijcftoiu dc acre^litscirtn, lut^o dt ]o citj: 
csCM rcsullados son cvaluados ;/ :ic Ic utorga una caliikaLiiein. 
Unn vcz mas, cl CAP jnici6 csic pnolwolo inuchai anos antes 
que la CLIA '67. Jioy, las reglas son csiabiccidas por cl cstado. 
aunque cNbte dcna tihenad par^ irfibajAr dcotrodc clta't- Lok 
mcjnrcj; pKtgramaji iwipc^gionan utia expericncia dc cjpaciia- 
cidn lomo parte dc lo& ejcroiclos. El Ctitiicat and Laifor^ton 
StomiarvfshstittadCLSU otrccc una guia para iccjorar cl fim- 
cioiuitiicnlo del bbciraiojio a Irav^s Jc los ensayns dc aptiiud.^^ 
Si no se cuenia con una fuente e.stema dc ensayos de aptitud 
para un, analUo, nc debe cpcar cn cl laboratorio olm inClodo que 
pcriniia ikicnninar su desetnpero- E^isten divet^us mifiodus. 
entre cIIds cl intcrcaniblo dc inucsiras entre laboTatorieK y la 
claboracidn de un panel dc mucstras probLcinas dentro del 
■nisiTiO lahoraiorio.'* 

Eti la CXI A ’Hii se coiilficsjfln aigunas regias aparerttemcme 
obvias; cl pnatoculo para \os ensayos Je aptilud debe ser lo nbs 
parcel Jo posibic al que sc uEiliza paiu las mucslcas clTnicjs 
(incluida lu participiicion del Tnismo personal que realiza el 
ensayo) y cl personal del laboraiorio no piredc eoinparar los 
re;sulladns antes dc en^iar las re4;pue:sla.s: en otrns palabras, sc 
loman prccaueiuncfi para evitar d ralioainicjitD dc daliK. 
CilftfesMa itet persotnL En la rcglamcaEaci^n dc la CLlA 'S3 
panj IcKi laboniEnrios que realizan analisis rcgbmcniados sc 
propofclonan cspeciticacioec!; dcEallaJa^ pam cl personal dc 
lodo!i los nivele!v del laboratorio. 

Minafhs t/epToeeflffnienlos, A pesar dc que no ciEtiitcn preiicrip- 
doncA rfgidiis puru la ptrepuracion dc bs psdilitiu y los proec- 
diinicntos escritos. se dcbcii iiCg.ULr ciertos pnniL'iplus genera* 
Sc deben cjAablcccry segnir claramcnic las polfEicus. Los 
prncedimienros dehen incluir Los principios del andlisis y las 
rcfeienelus. aNf eoEito las Insirueeurocs para su rcali/jieidn. Los 
inamiaJcs Jcben esiar dj^^poitible^ para todOLH los irabajadorcs 
que ncccsLlcn cnn£ullarl(». 

RpffUeflmftntOS its SipHiO. Los reglamenLieioncs no capecifiean 
en fonna deiallada los rcqucrimicnEos dc cspacio. Rn carabEo, 
indkan que dehe utr adecuaJo para realizar el Etabajoen Innna 
sallsfacloria. Sin cmbai^go^ se dcscritncmn gulas Inrormalcb 
p(ara lus laborulorios gcncralcs^’ y para los laboralorlos dc 
intcrobiologffl'^ que pueden scr tjEilcs enundo sc cunsiruyc unu 
nues's instabcidn o para evaluar la adecuacidn de un laborato- 
rio ya in^taludo 

LstieTslofios 4b TEfarenEiB o 4e deriwAciPti Es un laboralorio piKO 
comdn que puede salrsfaccr lodos los requerimicnlos dc los 
mddicosu Algunas muc.^lraj dcbcu. cn^iursc a on labnraiorin 
cspccializado para analifsis positerinr.La lieLeccidn de unon 
in4s bboralEirios Jc rafcrencia no debe haoerse cn I'onna 
casuuL Los caodidanKS poslblcs deben evaJuarse en eonjunto 
con cl personal racdlco adccuudn. El pnxio no es cl unico 
dctcraiinantc o incluso el factor mas ijnportaotc. La ulccciE^n 
debe somcTerxe a rcs'aluacioncs TcgnlaTcs. 

Co{ifiil6H€i3HflMd &et La fnxjtranrf t^tTtnhUity 

tduf Ai eoHRtabiitty At f of t996 (HIPAAu Ley de ps^rlaeidn y 
rc&poniiublEidad del ■icgurt> dc salud dc 1996) pioporciora un 
rasguandn pqra Ja confidencialidnd de la informacidn y pemii- 
le que [os pactenlei tengan accessO a mis ne^islnvs rnddicoK. Sin 
cmhartni. la Tcglanurnlacidn del CLiA 'SH para los bboratorins 
rcctnplazu Ickh tcqueritilicncos del HIP.^A. Los icsulladus det 


bhoniloriEi pueden scr Infomiitdo!, a indlvtduos aulorizados, la 
l^rtiOTiii que nequlriu el aii^lisis o quien es rcj^pousuble dc b uli- 
lizacidn dc Ids fcsLtllados. £n algUEias jurisdiccioncs pueden 
aceptar pedidos dc anilisls diicctamcnlc dc los p^Kicntcs. 

Geslian He riesgos 

La niayorln dc loa eentfos dc lialuiJ cstdn actualEncote invo 
Lucrados cn la gcslic^n dc riesgos. Dc licchE), rauchDii hospitulcs 
y cllnicas ban cstableeldo olleinas formates pan esa fcstidn, 
cnmplciamcnK; finaiKiwbs y Con pcrsofijl para ayinlar a redti- 
cir a] ui[niH>o las |iimbabilida<les de aed denies y de prdctieas de 
alto riesgo quo Ics pLicdiin cjusar daAo a tos empleadtu y a los 
pacientes. A pesar de que ct mayor itnpclu para csta praclLca 
puede cslur dirigido hacia la rcdLiL'dbn dc lu:i oustoSOii pedldos 
de compensacidn de los trabajadores o a los procestK judicial 
tc^ dc mala pra:iis. cn un scniido amplio. los esfuenos 
pucsiLjs para bgesUrtn dc riesjeos esiin JcHthiuJos agarunii/iir 
un entoriKP de irahujo seguro y un ambiente cn cl cual los 
pacientes puedan nccibir In ultiTna tccnolo^ia mcdica sin temor 
a scr dunadCK.'^' 

La persona a eaq;o tie in ge^ldn de liesgcs, irahajando en 
ciLinjunto con cl comite dc itscguruinicEito dc la oaJiJad. cs 
nadii para iovcsiigar los cases cn los cutilc:! cl tnitarnicrtto tic la 
calidad cac per debajo dc los umbralcs csiabiccidos o la-s simp- 
Clones en tas cuales Ins empleadna o los padenies puedan esEar 
eiEpuestos a un riesgo ioJebklo. Despot^ de re\'isnr Ins detalles 
dc la situacldn cor los representantes adecuadus del dcparlU' 
mento involucraJo y dc rccabar los datos necesarios. la perso¬ 
na a car^o dc la gestion dc riesgos envm un infomM: concise bJ 
cnmiEii del PseguramieiiEn de la calidad conjunio con las reco- 
mendaciones para las aecinne;; cocrectivas. EL diiUogo entre la 
persona a cargo dc la gestidn Jc ricsgtvi y cl dirccltir del enmi- 
Et^ wuiiEiuu hniiia que sc concreia un plmi tic acvitJd apropiador 
Luegn se cnnlrolut|ue cl dcpuitanicniD involucnulo cumpla con 
Ins planes dc pccidn corTcetivp- 

A pesar de que cl mayor esfuerzo de la geslidn de riesgos 
est^ dirigido haciu la aieneldn del paciente, cl laboratorki dfni- 
co panic I pu en vciiritai que todas las uperacion» del labora- 
[[^rio cuitiplun CUR cl tuLil dc luTi pr^liC^'i y ptilfliCiis Jc |u 
EiiLti;idn. Si los cquipos o inbliuiricnELrri SC dadaa dcbiJo a un 
incendin o p un accidentc elKtrieo, si cl personal sc tastima o 
si Los trabaj adores couinaen irifecclones serias en el laboraiorio. 
cl Hujo dc trabajo ^e puede de»orjanizar y, cn consccucncitL, 
lus infonnes dc laboraiorio sc ictrasan. Fbr lo tonlo, la gcslldn 
dc riesgns del laboraioritj csia relpeionada principalmicnlc con 
la implementacii^c y el comnnl de las practicas segunu; de labo- 
ralorio. dtriglda mjls hacia los eEnpleados que a los ppcicntcSr 
La respsuissibilidad Je un daAo recHie clarameme sohre el 
empkador. aun cucjiJo la ncgligcrKiu que udjhIuJo a esc tlaAo 
scQ raspnnspbilLdpJ del trabfijndnr.''' IW cmp Ip-s perso¬ 

nas que se ocupaci dc la gcstj6ji de riesgos insisEcn cn Hespr a 
cabo cui^ns de educacldn Drientadns bacla la seguridad y en 
revisar que lodas las reglas y re|;lameiitacjones pertiiKntes a la 
sc|[uriJad del labofatorio scan implcEncnladas y segniJas 

El Qj^pccto financieru cs uEra diea imporlptitc a In cual los per¬ 
sonas que se Dcupan de la festion de ries^s le prestan cada vez 
mds aicneii^n RiiisicT] ncglamcntacioncs «;lnc[as para los cun^ 
Hii-los de Inrert^ law ficturadones fraii(lulenEa.s y hu incentivivs 
ilcguLcs para los negoeios (como las coini^ionci clandc»tina^L 
Lp tbcturucidin de 1[?s prugramas csluEates {cl segUiu esIuEul dc 
enfennedad. Mediearo y el programa de asistcncia cstalai para 
individuns sin recursos, Meilicajd>deben uiibzar un conjunio de 
ebdlgos dc pruebusn dennminadn^ Cddigos dc TcnninolE^gfu 
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de Ppoeediiruentoi^ Actuales iCunvftT Tfntmoloi^y, 

CFrj. Mucha:^ istrjs (tscgurydsHys i;inihi^n uilli/^n csKis crtji- 
^(Mi. La Amarit-tin MeJicctl AiiitHriiHititi lAMA^, c^uc tu siilo 
dorsignadj por cl Est^Jo para nla lorca, rc^isa y publica anual- 
micnic cslns Cuslquicr pciTinny u tiriiiiniwciiin pucdc 

poTtLcipar en el ingrieso de para la cotutrucci^n de los 
cddigoSn pero el comity operalivo de la AM A ss forma a partir 
dc SOS Mtcietbiies coiisciiulivas. En t1 cwnpo del laboratorio 
medico cslos son del CAP y dc la /tpjjerk Sociffyff>r Clittkid 
f\tifujIogv < ASCPi. 

Scfutidad del laboralorifl 

A pcjiw dc qoc la rcsponsubikidad legal dc prapoivionar un 
amblecite de trabajo seguto es de I 0 !; dlrectores dc los hosp'l ta¬ 
lcs y lahoratorios, Los cmplcadoncs deben lambicn coTopartir la 
respofiSabilidiKl dc adherirse a los csiandanes Je seguridail dcli- 
neados en d Manual de fteguridad del Luboratorio, dc avlsar al 
sjpervisor accrca ilc cualquicr pcJigno qiic pueda surgir duran¬ 
te las aetividuJes labaialcs y buscar atcncidn medieu mmedia- 
ta ante cualquier accidente porencialniente relacLonado con el 
(rahajo 

Sc debe dcsl^nar a una per^jona en cl laboratorio i:t»no 
ponsablc dc la seguridad, cuyos dcbcrcs son vciificarquc los 
cstandaics dc seguridad y las guias sc cnci^cntrcn cscriius y 
pubiicudas. inffiri^ a los entpleados acetca Je e^os esidndaTCK 
a irav^s de cursos progranvados en forma negular sobre Sneguri- 
dad del labOnturio y dc icuhiOilcs infonliativas del scr'LLt;jo. t 
impicmentar un sisieitia cn cl lugai pan controlar cl cumpLi- 
mienlo. El rcsponsabic dc scguiidad irabajara de mancra estre- 
eba con la persona a cargo dc Ja gcsti6n dc riesgos para rccoo' 
ciliar y corregir cuaLquicr hrteba cn la« corulocia^ 0 iiregu lari- 
dad que sc dcsLubra. 

NORMAS y REOLAMENTACEDIffS OENERALES DE SEGURIQAD 
Se advicTic a trabnjadorcE del labor^uorio qti^ no 
c^tpongan a riesgjos mmxcsarios. El dcscuido, la ocgligcncia y 
las pritclitas insegurus pocdcrl darCoilIu rcsuliady serios acci- 
deotes, no siSUp para cl individuLP sinu tanrbiili] para otrosconi- 
paficros dc trabajo y para los pacicnles. A conrinoackm ^c detu- 
llfm considCT^iones genentlesi que harin que el trabajn en el 
laboratorio Je inicrohiolagfa pnesenie mennr riesgo.^^ Cada 
director dc laboratorio cs rcsponsublc dc a$cgurur que las poh- 
ticas y Ids pmeedimientus del 1 aboratocio eslcn Je acueido COn 
los requerimieniDS Icgalcs (federal, csraint y local) y Loscstan- 
dares de la bitena pr^ctlca del lalMraiorjo. 

1. Cuda cmpl(-'ud(p Jcbciti iusuiiido uLCfca dc La ubicaci^n y 
cl manejo de todo cl equipamicnlo y las insralacioncs dc 
segnridad, como mantas pam incendio. extintores. duchas y 
lavak) pnr^ lavado ocular Cada uno dc ^Filos debe ser f^il- 
incncc accesible en e] laboratorio. 

2. El cquipo dc protccclon personal Iguuntn *Jk cirugfa. bata. 
ctc.l debe usDTsc cuajiidit corresponda. Las balas deben 
U!iaTse (con lo^t botones abrochados} en todo momcnin 
nueotras se esra «n el labomiono y dehen quii;i.rsie cuaPdo se 
lo abiiildotitt, Pam algUOtri loanipLiliiciooiN que pudicran 
gciicrar ufruMiles iufcccioeiOs con patdgcnos importantes, 
coma HfftX'a/rcrctcnuni iaticrctilasis, deben ulLliicarbe mfitrca- 
ras personales adaptables. 

3. Ltv« lulbil^l^ y el aNCO persi>nal Jeben estar pautailos dc anic- 
itiuno. El cabcllo largo debe cstar rccogido puru que no ob;*- 
Uculice el trabajo con cl cquipoinlcnlo o ks rcaciiviu. Lu 
aplicacidn de cosmcticos cn cl area dc Irabojo esia prohi bi- 


da. Las SnandalLis y el calzadc del tipo abieno no ofnecen la 
prolctcidn adccuada al pic y por In tantn. no son aceptables. 
Estd pnohibido fumuren el laboratorio, Los dedos. ios 1 Spi¬ 
ces y otcDS implcnicntos no deben iotrodLicirKC cn la boca. 
No ^ben permitirse bfomas ni payasadas. 

4. Las tentes de conlaclo, cn especial Iqk dc tipo blaodo. absor- 
ben ciertM solvenies y puedffl ser un peligro si ocurren sa|- 
picaduras o derramM- Sc aeonseja a los cmpicados que no 
las utiliccii cn cl laburaioriu o que usert arucajus dc iicguri 
dud cuundo Irubajun cun matcriaks c^M^licD^ n infccciosns, 

5. No se permite comer ni guaidar alimentos o bebida.^ en el 
laboratorio o cn frigorfCicos que se utiliran para irt]estm.s o 
malcri^cs dc laburulurio. Sc debe dciignar cspccfficamcntc 
un frigunfico para guurdar comid;^ y hebidas, 

Esta absoluiamentc prohibldo pipeteMcon la bocu cuolquier 
malcnaL Sc cuenia con numcrosos sKicmas de a>iida para 
haccrki, 

7. El peri^pnal del labipraiorio que (enga infeccirpnes en la pie], 
Infcccidn rcspiraloria agudn u otias cnfcrmcdadcs craUagio' 
sa.H debe evit^ el contoeto con los pacientes. 

i. Es impoTtanic que los irabajadotes del laboraiorio conozcan 
las caractcrfstlcas dc kkIds liw moierisilcs cn usn y. por ]o 
tDEto, puedan tomar las prccauctonn adccuudas durante su 
utilizacion y su dcscaitc, Sc rcquicrc que los fabricanics 
prcrpciTcionen cstos dcmlks cn las Kojas de infunrucion 
subne ta seguridad del material. EKtns bojas deben esiar 
accesibles para todos los miembnos del laboralorio. 

9, Se deben colocar cllqucias y los signos apn^iado^' cn 
todas las mucslra-s o insirumentOM y en todu^ las im^as del 
laboratorio dondc sea ncccsario para mantencr un amhicnlc 
dc iTubajo seguTo, 

in, En el cu^dio I-19 se resumcn los tipos y Im nivelcs de tfes- 
cuntartilnacit^n, Es impnnante que cnincida el tipo de 
detiinJottridn o esicrilizucion con el peligiv bioltigico-’" ’* 

PRECALFCEEJNES KABITUALES DE SEGURIDAO 

Cetitrifagsci^st 

I. Antes dc centritugar algo, vcritiquc que los tubas, cl fmscii 
ampnila o las hotellas no se rompan. Reemplace en formu 
periddtea lo^i cojinctes dc goma que sc cncucnlran cn cl 
FonUo dc la.s e3inisa.s purtatubos y cliltfinc lots vidrM.}^ TOto!i 
que pueJan liaber^e acumulado. 

7. A^cgurcse de quc la ccuinfuga £c cneueuire concctainenie 
belanceade antes de usarla. Verrfique Los anilloti portacami' 
sas y lajj catnisax ptrrrntubtjs paa cstar segun; dc que los 
pesos coiiiciden. 

Esperc qiic In ccntrflugu ^ detenga por coftipleto auies dc 
abnt la tapa para retirar las muestrus. Utilice sdlo el dispo- 
siiivo de frenu paru lograr que lu rulacidn sc dclcnga cn 
fomia inAs rdpida y complete. 

-I. Si sc tompe un Eubo en la centrlfuga, primero apague el ins- 
tTumcnlD, cspcnc al mciros 20 Tninutos antes dc abrir la lapa 
y luego dc colccarsc iina mascara y guantes, limpie cnmple- 
lametile y Uesinfecte e1 interior de la centrffuga. 

1 Cuda cciilrlfuga debe limptanic tolalmcntc con cl desinfee^ 
lantc ^deCUadu al Hnal del dfa,. cuoto parte del programa dc 
inantenimiento dc rutina, S« debe rcnili/ar cl mantcnimicnto 
presenTivo de lodas lax panes de la centrffuga bajo un cro- 
nogruma regular apropitiJo, 

6. Si sc ccrttrifuga material potcndalmentc mfcccioso, la mucs- 
im debe coltcarsc cn un contenedor ccrmdo ftubos dc cen- 
irifuga con tapti). 
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CUSllrlS 1-19 Upm dr dcaoMiliiniinnduilt dcNDTrcrnuil v 

ntrri]i/md.6n^ 



MVEL 

CATtGORlA EfA.^* 

CZATKIiClRU Ct>C 

IJKMI-LC) 

TIPO DIl tinC.AhmMO^ EJUMPIAK 

1 

[>$sjiilevf;iaic hiispjtiilfiriv 

lltrlinkci^Ci: (k lu|-:i 

jli«L 

de aiMiihiii 

kiULlllftlUn-Li 

llA^Un^h L;[^eUILS-l3 

Lk i;Aj-p^vLM'4.iiE'iu 





Vjrxii rmTJcItCK n Je tsm-: 
TTwdwnia 

iiVf> Etpcckfc Pn-4h^witw4iv 

Vinj« de Fi 

hjITUIkl 

Virus del hpc^pc^ simple 

Viiru» dc Inn IlcpJLjtU D s C 
Conncia^iniF 

2 

Dcilnfccuntr tKPKpi[aiBrdL!i 

L^n «:ijvbdail fu1xrcuL4X''kij 

DrsLDfDiTLLJUi^ dc wmi 
inccniKJio 

CoiDfucucN de unmio 
tnuboTuiKi con alLTh 
IioLl fcjLoln; iDil{l1b- 
pmlijclri*^ lilsc 

cx-TiiicnEii cLunh 

Hongm 

EtpNiCb dti- Ar^r^'rfJuT 
likpoLK^ dc Cii^dfiLi 





Vini3 rw htvucUuk u Jc 
istiti-iliu pMiuelUt 

En\£^'tkw3 





MioDt^acicrias 

tuhervulffr]! 

3 

F-*1CTili7iflt&r desinfctlHitq 

Wltn navrl 

De«iiifi±clJiilE de alto 
ni\«l 

G^ytwpIriqhW^>; pCfTSH* 
lie |:'.LJn:'i|f^rMi 

ti^pons l?«LerijniM 

B^pocie^ dc 

4 

b&ti^Ti lizvicVi 

E^rrjli7jn6n 

f^aJo dc-ctLIieno: 

Ttsdasi Jns aurcrtts 


nffwwjTcra.'^Aiiipmdii iiAr Inr JtfliffFPia-sw 

^JUi ijJplJl^JLMjii ^yr nyiiJii 4 ftJM niivl ir^Wnf. fSftMlrM ^r^drJrrt Jirtiri a^Uiyrrdi'lifn 1 LiiLiiilr^rr JiJ 


Agviis y mateiwf jft 

1. [>£seche todo ft inatcrial di; vidriu aslJIudu y ruto in i;unii:- 
nedarcs adcciuadns. 

2. Levanie los vidricw rotas can uii oeplllo y una pala: no 
cc liui manos. 

Lrts uriitijlcjs dc vidrin no dcbcn dcHwharsc cn cl Lavobo a 
iuelhu; Cit un cubu dc busLlni dondc sc urTojun papcicj;. Ln^ 
vidrios producif (Mum en loii dedos y l^is tnaitos df 

las pcrsanasi tine lew r^tiran. Dehen cnjocatsc en un conlC' 
nedof dt&aflado para ahjetos curluntcs. 

4. Las agujas y las Jancctas fpLinzanta) ulllizadas deben colo' 
cathc cn lus mnEcncdoics uprapiados para a^Lijus usaJas 
para pCMlfr dcsicanoilas en J'nnna scguia. Esios (.-ontencdoixs 
de cbjftos punzanieii &e dehen contmLar y cembiar penddi- 
camenle para eviiar su llenado exceiciva. 

Bs'hc, cn lo posiblc, sacar Eas a^ujas dc Us jeringus v cam- 
biar las a^ujas dc laj jcrinfa:;, La practica dt tambiar la 
aguja antes dc inocLilar U sangre obtenido. por venopunoi^^n 
dcnlra dc lew frascos dc hcmocultivo ba side abandonada en 
U nrtayorfa de Uk blKpi[4llc^■ 

Sesuris/sii eUdrits 

I. Todocl pcrsental detx; conocer la ubicacit^n de las inlerrup- 
itiucJitrtui y dc los lablcros dc inlcrmpcibn de las cir- 
cuitos. No intcnle reparar ningdit iaslrnmcnto inienira!; caic 
cncb^fadi]. 

2 No se deben utilizar las encbulcs o cables que tacos, 
deshilueliudi^K 4.) gusindoN. 


3. Los lomjcunicnlcs nedeben cslar subrccargadus. Nunca uli' 
Lice cnchufcs multiples. 

4. Todu cable o equipn cl&'trtL'o qiie sc cnchufe debe Icner 
cable y cnettLife cem descaigu a lierni. 1'oda.s tas dCscOrgAS 
eL^ctricas. aun las que causon hofmiGueas pequeflm, del^n 
investjgarisc dc inmcdialo. 

5. Los nlar^ucs deben uiilLursc s^lo si cumpkn con lodas las 
poltticas y los proccdimicnlos del hospital. 

PncBitcfones sn si conetfor 

L Abra Iss pucrtkis liacia cl canxdor con precuucti3n. Dcbc 
icncisc cuidado con las puerlas vaiven. Si hay una ventana 
cn la puenn, mire hacia afucra para cstar seguro dc que cl 
niTtedur Csl a librc antes dc abrir lapucda. 

2- Wanttrtga ]a derctfia ai jicercarse a la inierscceidn ttel cfirre- 
dor y aE utllizar Un cstzaLcras. Camine, nunca ccMm en los 

VHllhulLii, hoIntacioncF; y lo& huccui tic lu> «wul<;ra!i. 
CJtpejCK Ltbicadns de in^inEm aprcipiadLi pmparrionan image- 
nes del posible traflco en los carredores que se cmzan. 

y. Tonga culdudo con U cs'^nlual piKsencia de objeltK peligro- 
cn cl vestCbulo. c4jmo camas. cairos o mesas, y cun los 
objelos que sc cncticnltan cn cl suelo, cuino sujctapnpclcs, 
cables clcclricos, baldosas flojas y liquidos dcriam^os. £e 
debe uiilizar sdin un l^i del corredor para ci almycenn- 
inlenia lemporal de un equipn mt^vi]. 

LevantaffHenlo ffbjeies 

1. Lus lesitioieN de la espalda sc cncuentrw entre las eausus mds 
fnecuentesdeenrcrn^addebiliianteenlTec] personal. Evi- 
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le leviitiTartsbjeroA fiftiaiddN tuanJn sea ptmibk, Siemprr cun- 
ayuJa. 

2. Si deb*! Icvaiii4ir ohjcluis sin la ayudu dc (»tra persona., lomc 
las ^iguienieti precau^-ianey: 

a. EMarbien allrmado. M^uilener unadislancia entre los pies 
dc aircdechr dc 25 em. 

b. DobUr liis rodilla:^ pam lujnar cl objelo. 

c. Maiilcitcrcl objeu) certu del cueipu y sostenerki cci fuimj 
firmc, 

d. Maniener los brazo^ y la eifpalda ran esilrados como sea 
[K»sit)le y lev^^niar cl {tbjdn hauia amba cj^ilranck] las 
piernjLS. 

ManifluixiAn de mtastras y dfrrfmes 

1. Las mLies;tras deben reenleciarse en cefipienres segurosi enn 
un lipn de eieme arlecuado para e\iiar ln« deirame^ y ]as fil- 
iracioncs. Sc Jcben iratar todas las mui;slFas cornu s\ fucran 
pelifru^a^. 

2. Se deben cubrir las cortaduras en las naanos eon vendajes 
adbesivos adccuados. Utilkc guanres Jcscchahics si la acri- 
vidad tnvfiluem el cuniacio con san^re, suero, plasma u 
ulros lf()l]ido!^o tejidos. 

J. Si an conlcncdur iircsciila cvideEteia dc n>Liira, Ultraciun u 
mancliD, coidquese guajites y translteia la mayor caatidad 
de muesna posible a un segundo recipicnic cstenL 'Himbidn 
irrtniieriba caalquicr informacii^r] pcnincnic del vjejo rcci- 
picnic al nuevo. 

4. Lhs pfcscTipciones que csldn cunlaminailis con san^ deben 
recha^afse. Manipiilelas m.?Iu eml ^uiulCes si su prueiesa- 
miemo es neeesario en una emergencia. Nnttfic^ue aJ solid- 
lante que este lipo de matcriales contain I nados representan 
un peligm paia la iialud. 

5. Lfivesc c^ihriuslivaihcrric htn inanus con Eij^iia y Jabdn varias 
svccs por did, subre lodo despnds de tnanipLilar muestras 

antes Je Ealii' para lomof alguna cnlacidn. 

6. Lcm derrames nc deben manejar segiin la namratCJa del male- 
rial imolucrado. 

Mmipifiaddfi ds desoctios y mat^riaies pe/rj^riosas 

1. Dejc apadc cn cl laboralorio ciedos lav^bns pai^ cl dcscar- 
le ile nnjcstras de sangre y nrina. No sc debt permitir el 
lavado dc laN maniK en esius lavahi^s, 

2. Las bolsas para matchales biuldgicos pcJigiosos Usl lotu- 
ladjts) deben utiliznrsc pan desemtur lodas lus mucslras 
potencialmenle contaminadas, nibos con sangne. recipien¬ 
ces de muestrsw. piperas. puntas de pipeias. recipienies de 
reacciiSn. tapones y otro maleriat de esle lipo. Se debe tlejar 
suficicnic espacio cn la parte superior dc nii:>du lall qiic la 
bolsa pueda ccrrsrNc facilmcnEc y usegutorla con una banda 
cl^&tica. Es una buena pt^ctica la utliizacL6n de dobic bolsa 
par;j Ins desechos peligruiSDA. 

3- De^cririe el material de vldriu y punTarite en [os recipienies 
dc pared rigkLa aptopiados. Cuando cslos rccipicnlcs sc ile- 
nan. deben sdlarsc con ctnia y colocaisc cn las cajas para 
dcscchuis rombduH para su dcscaoc correcut, 

4. Retire las boLsas para materialea bioldgicos peligrosn^ lie- 
naa a las areas de desechns designadas. cn forma tan fre- 
cuente eumn hea neeesairio durante el dfa para es iinr su acu' 
niulacidn. 

5. .Sumeija cl maicrial dc s idrio nu dcsechablc coQtamtnadocn 
soluciones desinfcctanlcs. Enjuagiie con aNmdantc ngua y 
pdngaEo en el autoclave antes dc uiilirarlonucvaincrite. 


fi. Al final ttcl dfa o dcspu6s de un derrame sg dehen desinfee- 
tar las superficies tie trobajo cwi un produelo cHcaz cunira 
los ngcnics que pueden coniainlnar cl sitio. Todo equipa- 
micrttc] qae sc rcbrc del IntHKrjlorio debe primero scr dcs 
conlamlnado. Ademas, hi cnblnas de flujo laminar de 
}:cguridad bioldgica deben desconlaininarse (debe haeerki 
prcrerenicnimtc un t^tiico ucrediiHdo en el cuiJadu dc cs-tc 
cquipamlcnbri antes dc icaliuu c! mantcnimicotu u Jc cam- 
blar los flllnos. 

AacNTis biqlCgigos 

CtasifiMcfoa Js las agaalas bfolagico^ Loh CDC y el Niiiiniial 
Irtsiitritc of /fcrritli closlJlcarun los organisinoTi inrccL ti^sthH den- 
tno dc gnepos dc riesgo,^ que sc resumen cn el cuacLro I •20. El 
documenio se puede obiener cn h oficina de imprrsioncs del 
gobiemo o eji el f^ito de Intetnci: (hiip//w^V'rtxdc.gov/od/obs/ 
biosriydambl4dimbl44i)i:.hlni>. 

CoalgncMn /fsiaa da los peligfos tiotSekos. Los bairero-s fisicos 
pam Las infecciones en el hboralorio pucdcii clasitlcur^c cn 
pcrsonalcs o inilltuefonalcs. L.as harreras personales son la 
tiigiene personal ip. ej., insialaeionei; sepamdas para Ins Alj- 
incntus o panid lavado dc nianos) y el cquipo dc prolccci6n {p. 
cj^ pnilicclorcs Cuntra salptcaduras, gafbs, gunotes, camiwlincs 
y mascaras). Las burreras iiLs.tiUiclii'rLjles csTructurulcs ^p. 
cj., instaheiones separadas, puenas y ccrraduinas) y tccnologl- 
cas tp, cJ.. muripuheion y fihraeli^n del aire). Las eahinas de 
segutiJnd biold^ica (C5B) ••on un emnponenie criiieo en la 
protcccidti dc los trabajaduncs. Es iiriporttirlc tencr cn cucnla 
qua las CSB y las cumpanaH pani cl ntancju dc lus pTtrducItH 
quiTpicos fion diferetites. Es posiblc construir una CSB que 
pueda utllizarse como camps na para d manejo de k>s pnodue- 
ivi qulmicos, pero sdlo cicrios lipos tk CSB ^c nplican a csic 
uio. Las campanas para maneju dc prixluctus qufmicos no 
ikben ulilizarsc para la inanipulacidn dc agento infcocii»os. 

En ct cuadro 1-21 sc resume la clasificacidn dc bs CSB y sc 
las esquemaiiza en las [iguras l-Zi a 1-25. La mayotia de’lo> 
laboralnrlos elfnieos utillzan CSB de lipti IJ para procesar las 
inucstrjs y irabajar con los ai&lajnicnios. cn especial Ids que 
prc^icnian pciigro dc gcocnicidn de acrowlcsr Jloy cs ptvo 
corndn quo se uiillecn los CSB dc lipo 1, y las dc lipo 111 no suc- 
len ulilizursc cr los lahrmiturioE de dingnL^SUCO. Rit la.SC&t>inai 
decla.se II n 111 el aine se dirige, de un inodo laminar, a travds de 
la superficie de trabajn desde h parte superior dc la cahina y 
reduce h conluminacidn dc Ins mucsiras con ugcnics que for- 
man acrosolcs. Esius dispmiliVDS sc deoominan cabinas dc 
flujo laminar de seguridad biolt^gica. El flujn laminar hacia 
abajo Eambi^ protege el lirea de trabajn delaiTe no flltmdoque 
cs empujadu a truv^s dc la upenura fruiilal cn Jus cabinas dc 
claw [I; el airc que ingrcnu ftollTlilttlcnlc Cs dlrigido por cl tlujo 
hmluar hacin ol sumidero ubiendo debajo del area dc Trabajo 
donde estc w filtra antes dc cnnfJuircrm cl tlujn hiTrtlnarqoc sc 
deripbza haeia abajo. 

Un l^nico acrctlilado dchc validar h vclocidud del flujo del 
[lire cn las CSB dc clascs I y II a] nicctos unu vcz. pui aftu u 
Eruaitikj sc icali/a algas (rabajo dc reparacidn. Adcniiis. ta cabi¬ 
ns debe sst dcscontaminada por un tcenico acrediiado anics dc 
efccluar cualquicr rnaoipulacibn que ennij^romeia un dtea enn- 
mmiriiida <p. ej.. cantbLo de los lllTros. nccmplazo o rcparacidn 
dc los motorcs o trnslaJo ik h cabina). 

Con h:%pe[;liO a los ric&gos habi tunics dc infcccioncs cn los la- 
horatnrios dc dla^osiicrv y a pcsar de que la maynn'a de los 
agenies que .se eneueniran en itn laboratorio elmico pueden 
eausar enfemnedades n los trabajadorcs del lah(in]U»riu. Ntilu un 


B Est igma del dr. VaFbr Eso 



AsfwclQ£ A 4 }minlstralii/oa daf laboratario da microtiiologfa 51 


CutdfO 1-20 C1«Q{flcAci4n de fos a{ttiil«£ d rlfisjico* 

i“j. 



NIVFJ. Di: EOUlPO DE IMSTALACIONES 

DIOSEGURIDAD CLASES tlh^VIftCJS SEGUJUDAD mAltSERAS 

IBSLI l)E DE L03^ AIjEKTI:^ PKACTICAN I'RIMAKIAS^ SEXtlNt^ARlASl 


I tvn Kahc i|ue cau^ se rvit^jiA^n rie-^inew iin;i nut^Muh 

□iilcrinctlaJ icL'u]ai- c^ciu^Lirci .ilncil.h ino Uvjibu ^pci ii ic 

iiHntlE E^rt. aiiulbM 


Sc iMKii ctrn ^nfciirK- 
dj<lcs CO 
hurnmo^ 

IVli|^ = lizaiijii iKzt^ni- 
[aiifa, 

11 CiliKbkbdii Jc 


Zifljfc iff 
dc Ci^nh^'[Jt^ 
CTOlfllfjn 

Vlirtj^ del h^rpci- 
simple- 


BSL-Lit¥^: 

* Acet^D ]jmiudo 

^ SijrnciN dc- idvcrteo- 
cu dE pcJi(^n> tiK^ld- 
Jlic« 

fe- Lin 

pt*n7H^ 

■ MloilihJ de l»iHej;iini 
ijiK- la 

dcuuiLUtiLfURl-mjCl Jc 
Ins rciidE>Ds y ki^ 
pi lLLlCB-M lIL' Vlj^lLllft- 
m nvdKii 


C^B dc cl^K I n [l LI ertruf dis- BSL-1 lo^; 
pn-iiLvnf Jc -conLcrKi^ fliica * DiipcnihilJdiKl <h vn 
vtirP7'4^nv pnm loiljs Us HuUhcla^ c 

iniiiipulaLiuibei dc Uniuccn* 

Its que L^wxini ulpdc^irK n 
acruitiacM djc uiaccriulcM 

tPI^ pufdjplllvas. V 

prcilCL'cma Jl- Ii cura cuudii 
ftc 1^ rrqLiicra 


1 


At'cnliH cndi'ifmrw n 
L’^Olic^n |pi)[cii- 
k i;il lniiiHi]iH(]iil nn 
KrOM»fl 

LAcafcimcddd pucik- 
Crrvrr aHiNcnicndiL-^ 
Ncrnt!! 1? keii)e% 


pclipoio« f> 
que pmen- 
tan alln deiJJO dc 
trnlemiijiJQiilE^ qiir 
[■■Dcii tn. licngu la 
yydM, iJilKcuncs dc 
lBlxira.;L^rii> qiic sc 
tnirKmtffn por 
LKHJKlI 

O a|{emn rriDciLfnivJQ^ 
inui iln rics^P di^ 
tniiiMiMsi<ki 
dc^4.Tl^ixMJa 


AfNcn^hTiT^rnum 

JiJjVJL'Ed/.LJ-ALT 

^Inib- del NiL^ ixi:i- 

dienta] 


Pr#crioii HSI.-3 mw- 
■* rVfirfr^i i^iinlpitLidv 

* [VwiMlIumilUM'i^ll 

dc ILMUh Uk Wid.llCK 

* DCK’IHHOftljllAi'Uiffl dc 
lu in<luincrTtjn] dc 
lidKirilowj anic-sdc 

ir n hi laiimibfnii 
■ Muc-i[ja.itc suci'u 
iriLCL^[ 


CSH •dc clJ«c I P II LI intTiDL dll' 
pi^i'.isin dr tUAtcnctcifl FC^iua 
ULirE£udu^ p.ira EL^lli liLI 
mBnifKilatiDthcs dc lo^afcn- 
u-i que cHisQfl uJpicaduras-o 
acniMtlc^ dc mtenidn 
anrcccicniA 

FrPl”' gionlipilivnv, funjiCcK, y 
pfotcccJila dc liLiir^ k.’aaJbJHi 
M \o n'quicrn 


HSh-2 iriiii: 

*■ 5cparw;i(Jll 4lc Jsjs 
t“um?dijcL-i- dc wjzrw 
« PuenaH dt jpc.vcu> ilrhlcs 
que bc lwim bdIiu 
i- bl 4iirc eipclkia no Nc 
kciiujIa 

■*■ E'lijjm lie diiF ne^ittisch 
dCrttru del JjibiK:Ullit'3Li 


Airnavini-E qi*c pn>- 
<jH^c-a fiebn hciiK^- 
rriiiicii [p, c] 

Juni'n, 

^Ixihupp) 

Fi Ki^injs que pmdii- 
ccD ficlMc hnociod- 
pcj<r. cj._ 
Morhur^. 


P^ic:^ica^ B5L-? iniiH: 

-* C^Np ilc ioJunnco- 
Iririi ^\ inprw 
4 T^LriM ^1 salir 
* 'ImJuI ]□& IDBlCCUlCB 

SC deM^noramina^) 
CLUJukp.sakn ik] 
lugbr 


ToAk I<m pfoctdijnttnttti ^c 
llcvui ij 4:;itK>cn uruCSB Jc 
rUsE (U ocn d? diw I 
u II ^runbiTsltfrt ortp -UP 

pci9PD:il kk- pmiun pua-itiViL 
COO ihastKinufnfKi de aifc 
que CUbK cL LUCJ^ pCf 
cmnpldn 


nSL-3ii;ijSi: 

^ bdjrLdi.1 scpiinului o zinb 
aiUwia 

■ Kmpltti ^isLcnv^cUc ahii^- 
tEcimicDLti y E]c.piils-idD dc 

A\i^ y de y descnn- 

Laji liihaLi i!>ii 

« fcqiicnnfucoKit tnu- 

lacmkM en la icEcicrKii'”' 


&ri-'uV A'Nijr Kii«iAiii'. CUSf 4U nynfLtkmi fi'l' 

aui.'fir.'j-iJjCfii/EJ-Liuiuij je /ua^JifiiL'diMir'i mki j’Euil'aar ^ tp^i^ ^Uf ^ .j j'iiitrtri-j i/-^,iJrL4.i ^Ji^^Afj. 

-1^ mftTrrJ'rjC. ii^jvipir Jr nnv^ 2 ir lr%JrciT un* nn<J njprrhvr-ruirTf^ n rntPiijraXar riJriviT qmr ir Mr}v ^bk rrtrirnivi rrJ ir4T~*iw. .Sr hrjFrru r/iui^Yiridn irpurrak 

jfdxu iild cJjyv^rJ liiyrY iua, ^rr Jnfwmm HnUrFiaJ i/i-y^'n'iui^'iJ^. .'j IiVibumVi. 

Ai/aiDFiAie.1- Jf la /efit/rnevj!^. 


niimcm rclEUivamcTitf pequeilD de eJlo!k ]a!t producen. Miller y 
4:(il.><,'^ [iescrihiemn ii[iat\pcneiiciadc25 ton inrctcinnc^i 
humaiuis adqulritli^ cn el labuoroiio cn el fkaiiftnal Anbmil 
Phrase Crnrer(NADCl eti Ames, Iowa, una inslltud^in donde 
Ae fealizan iiives.[ij^aeiO(iieK Hiilin: cntcTmcdadcs enmuncK del 
gunado y de las aies de corral. El nivel de riesgn para los ira- 
l>uj;Mltires ch prot>aMciitcTiic algo maycirquc cl pmmDdio de Uk 
lafcoraturiON clinicDs. Entte 1960 y 1985 sc iiifunTiurm al 
NADC 128 cs-poRLciocics cn laboratorios a organismoi 
tiduH; CKto tltrivrt cn M infcccioncs Asocindas con el bbomto 
rio. La tiTUcelosis repre.sentrt el 47% de los casw: la leptnspi* 


rosis. el 27%, y las micotKiciertnsis. un 9%. [jis especies de 
SiilmfVtettii y du Ciihimyitiai, el vims dc la enfennedad de New- 
eatillc (uit paldgcnu nn humajio> y las cspccin dc Thrimpltyttm 
rcpccscntamn laji oinui Lnrecetuites adquiritliLS infonnaiLiN al 
NADC. 

Las 10 infecciories ^dquirldas eon miiyof fieeucricia end 
lahoralorin que surgen a partir de esiudios acumulados sim; 
1| bruecinsis, 2) Hcbrc-Q, 3) fLcbrc [ifoiika, 4> tularemia. 5> 
EubereLilo^i-f, tifiJK, 7) hcpaiiiis infeeeinsa, 8) cuccraliii^ 
equina venezolana, 9> coccidioidotnicosls y lO) psiiaeo- 
m.'ji.'iiinf Algunaii de eRtas irtcceinncs stir difiViks dc evi- 

B Est igma del dr. VaFbr Eso 
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Cuadro 1'21 

CdaMffflradDn dr las cabinos de Hjrmidiid bioloKica 





VELOCIDAD VM 


RAmoNiitruixjs^ 


rnoTEcatiN 


LA APERTi:ib\ 


gijlMrt'os 

M\EIJ1S riE 

UK pHinnJtiTTuiis 

TlPO 

FRDNT.4L 

PATRON DEL FLUJO DE .\[RE 

TrtJClCOS 

B[05Er.L'R]D.4D 

iMllEVrUAS) 

1 

34(75t 

Eiidr-Kh piirle pmlcncr >' mih^i a 

No 

1 3 

No 

freniL" Mihipnci 


triLvcs flc Jtlini lie ulci EjiLHi]:ig iUEPA) 
Ctir. [01] 




aarf l] 

;4r75f 

dc rccirciilat lAfi ;i dc tilEn> 

No 

i. ? 

a'i 

Tipti A 


HrPA: esp*l i Jr> * erpv^s, tie fiUrv IITPA 

m, l-2:j 




c:kscii 


dc rcciiculiKiflr a nav^ Jc filen’i 

R\ rhikis 

2. ,3 

Si 



]IEIj\. c^-iK-Jiilu p<i[ inciJiD dr rJuu- liEiPA 
y i-r^ndyfloc rgickvs (tlj. l-23i 

liJadi 



ClwIT 

^?\umy 

Sm lecirculncidfi: cipclidn jnLjl. por med^ 

Sf 

2. 3 

Sf 

■^|^^ u: 


Lk ftlCru [{liFA y tuRJutlLr^ 

CfiE- 




GjacII 

J30C1CNJI 

El [lii^i:l«> L 3 tfC |[A, |^^Lu cE iIjLC C.lpcLidci vr 


2. 3 

SI 

Tlpo 


climniS -1 mve^ Ac ^hi ccpKbo dc- pre^h'in 
ti«f|ujkji y v: llcij -fMirv^nJutlhici a\ 






rtWniW 


.4 4 

Si 

CIJScllE 

Mn 

FtMwr-cin de dc entr;iJ» y c^pcli- 

SE 





do dc alur- u dc I^IFA 

(fif. 






el ohjeiivo Jttte [?ern intifctritine^. Sin 

emhir^n. ^^n algurus circun^itancin*; mi diffcil visualizar Ins 
nitMlioK puTJi evttiiriji JnrecuioiiE^.-i. al iiifnn^: tn rctrrKpecitva. 
Por cjcmplo, un csludiiintc Jc nuiilliar medico conCrajo Ficbtc 
lifoidea con complicacioncs luego dc tmbajar con 
typhi cc»ino un miCTWrgijnismn <le^;£>.>ncx!Klo.*^ AOrt peor. el 
22^?^ de loH H(U3ciliare?J de Isborauirio preiiijiitaron jjiistroumeri- 
lis por Sfu^i!tUi sofinti. Lu tipincaciOn dc los aislaniicn[u:i 
rcvcl<^ quc lodus las ccpas cran idjcnlica:; a una quc sc Ic habia 
dado i un esludiajtre como dosconocida.*^ Al^nnos agente^ 
que no debieran encontrane en un Inboialorio cl initio a s'cacs 
pucdcn causar int'ccciuncs cn Itis invcsiEigacJtires”'^’ * caanJo 
!ic realiian inanipuliicii»tKS quc produce n acruNuk^ sin la coii' 
tcncidn adccuadsi. 


WIIPIU 0 OMES UHlVf R 5 ALES 

Irdnicamcntc, los Irdbajadorcs del laboratorio licnc un rics- 
go iTtucho menor dc inrcctarrc tjuc son cnlcpa-^ iri£dici>s. 
Nuincmsa-s ram[i(;% c^plican eiiic fencknieno. Loh pacientes 
c!;4nmudan y tn^ten; \as placafidecullivo, nn A menos queen 
cl Laburatorio sc rcaliccn pmccJimicncos que generen grandcti 
canliJudes dc mcrusolcs. cl riesgo para los truhajadorcs es bas- 
tonic bajo. Los mddicos \ los cnfcmicros utilizan con mayor 
frecucncin nhjcios coriopunzuntcs. como insiJtimenios y agu- 
jas, lin k rmedicina ntnderna los inajores riesgos infecctosos 
son los pal6genos Ir^nsmiltJos pur la sungre. Uila vCZ m^is, cs 
io^nico que los in-icrobiAlcigus tcni^dn iLicrtui licsgu quc 
colcgaii do ucm lireas del laboralorto. como quimica y hciuu- 
tnlogiu. donflc diarinmciiTr se pioce^utt numerosas muesiras 
dc sangre. Las inreccioncs de laboratorio m^s impi>nanies son 


las produciduR por cl viniR de la ‘tnmunrHjeficiencii huniana 
(HIVLel virus de la hcpatiiis B ycl virus de la hepatitis C. En 
In mayorfa de Ins ho'^piialcs, c1 virus de la hepatitis C cs cl mAs 
pnevolcnlc. debidn n qUe sc cocum curl upa vatMlil cficaz CUT- 
im cl ^ irus dc la hcpariiis R y a qoc la incidcncip dc HI V cn la 
poNaddn geaeml es hajri. Es im|Hinanle que sc cuenie cori 
una vacuna cfLcaz contra cl sirus dc la hepatitis B. porque cl 
riesgo dc un IrabaJaJur no inmunizado Jc contracr csta infw- 
CJOn es moebn mayor que In Jc udquirir unj inrcccidfi por cl 
virus de la ticpaiitis Co el HIV. 

Los CDC,''* cl CLSl^ V lus irAbajadores de los labonno- 
TiiTK' h:in esiablecido reconneudacioaes para reductral mintmo 
las ini'ccciojics trauMiittidas por vfa sanjulnca. 

En cl cuadio 1 -22 sc rcsiumcn los riesgos dc coniraer los 
principnlcs pntdgcoos (lansmilidos por esa vfn.^' 

Como cnsi nunca pswihk predeeir qui^nes von Iok iriJivi- 
Juos que pueden scr fucncc dc rics|D, &ur|i6 cl conccplo Je 
piraruduDcs onivcrsulcs- sjgnificn que lucU muesiia at 
cortsidcra dc riesgo. Lu especincacion dc que algonas mucstras 
son riesgosns incremenia In posihiliJad dc que sc gcnerc ona 
Falsa Scnsacit^n Jc SegUriJaJ. 

UatCDC y el OSH .A ban cstablccido las siguientes prccau- 
clones uiiivcrsnlcs:'’ 

1. Ln sangre y los liquidos corporates dc lodtvs los paciemes 
deben scr manipiilsKluts como inateriales Inrccciosos. Todos 
|o^ pacicHECs dcbcn presumu'!kC como Jnfcctados p<ir HIV y 
per oirw pnidgenos dc iransmision .sanguincu. 

2. Todas La:^ muculnis de sangic y los li'quidos corporalcs Jcben 
colocarse en un rcci picnic aJecuaJo, cou tma lapa segum 
para eviiar el derrame durante cl transpurtc. 


B Est igma del dr. VaFbr Eso 







Aspscld^ ad[ttini€tiativo$ dd’-l labbraiorio dd micnobiolQgla S3 


s Aira ambianta 


Aire potenoatmEnle 
cantojninadD 


I I Aire tiHracJo 
' AlrAV«4cle 



VfBla liiarai 


F^ura 1-21 Dixcnu dc jg.i Lihina de KcgundJil tnaMfiLU cir claM I. E^laa 
Ciihiaii-i de pm^Kiit nc(iiiivj Ui-man uinc dd anhicnlt liicia I a culnnH a iina vthi- 
ciJjJ 2-i (if/mih <75 pajf minutn) y dimimn el flire p 1nui% de 

un litins HliPA hatia H arnNenh? » hacin el Baleric'v piiT medi^ de un dtedltc- 
tu. [Su piiilcjp: la niuc^Cta, ike l.i (janlaiciiioCHVn Diim cl iiiaEcnul picMnLc cn d 
aire ainhimie IViede iiiiliHiCKe sauaneiB:^i4!tii'iinica.^ld:ii{^u q mllcildifieas 
hdich tvALilaja Ikuui cl el,Ccr^r. AilapLulia Jc Lu l'rlCJCB(:ui*. 


3. TinJai Ijii; personas; qtie proceJHUi inuestras Je s;ingre y [fqui- 
dos (MirpitrjJes tp. dj., quicncs quitan Ids lupus do Ids Luhos 
ccm vac Its J dcbcn ulilizar fuanics y pn>i«;fii5n facia] i mas¬ 
cara, anlipamis o galas), si se cspera qua la sangre o Ids 
IfquiJoK ci]rpii>ntlc;K satpiqncri. 

4. Los irahajadwes deben cambiarse los guantes y lavarse Tiis 
manos cuonJo concluycn con cl pruccsoniiDnlD dc las joucs- 
iras. 

5. Ldn 1rahujad(]fiCS nururu dubcn pipcl-uui' Cun Lu bi»ca^ Jcbcn 
ulilizar dispositivos mecanicos. 

6. Iu3 dc ajjujns y jeringas (.Icbe liirijiarv u Ism siiua- 

cjoncs en Itis cuulc^ no exjsie oira alicrnaelva. 

7. l,a<? superfickfi dc trahaio <lc1 taboratorifK deben dcscontainl- 
nurhc con las sustaticiiLs qufmica^ gennicidai. flprapiarcLLs 
luego de un deiraine de sangre u otros hquidos corporates y 
cuando sc ha concluii^t con las inrcns. 

H. Los matcrialcs dc irubajo eiuc se ulilizan cn las imicbas dc 
laboniuiric] dcbcn dcifwoEEiiniiiarsc anics <li: wr rcuii]]zadc.K!j 
o colocarsc en bolsos para scr descchodos dc acucrdo con 
Ins pnlfticns insiitucionalcs. 

9 . Trxias Ins persornas dehen lavariic Ins manos al finalizar las 
actividkidcs del laborutorio y quiiarsc Lu vestlmeoia de pro- 
Icccidn anEcs dc ahandonar cl lugar 

Lns recomendacioTies para el tratamlenio de las eKposiclones 

vnritin sicgun cl agcnte; lus ClJC las revisan reguhtrmente y las 



D 

'E 


Flgum l'£2 lliMfVode uiuoilhnadc MdUDiJ^il deckn^ It A. tout 

cahLnca^ [union turc del antbicnEc Iullp Iu. cihino a tic an Ahcctma Irunliil 

IA.L ii'Lialnimlr a unp ViflnciLlPd ile 14 lA/itUii iTl pies lirMaleH (^i[ maiutnl. 
Lucuci ctic cilvuU [Hir un LUfiipuuLiiDcnlidlDky n Uasci ilc un filliif FIEl’A. ucio 
jvtnc del ainc. por Id gcnnal cl 7tl^. circub pnrd lugarde mhajo; t-l nirr 
;eimineLiie ivc eliiaiiu a uiiv<h ilc ud TiIeiu IIEPA ICj tiACiu rl aiiibtcnte;. SL cl 
jure lemanenie dimina ;i cnv^i de un c^paeio jle [resiiia negati^'a haciu el 
eiLenur Uel eUirkclu. Ii cubiiu se cEahifrex cduiu dc lIusc II It.). El irubkajiu 
piiede verse q trav^ im viwrde vitlrin iB}. Ak'UptKl^ ik b rcfnciKu". 


OKxiilican si cs ncccsario. En gcnenil. e| pactenic del Lniiil sc 
obEuvo la muesira dche ser csiudiado |vara determinar si exisEe 
olgtin riesgu, mienuas que al Erabajador acctdcniado sc lo debe 
csEudiar n to laigo del licinpo |wu csEabtcccr ai sc infccld. En 
cienus siluauiuncs cs aprttpiadu una iitmunixucidn pusleriur a 
la exposicinTi o quimiolcrapia nnliviral pnontacEica. Cabc dcs- 
Eacar que sc debe prcsiar principal alcncido a In prcvencidn. dc 
nitido que el prt>htema Je un oecldertle nunra sc prcScnie. La 
prevcitCibn puede ccaliaursc por medio de lu inmuniuieidn del 
pCi^onal en riesgn y dc la rcduccinn dc la cxposLcion a Ins clc- 
incntos conopunzanrcA (agujos^ hojas de bisiun, ^adrius n»[[]s, 
elej. (]uc son hs fucnlcs mds comuTicsdc accidcnics. 

Lfmphzo fie ios tiemmes j/e metBrietes fttfecciasoy El proKxxi* 
lo recomendado para la limpicza dc lo$ inalcrialcs Jnfcccio- 
sas 

1. Ultlizar giianlcs IprcrcrcnlcmcnEc guriTilcs grucKOfi, resis- 
lenles a las pinchaduras), cainis^Mlnes y mdsearus. 

2. SicAisIcn fiagniciiLo^i dc vtdrio u oln>s ubjclos^ deben eli- 
minarw sin tocarlos cn forma dirccEa. 

3. Ulilizar proECcEtirts dc calTaido impenncables al agun si d 
demame es grande. 

B Est igma del dr. VaRer Eso 
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LVA 


ViitB liwital 


Viiti 


Q| Akeambitnte 

Pr] Aire contaminacto 

rn AirelihradQalwtodeHEPA 


Fl^urA 1-23 DL»£[h? dc uiui idlutui tif H^unddJ IHokifkii dc l] U 1. Eaih^ cahiiki^ cijimui ^ del tia£ii Id ^ahiiu a cri’v^s ik ^tKrtuTi fronUl d 


u'n::^ de m/^rniq (PfiO-pltdi lineiiJc^ p4ir mqnubo^. ]-ucgn cinciilu fpir Jth^^ri^dJ e\ 3Hb4) li [ni^x dr un humidem ^ A3 y jmvt rl L-iin^a:rli3ricnDi!i (Dl, pasan- 

« Irav^'b Uc lii-^ nil nix FIELPA ill ^ Ml imles ilc scr eip^lidLi- iCil. a Lrah>ilEx dr Hlii Hllffh HKI”A (F). dciilrLi lEc hlA mbdilMlUih Ccit pIcAil'.fl nC'fdfllHd IkkCLB cl £\L£n«}f. 
Debidi^ j k cniniiiui rrt-irL'ul^iiSn ^ pdcdcn ufliLi^BT 4?[m[ji±idn liniicDdiR dc ^LKiaiKhd'^ nk lidjo ^ iscnccj^ hin|<^woR El trabn|n fitietk n 

ik iiri viAor ^ VHJrut cO- AcLipi^d de Li Kfcrcncli'". 



Flgura 1-24 Dis£fk>kk: UUlClbiTUlJe k^undbd hwlA^UL^dr lIuc II B2. EatlsCdblnti Iuumb oJie del Jtmlikptle Iujcu b ubiiut LiUixdi dc ^ ibdfELird flXiQtBl {A.li 
ye] fliiT SK lles^clA al cnrnixuiiri«nici ^E1 de la cdhma inrtt dc clHTinjirti^ il eilcniT a irav^s 4h; un tilcm HliPA (C> y iin s.i4Km* dc e™d!ilcc^»^^^n ptrsioci nfr^h- 
va Ed ksniw^innilLinea cL ajcc^kl mfiiUiejtic ingcesiieo Idv^abLiu ynn-^juniLi cniEada CH) y uti fituru KLPa ^Di, Iucjo dc- Locuil el aire pu^alwia il^Jo 

41 lEivuL del aruj ik inliujoy tiH-go St junu cwi b cwrricnip del tlujo di uLidu cn cl CT>iTiparEirrtftiH) lE^-dc la caNnni El (ralxsijn fiifllc venc ii dt bh visar de 
vidrw^ <tti. ?it jibeden uiili 7 jr systaiKiaH quiiriciK cn laqiic iup rccircidj d dire. AiUpLula tie bu rfrereiwbi*^- 


B Estigmadel dr.VaFbrEso 
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Flgurn 1-2& urui ^ahma cL: vr^uritlaij hiLiki£H:a dc clasc ITI. Eila c^bina. Suricacma ijcmu una cnja lud ^uaaln Li^la.lcitcalc ^cclaiia Cuf^ jCLirkUlaCadl^ 4l^ 

iItv- |jk d^cm d£ b de nunefa qu^’Cl i.i{>cf^or nn El miimo c-t'tcin ^ pue^ Jo^arsi ^ udiija unj cabini 

dc l~Llm: I] jiuiEu im>[i ilii Uijc dc M:j!Li£ii£iiJ tmildfilLA LuiiccLidu ii uoa fdcliLc di^ uiic pulLicI cjpdrkLur. quJcll ^jiCLldbir»eAbc quc^Ju dcaLro dc b CiMfiU. El hUIC ingfC&J a 
ira^'ih de una cflcrada y un fitiro HEPA rD> antes de m eipelidn j dc yn filrifi HFPA denlno dc an siannn. de fcind^Kraw dc prrsififfi nr|:qli'^'a y al ambeenie 


exIiMlor. El <lf)CfAJof juaiupub iu^ lUafSlfUN b ^jai ^ leaves ck: un CEiLlu.v.ai3LiciiMi ^ Evi. I.a Jcs'kcuidja dc calc diacifichcsi, b kliticulldd dc rcjilJur nuuupula- 

cjfmec -rcia fuimtEx £njc-cm dc penh los nKaCiTHM ^isirniaa vlr ~iiaje ci|L;ieUI* para la prtneecWSn d£l f>pcradflf ni> son Adapiacb da b fercien- 

cia*^. 


4. Cubrir el deiraiiijc con material abBorbcnic y a^rc^ar un 
dcKinrcctauliC c:ciirM:cnlruJ[!i. Luc^o di; Cspi^rar I Cl irttilUlOfi, 
pnoceder a la limpieza. 

5. Si fc hubieran gcncrotlo acniHilnn por cjcmplo, Jc un [ulx> 
dc ccntrifuga rocu. apapir Ui ccnlrffnga, pem dcjarla eerra- 
du ill menus pur 30 iiiinu[i]s poTii pcrnutil' que los actUSO" 
las net asianlcn. 

b. Absorber Lj miiyur a^Lidiul del dermma con maieriole^! 
dcscchiihles a:nte» dc pnxietkTU la Jcsinfccci^nr 

7. Limpiar el siciu tie tkname dc Hide* Uw iPiilerialcs visi' 
bleniciHc coiiLiiniiiunte^ een una MjIuLZidn acuosa dc detcr- 
gonlc Q con uiia soluci^n da blanqueador sL IU*ii'. 


3 DcBconlaminar cl ^itlo con un dcsinfcclanie aprripijdEi 
(veasecuadm 1-iyj. 

9. Absorber el material desinfeclanEe y enjuagar el nilio con 
□gua. Finalmcnlc, iiccorpara cvilar rc^balar^. 

10- Dcscchitr lotlos los matcrialcs cn Un rcti picnic pur^ tihjc- 
l:i>& bioEA^icoit pcligrosos. 

Si se deTTamo un agente que requiere mcdidaitde bioseguri- 
dad dc TiLvcl 3 [BSL-^ji t'ucra dc la cabina Uc licguriduii bioli^ 
jjica, evacuar cl 4rca duronle al menus 60 tninutos y noli rear a 
!aj auiondadc^ coirc-tpondicriies.- 


CuSdtO 1*22 Klt's.|!a«> de I'tmtner derltic infereinnK viratH TrdnjuntEldfts pive ^ fn sunealuvi de ki t\piislrl6n Ji Ih Mingrr |K»r 

punt liMi run una aeuju'^ 


VIRL-S 

ESTADO DEL FACEENTE FUEZ^TE DE LA VlLIEfFRA SANGLINXA 

CONSECirENClA 

RIESGO 

B 

PquIl-vu pain y IdlfcA;; 

licpaCjli^ clliniL^ 

22'31W. 


pan y ivc^iAli^u lIBcAf 

|[epdCili» eJioi^r-a 




Scr^icihEihtr^idn 

23-37sr 

HqKMin^ C 

SciEifHb^ili^n 

ScroccHiwriiiifl 


niv 

Scn^fLiiliLvi] 




" iFJ rirEj^rjk/aVWIkfa'hli 4 ^^ .k] lAvlii^r criM- bii nla'iiiiiM nr> FiLt tlfH dPjPirlhlir mrnrtf gpar Juryii Jfn jfanararjn «^*vi hmi 

diUreiJ iiit:in}i]i^a.Si 1^ JiJ #F(b'ITJIi'iij' . 
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ENViO Cl£ MJESnUS Y DC A&ENTES mOL 6 GlCDS 
TiMkts lu'i cnut^lr^iiS microhialt^gicus quc Jcban lrdii>:p^»rtaj?ic 
a del cijrTi;i» dc los Lfiiidsw deben embaJ«^^c bajo 

cjiln-cliLS rc]:]aincntDc:Luni:N t^iipccifit^adaj^ pur cl Dcpan3]n[:nlo 
dc Transportc (DOT) y la fniffTiuthfut! Air Tmuxiftirt Assixia- 
tinn (lATAI, l-Ofi silsIud^iK (jgcnlc^ etioLif^giCiu) que 

no S(r;m de nivel de hiosiegiiridad I (vt^as« cuadro l -2(Ji y las 
mucstras para diagndfvtico^ las cualcb m cspiira monablcmcn- 
Ic que cc^nlcngan agcnlcs cliciIdj^cnK. dehen emhalar^c y rsilu- 
lar&c en forma apropiada. 

muo^lras sc dcbgn pneparar pqra qnc -inpnricTi chotptes o 
canihios;dc pn;sH)n que puedart icncr Jugar durame la madipu- 
lacidn y oca-siocvarelderramedel conteniJcL Un redpienie con 
uiia (iltracidt] no s6to pi'cdhponc a h muesLra a una pn^lhlo 
contiuninacidn, si no que puede lamMcn capoiicr a quicncs lo 
manipulan y al pcrwinal etc Tireepcirn a agcnics paihgcnos. En 
la figura 1 -2b I lustra el emhalaje y el mtulo adecuados de los 
agcnics clioldgico^. El ri'cipicnlc primario Ituho para cl an^li> 
»js, fra-'seu aiiipollu] dcliv cstar lapado con uiui tapa hcmidlica y 
rudicado per sullclenic inatcrial dc cnibalajc para absoit>cr los 
liquidos cn caso dc que ocuna mu rdlracidn. A su vez, sc jo 
detic colocar en un recipience secundurio hcm^iico. prefeien- 
tcmcnlc di! mclal y a>n tapa dc rosea. Li>s recipicntes primario 
y sccundoho sc culucan luegu ci] una caja c:rtenia ik cnibalajc 


de tableros rie fihra, eculdn corrugado o poliestireno. lEI hielo 
secu sc cunsickm maUrrirtE peUgroso. Una caja dc carton para 
cnvfo que coniJenc liiclu ^ccu como rcfrigcranic dc una mucs' 
ira, debe rotularsc ‘*MUESTRA MEDICA CONGELADA 
CON lltELO SECO'V El ejnbaJaje debc hacerse de (al manC' 
raque pueda cscaparsccl dirt^idndccarWmw gaseow paraevi- 
lar la aeumulaciOn de presic)n que puedn ocasinnar la roeura del 
recipienic. El liielo seen Jehe ubicarse afuera del ceciptenle 
setLtndario jonioconun material queamnrtigilc tosgolpes prrra 
que el segundo feeiplcnle no quedc suelio dentio del n^ipLeit- 
(c CKtemn a mcctidq que cl hielo seco sg sublima. 

Aden^js lIc la cliqueia Con h direcci^n, cl rreipiente cKtemo 
debe Tenet pegada una etiqueia que itKiique Jos agenles ciiokV 
gTcrtsfiiiatcriales hiotn^dicoN (con ^u logutipo en rojo contra 
foudo blaneo) y tainbli^n ujia odvcitenda para el Eranspurlador, 
enmnse mucslracn la figura 1 - 27 , 

r^ELIGRGS no BIDLt^GICOS 
Stisi^Kias quimfax 

I. Ii>ebe reali^FM: Lto plan de higiene qufmicu para el labura- 
tniio.^’ Sc cncucntran disponihlesi las gufas para el trala- 
inicnio ^tc los dcscclm^ del lat^oralorio,'’' 


PDCipjQnia 
Drimarii? 
CDnliene 
El C^ltTlVD 

da ernbata^ 
abwxtiervie 


RQCip«ri|E 

aacLTidanD 


Regi^rQ 
dc l3 mu«Elni 
(HSM 

6^ envio 


EbquBla EA 


EliquB^a 
dc diiDcd^n 



Cinia 

resistente 

al 


CulhvCi 


f AalCf iai 
[16 embAlapQ 
absQ±K]nljo 



SECCION TRANSVERSAL 
QE UM EMBALAJE APROPlADO 


Flignra 1-26 Tfcr^icfl pnni eirih^lir malfrijlet enn jvbpn hinkVfi-fn. 
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2. Funto ik jnltuTTubilkliid: f^usUtnciaH cumkxtsltbles 

tcs liberal! vapores sobre b superftcic liquidtiL E! punio 
dc inflamabllidad eis la icrnpci^iuni iruL>i baju pQ!iibE[! j la 
cual produce una suftcienCe conccntracidn dc vaporcs 
pam que se citcicndan. La^ susiancia:» volatiles sc conneen 
cn fornia conjwnta como inllainablcs- La clttH,iriCEicirtn ba'ia- 
dj cn cl punlo dc inllanubilidad y cl punto dc cbullicidn cs; 

a. InHarnables 

1) Clase lA; pumode inflamabilidad. < 21 ^C: punto dc 
cbunfci<^, c 38 ^ 

2) Clast IB: pumo dt infliiiiiiibilidiiij. < ll “C: punto dt 
ebuMkSdrt, > 3S ■=€ 

3) Close IC: panto dc iiiflamabilidad. > 21 punto dc 
cbulHcidn, c 38 

b. Combust Lbles 

1} Clase IIIA; punlodcinflainabili,dad. >b(] C y 'C 
2)' Clase HID; punlo tie inflarmibilicbd, > W '“C 
En cl labunturio dc niicrobiologlLi sc pucdcn cncontrnr 
diversos matcriales combustibles, aunqcic no cn las canti' 
dades que se utilizan en nigunas otras Areas. (Jn pelifro 
particular Cs cl diclil ^tcr. que puede forniar ptrdiiiidos 
Cxpbi^ivus luci!u dc :kU eXposici^O al blirc. El dlCf SC Ulllizu 
en algunos procedimientos de concentracidn de par^sitos. 
Hoy se dispone de otms altcmativns a csrc pnoccdimicnlo 
para evirar (al peligro. Si ex tiecefarjo utiLi^^r dter. debc 
alnuccriiirsc cn la mcnor canlldad posiblc y dc niiincra 
adccuada. 

3. Liis sustiineiiu quCmiCus currusivus .se dcfincn CDino jgcntcs 
que tienen un pH < 2,1 o > 12,3 o que pueden comoer ei 
;iccm (SAE102£lJ tnSs dc ft.6 cm por aAo a iina temperalum 
de 5d4 ®C, En. el laboraiorio, los coirtssl'^oi mils comunes 
SOIL lu» AciJoa fuertes. eomo el jlcido elortildrico. Sc deben 
ulilii:3r ImnspcntaJorrs dc bolcllxii que cunlicRcn deidus 
conccnimdns cn canlidadcsi mnyorcs dc mL. 

4. Lax xuxtancias qufmicas jincompaiiblex iideniincadas de exe 
iiiodo en las hujas de infiirmacldn subre la seguriJad del 
matcnal) no deben ulilizojgc o alniaccnorsc juntas. 

5c Los latos >' cabinas dc ,iLn]^ccnatnicnlo seguto deben ubicar- 
se lejos de la.x fueiiiex de calor. llama, ehispax y salidas. Las 
Areas de almaccnamiento deben exlfir ventlladas en fnirtia 
udecuuda y scr dc acceso limitado al personal. 

6. Tudos los rccipLcnlcx deben cxUir cloramcnlc rxjIulaJus cun: 

a. Conicnido 

h. AdvenccicijLs de pcligro 

c. Precauciones expeciales 

d. Fechn dc recihido^pccpamdiii 

c. Fccha dc apcitura/pucsla cn uso 

f. Fccha dc vcncimicnlo 

g. Fabricanie 

7. Encaso del derrame de una xuslancia qufinica Ikiuida;"*^^ 

a. Detcnninar la natumlcza del pcIigjroH ai cs rKcesarin con- 
:iiili 4 ir |u ht>Ju dc inF^rmw^n vnbre Is seguridad del male- 
rial. Si el derrame es una emergencia evacuar el Area. Si 
cl material presenia pcligni de enccndcrsc, climinar todas 
las fucnlcsdc igmci6n. 

b. Nucificar ol pcrumal apropiado y obtener mix ayuda xi 
fucra nccesaiio. Idcnlilicai eualquicr nccesidad dc di«ipo* 
\ilivOx de pnjteccido pcnifnliil. 

c. Cnnfinar el derrame en un Area lo mAx pequeita poxibic. 

d. Nciilrali/jir los Acido.s cun carhonau> dlsudico. Neuiniti/ar 
los Alcalis con dcido bdrico al 1^-. Piira gfomies candda- 
des dc AcLdox o bases enjuagar con abundance agua Laego 
de la neutralizaddn. 

c. Limpiar cualqmcr Area salpiciula por cl derrame. 


□ixp.idjaaniia pwial iftquaricu. par 4l JATA 

&i] niaJizaicin Ins r»gtamH4tQiorkn pan -‘narcarxlaa p«I^D9Ba 1.3.3.1 



Flours 1-2? Luguupu Uel u^cdlc y "uvbu al iidii^niuJur'’ cjuc 

ilrbc r.'Liluoari« mt cl exu-riijr Jc cualquicr paqutu que L-nneengs inauriuln 
peligFioMJS D j[)Ciei:ci(K[K. 


t . Pao demircK dc Lfquidos innarnable.x y idxicox. ulili/ar 
abxorhenlex para reducir la presirin Je vapor y evitar la 
ignici6n del liquido. 

8. Eksccho dc las suslancias quindcos; 

□ . UtiliziiJ gaunlcH de gumu. dclanlul de guma y gafu-x. 

b. El [miliar lodoi lex objeiox prexenies en el lavabo design 
nado pure dcscanc. Dcjar eorrer agua fria dc modu que 
no sttipique dentro del lavabo. 

c. V^erler Icnriuitcnie el Elquidu lu mAs cctca CL?n)[> sea pittsi* 
ble del drenaje. sin salpicar. Sdlo se pueden desearlnr en 
el drenaje del lavabu cnntidiides mEnurex de 5IM) mL. 

d. Luego dc tmaliiTJtrcl dcseartc. dcjar que continue conien- 
do agua litilpia duruilie vuriux ntinulufl. 

c. Dcscartarlos solvcntcs orgAnicos solubles cn aguaimcla- 
nol. occiunal enmo ya se dcscribib, Para los liquidos orgA- 
[ticox ifixoLubtex. ndlo sc pueden dexcunar de exiu forma 
eaniidadex rnenofcx de 1(10 inL. Para cantidadex mayorex. 
sc debt cnnsultar con la oEicina dc xeguridad del hospital 
o con la oficina dc seguridad y salud ambicnlal local. 

*}. Pcligrox radiactLXXKx: cn cl paxado, lox laboraloriox miliza- 
ban suxtancias radiaclivax, en especial, para Ins inmunoa- 
nAlIxis. Hslos pnxx'dimicntox hnn side rcemplazados casi 
por oomplctn pur Ui$ cnzimoinmunoaiiAlisis. Si en cl labo- 
ratorio se utilizn jlgun material rodiactivu. sc deben seguir 
lax reglamcjitaciDcicx apropiado-x dc mancrj cstricta. Cast 
siempte hay un oficial de seguridad inslitucional para lox 
illaLebaks r^laaivos, a menudo en el Dcp;irlaiiicnto de 
Raidlalo|fa. 

lOr Curcindgenos; x debc prcslor cxpcciiii atcncidn a Ids temas 
de seguridad para exie lipii de xuxtancixx qufmicas que se 
ha demDsiTiitdo que tienen eterto potencial neoplAslen. a 
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vcc» 56 I 0 cn aninuln dc laboriilorio. En cl Ijibormorio Jc 
nticn>hiflluf{n. cl compucsto m^s p^jbdblcnKnlc sc 
cncuetLtri cn cstncaiec^ariics el rormaliiehido. La fantnli- 
Tio«!inna solucinn ci^tahiljiuidn comercliil de Tormaldehido, 
uiiljjcada como Mlucirtn jI 10% en Iwffer (4% romnaldehf- 
do>. El fonnujikhfdo cs combuslibk y un ciiicLndgciiu 
pvloncta]. Las rCglaniCitMCunies locoJes paru cl rilmaLcnii- 
miento, uso y desechodel formaldchTdo diriercn. El Area de 
trabajn debe esiitr bierr ventilada; pc d«be ulilirar preteren- 
rcm^iKC unn campAbii ik escape i^rni jiusi4Fici}i^ (pn'mic^^. 
El Cotttge itf Afneritmt Paiiiifiojiini.s cxigc cl CDnliol dc los 
vApOTCs (k formaldchfdD ca cl area dc [rabajo; si sc cn- 
cueniKui nivcIcA aecptablesik no sc nccciiiLa rcpetlr La pruc- 
ba, a me nos que cambien Jas condiclones. 

I L Mcrcurio: cl mciruriD clcmcmal cs un imponantc pciigm 
k saluJ. En el laburalvriu de mivriLibiologfa se ki 
CBCucQtra cn los tciTn6nictn:is y cn algunos rcoctii os fija- 
dorcs para los frotis de pjunsiiologfa. A pesar de qua ^dlu 
sc hallan involucmdas pcqucAas canlkladcs, muebas insti- 
0Ku»nes han ekgido. de iiiatiera voiunraritUi debiJc a leye^ 
locale’s, eliminarjo por eomplclo. 

{ncBififias 

1. Coda ejnpleadn del bospitaJ es rcsponsable de evllar los 
incenJios y ile ayudar a redueir aJ nifnimu los. sinLcsEnos que 
los ocusiunan. 

2 . Maitlencr las areas dc irabajo Itbrcs dc basuta acumulada ) 
dc malcnaks inflamablcji. Los cnrrcdnrcs, loti piuillos y bK 
escaJeras deben manicnerse sin ohskucciooes que puedan 
linpcdir la salida o aprcgiir coinbusTiblc a un inecojiu. 

3. CunchL-ar lax fuentcji dc ignlcldn^ las Llarrias abkrlasH Ids clc- 
mcnios dc calor y los gcneiadorcs dc chispas (Tnoroncs, intC' 
rruptores dc luz, fncci^ y cstAlics) M5s del 22 % de los 
incetidios de Iv* Ch^piiakii son eausadc>s por insialaciones 
ukctric:.!^ dcrc[;llK».sus. 

4. Ell personal debc eslar instiuido accrca dc las difcioncias y cl 
uso dc lois cirtinloTCs para las caalro Clanes de iitcendinn: 
a.Ckse A' jncendios qoe involucre materialescfHnihiuslitries 

oidinariotiH coma maderid, p^pel. Icia y plAslkos; ulilizar 
un CKlintur dc agua a picsldn (lipo A], 
h- Clu-sc 0; inepncIlnK que invciluDruC liquidDS intliulUiblcs, 
coma alcohoK nafta, querosen y grasai urilj 7 ar un crLimtar 
de didxido de corbono (tipo By 

c. Clasc C: inccndkvs que iovulucnm ekaricos en 

Id!^ cujIcs puicdc exisiir pelijjm de olectrcx^LLtLirse dcbldir j 
la conductividad eketriea:; no ulilizar nunca un cjilintardc 
agua: urilizar on c’ttrnmr dc su^arKias quimica^ Kceas 
(EipoC). 

d. Ckse D: incciulios que involucian mclakM eOinbusliblCs 
oomo magnesLU y porasio. Se rcquicren ktnicas expeeia^ 
Jcs. Lkunur dc inmcdjalo n b csTdeion dc bomberos local. 

5. Las itumEas para incendios se ulilizan para, sofocar la rxsti 
menia incendiada, cnvolvicndo a la viciiiua con ellas. Si la 
veHiimeniA inoendia, deherS ser arrojuda al piur y aplsunis- 
du para sofocnr cl fuego corini el pjHo. Na curra en btisca de 
unn manlB; la conricnlc dc aire solo venlilora las llainas y 
dari como rcsultado un accidcnrc mis; Hcrio. De maiwra 
similar, una mama para incendios delw utilizarsc con la vEc- 
lima subnt el piM»: envolver a la persona parada con una 
mania si>tu crear^ una ctiimcnca fsaru lax lliunas. 

6 r Cunipla con todux bx reclamentacloncs locales para Ins 
incendios. ftirticipe en los simulacms periI'idiros: que serea- 
lizan en el hospilaU Cada fmpkado dehe conocer el procc- 


dimiento del simulacro de Lnceiidio y la ruia ile evacuacidn 

dc su lirua del laboralodo. 

Biaterifliisniiy 

La probabllidad dc que los (eirori.stas uiilicen u^ienles quf- 
micnx. bicildgicos o radioclivos ha sido real durante muckw 
ant>!i, peco udquirid un nuevo si^iflcadn lucgo dc: 1) la ImgC' 
dia en el World Trade Center y 2} el descubriinienio de cotras 
ens iadas n Irav^s del scr^ icio postal que contenian esporRS de 
djilra.ir. En la uctualLdad se requiere que nHU>s Iu 7 < labumtoriu« 
llmitcn ciertos agcnlcs a un uso absolutaincnlc cscnclul y qoc 
le propdreione ql gohiemn ua insenCuria dc cllos. AdemAs, coda 
latmratorio Jebe preparar un pbn de conreneitin pnra ocuparse 
del bloleirorlsmo. Muy pocos laboratorios de diagndsiico lie- 
nen a nianu alguno dc cslcw agcnlcs sclccciunados (vAase 
recuadro La ccsponsabilidad principal dc f^cuparsc de La 
mayona dc cstos microoTganisirns rccoc snhrc Ins laboratorios 
de ret'erencla. los laboratorios de salud pdblicii y otros labora- 
lorkh del gobicrm>. El principal trabajodcun lahtmltHiodiag- 
nosticit es reconocer la poAibibdud de eslar ante Ubo sk cMOs 
agentes lucncionados duramie cl procuilnilcnlo numiiil de ruli¬ 
ng al realizarsu tarca; luego sc lo env-fa a unadcpcndenctadc 
apoyo designada y kc nnlifica a las autnriebdes correspondien* 
les. Si se sospecha lerrorismo, la invesligacirin lomarii cardeter 
dcUclivu. En cl cuadro 1-23 sc resumen las calcgonas de Im 
posiblcy ugenlc-sdc biotemvriKmo.'^ 

En los Estados Unidos. el plan ttuciohoJ dc prcpanician pani 
cl EcTmrismn conTempla unn cutcgcviTacinn dc los laboratorios 
en nlveles mdllipks con una responsabilidad gradual para eva- 
luar Iels pusjhlps umcTutza-s- La clasirit'aci^^n dc los lubwutorios 
sc dcialla cn el ouudro 1*24. Lux cualro catcgorlax uriginuIcK xe 
com pendiarem cn ircs.'^ 

Ascgummiecilo de lacaliilad 

El scllo dc los buenos laboralorlos clinkos cs pnasiar conv 
lanie alciKiidtt a la calidad del irahajo. El asegurumieuio dr la 
calidad es el amplio paraguas que cubre muctias nctividades. A 
^cccs. paicco quo Iw nombres dc los programiis cambian con 
lantu frccxtcucie conv> ios dc los tuictcriEis. Li-s dcmnninacloncsi 
dc niejorainicntu de lu culidad o mcjormtitcnto lolal dc la calt- 
dad han dado pa.vn al nseguramiento dc b culidad, pem cn 
lodo< los casos el mensnaje bAsico cs c[ue los micTobidlogo^ 
dclien mii'ar CNUisiiuitenienit: In que eKiAn haeiendo y naejorar 
los prooesos. El control dc lacalidad cs ua pToccdiiuicnto tra- 
dieional y se .analizaTa por separado- 

El jseguramienio dr lu calidad puede lograrse en foima 
inrema o realizarse enmo piirte de un pmgrama c^Hcmo Sc 
cneitemrdrt disponibks las guius nuokiituie^ de cimNeuMj.'^"’ 
Debc coniprrtidcr liiiias las iWs del ciclo dc diagndstico.*' 

En la scccidn dc acncdilaci^ del laboraloiio sc Jiscuten 
muebaN de bs caiucierfsticas dc un pnograma de aseguramien- 
lo de la calidad, que incluye los piogramas dc calidaJ como un 
aspcctocrlticro. Las autivi^idcs lotcrnas abartan la documcnip- 
clon del dcsempcAo cHjiico dc las ensayos [que deberi rcali- 
Tursc puiu coda prueba nucvu que se iatfoduzca cn el laborato^ 
no) a la documentacii^n de In ulilizacK^n del lahoratorio por 
parte dc los midiuo',. Se debe doconientar el desempeftfi del 
personal I^erticO etl cadu kfea dt la que son responsables. Sc 
debe evaluur la cquivalcncia dc las obscrsactones morfoldgicas 
entre los tifcnicos que rcalizan las misnias tareas. Se requiere la 
e\'a]uacido formal de las compeiendas dc ii:)do el personal que 
realize las prucbsis dc labN.>ni[tirio [Irtclukltw Ifm cnrermenis y 
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CuaElro 1‘23 

■K 

ClaaintuclAu ik Um a^nleji hiulb^icds « qufinicDs cun pulenda] para tcrrorisniu 

■ 1 

catkgorU j>fl acente 

DESCR 1 P 06 n de la CATECEnHlA 

EJEMFLOS 

Ca[je|^'(3iTfa A 


*■ diifT^nitkiklo a UMiTdlliJi^ p£n4[\7L ^ ■ptrU'j^iA 

■ Vitucla [viruj- 6c b viruelap 



^ ^cpi mnrtiilidild ccni 

# iifLTnrrr.T [CiflXiWH} 



impiclc^rn la 

■* Ycrstala pcMhA [pnU) 



* i'h^ede rjunar pdnicu i^tiLim y allci*iirii^n mxiUL Y 

« TuU^ilutU Claitridrufn bolulr^Mim -l.biriylirvtih^) 



* R«i|uJer« e&pecial tiara Ij preparacioD cLe la ulud 

■ rw/rtAfttflit ClulflTlHniSJ 



fK^bllC-ii 

i FiltfVLnii{vtnii y yiPua l^Li) 

V aVKrufvinh cjui4iniln Jf Ejcbjc hcmMiiijica 

Cjtep«>rfa & 


• ^t^Klerfldameme tacil <te diurviluar 

^ Cfi.HrUa huniftii [hebrt 0> 



* Mud«ruJa mDrlibliiliul y boja murUilidiKl 

■ El^painOc llrlxclu^iii 



* Rjniukren un iKTcmcjilo ere la dc-cnfcjm'diJa 

^ f^riho^kfit} mallei (m«cnnoj 

■ Alfoviru^ [p. vj . viru5 dc la cr>«!fa]omjrljus dcL Euc 
y df 1 OeHt) 

i I'LUjE^arkkfLi 6c ^.UMBilla dc nLZUUiji 

V ToXiOjIC df- C^j^rfd'rUfti prffriiif{cnJi 
i EntHWiQilria B de-c^[afil(^c<icc^ 

■ E4KciH dc 

■ S]\jiffe{ii^ dstMTcriae 

w ?Ti^r [0]S7:ET7p 

* VWrfp ■7 p£>^w 

* CrvfXMJAiMfiiiiam ptArkiim 

CdIcpjtLi C 


AfUlCeJL CTIKigCIlCinC Difit 

■ Virui^ IViphn. 




■ H.itiiiVirus 



* I3c f^il |^'ixhjL'i:l[Wi Jf dncaiurLaiiii^lL 

■ ViruH43c b ficbt!* hcEtimiAgdca lliuL'^EiiliJa |74i (aflzpuCiL^ 



* iNlcilcjal dc a.l]:i mnfbtlidad^ ThHlDfliLhiil r impurLo cn la 

i Viiu.i-dit Ja cnin^EiJilia Cc.uiuniCidj piiiT ccitLqiAlz.i 



ulud fibhliL'a 

* 1li Ibhrt ansinllz 

riiijiPraJ^ lit ^ /rifrr/Kia:^^. 


las medicos) para todos los ensqyas quc na scan de exencidn. 
El examen poette serdediferemeH nv:tnerasi: observacidn direc- 
ta. ciidmencs ej^crilus o pnieba^ “de L-anipo" uLjlizaitdn muu- 
inni ^1 laboralano. Sc bail publicodi? \ss dc cojisctiso 
nacianal poia implctncdtor 

La evaluacidn del desempeho clel Inboralono se puede meju- 
rar comparjfHl'n el Jestotpefin prcKplii am cl dc lt*s pares 
inedimitc un pro^rama externo. FJ ttf AtrttriLuti 

Patholof^isli ofrcce dus pro^ramai dc csle £1 pail' 

nvriTa que sc clige pnni la cv 4 Luacin[) m: denomina indicador. 

El primer pmgmma. hlamado Q-Pcobes, censiste cn estudios 
iransi.'erMles sabre un lema en panicular, came la frtcuencia 
en la que un iTitcroofganiuno prupla de la piel se balla en las 
hcmucuJlivus. Cada labtiralortn partlcipantc cnvfa su& rcfmlta- 
dos del csludlo que xc hun ccalizado dc atUCnio Cutl un pruEu- 
colo definido. Estos rcsullados se analizan con cuidado y se 
elaboia un inrarme que w entrega n Cddot las lahoraiorios par- 
licipanlcs. 

For cl conlnrio. cl prugrama dc Q'lracka a cl conlnol irltc- 
rjtdo dc un numcro iiinitiid'O dc indiC4tdon;s definidos carm uti¬ 
les para establecer el desempefio dt un laborUEcria. For ejem- 
plc, el tiempo global dc respuesta de un laboratorio para un 
detemiinado anulita puede anal i/arse a la largo del rieiripa. Per 
lo tanlQ, cs pusiblc graficarcl desempeiiD cn rclacidn con t^Tis 
pares. 

0>mn yu K dljc, un labomlorio puedc iambic evaluar su 
desempefio en eomparaddn can el de sus pstres a cruv^i dc la 


parcidpacldm en losensayosde apinud.'^^En nn comiert/o, el 
ijf American pro^>rcii>na1>a i5;ias enijayos 

coinij una herramienta de educacii^n para el inejoraniienta del 
dnempeno dc las laboratorios. Luego dc k rcglamcnlacibn dc 
lil!^ dus icyes dc CLtA, pusanm u ficr una putic abtignturia para 
cl luncionamientD del laboratoria. 

Coniinl d« uHdad 

El CDnIm] dc calidad cn un Kcnrido cslriclo cemsuite cn la 
cvaluacirin conlicua y sisteindtica del trabajo para asegurar quo 
cl pfieducca filial se cncuenira confantie a ICKt limitc^ de picci' 
sibn y de exaclltud laleRdos previamefite eskblecidw.^ Los 
direclate^ y su|>ertrlsarex dc las lahKir^tnrios uliuuIch deben 
clarso cuoia dc qvc cl control dc calidad cs s6lo uru faccia del 
QinpliD terreno del aseguromienta dc la calidad. Lcs intcresa- 
dos pueden accedcr n Ins icqaerimienios del Cflliegr of Amr- 
ritan Pothuhfgixix para el curtrol de calidad (y lainbl^n pard k 
seguridad y oiros icmas impcriantes dentro de la gesti^n de 1a- 
boratorios) obteniendo la LisEa dc Compiubacibn General dc 
Labaraiimo!! dci si do dc Inicmcl del CoUt^ of Ameriaia 
t^ntrofojiisis (httpWwww.cap.fflfgj. 

El cancml de calidad en (niCn>hlalogk es un arte que 
unn ciencia: involucra clcmcnlas Intangibles, cuano cl sentido 
caitiLin. el buen eritcrio y Ta iOcneion eonsEaatc a Jos dclallcs. 
Lds progranias se debon aiganizai' teniendo en cuenta abjelivm 
bicn definidos. 
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-.j- • 

NIVEL 

DESCRIPCIt^N 

EJEAtFUDS 

A 

»lempf Aru <k ihhwchmuI 

|jciir{ 4j qijiimKut 

■ PrchLizuvviicfitch jmciul de l3s |iiwilT-?i dCihit^Jib 

* 1 jk>i^^'iirM>«- ie deti 4*) ihIimI piibh^a 

# LnuidiiciciibH eoci tajo nivcL dt hlo^Linii^ 

B (wlirt It > CJ 

■ Ci|vi(k^ p^ru cl 3islimJ«iti.9}' Im ^i(nc1m^JK:i6Ti 

4k biu4«TuriLA)o s«]M:Hiiukdo±j 

* M-tvk'kn JrariJ l^ducil-Jc atUcbUin Jfe lp& lobHii- 

Icmos ck un miyoi 

« CapjjcJLUd Lii'-jriz&Llu piru lu JJmcifKJiCiMi r^puii dt ifHicK sfJci:- 
i'LUiLido^. nu!iJijjitc L^nLc;ab Jc y nfrulct^Lilirrh 

* Pnrticipj en el dm^rnllo fniftw y e-n Li evaluaeion 

p L4it>nnricnn.n- ik *-ilud p^Nica kicikK y oiUUlev 

# Lflbofirfoiiiji e&uuiiki dt ult4i nivd 

* CcDEfoa niifdkt:^ 

C raiiiiri 13} 

* Nivtlif^ iciii dui ik 4:uEiitcrk:n1a y ichb[lh:.Ul^^il 
^ CuiKJLid.id phiu. lictcctar jeciiBCx dJicdaJu^ 

* CjfLjpu-3dn!UI dc LdlhjrjUHiLA CAldldu 

* l.;ibci[:^urii]9 at-jd^rtbLin fjclE- nperjn cu un citu dive] ilc 
cunlcnci^n hiipn i^i^nlr.ilii ri1:j|.Ll 

.-WiipiiiiA? tj rvfemrM*'. 


COMPONENTES OE UM PRQGRAMA DE CONTROL D£ CALIDAO 
[Jti pft>^rania bd^iioa dc conLrchl dc c^slidad para mkrobiotc)' 
gia cnumem varios elcmcntos especiftccis quc sc dcbcn con»' 
<krtr a I impInwoLar las divetsa's fase* Ue un pn^^rama. 
Barileit^ idci^ y aruli^d diferenres nivc]e!i tit; aciLv'ttlad^, que 
cc^mprcndcn dcsdc iiid:s b4»icati h4i3iitt b:^ in4s avuiudu- 
U[ili:fandu su esquenia^ un ^upervisof puedc sclcccionar el 
ni\c] dc actividad quc cs apTrupiadn pma cl pcrsiinal y cl votu- 
mtn cle irahajfl en un lahnralortti determinado 
Lu c{»ini iiidn tie tictcJiiaeiAn e in^pcfcidn de Ihm lahoratc^ficK 
del CoUir^if of Am^ricait Ptiihoh^ists fCAP) ha csiabfct ido los 
csiiiiidarcs pura la ocKdiLacidn dc Jos bberatorios cIlnicDS, 
ent™ cllos una lisfa dc cnmprnbacit^n pwa la ift^pccci^d de lcs 
bhoraiodoii dc nucmbiologb. Ef;ta lisia k brinda a los super- 
viM)re;i una valiosa gub para realizar la cvaJuacidm puntu pur 
puniudc liLs ncccsidadcs Jc conirol dc calidnd, Liu rc^bmen- 
lacioncs c$ 1 -o(jiIcs dc b CLIA ‘SS iticluyen Riuclios de csios 
requcrimieniDs. 

rcfbtt>eniacione^ en cnnscanic revision y pueden 

scr modircadas. Purcjcmplo^ cn cneno dc el CMS publi¬ 
cs la med irtcacidii a rcglamcniiicitiAcs subre "conlrol dc 
calidad equivaJeatc''. Esta modificacidn pcimilc rediKir la ftc- 
ciicncia de ciertas larea^ dc conlTT^l dc calidad ]ae£u dc b vali- 
diwidr dc un bbi>riHorio quc ha cumplido ctin un criierio defi- 
nido. Alf^unoN dc cajuibios son m^s eKigenliO quc bs quc 
suliciran alguna^i calillcadds agcncia^ de acrcditu^ii^n, tomu cl 
CAP; uiros la hoo) ihjcciuk. Ptur ley, las agcncias calificadas 
dcbcn toner eslindares quc son a I ntenos lan c:tigcntc!i cniro cl 
CMS, pem s«s csianJarcK puctlcrt serin a tin miifi- 

En un cornien/j^ so debc seleccitmar un coordinador dc 
control dc calidad. Sc dcbcn cslabicccr eun claridinl las Eihli- 
fucievne^ del ciHirdinador y oonfcfirlc la autcridad apropiada 
para que pticda tratar cn forma eficiemo [os problcma.^ cuando 
sutjan, resportsabjbJad del coordinadoreslabkecr los 
esidndarcs mfriLmos dc control dc calidad que el laburalorio 
(lebc alcanzar y esquematizar Jus disicrwH pustps quo so dcbcn 
seguir pam moniicrizaT y vigibr a diurio lodas 1as facetas del 
pmgrama. 


E3 cuurdinuUur debc conirulurquc tudu» las uctividorks esl£n 
claromcnte dcsciitaii cn un rtiattual dc control do calidad, cn cl 
cual lambicn sc deben esquemalizar; 

1. ileiallcs ik icMlas las practicas do control dc calidad, 
uDino lus procedimicnlos y Ion esquemas para conliolar cl 
funclonajiiicnlD dc las equipos. 

2. El control dc ttKlos Ion mediON y reaCtims cn cuarUo a su 
reaclivldad, fecha de vencimiento y pairones de reaccldn 
apfopLados frenle a Ins of^tatii.snios de prueba. 

3. Todos los jtsiiltados de los etisayos dc aptitud. 

Se deben disei^ur lOfi formularitw jdccuadus pam rrCOicClar 
los dates con un formalo de cotumnas de ndmenis, gjtil'icos o 
iliagjumafi. ik mudo dc podcr dctcaw con rapidez cualquier 
clcmcnin quc cstt fucra dc lus Malones espcradtiw- El ctxirdina- 
dor debe levisar tamibko todos los registros de control y vcrili- 
car que mdas las mcdicioncs quc sc cneucnltan fuem dc los 
valores esperados y que las acetones corrcciivas resuttantes 
cst^n cJaramcrtCc anuladas-A eontinuiicidn, sc rcidi/a tut breve 
repasD de los nutnecosos CDnqwncntics dc un prograina dc con- 
iro] dc calidad. 


OONTHOL D£ LOS APAMTOS DEL LABOnATOFtCQ 

En. todos los bbocalorios de niicrobiologJa sc debe csla- 
blccer un pnograma dc mantcnimicnio prcvcnijvtT para asc- 
gurjr cl funeionamienlo adecuado de los equipos el^tricos y 
mecaniens. Los aparalos deben nevisarsc a intcrvalos prccs- 
lablceidoH; sc dcbcn rccmplazarcicnas panes de el|[>s luc^o 
de un ticiupD dc uso cspecincado, a pesar dc quc no parez- 
can gastadas. Rn cl ctiadrn kc mucstrauna litila htrevcde 
algunos aparatos, el proeedimienlo de control que sc debe 
Ikvar a caho y la frectPcHeia y lo^i IfntiicN de (oleranciu. Se 
debcii asi}tnar las lareas entre los miembros del persona! del 
laboratorio paia asegurarse dc quc toda^ las inspCCcion.es se 
Iks'cn a cabo y quc se rcgistreti todofi los datos de manera 
ex acta eo cuadros o en el mnnual de mantcnimicnio. 
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CuadiD 1>^25 pTuccdimkntei de vlRfluncta dd cgnlrul dc cilidnd del eqidpamfenle mlmlNolAiiko usadiK cmnfiBmrniE 

EQL'tPAMIENTiO 

PROCEDLVl[E^TO 

CRONOGRAMA 

1 iMITEN PE TyLtHANClA 

Refrigeradom 

CofifdiMJort^ 

Rcf rilTG 4k tempmrura* 

Rcfhiri^dc icfnpcricun^ 

[>i4noocvjt4iiiun 

i-S'C 
-fiji -2(1 V 
-60 a -75 T 

EjCtufjL 

RejiiiEni-ik leinpfTiEura^ 

fyarkNii L'OnlirtuO 

353 i i t 

LLsiuTiu (COJ 

Mcilkil^L Jcl ^LKfliilo ik COj 

LTid (k ua aiiBlii^LH Jer un* 

ft qd dh|;iQii4L\-a 

DiaJKNL>ikA HClc*-! |p.ii Jfj 


-dc 

Rc^pMui dc icvnpcr^ivr^.* 

D\^? 

36-?(! "C 

55-57 X. 

BLikjucs 4k C4L«i3ranibmtri.> 

O bkximrE t^ni:uc4M> 

Rc;iE4i\»4k Icfiipcnlun* 

DLoiV.! 

1 1 del njwJii 

Aumtflvies. 

E*twtia CPU 4ira dr fspcTi 

Pttr h ‘driTunahnrncc 

Siw ornmicfiCo dmpnni^ rn NuIx-iilihTTf inlicj 
uit HiAuyorbkji] 

Mpdwlnrpt dc pH 

Ptvcfifi wiTEjtmp^ dc 

4:K!n de ptf 

C(Hi c?di 

■i 3i,l ueKtitlfs (k rK dtH r!u6[Kkr4tuc kf \hA 

JarriL'^ dc irurrcihiHii 

Tin con Jndicidof 4zul de mrtaleDD 

Coo cifk UEO 

Un camJhie de de la lica dc htxj] u Muico indiea 

ria>i TMKion dcO^ 

Cajj] p^isiicA uiuiT^tHft 

Culiivv dr r^ovyi tipo B 

RrHlLzirto pcrii^LriiTHiatr 

El cirrinucfltD iiKiicA muy taja Innit^u dc O, E5-ii> sr 
util'tza ■!»]□ cuandn h Tcquicreufi leuiLia de 
eiETemaJBrTKfile tiaja 


^nlucioD can indicador otalI de 
melikpw 

C4>nEirLici 4> dunii 

(.ji^ permiwceii i7iCM>]nraA n k iijns™ dc 

0^ cs Hopa 

A]!iiniA3 MilalDEii^ puna 

dr poff 

cniDur^h 

Cr4iiii r^lj. DUS 

IftOi IDRrM 

CcairilFii^a^ 

[..'inErul ik tc^ihSiM^H^na cm mi 

tBci^irtelTYs 

Mcmviliiwuu 

PmER] dri 5^- del fijadu rn r1 dial IncbiJ^dEV 

Cu6iru!^ dc b^ujidail 

MrdicK^fi dc li wtlociikd 4Jcl urc li 
Crui-fs dr h jpcilvn fcvntil^ 

SrEnntnJ v cuaifiiK^trul 

H) A 4k tlujo de airr par niinu4o ± 3 R/niin 

p (■'iiJg dtJir^rtinrrwPi^ Tf r fyn^n ipt 

' Auir^nriiA JM^rrPi«fviuf'-i>.. PitlibtKfjk 
^ Srhmefrr AlnOf I-^nffWnv^ Cv. Chkxifv-. IL 


impofiAntc dcccctar dc cnmcdiato las lendcncias ascendcnies 
o deitcendenies, pata que se pitedan lornar la:* co- 

rrcciivas anics dc quc sc praduzcan eirores serins. .Se debe 
dcicrtninur j rc^Eistr^r cn forma dinria con un Icrmdmclro 
calibrado por la Burenu of Srunttanis aeon utu quc sc huya 
cnntnilado pnn un tcrmn^melm calibrado. la rcmperalura de 
las esiufaii de incuhaciriti. refrigefadores, coneeladoreji^ ha- 
dos de agua tennoj;(aiizados y Ins bloquei; de caleai^miemo 
(fnnicos). Sc debe dcicnnmaj TambiiSn cn forma 
diaria la concCiilraL:i6n dc CO, cn Lu ciitufas gou alindsJera 
de CQ^ Se debt esublixer la causa dc cualquier leclura quc 
sc encuentre fucra del rango estipulado por el cemtmt de cali- 
ciad y corregir de imtiediai.o cl dcfocio. 


CO^OL GE LCS MEDIQS DE CULTIHD, HEJUUIVQS EINSUMDS 
Todos Ids medins y reactivos se deben revisar Ireiile a ios 
enntroks apmpiadi'kS pani csiaNcccr su corrccta rcaciividad. Se 
iccuDocc quc muchos dc lus medios cumerclales modemns se 
TtaliTun cod un alio grado dc calidad o conflabilidaicL Sc ban 
creado recomerHladDiies de confieiuo pnra b:s noccsidadcs 
locales del conrrol de caJidad.^^ Los pacDn tnedios que pueden 
[Cner prObkiniHi ocHsionalcs (p. cjagar chocolate, el medio 
para C&ittpytrfbucmr jtjuni y cl afar dc Thaycr-Mariin) deben 
sofTiclcrsc a pnjcbas dc coditnal eo coda laboraiorio. No cxiste 
neccsidad de prubar muchos ulros medios si cl fabricanic pro- 
poiviona la documcnlacidn quc demueslra que se observ'd en 
ellos una correcta reactmdiuj. 

B EstigrTBdel dr.VaFbrEso 
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Cuadro l-ZS rnnlrttl dr CHlfdncI <ft ]4is kikIkw utlllzados tan m»>ar Ittcutiwin: ori^nLiitirA dt cuitln)l SDCtridat ) 

MKDIO 

.MIC'RCK>B[;A\JS.MO!it HR CONTHOL 

fti^^ccK^NKs f:spkxapas 

Agar 

5J^kf^irkcarLii.T4lc[ 7;ru|-'H3 A 

Cicciiiiicnu> adwi^Jiih J'lwmOtififc 


^ fmrumaniiir 


A§ir 


CTi:4:i:[IUCDLU d■jl^:lkhkJL 


-n-tKrrxilLtk^} 

Jrkvii-c’M.^. no del pnip:> D 

SjD iLiicLaDfiicnEo^ hLfi caiubiu dc ^^cJ-jE del nkodi^^ 

A^ai Liutculatc 

Ji'dtt‘jrr4>]'//jrJ'uj- jr^lMCTLcur 

Ci^:-ci.iiiK.'filfi aiJcLikid^p 


jVfiir^rju ^fTk^^rjfirwflf 

Cirri mxDbi> adenmiLp 

A^iai uiCA dc. Quihlfrtuza 


C^irTi|Jctu£Ti;nlf HMiL f[i|.>kicii^) 


JTTif BUTil'JJTj'lV 

Ill'Ll dr IIuijEd luafi (pu!iili%n |nn:uJl 


t'.vrJrrnr^i^-rri^i 

A[nui]b> tne£u[LVLi] 

A^iv nCrulLi (V? ^jpTwmN 

A. prtramnvfciiv' 

C»rimKal4> i; ct»4or-3Zu[ ipoNiii^i 


£^1 i'r-'ii 

Sia crrcimientD. ptmunm ^Thk lrrr^;)Uvo^ 

A^oj ci^ua tripika^ iCTA) 


AnunJIj rpusiiL'hoi 


BrarJrufnella mlarriui^^ 

Sin L^imhH? \^c 4:Lilor (nc^iilhu) 


flTrAr'rir 

Anfunlio rpcKlu'^i'ii 


A'. 

Sid uiiiidun dc ca\i4 l'ne]fa£hVu| 

MiltfKa 

dc O JV, mrnrflf jriWlPN" 

Anwilhs rp^>tiir\Til 


lY jcjjjyrf^w 

Sin Cj^ndw Lk ^\jUh 

Laclflfiia 

iV. fiTir^aTjrjjj 

Acrunllu Cpcnllnul 


A. 

Sin (nmNn iJc enhv (iKf itivnj 

Libiiut descadxi^iluu 

K. frflnarwcwfjfk" 

Amlwjp ^po^jlivoj 


tVWf'nriNu f^r f^aT;oi(r 

ArrurilJn tncfnlv^nl 

Afgiauia 

f_ 

AzuluJij CpohLlivoJ 


f'no^r'ri.T r7ir/u£rJi-E 

AitujiI]li ^nrjzDiiYn'l 

Cfnitjri^p 


Azuliidli ^jXiKi<i^n> 


K, 

Anuriilln 

CUrfii'ial 

^^ruJcdf J7¥jr^ r.ir'^Jir 

i^ila •Llr ckuifiLULul^H liLdKHfMii^ 'HC[ 3 


L. cliMu ar 

Sin £L3i^ hlr uSariliLaL'Kd 

AjDr e^ni>-l/ijl iJe rflclilcrXb 

t Liri/f 

Cr^dnSienli.! attecUiiJn. tmllri vcnJe frltfl^hirO 


A". ^r^fficJTJJi^r 

CPKiD^iciilo mSkuojJci. -LDlofiiu violctu. ^LQ bnLIu 


/Ff-irtf fj" 

Cr« jinjcnlo ad(vu;idDi -EDlcciini (ran^pofcji^cs (IjKtou negativo] 

Afar cfYif rial ck HcLtorri 

r^p^ifmridiigi 

CoInnuK vcrdti eon cenrnh 


5. _frcwcrj' 

CuLonuij verdfl LraEupuruLo 



Crrcifnicnlo levcrvalc inbibidft. c^1oni» nimvjH 

Ii^jI idc KfA'ao 

E. LVr/r 

Rojo i|x^sjuw) 


E ^ii^^.uiiLiH^r^ 

Skii coLh rojij 

Afarhdcrn.1 Uc Kli^l^r 

E 

Pkn de fkuiLi ■k'lJj^CDmio Ikidij 


^TiVW^F 

Fkli do fkjuLi ak-nLiniii/rnndo Jcidij 



Pico de fluci ikuliTuVforiKki ^^kilbui 


r>pAr«un4ifn 

Piro de flauta ikalino/forukt [keeto 

Afar-lisuu-bfefm> 

S. rJirii 

Pko dc iliUJEa )• AjoJo \tolcia. ILS ^ 


Shr}^i^ fl+'.irJf fT 

Picii de fl^uca H-ioleu. fondo imArillo 


R mrra/v/if 

Ph;n dc i]:iiiti rnjo. lonclo anrnilU^ 
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CUSditl 1 '26 C'nnlnid dr t.'alidad dr Iik inrdkK uIiGipdn^ cnit itvo^VT fTHUFIlrilt: 
(.qwracbs icvn/.t 

<if^l^pEvi]4n lie nmtnil raj^Tid[u v iX'iCiiiMKS 

.MEDK) 

M]CROOItCfiMS^tOi^ ne; CON'tltCII. REACCIONKS Ei^PERADAS 

A^irdc MakCiHiLsv 

r. 

rinadu (IbcUku puKilrva) 


S \ mirohlifi 

Ci»lcniiai ir^pnlnriK, xin duperxi/hn 


l:TprrkK tit KnUffii rWifi 

Sin cnecimpsplo 

hlai(JdUl^ 

f. rvjif 

if in 4:rDcut]iCal4P 


K, /rnt'umtmKTF 

CrEnmifnlD adtctlncJo^ liml LX^QMCbVL^) 


i* tnin’ibiiis 

Medu:- Eurbio inixiEi^u.i 


II*. jmeumfMterr 

Sin buiitcx lilLiitinbHlihCil la Mrfd dt ^icfcibru (OrgDELVO.I 

Oldd U iiflU JUCTUa 

t ifWj 

Kojo al !*jrtipr k)* 



Sin (;ohA i^ji? iiKjaUtv) 

A^iri;]ngTC- fcritirtjl -ilcrtol 

Etpwws dfl 

Crccimtrtitft adraudo 


K- iT'dj’ 

Sin CKLiffljCAEi? 

47-niliDfcjio1-p-£al3ctc^pinrj6fi^ C^-^NPG) 

Sw^rz\f»t rfm^riTJA'rrdt 

Amarillo (pcnilriTij 



lrKM^l™» (negfliiTO i 

l^mlaJjiifiuj d^Hiiiuiuu 

#! nun/bilrz 

WfJc {BkkcLi-tfur 10?- FeCt^) 


F rnh' 

Sio colcfTVfT^ {ric:gib^T>) 

iSSi 

S. ry^JpjMN^i'jjw 

CoLiHiim [ficiiiord^ Ccrulro \x^io 


F 

Sin L^tLiulf^ua 

Vogev*Hrt^\kaocf 

K, 

Keij^ (4Ji^~kiE^'Lr 


E. •:t>H 

Sin ■Jn-UTijUi? i nc^liivb 

AKvr ^l|retn-|puiilMi<^nT«H fXC-C?J 

B^pcrirs !yr^tMu\f\eU<T 

nnpfl^ rjarina pc^rtiv^i) 


L. 

Ccloniu 4ifnuilJds (a^um pusitivn) 


Ej-p^hZiCi dc 

CulCdUtti Er-ampOMUk |fl£^Li^\>l 

■■ .W4i ™rt,y.irL»#h C*4r^Jli41J^ tVfJb.lJt'-p/.-i™ 

n Lid t? /\f J rjJ . An i H > Lrf ut/r dr 2fiOS. 



CuadrO 1-27 CanlrnJ df caJldad dc rc» 

icdiiH y iDiidiiK SElcExianadai* 


MEUIOSOSKACnVOS 

FREtULXtJA 

COrfTROLES 

Tinc-icin dc Gram 

Cacb |L>i« de tfllfpmiHW y il rmtiw^ -tfmattlirKitw: 

tlF^sani^^nnih jnmp«‘^iciv4i^ r jiimiwjUiivp^ 

Om&tiruionn no itimunol^jins^ 
flUCICHLCJ^n 

Csda duM livh** V€ ulili^j y -lucJa dlhjitp IliIE, irtuiiFiri lE^ Jau 

Reaciw id.id upn^pluda 

TinciwK:! fluomcentft 

Cadji '~<i. que- v uril^na 

Rr^c4iv]dn>J apmpia^a 

SiqrraiiiL lic uk'^niaficiL'ii'ifi dt caulaid, coagu- 
iH-ia. onidtabB- bBCJtrujcijnB. ofM;ixt:uijib , 

ONf*C#, K □ V 4^ 

Clda rtUt^u Kbie. ntj-shFru di> Icnc LhfdhiO 

OxiCroLfex pilxiiLvinx y 

AnnsucEos (SuJnpjfJM^dj y SAf^PJcjj 

Caiiii rtLU7\cj Icrtd^ Fiurtk^ha dc Itiltf n enkin cuindo u prepa- 
m n nbm y urta ^ E:'>kda b fh lti lUcrrii^^ 

rk-Kidnlci pnulLvnx y negation 

P ^o^nn difcr(!fl4tfs dc nitnwtfina) 

CidA df^ que RT Oltl i74 

04*41 wLcfi y rwgMiyiHi 

\i laL'Liiluiu (Jliin^'c^ana ^ 

CbiLi nucvcj lore, nunifm dc lulc epcdviu 

CfWitTnL«x pciLilivDX y 

d; nucldn^ 

C[hk Jfj qyc K liliUfJi 

GfficraIrK [ULJiivi3& y Dcgaliv^iti 

AFfl 

Cadj di.i qK u ulili/ri 

Ooncrakh, pnririvosi y 

AniTabLof.ranid 

LliLin.uni.'nCE n xerrinnpCriiciiir Nt curnple c^nii cK cnlCTPr^ 
i|rfa.%c tiljT- 

nrglE1L!^P& BfTbflLliln 

^ Tt^nuiA'' df .WiTjrJiAJnjTii n^irnAliTH 

H‘rUf dr uriwAxT 1^ 
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64 CAPITUL0 1 lniTotfucel<)n 9 la mlcrablologila: Parte I 


Eli el cuedw 1-26 m; ]i)iuin I (is or^niNiiKVj !-ugeiitl<K y \o^ 
resiulLi^cK Ltci^plabldh pam ]ct^ inetlioit Ui: culUvo millAado-s com 
nuyor fircucncia cn las inboraloriQ^ ciriuco^. En. Ia& Litx9ri^i> 
nD« so pucJcn manicnpcr orfanismofi de reserve para coFitrol de 
calidnd a (raves del suhcultivo de las cepas bacteriana^i que se 
afslan ccumi pane del trabajn dc njlina. Como aliematlva. y 
itid^ oonvenienlc, :sc poeden CLunprar niicrourganiMTios de 
veserva cn culecciaAcfi dc CultiviK. Como ATCC iAtnenraii 
Type Cniierr Cfjiiffiinti. \ 2301 Park lawn Dr, Rockville MD) o 
promornces ontnerciales. El tabneante n el JaKoratorin Local 
debe conlrx^larcn cada lole de medios dc eullivo, ^u reaetividad 
corrccta y capaeiJad cumu iiuMratu adccuaJu pam el creei- 
miento baclcriona. 

Los lulxtH dc cultivn. I[u placafi. con medio y Lofi rcaclivoK 
deben presentar una ettqueu que indique en t'onna elara el con- 
ten i do y las Techas de preparacioTi y de vencimiento. Se ttebe 
hacer rcfcrencia a los iuIkis de coltivo. plaoas con medio y 
rcaciivos ■'codinfi^d0^" dc matwm qut adn el persotuil que no 
perlenccc aJ labomtoiio puedo inicrpiclai cl c^digo. Sc deben 
delinir cn forma prccisa las rcflas dc controL dc calidad que sc 
aplican a los ajitibiogramas. 

Cad? loce de ntedio en iubi»s o cn placas debe scr soitic[idi> 
a un contnci] dc cslcrilLd;id. sobre todo aquclloi it los cualcs sc 
Ics agregan cornponcnles luc^o dc su csccrilizacidn. El control 
dc cslcnEidcid tJche reaLizarsc en forma visual y par subcultivo. 
Porejemplo. CLcrtof; medics seicctivos pueden suprimirel cre- 
cimiento visible dccicrlas haclerias: sin embargOH pueden apa- 
rcccr micruoiganismos viables cn cl subcuJtivo. El medio pre- 
pnrado tambicn debt scr obscrv-jnltj qn ciLinio a la pr^^crtc^a dc 
otros signos ik dcicrioro, como cainbio dc color turbldcz, cvi* 
dcncla dc congelado/descongelado y cstadodc hidratacidn. 

Ln frecuenciu con la que sc dehen rcalizar las pmc'kiH de 
c(.inin>l de calidad vobre Jos mediot; y Ids reactivos OnuluiJds 
Ids rcaclivos piira .scmiogfa) csca clariLmentjC definida por varias 
ageneias dc acrcdilflcibn- En el cuadno 1-27 se mucstfrm nlpu- 
nas lie laf! rc^ljis pnra et control de calidud de medios y reacli- 
vos. Las rccomendtick^Cs para el coUtnil dC C^iltdad iK> 
est^licas. Es impofianu; seguir las reeoineiidacicines aulualc;;. ?1 
mcnos cn pjilc, pOrque cs prubabic quc los canibios rcprcsctl- 
ten menos trabajo cn lugar dc mas trabajo. 
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Introduccion 
a la microbiologia 

Parte II: Gufas para la recoiecci6n, 
el transporte, el procesamiento, 
el analisis y el informe de los 
cultivos a partir de muestras 
de focali 2 aciones especificas 



InfecciDues del aparato 
respiratario 

Inf clones de las vias respintonas 
altas 

Rora cn(J6gena 
Farini^lis 

OlrBS infeccitjoes de la csvldad bucal 
mi^rentes de tataringiiis 

Inleociones de la nasotarifige y cuhivca 
Qlifis media y sinusitis 

Ep'Qiotitis 

UrinQil£ 

Olcas inSecdones de las v'as respifatoms 
altas 

Intecclones de las vEas respir^torlas 
trajas 

Traqueobrcnquilis 
Grorquiotitis 
Nacnonfa 
fJeucnanla cninica 
Empiema 

Neiimonfa en poblaciones especiales 
FiecQieccidn de muesuas para 
el diagrvystca de las Inlkcii:^ 
de lasvtas respiiatofias bajas 

Prueb^ de laboiatofia y dIaflndstloD 
deneuntona 


[nfecciones del tuba digestEve 

Inteociores intestireles 
^niomas dfnicDs 
RecdlBociSa de niuestrafi de Iwocs 

CcKtsideradixies epidemi :)idoicas 
en la es^luaodn ds los podentes 
con pstroerrseritis 

Inf 6CDion6S del tuba dlgestiuo alto 
Sfntunasctinioos 

Ottenckin de muestras del tube 
digestivo aio 

InlBCClanes urlnarlas 

Signos y sintomas cllnicos 
Factores del humped 

Recoleocidn de muestras de orina 
para cultivo 

Muestras d9 Orina del dicrfo medio 
de la mlDciOn 

Oiras fTuesiras de orina de miccidn 
espontanea 

Recoleccidn a partir del cat^ter 
Puncidn supiapdbica 
Cultivd de muestras de orina 
Pruebas de crlt>ado para Inlecclones 
urirradas 

Pruebas ds crlbado para tecfefkiria 
Pmebas de cribato para pluria 
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Inbccionea dal uparato nesplratork) S7 


[nfeficloties del aparalo genital 

Infeccionas da transnni&J6n seKual 
Uretritisyoeftncitis 
UloefKO«<iilal« 

Inlecciones genitales transmitidas por otravkdife rents 
de la sexual 
Vaginitis y vaginosis 

iniecciones (te lOG genitiles uviemos lEtmanirnG 
Complicaciones sistemicas da las infecciDnes genitales 
OiagntJstico de las infaccionas geriiiales 
DiagndSticD de uretritis, oeivKitisy vagiwtis 
DiagnOGlIica de iiioefas genilaks y VEiruges 
RecoleociOn de muestras genilales 

infecciones oseas y de las articulaciones 

PiesenlBcidn dlnica 

DiagnAstico de la;s irileceianes Aseas 
y de tas artteuladones 

InlecciDnes del sistema nendoso central 

Meningitis 

Encefalitis y abscesos cerebrales 
DiagnosticQ de las infecciones del sistema neiviose central 
OUenciAn de muestias 

EwIuadAn de la respuesti inflamatoda y ds las l^cnicas de microsoopla 
Deteccidn diiecta iJeemlgGnas yd&^cidtis riudacos 
DiagnOstioo seroldgioo 
Dlagn6stiDD porailtivD 

Heridas, abscesos y celuirtls 

PresentaciAn dfnica 

Oiagnflsticode nfecdones de heridas, abscesos y celulills 
Recolecciiin de muesiras 


E n c$.TC Ciip[[u]o ctsimliartnio^ lo;; pai;Of> ncccsariofi paia 
el diu^ndvlicut de 1 j^ inreizeiones. En cadu unit de Ihk: 
siguicntcs K^ioncs sc prcscnlarin los Aignns y Iw 
tfiiiriiiih-: dc Jitn inrcucriiPitcs quc idvolucran los princLpoIc!! sis- 
lemQ*; de Arganos. Se describen ]os proceidlmienlos par^ La 
irooIccciAri, cl iranspojtc y cl pfroressmienlo de Ins muestrad;. 
Ld infOrmaciAn siC resume cn cl Cuadit> 2-1. En iHiii palabr^s, 
cn c&Lc capfculu sc iiEuili^^£ la Tau: preanEtirtLCii Je] cicio diag- 
nAsticn. Las fascs postchores sc cftosidcrariirt sAlo brci'cmcntCn 
ya que se (man en los eapitulos siguientes. 


tnfecciones dsl aparato respiratorio 

El npar^io lespitoiOiriD sc divide CA las vinK respiratnriaii alcss 
I la iiarij!;, la garganla. la arotaiinge y la nasofairinge} y las VLas 


Examefi miucisccciico cte las muesiras 
Cuitim 

Infecciones oculares 

Pnesentacion clinica 
CoojuiUivitis 
Onaattb 

UveflisyendDltalmilis 

DiagnAstico de las infeociones oculai^ 
newie«idn do is muesiia^ 

Ejtamen microscbpicci 
CuH'ivds 

Infecciones de la sangre 

PresenEacibn cifnica y A^tocjenia 
Bacieriemca y sepcioemia 
TiposcteOacteftemia 
IrlecciAn intrav^so^r 

Oadef iemia y sepsis asodailas cen Ids ealgleres 
RecDteociAr de hemocultim 
ConiticriliadAn con nora dc la piel 
Ganiidad y opoduniifid <k ios cultiy&G 
Ntedios de cuttivD 

SisteiD^ de procesamiemto de hemocultivos 
Sistentas rnaniBles da hofinocuitivo 
Sistema &. hemocdiivo por lisis y oantriFugacibn 
Sisnaies de hanocultive auomatliados e Inr^ninailizados 
Estudlns comAanitri/ns 
Corisider3cjoi>es especiaies 
MiaoDrgarnsmos rxn requerimieniDS nutricjonales especiales 
yendocardiiis 

O^rieni^ysei^asixiadaG con los catSeres 
Tetidosybiepsias 


ruspinitnrias (la la rings, b tr^uea, los bconquin^, lo;^ 
brorKiufolJ!; y los sacc4 aK'eolares dc los pulmonK). Para este 
untili^is. cl ofdn rnedio fque se conecla con In pnric p«wierinr de 
la fjinnsen ItavAs dc la irompa de Euslnguio). la^i gliindulns 
Fiali^'aleii (comuniicaidn!; con la cavidad bucnl por medio de con- 
‘ duclos excrelores) y los servos parnnasalesi (coneclados con la 
cO/vidaJ nasal pur medio dc cnnduOlos dc drenaje) i>c oonsvidc- 
ran pjiic de bs vffui rcdpiniLurias ollu^. 

InlBccianis da las vtas laipiniDrias altas 
FLORA EHDriOEHA 

B1 diagoAsdeo dc las infecciones dc las vlas respiratorias 
eltas cs compbeadn debido a la prcscncia dc la msyorEa dc los 
patAgenoa en penoniu saaas sin dc sfniomiu. Lncluso S. pyogc- 
nfs $uclc tiiilLansc cn pequertas cantidadc^ cn la garganta dc 
individLina asintomdiicos. 1^ principal excepetAn a esta regia err 
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Cuadro 2-1 Uli]in6»ljci» de Inrccclrmes bacttrlfuias cn dhtlntu partrs dri cocrpo 

k 

SITIO DE INEECabN 

StGNOS Y SbVTOMAS 

Ml'ESTKAS PARA CULTIVD 

ESPECIES HACTERIANAS 
PUTI^NCIALMENTE ASOCIADAiS 
CON LAS ENFECaONES 

Apirato mpiTDDDrio 

Vfu ncRpirDtcfUE hJeie, t^runi^nnsuln: 
IMnrtle c-obcu 

D&li>r Y ciiiojedniicDlD -cbel iiCD milir 

Rinin» 

«»fttct<UJ -dt kVF wn<w lun- 
nasulei. □Lve] ^ ICquKki o eagriiAa^ 
BkKluei li iVWlDfedaru 

AfOdD! 

Hi^opailD na-sofDfJDgco 

Lpv^jdodJv 5eDciti p?nuiuE» 

CFfiaic^: 

Lavi^-hde lew iniFiK ponnuviik-B 
J&bicipMa ^n]Tpici 

j-rupo A ^iKnii^rbca 

AlkTtM 

t^pecifK de y ofrv 

Eipc^cLct liC: SiicUmiicj V LiVud- 
udddhlibiAx pjrimvjIr^J 


Vlu-JrnpifjiU.i'la^ dIEu, y Iueiii^c. 

EnroiccimiEfilL] y eJcmli tie itucuu 

»ijdo[ncTnbr9ii4 

Edensi^lc li dvula 

Cbbitf:rl* fdcAcn d« !■ kiigiii^^'lfcieuiFa 

A^nj>d«jiueDH> ik l« ginjliM-ccfvicBla 

KlnapaJu dc In fki^liEfLi!*' 

lEiiupadu dc Enx ucii^dalzi. 

Hiscipcdi.1 

^n'jTLfrjV.w'i'PLT, A P-liciitaJtlH.'g 

CTonfir^iiai ricPTinvr ifi^ihtriar 

A/fiiwn'ff frnmrhiviH' 

9<fr4ief£fia pfnus^ts 


Vfis FHphrBtoridLi bn)Ri, pulinojm y tiniii- 

Th i> : HjrigtiirK^cfLLi o pciiE'uNi 

PrJnr dc pwNci 

CiXHknwiilJi pvimofw, 

EtrtwtofTB y Tvncw 

DisraLniKiill^n dc 

Mitidez iDC-aliTjdtt-uitc ib 
|[ iriltn<kH raJiogrifKWi 

Lcihaim CD 1j cjviJfed 

EmfT^rrfl 

EspubD (nerau ircupcrKidfi) 
SinjEC 

ScpfccJaEUi pof bnan£]Oicf>(ih 
Aipirndn lraii^inq*jcaJ 

A&firuk> n hififHu ^ fPubT»dn 

Sl£AffhyhM:n cii^ tlumLT 

pancffTcinEize y uCw 

rr m hue rr rj'a mrr 

E'.9|Vi.icx dc £j'ij 

df ^f■yfI?b^ctrrim 

^4f,w>^irtfa4iPT Frevvitfila 

frw^i7j^mc44r y (Krva aiuKiul^b^ 
EipccLc^ d« 


Sirpurnrli^ii m pUJuLcMB 

l>ct^:if prohtfuio tn c-1 crfdo y li mindilbula 
d* i^Ki piiiwance 

liritcinii y pruLiiiki6ii Eie lb iiicii^rdiau. 
lk[i|ElniLa 

AjiLido: 

No cvltivjir 

Hisopajici n^&nfarli]f«] 

Asinindu tie flicnbrina UtnpJjuiLi 
Cri^h^; 

Drmajc del mean eRiemo 

Aguda: 

i''r]T/>frirw™.r pflftfflfijprflv y cKjdi 
tSOrplOCDlZCK 

Criifik'o: 

[j^rv^rwita 

li&pccKij dc 

Qicicno.'^ usacfuliiiLa 

Tu^w digcUrvn 

t-vJbs^^L PttiiFtWS'-’' y diii^lenrt- 
GostrilLi y clTtniKdld tLjir^.:ijMfit(B 

hHi^niS |;4'^iriL~a ■'i duodffl^ 



EnICEiinfl ilel^rlip y fru^iEV: 

DLinftbi 

Duotli^tfa 

Pwdpfitu 

Mwwi 

SonpjinijkRl* 

Ddlof aMnaunil 

MueAtran dt ticccs 

Hisopado rectal a- rcclaJ 

JlcDUKuldvo (Ijebfc Ilfcddei) 

C™pWn^Ter/ryM>T4 y otm^ c%p«ws 

Jc CfffflpT-'ltrfwc^er 

EspociCB dc 5'ia^BfiWifJ'iLa 
&pcocH dc 
£rfAerrrli.iJ ca/j 

Vi^nd I’^cp/rrAT y cKna c^pccics dc 

WytUy 

E^pcizin dc 

£leffic\I& fiJcniDStiaCU^n 
dc !• EOJUDUl 
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Cvadro 2*1 ]]iagnJ^|]co dv Enh-Cciont^ iHtc^erijuiu: dutiitlus pnrln del rutrpo I 

SITIO DE INFECCIC^N 

.SIGNOS Y SlMlOMAj 

MUESnUS PXRk CllLTIVO 

ESPECIE5 BACTERIANA3 
POTENCIAUIENTE ASOCIADAS 
CON LAS INFEjCCIOXES 

AjHiTiiitu unnuia 

IfileEciAn vesiicvl. 

PLuno. 

Diginifl 

HtGOJULiru 

DiolL>r y ft ]l prtsi^A. 

wpeftptjhtco ihdLaitifTi bija 

Infeccinn reml. 

[>alDJ dc e=spa]JH 

^fccuibilidnd ■ !■ LDDiprcuda JcL d:n^ialE> 

Oriria ppL dwm mD^io CTiiccWo 

OviEu-Db4vfudi pDf-ultlcTuim 
^mcidn v.iprapubitB 

fiirc rrj^UBi't^r r ii9 cmr 

EfiT^/K-Aia 

ExpedtJ ds 

BipcciH dc 

Eip«3ea dt 

PtrBiiJwnf^ax 

SUipAytficocc^ fivtmys 5. ^piderT^iJit 
y^ safMophyilcus 


llnm hicxi 

SccmciQTict urclEiln: umia 

4pvT>ikm» 

Anldr dnruato la nunn^ 

Hc:ma4uria 4?i[iiiDil 

StcKcic^x UrctnipA 
livccreciiniicK pnixt^ticxi 

A^fiTJBTiii j[£im7rj^^KaE' 
menutglfrdij) 

dpc^vyf 

Tr¥^w-Bw jvT/Mm (sLGlif) 

Eapccics dc Mi^bilkncus y Dtriu 

ftatCTC^bkifr 


Mujem: 

Arckir [funiJite la 

DolDif ftbfkmjoa] baju^ esfusom 

y scDiiliilidiid ■ III pcEiiidii 

Clujicrci TnuciJnKETilinTK>^ 4 
ctuKrahle 

C^ucIId ulcnfitr 

4 hiwpftiln cct'hitcr bihIi 

Hisnpftdu urctn] 

Euibeii CD ciropct okiijo 

Ncp btLilEnanm : 

Ciaqdi[d!a tfidu'iWJ 

Cht<WJfydi^ 

dd hcTpiia simple 

Sjitenu lUvifKbii »mi 

□oli'Kr Lihi^u. 
tkiliv dc mdb? y 

RIcTackMi fic ]i pbemp rrcla Cen c^bPB- 

SijiftD dc Kcmi^ 

Mlliltiil y V^tudhU 

Eitll|Wf 

d-ixjpn^ pc(equiftl 

Liquids L'EftlcHnfufdcn 

FlarKii!ki huMumJ 
]IcnKKIj|[jvf^ 

Cultivci rndo^ o4c espuCo 

grapo^ A y B p-faemc- 
Iftkn l^ntpo B cn lajctftnln^ 
E^rtJ>i2CiirLTCfat^. pftcicf^tcs ddbllcs. 

ItL-tufiEei y fsfvcijmeuijtnr* 

Listrria monorjtt^gr^rs 

0^ 

S^BcnciiSiicDaiuDtivil: bbidxiio purulEula 
Bjnraiefirninita Hiiiiiinn\>^ ^hiperenui^; 
ojux rosadcA 

iirii]ii y A^rudhJkiftJ a It jHxiif^ 

Sccn-cipnex pucuLcialai 

FofkJode 

Angola iCDcrwi del 

EIspcciE^ dc rfiiBJTuyiJbirju 
de A^innurJin 

itfV^;ifpr<w( w wwFifiij 

Stnpiococc^ jmuniAn/iv 

Sif^epioc^yc€\is 

uBrirj^uuLtj liAtdrmcsc 
inrafiilLirln) 


P'tL-iVi rehnki 

EM!i]afifak 

SililflE. tli>A 4J UCa- LUlliVMa. rC^KUr 

ICglJil sell nBCeUD'LD 

t-^fHiicx i3e OiTFI^nKTWfltT 

Gnepip A: indu Iasi edndu 


Saplu cBfdiwi:>{ciidKLiiidiLi'^> 

PetHppiat: pit3 y inucfwt 

"Ifanminpascr en Ib^ iiAbi 

Mole stir 

(.'bJuiquin SllJQ pUfTiaTM 9irJK]]Bi:hiBdhi 
i3c jDfccciiiB^ 
liquido cf fiLomquldcA 

Aparsla respiramrio 

Pkt-oDdblJ^d 

H^dii 

Aparuo udoada 

A I'irtiaiJ -[rtdiXaftliUKl 

Gntpai A. [i. D. tttilti. bAfiJcE 

S. /m^ijnk.ihfd/ 

Siapfryhk^ih^.tLt ^artMt 

£^c*-iu 

GnntiviwJ'irPium 
flpirmofdidut mflumzrif 


fOflfPJilUliiTj 
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Cuadro 2-1 HiagmiAlien de Jnfecdnnes haerL^rianas tn distinlas park*?^ dvl cuirtpn ffinrTrl 


smo DE cnfecciAn 

SIGNOS Y SfnTOMAS 

MUFATILAS PARA CflTIVD 

ESFECIES BACTXRIANAS 
POTENCIALME VTE ASOCIADAS 
CO^r L.vsi INKEtCIO^TFJi 




dnipn HACEK ((apocifs^fl 
HartnFtfihftm. 4rfi?rn^-VPf/Mt 

ffrf JW^TT wri . 

EtktfAtnit 

i-^rrn4im }• f 5p«icf df 
cap 

EAL-ht^iL'hid iTi/j y ^icrai L-i^lifnniUk 

PfruiUmywat 

fi'OAJilL^ y nrj.-^ bacEcriis 
.uurruliiAH 


ELniTijcLimifnCD jf EfiEinii 

Crrpqtwiiin d* f ik> 

LWor 

CJlLTcncj^n a 

AAqiinidnK pie drvniijr 

KjiH.'^wJij prf>furtfk9 ik 
ptimlcnlDi 
lliDfnu cir icjiflo 

SliffrSryft^O^Mr ilpiTifB 

54nfv^irjf iirr+ir 

rapcciei rile c^pccic?* 

id< y >jK'trrip 

imWfnliiBS 

l^jEUiJujTwviiu riTf njjcirajic 

Ei ipecipi rile iiVi^r/TiTdVrpij 

JIVCAU»V lllk li-lBUK.^rVi 

[llfljNIKi'^l -itCkllJllt 

Enrnjec'imifrtfn y ^nilr>r 

Dolor dijnnic- c\ nKP-'iinimlo 

Si^nu!>iUdmd i Ij pfnji^a dunuitc Ia |uJ- 

RsuJi-bjf nlTii: stiMvt ilu u ubE6i.H^tHibx 

A>|iirLMJD uiIcuIlu 

Birippi linnvin! 

\k 

SiirphyiiKyKcuj LJCc/rui 

Hd^WrTpAirJwf l>4ffiirn^4< 

5>lVfWk’fif'V4^J' pVinj?tfVWJ 
^rwc.-rn/iij^cir 

5'4rr^r>L'LK.i£'4iJ ^iirir/TTJTTiiiH' 

bAfittltS sh 


Neisxeria fstworrhoeae. quc Jic cncucntra una info;- 

ci6n hJc tmTuitusi^n sexual. Lu fiura de La4irorarinj.c dc la*i per^ 
sonas sanas sc comiN^ne principalmcnlc dc Strvpttic^ccitu viri- 
Jansf e&crepitococos P-heinolFiicDS. Si^phylocoa^HS aureuv, 
Haemttpiiifus inJJuenzae^ Strrptflatccus pntuinflniaf. 
xfWa cafarfitniis. muebas tmeterias anacrobii-s^ como especies 
(le Fuitjbacmnunt y AtrJirtuirJ'rt'cJ iiIIi^Iii^ Icvad Liras como 
Cartilidii alhictins. ndcnovinis: y virus del heqies simple; (odios 
elluN tiabitaci las vfas re!;piratnrias aliaftsincausarenrsTTne^dad. 
En tos indivjduos enfennos que stm inicmadiLis en un hi>spiuL 
la Hura cniJ6gcna caHibia Jc ^mpusiciva (prcduil^inanlcnten- 
tc csUcpiOcoco^) a. granniegativa (Etiletvbacitriifctrat y espe^ 
cies de PscuJi>moRas).'^ La razon dc esic camhm parecc scr la 
perdida dc la fibnwcclina. una prr^tzfna que aunienia la unidr 
dc Us hACi£na.s grampositis^s a la superfLcie de las cdlulas epN 
tcLiaics dc la oroliiringc.'^*'’ 


FAHINBITIS 

rarjngilis aguda es la infeccion riespiratcria alia nids co- 
miln. Pur niuchoH cl paldgcnu nids inipurtantc cs StrfpRK*.n-L'vs 
pyv^nts (Strrptocwcn-^ ^hcmulflico del grupo A). Las infcc- 
ciuncs vimles sun la otra causa comiin de faiingids.^’ 

Ffrin$itit estr^ptoeicics. La faringiiis pcir SireptfKttctri.s pyof^^- 
nes puedc sospccharsc cllntcamenie cuando un pacientu pne- 
senca inflaniacidn y edema dc la mucosa farfngca, dulur dc giir- 
garta, ddlcultad para iragar y sintumas sci;ufldjriuN coiim fie- 


brc. ccklc^. Adcnupali'a^j ccrvicalcs unicriwes d^>turosas a la 
palpacLL^n y, cn ccasiones, crupcidn cultinca cscarlali/dimc. 
Tamhicn pueder observarsc cisudodns pumlcnrcis cn la faringe 
posteriory las amigdalas. La pcesenla^ciun climea de la faring]- 
tis esirepuKiSoica y la dc la nn csireptocrtcica en general sc 
Miperponen.'^ A |x;sar de que cl djagniLstiar sc ha susicntaido 
casi cn forma exclusive cn ciitciios cLTnicos, la opinidn predo- 
minanic cs que icsutiu impossible dcicrminar la caiisa dc la 
enrermedad a pariir de esifK crilerios por Lo lariito, ss requie^ 
rtn pruebiui ile Uboralorlo,” 

Una mcnilHiina finne, filuinosa y gri^i f"scuduiiKmbrana"\ 
lus exudadus puruicntos prwenientes de ebsccsos n fistulas y 
la.s ulcer^iunc^L dc Li^ mueusas sugiercrL una enrermedad 
infeccLosa dilerentc de la faringitis estreptocdcica aguda ). cn 
consccucnciaH sc ncccsita im cnftxjuc diaginVaico disTinKi del 
que KC requterc para la enfcnnedihl csirepLocdcica. 

Los CStneptOCOCOfi ff-hemnJfticcH difcrcnicidc Ins del grupo 
A (grupos C y U) causan slniumas similarcs, peru mas loves 
que las cepas det gnipn AP lisms no prciicniao una asiociacidn 
cun la fiebre reumdiica como secneli no infecejosa. A pesar de 
que las cepiu del gmpo A pucdcn hallarsc a veecs cn pequeiias 
cantidadcs cn la ororaringc. las cepas etiJcmizmics rcgulaics 
las de Eos grupus C y G. I^otr lo tantu, el aislaniiento de 
estns niicmorcanismos es mifs dificil de inierpreiar. Si se lost 
afsia cornu un culii^-o puri> o como la nora pralominantc, cs 
ras/cuinhle irtfurmar su picscncia cun una nula que inJique su 
signlHcado clinicu y la intcrpictaeion. 
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El cstudia dc rcfcrcncb para cl cjingnosTicn dc la ^aiiiDgitis es- 
lr?p[(ici^a ^ d culuvo hitcieriano en a£jir sangrc de cajren>. 
Ea kiN l^hiiniairiaei, I cm. consulupncis y U.'i clfalcus dliliujn 
pcucbiu fdpidas paiu la dctcccidn dc aiitf^cnos dc csircptuco- 
Ccjs dd grVpo Ar Lu itlayona dc loti cn\ayo& [icncn alia cfipcci- 
licidad, pero la sensibilidadl no cs. la suficiEntcmcnie biicna 
como para conliar en un reiiuhado negativo.^ Por contitguientE^ 
se dehE rEalizar un cultivo tiactEriano luEga tina pruEha rapj- 
da nagativa- La principal vsnlaja de las pruehaji de antl^enot: ex 
quo pcrmilcn cl Lratamicnlo rdpido del pacicnlic y coa Id que xe 
Induce cl ciempo dc la tJcdccicia y cl pycientc puede r^tuniEir 
antes a la cscuela o al trabajo. La fjreciicncia dc las sacuelas no 
infccciosas {Ticbre lEumtitica y glomeniloncrritis) no cx mayor 
si s6)d se utiliza el cultivo coavencionat para el diagnl^tlco. 
Las pmebas rdpidas dc anlffcnD agregan custusn muctias dc 
citas sc clasiflcan como modcraduincnlc compicjas [vd^c cap. 
1) c iinplican una iaversidn aJicional dc ticnipo y esiuerzo del 
pcTscnol clmicu. £;ii\[c excasa Juiilificaiiva pun su reaJizacidn 
en un laboratorio cenrral, dadaque el pacienta ya habrd rcgriE' 
suJu u Nu casa par4 el moinfmo ert que cl rcsultado. Cada 
ni^dxco dcbc dcicrminar la utilidad dc la rculizacit^n dc las 
pruebas dc antfgenos. 

Diftaifs. En la actudidad, la diftetia es niuy poco caiuilii cn los 
Estados Unidos.^ Sc tnta principalmcnic dc una Infcccidiji dc 
los niflon que w prcscnla como bnolcs csp^TT^klicos. pero Ics 
adukos tambi6n pueden infeciiirse. sobre todo en los gruEH^s 
tiocioecundmieus nids bajoN.'’' La grnesa nicmLirana bianco 
azulada o gris quic cubic la faringc posterior, con impoitantc 
edema dc los tejidos sabyacentes y adynccnlcs. caij Jiicmprc hC 
difertencia con facitidad del inlenso critema de Ja faringilis 
cstTepiocdciea agada- El diajjinc^silco sc reali;C9 por mcdki del 
coltlvo de la inembrana eii el mEdlo dc LoelTler o el medio 
scleciivo dc teiurko. Es prefenbic quo las muestras para cl cul- 
tiso dc Corynfbacierfumiiiphteriaf sc cnvicn a un laboratorio 
dc rcfcrencia ode salud publica {ytasz cap. I4^ 

FarJngitii par 4/ic3i7cAa(:jiifftmT h^amofyUc^m. Esia bacteria causa 
faringilis aguda qua ^e aseineja en gran medida a la failngilis 
cstrcptocdcica; inciuso inuchos pacicnlcs prciicnian una crup- 
ci^n cscarlaii forme. Suck ufcctar a los adolescenics y a Julios 
j^s'citics. a difcrEncia del cstrepLoooca (^hcmolLlIca qae por lo 
general causa enl'ermEdad en los ninos pEquenas.^ 
Ancmohactfrium (antes denominada Cory'ftefjnci-ehum) bar- 
ttHiiyiicftin se afsia nielor en agar siingre tiumana que en agar 
sangre dc camcro. pen? puede uislorsc cn un laboratorio ulfni- 
cu. Si nu sc rcaliza una lincidn dc Grom o una pruebu de mta- 
lasa puede romarse camo un eslneptococo que no perteneec aJ 
grupo A (c^sc cap. 14). 

FarinaUfs gsmc^clca La infeccidn dc la ortifaTinge por 
A/'e/ijeWu fiinieyrrhtJtrti^ US cosi sjeniprc asintom^tjea, pero sc 
puolen piuscntar slnlomas clfnicos y asociarse con La enfenne- 
dad Jiseminada,^' Sc debe sospcchor cn mujenes y varotics 
pniclLcurh <m\. I^oh tJcb^rrt 

ntutikar al labomlorio c^la sospcctia piira que la mucslra x 
siembre en un medio para cl aitilimienio de gonococos, 
FaringHix vinL La causa viral mils comdn dc faringitis es el 
virus de Eptiteiti-Borr. Luego de una fuse prudrdmica febril 
inespccifica ticnc lugar una faringitis aguda enn amigdalkis, 
exudados blaticos y iinfQdenopQU'as ccrvicalcs. Pueden obacr- 
vijfsc peloquias er cl palodar^ PdAkriofniente cl diu^nbstico 
sc bacc mas obvio por la prescncia dc Ids signos y Ids sfnlo- 
mas sistemiens dc la monnnuclcnsis infcccirwa, conv? altera- 
clones hemalold^icas, hepaioesplenomegalia y linfadenopatla 
gcncratiiuidar La> primcras Ctapas de ta fail ngitis pueden sugc- 
rir enfermednJ e.slrcptoc*3cica. pen? en los odolcsccnics y los 


adullos j(5vencs la infcecida sude ser siniomilticn. EL diag- 
n()siico es fterDldgico. Se puede obser^ar una enfermedad 
similar eoiiio parte dc un M'ndromc retroviral agudo. causaik^ 
pore] virus dc la inmunfflicficicticia humona, peru cl ccinicm- 
zjo cs mis agudo y no huy exududo. En el sindrome rctimiral 
agudo cs comun li prEsencia de una crupcidn maculopapular, 
que rara tiez aparece en la mononuelEosis infecclosa a menos 
que SE adminislre ampicilina. 

El adcjtovij'ux cau.sa una faringitis uguda que sc asemeja mu- 
cho a In fiiringilis cslreploc6cic;t. A menudo sc prcscnla. adc- 
inas, oonjunlivitis, Iej Cual c.s Un indie in dc su cliolugia ■IlcbnC' 
fanngcoconjuncivol). Algunos serotipos de virus Coxsiiclcic A 
provocan una farjugilis aguda con vcsfculas cn la laringc pos- 
leriorcomo paite de la enfermedaJ dc mano, pic y biica. Esia 
infcccit^n cs cuniiin cn los nikus y se diagnosiicn citn fadlidad 
cn forma dkiica piir la apaiiiiiuti dr vcKicUlav cul^ncas y muco¬ 
sas. La foringitis por vims del herpes simple sc describid en 
oduliDS jdveaes. pent esie virus scencuenira eji personas asin- 
lomaticas, al igual que el adertovims. En el eapitulo 2)1 vc ofre- 
oen foAi deialles aoerca dc las infecckutcx vtrales. 

Otas tnfecstmes que causan fatingiilx Sc describid a 
ma pneumoniae y Chlamydia pnetitiaraiuc Cotno agCtUcS cau- 
sales de faringitls, pero provocan mas a menudo enfermedad en 
las vfas respiratorias bojas. Las espccies dc Candidtt. sobre to- 
do Carjfifda (dhirop-T. produce etudftdos crcmoscjir cortvtantes 
cuando infects In orofaringc, pern no eauva una rariuitkis 
uxlensiblc. Cilomcgaliivirus puede causar un sfjidrome de 
juanonuelcosls infccciosa y nuincrosos vims ncsplmlorios puc- 
den pruducir dolcnciaii cn la farihgc como pattE dc una Eitfer- 
ntedad respir^toria agud,!. 

A pesjr de qnt bay i;kno de^acuerdo en la literulura mWi- 
ca, y SKtphyUH'oitUi autvuf si>n oon- 

sideradox por la mayorib Jc los mlcrobidlogus flura colonizan- 
te y nac6mD agentes cLiol^gicDS dc faringItis. Sc pueden aJslar 
en un eultivo euandx? la causa verdadcra dc la faringitis cs un 
agealc que bo sc bu buscado. coma un vims. Por cxia nazr^n. la 
solLcitud dc “cultho coinplclo fiu'Jngeo'' debe desaknlarse. La 
pmeba que sc debe solieilar cs "eultivo dc cslrcptooocos" o 
■'bijsqueda dc estrcpiooocirs". 


OTPiiS ll^FECCICNES OE LA CAVIDAC BUCAL BiFEPEHTES 
DE LA FAFlNGmS 

La gingivitis y las caries dcniaks son causadas por bactchas. 
pero son alendidasi principiiltitcnlc par lu^ odnnLE^luguii y no por 
los irkdicos. En la aclualidad, Los Inkccinncs baeterianasi de las 
cavidHtdes nasal y bueal, diferentes de la foringiris, son poco 
frccucnLcs. Dcbido a la imp4.tsibilidad dc rccoleclar una mucs- 
iru para cuHini de lu supernuie dc cstas cavlUaJcs sin incluir 
ahundanle llora enddgeux. loKi cukivox baetcriunox de c^tas 
ksionesno generan resuLtodo^ inteipretabks. 

U £mgivt>estbnidtiTis ulceraliitt necros^bte (infeecirin dc 
Vincent, angina dc VJrvccnt o "b^x;a dc trinchcru"') csi una iDfcc- 
eii^n sirL^cglc;! eausnda pur mulliplcs baetcrlas unacrubias dc la 
cavidad bucuL Hoy en dlo. rara vez se la observa y el ctillivo no 
estl indicado. Esta enfermedad pucJc esiar acompafitbda por 
sepsis e infecciones metastdsicas; sin embargo, sedeben obte- 
oer Ivcmocultivus cn los casoa cn los que su la sospecha. La 
ubscrvacidn dc bacilos fusiformes grunnegativos o cspiroqui:- 
tos en lox fjroii^ lefildox con la tineiun dc Crum, prepurudns a 
partirdc una ksidn de ulcera btic,il o gingival, es dtil para el 
dLagndsijco prcitunijvnde angina de Vmvcni, Lo>i euliivov dc la 
boca y de la cavldad bucal psxas van de ayudii debtdn a 
la picseneia dc numciusas bacicria.s anaentbios uomensales. 
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Las «p<citfs (Jc Cafittacyiojifui^u. bactena.'i fiisifoifmes tjue 
hudcii cn?cinirMn>( cn h nvRir^nn^c. tambicn fucn?n usociad^ii 
con ulccracioncs Jc la muco^ biicj] y con hcmocultivos pCKsi* 
tivoK, Ninbrc tiido cn Inn; pacicnlc^ con ncu[mpcni;i 

microorganisinoii pueden aiRlairsie atilizanJn medioq 
scicctivos para N^tissfrin dcbitk) u su rcsi^lencia a vancoirici- 
na, cotblina y tnnKlHJprima. McJiantc la utili^acida ik aioi 
mcJio% sdcctivns, Ruinirca^ y cols,''^ aisJanin cspccics dc Cap- 
nijryttrpititi^a cn cl ^fi^t dc l<w culti^cte dn orofaringc cn conj- 
paracion con fwto el de loi aislamientofi ohtenidos en las 
phcas de a^archocolale »»cmbractas a la ve^. 

Si la hi^toria clfnica describe una ukera cn la mucosa tk la 
cavidad liLical Ejuc exisic desde ThJce inuchu t]cin|)o y qiiu no 
cicaCriza, sc debe considicrar la pnsihilldnd deque Fic truCC do la 
disem iliac ion cutanea de una cnlenncdad fiingica s i stein ica. Se 
pueJe sfilicitar ima hinywia de icjidtt pani cstudios hisioWgicos 
y exaniicii dirteto. Uis especiesde Cuftilido. en c.spectal C 
CfoLv. pueden cuLJsar iiunchri^i Idancuii cn 1 j iniicosu bucal o 
conipfoonctcr un Ijirca nids cxlcnsa de la cavldod con la fomia- 
cion Je un exudado grucs^. de aspccio similar a la cuajadan que 
se puede diagnoslicar por la o4wen'aci6n de scudohifas y blas- 
tcK'oniiiios cn hnuacidn cn un fn>lls del csiidado iciiidocon la 
(inciiiin dc Gram. 



FI^UPO i'1 Tccnk-R fadn^eii. Se Lc irtdiLJ ul |i.iirirnit l|IJ-£ obf^l hiC-R 

U Nxii >' qu^ 4 li 3 E^ Sc-i^[^rirhie£fl f4>rmai ilelk'-dLla la kfi^iu ctm un Iiu|b- 
knfLU ^ w ^uiId un hiiMSffSk uriifr lu kn^iUa. h\Hlrl la pofizidn 1-9. 

^ t\ hiH4:irx?£<in un rnovifniemofk tujTi4Jo Fuav? t>nr la 
mlJC ciUilJiMUfU por d^ir-b iJc k dvyU y entre Icn piLuca acnigdiJiiiui. 


E] viruh Jc] herpes Aiinplc, ca^j e9Lclu^iv«4nnenied senvitpci (. 
puede provucur una gingivocstomalili!) aguda come parte dc lu 
infcccidtt priniarla. En la niayorJa de las personas, la exposi- 
cibn a cste virus ncumc dutunie la nific!! o la juvenrud. Las 
lesiones vesiculares apatecen en la picl del roRiro y en la muco¬ 
sa de los Labios, pero sc pueden extender dentro dc la parte 
anterior dc la boca. El diafndslico sc debe rcalizar por la 
demostraddn dc cclulas infcctadas cn on frotis tcriido {prepa¬ 
red An Je Tzanck) o porculitvo. 

Recel9cei6ti ds tuJifvos tariagsos. El nietodo cortccio de ohicner 
una mueslra de hisopado farfngeosc ilustra en la figuta 2-1. Sc 
Jebe cnTtNcar unu luf brill ante dctitru de la ciividad bucal. p<.»r 
caCLtlla del huinbiu dc In pCTMiOa qoc tuina lu ttiuCsira, de 
mnda dc llcvar cl bisopo hasta la faringc posterior. Sc lc indica 
al pociente i]ne incline ta cnbeza hacia airHs y respire prorundo. 
Ul knguii se presjona con sLLavidsid con un hajaicngua pura 
visualizar las fosas amigdalinas y la faringe piisterjor. El tiiso- 
po se cxiLCiidc entre kis pilarcs Jinigdalinos ikii dciras dc la 
Ljvula. Sc debe tcnei euidado de no tccar las parcdcs latcralcs 
dc la cavidad hncal o la Icngua fwra rediicir al nitninio la con- 
[aminacidn con hocicrias cotuensales. CuanrEo el pciciente pro- 
nuncia un "uV' largo I'acilita la iilcacir'in dc la uvula y ayuda a 
evitar las anrndas. Las ircas ainigdalinus >■ la pitrle posterior dc 
la faringc deben frularsc con Umicza con cl lii.vipu. Sc debe 
tambicn tomar una muestm dc todo exudado purulento. 

Luego de la recoleccion, cl hiserpo debe colocarsc dc inme- 
diiiio dcntrtJ dc un tub<> esti^rll o cn otnr reci picnic adecuaUi^ 
pam transpurtarlo al labomtorio. Si sdio s,e descuel aialamicn- 
tD tie estrcptococos del gfupo A P-heinoliticDS (cs decir "pruc- 
ba dc es(Ticptncfn?ns“>, sc puede dpjqr £|ue los hisopos sc sequen 
dorunie cl transpLirtc sin qiic .RC comprometn el aislamiento dc 
IciR mtcrnnrganismoR viahles. Algunns laboraiorios de rei'eTcn- 
cia jccomicndan culocar las puntas dc lo^ hisupus cn un dcse- 
cantc, por cjcmplo. un gel dc silicc. para evUar cl crccimicnlo 
dc Hum coiticnsul y nrtejorar cl aijilaniicnio dc Sfrrpwcitccus 
pyoj^t^fwt. Lor hiiLopos para aislamicntos viralcs h; deben guar- 
dar cn tin inctlio dc tninspottc especial I sCa« cap. 23 1 , aonque 
algunos niicrobid-lugu^ observaion que lus colocudos cti 
medius dc tmnspone discfiatlos para buetcria.R xun accptables 
para el cultivo vinil,'^ 

INFEdClONfS DE LA HASOFAHIMSE V CULTIVQS NASOFARIHGEOS 

La Infeecidii nuis frecuente dc In nasofaringc cs cl "resfiiado 
coTniln”, causado ensi siempre por tino dc Ins mis dc KKl sern- 
lipoR de rinoviniR. Erio infeccirin rarn vc7 pone en riesgo la 
vida. uunguo ulinra sc rcuunuccquc las vias respiratorias bajas 
c inclusi] []lni« sistemas pueden afectaise.^' Sin cmbulgo, cl 
rc.slriailo connin cs lu principal causa dc morbilidad y dada la 
gran cantidad dc dias lubivnilcs que sc picnic cn esia ufcctridn 
se foiivicne en un probleina econbmico nelevante. El hechodc 
gue muy pocosdc nosutRi# hcnius tenidu tuberculosis o ficbrc 
licniorragicii, lh;io Jc que ludus hcinos liufrido un resfriado 
comdn llustra la ubicuidad dc esca inrcccusn. El sinromu prin¬ 
cipal eR la rinitis (coteodc la nan 7 ), No sc presenta fiebre comn 
pane lie la inrcccidn. Los cstudios ik labomtorio no son necc- 
sarios poR|ilc la cnfcmicdad Cs autoliniitada y no sc dispone 
ailn dc tm Lralaiiuciito cspcclftco. 

La obtcncidn de mucstrxs nu.qnfurfngca.R cs Jc muy poCO 
valor praciico, excepio en nlgunns situacioncs dcfinidas, Ivos 
hisojiadoii nasofimngcos son de valor limilado para esiablecer 
cl JiagnAstico dc otitis media aguJa''*” 0 sinusitis bactcriojia."* 
].>cro .son lu inucstru Jc ckcciAii paiu el aislamicnio dc 
HottIfSflia pfilitssi:!. cl ugentc etioldgicodc la ros ferina.'^ Los 
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hlsopado5 y aspiradu^ nasofanngeiTs iitm igudlmcncc ciicacics 
para d didgndAlicu dc ttirccviuncsi rcsplraluria.'^ virak^n^’ dun- 
quc dlgunoi^ vir6iugos pirHcrcn los aspiniJos poTM cl uislu- 
micnto dd vims ^iinciilidl rc5p[ratori[>. 

Las muestras oasofarlngens obtiencn par visuaLizacidci 
directs can iluminacidn fnonral. Con ei pulgar de una mano se 
Icvcinra con suavjd^d la pupu nun/ Se tiumediec^ Ci^n 
agua u sotucidn aalinu ciiliril la punla dc im hiiiopu na±ufafln- 
gc(>pcqucnn dc ulamt^rc flexible y x inrmtiuErc cn fonrui KUiivc 
cn una ^ las naiinos. So gufa d hisopo haria altos y hacia am- 
ha a lo laiga del tablque nasal hasra seniir una clara nesisiencla 
que indica que se llci^d a la parad posierinr de la faringe. Se 
nfdra con iiuavidad d hi-sopv. Si duranic \a incbxluccidn ^ 
cncucnlra unajresi&tcnciEi iadebida. dtbe inlcnlar coa la nari- 
na opucsla. Sc deja d hisopci cn ccnlacto con k pared po!^criar 
de la nas^nfarioge durance 15-3(1 segundos s.i el pacienie puede 
Inlerar la mnlestia. 


onus MEDIA YSIMUSITIS 

El ofdo jnodio y los senoa parana&ilcs sc comunicon con ]a 
vfa aiiea superior por medio de conduems. Las inleccianes. 
principalmente eausadas por virus y baclerias, se proJucen 
cuiuido los patdgcfMS quo sc; encucnlran cn la nariz y la gar' 
gantfl acccdcn a los ofdos o Ids senos que suclcn scr cstcri' 
|p^ is.nri.v>i j gj, yjpyj respiratdriiTs y cienus h^icitrinjin camn 
SlrepfimfCcii.'t pneummiae. Afonixt^iia famrriitiiv; J fltlL'rtrO- 
phtius causan infeceiones agudas.^'^ Cuando la 

infeccidn sc convierte cn crt^nicn. los tucilos gramiicgaiivos 

acrobiUs rauultativas, las. b^clerias annerubias y luS. hungOs 
□dquicren un papel rclevanic y la infecclon cs polimlcrobia- 
na.”^^ Es casi imposibic obtener una mucstra que ptueda inlcr- 
pretar^ de manera adecuada medlajiie el mueslrco de las vfas 
Oifrceis. 

La tonla dc una muesCni para eultrva de cslus eslruetura^ Cii 
diflcultosa. Por fortuna, los paldgccios cn las infccciones agU' 
das se pueden predeeir por lo lanlo, es posible inidar uaa teia- 
pia con uniibidticos ism necesidad de procedimientns invasivo;^. 
En lint prtwresfis cre^nicos. se reqoieren pnttcedimienttw invasi- 
ws D abordojes quirdigicos. 

EPIGLOrmS 

La cpiglotitis bactcriaiu aguda^ principalmente causada por 
Haentophihis inJInriiznK lipo cs una infcccidn poCcncial- 
incntc mortal^ pero que lia aido cosi ciradicada con la vacuna- 
cidn, El edema dc la cpiglotitis puede ohstniir la vfs tespirato- 
ria a menos que se lealice una traqueastnmfa. La mayorfa de 
lo^ hisloriadoi^cs creen que George Washington murid de una 
cpigloUliii agudd. que fuc [ralada mcdiantccl sungniJo rcpcli' 
El tn4if> jbvcn dc sus (res m^icos qUCrfa probar la ukni' 

dc la iTiHjueuxtumfa reci^ dt^^proLl^i^, perO fue tefftnadO 
cn sus intcncioncs por sus superiores sabios ". El diag- 
iK^sticu dc cpjgloiJlis sc debe haccr par sus manifcstaciuncs cli' 
niids. ya que se toc^ k Cpigloti^i paiu obccncr una mue^il^l 
puede agravarsc la obstruccidn. CLiando Ifarmophifun injltifn- 
cs cl agente cliolf^gico dc la cpiglotilis, los hcmociilnsioG 
suelen ser positjvtK. 

LARINGHIS 

\ji laringitis aguda y, mis a menudn, la laringotraqwcnbron' 
quids ir/rtcrp) son causadas principalmcnie por los virus rcApl- 
raioriosu Olra causa comi^n es Myctjptititfta pneumttniitf.*^ 


OTBAS INFECCEONES DE VfAS RESPI FtATOAtAS AimS 

Las infecciones de lo?i tejidos blandos de la cabeza y el cuc' 
llo suden oiiginarsc cn Ja cirvidad bucal y H]n cauj^adas por 
miernorgani^moA que nucmulincnic rcsiden alll. Lus absccsos y 
las inlocciones del cspacia tetnDfarfngeo (apgina) son compli- 
caciones de las amigdalitis y furingitis e^ircplocdcicas. Esio 
puede dar coma resulcado la compre^iidn de la via a^rea, lo cual 
reprfsenta una cmcrgcncia nufdica,^^ Los muesUas dc abiicesos 
pcriainigdalinux nc ubtiimcn par uspinicidn pcrculiSneu pura 
evitar la caniamiaacidu con la flora orofoHngea. 

De manera similarn las infecciones dentales se piceden eicteit- 
der a los tejidos bLandoe adyacenlcs, lo cual origina un absco 
M> o dentro del tiueso. osmmiclitis. Atrffflyn(>Tej iitaelii. un 
componcnlc de Ja flora dc la orofaringe dc algunas personas^ 
puede caviar infcccinncs cr^niens del cucllo que supuran (acti- 
nomicosis)." Se debe tecolectar m^erial del «no que esti 
supunindo por ajipiracidn o por Icgrado: un biisopo no eir ade- 
cuado para obtener "'grinulQiS de a/ufre" (ctmereciones) en Ins 
que sc CDnccniian las bocterias. En fonna altemativan se puede 
culocar una gasu snbre cl seno que Hipuru para rccoIcctOT los 
griiiulos que quedm asf atrapados cn la trama dc la teb, El 
material de drenaje puede colocariie en unn pbca de Peiri, 
dilairsd cori agua y examlnarse para la biAsqucda de las ooncrc- 
cioLKS. Si Icks grJnulos cstin aplaslados, laobservacida dc bacL 
\fys gmmposilivos ramiiicado& cstablccc cl diagnostico. El gra¬ 
nola aplastada puede luego culliA-uTTic cn condicioncs nnaeio- 
bias para delermlnar b causa especffKra. 

tlis[6ricainicnlc, las micobaclcrias lambidn causan linfadeno 
paifas ccrvicalcs y Eds ganglios a menudo dicmui hacia la 
siipcrficie de b pici (escrbfular Esias liniadenopmcraA SOU Ctm- 
sadas por lo general por Myci?txu:ic/iiim inn is, que ingresa en 
cl origanisrno a traves dc la orofaringc luego de ta ingesta de 
leche contain inada. La pasteurizaeidTt erradicd esa infeccidn. 
La linfudcnopulfa lubcrculosu sucle orlginarsc lucgo dc una 
enfermeduJ pulmunar piintatia. Lei infoeciun por naicebaclerias 
de los ganglios cervk^cs aciual mds oomdn es causada por cl 
complejo Mycobifctiftiutn avitmt (MAC) y afecta principal- 
mente a los nlhos pequedos/' A direneacia de olras infecciones 
por rnicabaccerias que requieren traTuinienio iibtibidtico. b in- 
fcccidn por MAC cn Ids niilus puede iratarse cn forma eficaz 
mediantc la cscision quirurgica dc lo^s ganglios afcctados. 

En cl poAada, ]n infecuidr; mas frccucntC dc las gidndulas 
salivales era la patmirlitis. peto fue etrarlicada grneias a b efi- 
cacia de la inmunizaokn. Las iafecciones bacterianas son pocn 
co'munes. 

InlemiDnES de las vias resplraftarias balas 

t.as vfas respiraiDTLas bajas estAn forrriadas por todas kft 
cslructuras que sc cncucntran por debajo dc b loriage; tr&^uca 
(Iraqiicitisli. bmnquio^ y hrnnqvtolm (bmnquilbt y bmnLiuiuili- 
(i^l y los cspucios a^rcos dis^aJes (ncuTnonia). 

TRAQUEOBRONQUITIS 

Las inlecdoncs agudo^ pucdcn scr causatks por baclcrios o 
per virus. En los ninos predorninazi las inlecciones virales y por 
micoplasma/^ Loi^ slniomas son lov, Eiebra y producci(^ de 
cspuiD cn gradcK variables. Bonitn^Iki penauin o B. petraptrr- 
lusjiiii eousan una cnfemKdad di fere ate caraclciizada por un 
esiridor insplrulorioi 3. paraperlassis iiujcIc pruducir Una cnfcr- 
medad mas leve.-^ Sid embargo, el estridor caroclerisbcn dc b 
tUK ferina no sc picsenia en las fases iniciales de la enfennednd. 
epjsodlos dc apneu (uusenciu de respiracidn) son comunes, 
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pL'iti nil IcEiilt^. E! adenuvtruh puetle causer un sriKlmane Niitii- 
lar autique su pupe] w c«.ifiln.>«rliiJo. ChUtm^'dia 

pn^wnifniti^r ufi ^Oiiocidci ftiiij KciirnicmcnlCt 

puede cilUiiar bronquili^ aguJi y iwumoLiiii. 

L;i lTa^ue<>bt(>n^uit.iH Crdnlca ck Nimilar cn Ids %mloniiis a la 
cnfcnnctlad aj^udni, per? pv'ntnngada y mciKi)^ inlen^a. 

Las bfucicrius !ion la caosa mis frccucsnTc, cn ti^tipcciiil Sfrepm- 
voccui fmeuimmiae, Havfnophilu.ii irtflu^^iV iio encapsilJados 
y MomxeUtt vtiiiirrhalii, 

Lo enfernwdad aguda proinngada pueda cursair si^lapada con 
hroncinifis erdnica- MyinpUi^ut /iwiim/jFriap rue casi siempre 
asuciado con lofi cri^nicas pero huy sc iabc que Bot^etnHa per- 
lussis puede causEV cnfiTcncdiui cnSnica en los ninos dc mayor 
cdjid, adalcNccnlcs y adultcii^^ Jf ChlaniyJia pirciimaniaH 
puede producir una enfermedad cronica. 

Las inrcccioficsi vlnulcs no sucicr diagnostieHrsc iron cl 
apoyo del laborutoric) a menos que. la enferrnediid sea lo sufi' 
cicnlcmcntc grave como pam requenr hnspilalizocirin. Ln lusi 
ferina y la infeccidn por Chfttmydia sc dJagnosllcnn por cultivo 
0 , cada vez miis. par m^todns irwUvn lares. A menuda se eva- 
lua la bronquiiii; cri^nlca a iravds del cuttivn de espuio 9\ la 
cnrvrincdud cs lo Millckniicmcnte grave. Sc dcbcn solici- 
liidcfi CbpeclEilcii bi sc considcran BerdeletUi, Mycoplasma c 
Chlamydia. 


BPONQUtOLmS 

Lus inCcccioncs do la.s vian afrea^ nias penfucnas pHixiiTLa.s a 
Tns cnndijcu>!i alvcolarieR son c;n.si siempre pmducidas por virus 
y pnr MycoptflWia pneuitmuiav,*'-^ La tlronquioliEis afccta 
principalmenic a los laclanles y a los niAoR pequerlDs y susCe 
ucLtrrir durante cl jnvjcmo- Dcspu^^ dc un pcrfcjily pnxIrSnirco 
dc inrecciuncs nespinuorios. principalrficiUc rinitis, Ids sinco- 
mas prcdoiTunanics son la tos, cJ Jadco y cl csiridor (por difi- 
cullad respimroria). El diagnbstico difcnmciEil inclvye cl usma 

y ta tTlwilruccifSn por rtras causes, oomn ciwrpni «xlrafim 1 Ji| 
enfermeJad auiolimJiaJa y jcquierc cl diagnOsrjco de labO“ 
ramrio sdio si cl paciente estii Id suricicntejiKnic enfermo 
como para ncccsitar hospitalizacidn. 

NEUMQHiA 

La neuniciu'as la infection mas serin de las v^as respiratoriasn 
sc tncalinrcn Ins e;tpacloR a^rcos dtRuile<N desde Ids conduces 
alveolaces hasla los sucos alvcolaics. Lds sfntornas sen (iebre, 
IDS, pmilutddn de csputocn gtajos vaiiables, dianca (fnltadc 
airc. dilicultud rcspiruioria) y dolor cn cl pecho. Esic dolor 
puede ser difiLSOL vago y constantc o Localixada c intcrmiccnitc, 
que sc acennta con la rtspdmcldn profunda si hay pleuritis. La 
disnea sueic mdrear que Ick bronquioLos icrminalcs y Ins A\i- 
o1o<i esuin arcctadios cn un proceso ncurtidnico mas exicnso, 
Los siguos IfsicoN quo bcfiulaii la idcccidji de Ifu vi'as rcspiralo- 
rias bajas son cstcrtorcs y ronquiiiDSH alteiacidn del murmfullD 
respirator a y matidez localizada a la percufiidn en Ickr cisxis de 
neumonfa lobnlar.'™ 

La neunumfa ba sido dividida <m mrios tipos: ncuinonfa ati- 
pica. ncumonia aguda y ncumuiilji LTdsICii. Adcoi^. la ncufUD- 
nfa par aspiracidn. los abscesos de pnlnidn y cl cmpicma 
rei|meTcn una cousidetaddn especiaL Por ultimo, desde el 
punio de vKui ik Ift alencido del paciente, la ncumunia sc 
puede clnsiflcar como ncumonia del pocicnlc ambulatorio 
['"paciente que dcambula'') y ncumo-nla que requierc hospilali* 
zacion; ncuritmia adqulridn en la coirtunidad y ncuTnnnin 
adquitida en el nosocomio; rKumonia en pacjence^^ inmnnosu- 


ptimidos; neumoofa en pacicTiics eon fibnusis qulstiea y nou- 
nit^ilu de lbs exu'cinos de la vlda. La difcrcnclacidn cniie la 
neumonfEi lobular, caiujida en general por Sfreptwotxas pneu- 
inottide (neumococDs) y fCletuiella pneunvmiae serotipo 1 
(neumonia dc FricdluodcrJ y la TicuiTionra mullifocal, causada 
pof otias bacterias, e^ de poca utilidad eifnka dada b gran 
supcrposicif'jn entre ainbos patroncs, 

EH lipo dc neuniunfa cs el resuliado de la cairbinacidn dc 
factores microbianos y del eslado dc los tnccanismos de deren- 
sa del bu^sped, Lu mayona de las ncutnon/as surgen como 
re^ultadn de la iribalacidn del patd^no reRpiraiorio o dc la 
a:spiracidn {casi slcmprc inlcro^'dipica y iiuEicIfnLca) ile las 
secrpcioncs dc las vfay respiratorias altns. Asi* como cajiibia la 
flora que cotoni/a la orarariitgep liimbi^n 1o hacc la naturakza 
do los irucnDoiiganjsinos que infectan el pulmdri. 

MeuinQBii sfffiiGi. Ln ncumonfa alfpica se definid en la dteada 
de 1930 coriw una Infeccidn de lad vfas TeAplratorias bajas que 
no sc lucmcjoba a las Icsloncs cunoetdas clftsicjs, principal 
dircrctieia cs que en la ncumaniu atipica la pmduccidn dc 
esputo es miniTTia. Ln infeccidn es a menudo miii leve que cn 
la neuiqonfa clfisica. aunque esro no siempre cs asf. Los prin- 
Clpaks pafi^geilOs causiiks dc Id ncitmuiifa atfpica sun Myro- 
plusftfa pneumoniae, CA/t/jnyiJiro pneunumiae y Ias cspccics dc 
Leshnelia. 

fiBmnonii sgudi La neumonfa aguda del paciemc que no esiA 
inlcmiiidD (neumernfa adquirida en la comunidadi es una com¬ 
bi nocibn cniic lu iicumunfu atfpica y la ctiisica causada por las 
huttcrinx dc la ynjfaringc, El paldgcno “cldsko'' mis impoi- 
lante siguc siendo cl neumococo; otras haictcriv-s son 
Haentoptriiu.t mffuefirae ten la acfualidad prcdomtnantcmcnic 
por cepas no tipiricabLest y Mamxelia 

La ncumunfa viral cs poco comdn en lus adukoH inmuru- 
competenEK. Sc puede presenter cn un pcqucAu porccniajc dc 
ndnltos con gripe. Bn csta sitancidn, la iafccci6n bacioriana 
secundaria [xupcrinfcccibn) cs la pnncipnl amcnaza. En los 
ninoi; 1^ neuiriE^da \ iral aguda es dc niEiyor cunsidc- 

racidn, dado que en dios sc puede supcrpuiicr con la bron- 
quiolitis causada por el virus slacitial respiralorio y cl virus 
paniinflucnza tipo |^ cauxa mas comun dc ncumonfa vnral 
en los pacienteR inmiinnsuprimldoR es d dtoniegalovintji. 

La ncumonia aguda iniratvospitalaria suclc scr uausado por 
Enlenfbar.Ieiuireae. e^tpcuicN Jc PfvudoniQTVLy y Stophyio%.H>- 
ixuj nuKU-Sr^ Los Cambios cn Ids agcnics ctioldigicos reilrjan 
las moditlcacioncs en la. nuEuraleza de lu flE^ra que Eraloniza lax 
vfax nespiratorias alias (v<fHsc cap. 1). 

HBumoma pur aspiraefSa, A pesar dc que 1 h niayoria dc las ncu- 
luonTas son causadas por la aspIracitSn del contenido dc Id oro^ 
faringc, la aspiracicn irrasiva origina un cuadro dlstinto de la 
neumonfa focal y afccla direreittex pant^i del pulmAn segdn el 
pucienti] cstc dc pic ii acostado tlbbuln inferior y segmenm 
superior del Idbulo superior). Los mictoorgafiisinos que infcc- 
lan al paciente no hospitali^ado son una nuszcia dc bacterias 
acrobias l|principnlincTitc grampositivas) y imnerobias.'En cl 
pacienk htispitalizado. la iHumonfa por aspinaciAn sc cottcIb- 
clona i;on la colonIzacidn de las vfas a^reas superiorex por bac- 
icrias gramnegaftivas. 

KEUWIdHIA cndniCA 

Como su noinbre lo indica, cl cursu dc la ncuEEiunfa iT^jika 
C.H prolongudi't. Lus ifiqtirmas xEin mcnos alarmonies que lus de 
la neLtmonia aguda. Como resultado, cl diagnbstico puede 
dcmnrarKc semanas n mese;;, dchidii a La presencia de sintomas 
y hignofi no especiTicns. como fiebre leve, makstar t^sentirse 
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PTifPnno") y pdnJiOa ik- pci«(j quu piKdcn scr las ijnicas mani- 
fcsmc[<itKs (ic 1 b iArvcc[<in. Los ugcntcs etiolc^gicos Up las neu- 

monfas cctlnicMts son lus inN:at>iu:[criB3i y Idk hongos, pom Iils. 
inreccionirs lxw:icriajia.s subyacentes lambi^n wn importanticfi. 
Las espocics de OtttJiitu nn se enc^ienlran cntrc la lisra dc Ins 
pat6getKvs pulmonarest exeepio cofno pane de una candidiasis 
di.KeminaJa en los paciente.*; tnmunosupninkJDS. 

AtSCetiS fiUfittCMftS. El alnccso puln>ana]'. may rclacionado 
ETon la ncumnnfa por Etspiracion, a vccn ca dcnnminadD abscc^- 
SO gangrenoso de pictmbn debido al olor lecaloidc de las UkIc- 
rias anacfobias quc lo infcvtan/'^ fnrinaddn del abiKeso 

encuenmi launbi^ii en relacidu con los faciores <le vindericia de 
l 0 & gdrcncncs. Slelf>h\^Ol•^K^^u.•( aamu.i. EnictvtkiLttriaftnii y las 
cspccics de Pstiidomonas cousan a menudo le&iones dcsmjcu* 
vas. Es caracrcrtstica la invasidn dc los vnsos snnguincos por 
Cienos prineipalttlChtc especicA dc A^cr^rtlits y lOs 

cigomiceloSu Si se produce una trombosis puede inicmmpusc la 
OAlgcnacibn dc lus tejidoii y sobrevenir niiicnc, en un prnceso 
quc sc denomina infano. Psct 4 domwias uemaiwxa uunbiAi 
puede causer vasculitis. Cuaftdo un aaente infcccioso y la trom' 
bosis cstdn pccscntes cn fonrin simultanca. cl proceso sc deno- 
mina infano sipiico y es muy (.tesmictivn, lj» troinhnsis puede 
ociLTTir in siiu o puede ser el resultado de un cndgula que viaja 
a inihvbK del toittnle sanguinco hociu cl pulmdn ^cntbolia). 

Los gfluiuloiuos son otro tipo dc Icsibn dcsuuctiva (v^asc 
cap, l>, cn general producidos por micobaclcrias, cn especial 
Afycffhactfriani tuhf^fvvioxis y por hongiiVi Jismdtficns, crt par¬ 
ticular Wfjrrop/frjfPMt capyaUtJurn, flirtveer dfnnfltiiidix y 
CiK'dilfoitlcn intiiiitis. 


EMPCEMA 

La innamacidn de ]a pEeuru Oa rnembrana mosolclial quc 
recubxe cl pulmdn y la pared intenin del tdras i cs eotnun en In 
ucuiuuafii (plcuresXu’) y puede produeir uii c;iudiido dc Ifquido 
(denume ptcurul),^ Si cl dcmimc pleural !ic infcclji, cl pus vt^- 
coso da como resuliadn el empieina. Las causas son las mismas 
que lasde la neumonia haeleriana. Su curacibn puede obliterar 
la cavidad pleural. 

NEUMONlA EN POBLAUOirES ESPECIALES 
La neumnttfa en I{ls personas rtaynresi es de mayor ries^o 
quc cn los adultos jdvcncs, pero la lista dc patbgcnos oscciadus 
cs similur, eon S. pnetwivniae cotno cl puidgcnu m^s freeuen- 
Hciy sc rtOciitnCC quc ciertoa paCageno!;, euiuo d ^ irus 
siocilioi cespiralDrio, que so crefa quc entn agonies ctioldgkos 
de la entermedad en Ids nidcs, tambibn infeetan a los adultos y 
a las personu-s inaynn^- 

Los pacientes inmunosupriirtidos csldn upucstos al riesgo 
de iu&ir infecclone:^ pnr inuchos pat6genos que no suelcn cuii- 

sar cnfeniicdadci^ en las pcTsouas iHTTlunncompctcnlCSr LlHie 
estos paldgenos oportunisias se encuentran los parlsLlos. enma 
Tpxopiasfnn gnnd'if; vjnis» incluidos el cl toioegalovirus; htnigos 
Conlu las cspccics dc Asptrjiiiluf. elgontioeios. Cnptococcus 
aeo/onttiWi- y /^neamocyifEj Jiiuvcci Warinii) y mlcubneccrias, 
enmo g| cnmplcjo ,W>rirtiwffenflffl 

Los paeieulcS can fibrcHiij; qufsiica son utij categoria espe¬ 
cial dc mtermos.*’ En el cutso de su eni eimedad estos pacien- 
les sc infcclan con una scric dc pat^^genos: 
cJrtreur, Hatmophiliis infiaenza^ y Pscudvnianas nenif;fnosa. 
Las eepas de PsfPiuifiiuDmjs! afn/sinosa en Is fibrwis qufsitica 
prcscnian un cardeter mucoRO caraL'leristieo que en otros 
paeicniCii sc ObsCrva eon muchn niicnor rrcoucnciu. rceicn- 


icnKnlo, tiuriiJwldti'riit cfpaciti, Stffifnfrphcttnftmta imUnphiiia 
(ambuii coitsidciudas antes cspcctcs dc P.vfudnrnruuLv] y las 
cspccics dc sc hun oocft'cridij en la prinetpaJ prctv 

cupaetbn cn la fibrosis qtiislica porque causan infecciones dilT' 
dies dc iratar y lof; paidgcnns sc diseminan am lacilidad dc 
urui pcTK^ina uotra, 

La enremiedad hroncopulinonar al'^rgiea es eausada muy a 
mcDudo por Asptq'iiim fumi)(cttas.'^ Eslc pat^geao vcrsdlil, 
junque uporiunistii, puede piu^Licir uiia eni'ertnedad Invasiva 
cn pacicntes inmunosuprimidos, micetomas (bolas bingi- 
cas) en cavidades preeidstemes. asfeomo una reaccidn inmuni- 
taria en individuo.>i cim predisp<i>iietbn aldplea (alfrgicaL^” En 
lu& aspergilnsis albrgicas, las hifas sc encuentran en los espa- 
cios abruos dondc eausan una rcaceidn inflanialoria pero no 
invndcn ios tejidos, 

RECgUCadK Di WUESTRAS PARA EL DWGHOSTICO 
DE LAS INFECCIONES DE LAS VIAS RESPIRATHRIAS BAJAS 
Enputa. El espulo cxpectorodo representa la niucstra iillIS sin]- 
pie y mis econbmica para el diagnb&tico dc las infeccioncs de 
las V 5 JIS rcs-pirauiriaK Kqaji. uiilidu^i de esta mucstrP cs lema 
de considerable debate dada la diflcultad de algunos pacicnics 
para mwiliAar kb sccrccioncs y k rrvcucjicia con la cuat k 
muesira » conlamina con la Dora dc la DTofaringc cuando pasa 
a irai'cs dc la boca.^- Sin embargo, citando la mucstra sc reco- 
leetAcn fomva cuidndosa puede prnpoaioriar informacidn Ctil 
fura cl iraiumiento Inii'lyl de k neurmmk jdquirida en la 
comunidad.’” 

Sc debc inslruir al paclcnlc accren dc La rccukccidn adccua' 
(ia dc 1 j muesini dc esputn, cn ve7 dc saliva, 5i los pacientes sc 
cepillan los dienies y haeen eon agua jusio antes de 

obtener la muestra sc reduce e[ numcro dc bacterias conlami- 
names de la orofaringc. Spada > cols.'"" demoslraron una dh- 
minueidn dc L log ca la conccntractdn pronicdio dc baclcriu:! 
ccnLaminanlC!; dc ± 7,^ X 10'‘ a 3,7 ^ 7,2 X tf^ cn rruicstrus 
de es^pitto de pacienies que lueron obtenidafi inmediatamente 
dcspucs dc rcnlizar un simple lavado bucal. Se debe evitar la 
tealiZMCidtt dc Javadus bucalcs u g^garas con producios quc 
puedaa conlcticr suslancias anlibactcTianas, Una ves rccoLccta- 
da la cnucRlra^ debe etiviarse enscguidu al labumtcpru? cn ve£ de 
dcjarla jimto a In cama. E& prcferiblc oblcner muesims dc espu- 
to lemimrK) por k maAana porque eontieiten secreciones que 
se juntarun durunle k tioche y en las cualeR es mis probable 
quc sc conccnlrcn las bactcrias patdgcnas. Sc debe dcsaconsc- 
jui la rccolcccidn dc ntucslrus dunintc 24 hortu debido a quc no 
sdJn hay mayor probabllidad de DOEitaminatLi^n, sino quc. adc- 
mds, bacleria^ palOgcna« que pueden c:^tar en aJta enneen^ 
tracidn en una inuestra pueden diluirsc con cl ngregadode ks 
mucslms slguicatcs mds acuosuK. Cuanclo la produccidn del 
espulo cs cscaso. puede scr clloaz la indueci^n a trav^s dc k 
nebulizacidn con solucidn ^alinn par^ producir una mucstra 
mds repreficntativa de Iur vfas lespir^torias bajas. l>Cb^ cviiar- 
sc cl uso dc ''soluciPn salina para inyeccione.s" yaque rnuchas 
prepamEjonas conlicncn suslanclas anlibactciianas.'^ 

I^a la roeulceridn dc cLsputo caisian cn cl mcrcodn disptjsi- 
tivos cspcciaks que comcncialLzan las cninpabia.s que proven 
iitsumns pan\ kkiratorioj; o sc puede utilizar un frasco de hoca 
aneba cst^ril con una lapa de rojtca aju^iada. Para eviiar la con- 
taminacidn Jesde el exterior del recJpiente, se le debe itvdicar al 
pacienie quc prcsionc cl boixlc pcir debajo del kbio inferior 
paru rccnlcctar toda Lamucstmexpectorada.' 

AspiratiSn endotrsqaesi Se puede obtcncr uDu mucstra intredu- 
cicndu un cakicr a travds de In larlnge denim de la tr^uea. SI 
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el luhit endotrai|i>e«tl eMi cn su lu^if ly si utu tra(]UColL^- 
la aspiraci^n tic tos scciccioncs iraqucalcs cs simpLe. A 
nicncKki nc presume que la aspiraciein md^niqural c^'ilA 
no^ dc ios piuhlcmaR dc cnnlaminacjdn del espulo ei^peeiora- 
dn. De liecfio. la iniuhacl^n introduce la pnstbilidad de cnnia- 
micijcidn ya que I aft sccrecinncs bucalc^^ pueckn cscurrirsc 
haeiu por el lubtj cnd:(jaraqucuL Pur lo lanl^iv esttis mucs- 
iraftilcbcn inccnpiciatrsc con laft niisinaft conftidcraciojies que se 
lienen en cueitca pam cl cvpulocxpccrunido. Sc tia suj:cTido que 
Icvft cullivos cuantitalivos de lo^ aspiradrtx traqueales pueilen 
prvporciunaj unii jnejor infurmacidn (v^a.se lu^s adclamc la 
c\plic«ci<>n bOlKrc: cl lavujy bninco^Kwlar)-'* La [Knieu cuan- 
lilativu incluyc la realinicidn cic unu dilucidn del c^puto que ya 
hn^ddo Itcuadotinzim^tkaincntc antes de ftu siembra sobre una 
placA dc agAr. Un onfoque scmicLuiniitLiiivo iia^>i simple, en ct 
caal cl csptto '-e lava Jnsi r^'Ctcs c^m wilttcidn saliru >■ sc sicin- 
bm en ciirria sobre cl agar dc mauera umluI (vda.\e cep- I'l kc 
corrclaciona muj bicn con la iccnicn cuantilaliva. Estn t^cnica 
nfl bu Kidn adopiqda ampLiamcnlc, pem la uiaytirin dc ]<>s labn- 
ratoricv;; la ulilizan (aurK|i»e pocos i^alizan loft pasos de lavadoj. 
Asplndin fransfarfitges (traifstfadneatl La aspinicif3fl Iraiishrfn- 
g^ca cft una I6cnica itivaslva que sc intnxJujo para evilar los pro^ 
hlcmas dc contaminacion. Las dificulladcs l6cnicas en la ncali- 
racidn adccuada del prewredimieoto j sus complicaeione!; han 
rcdticido lA ftcciicncia con la cuaI ^c In Aplica. 

Broncoscopia ligHts. Con el hroucoscopio rTgtdo se pueden tiv 
mar mucstrib sdlo dc las vlas lA^rcas ccntmlcs. A pesar dc que 
eb jdecllado para lus cullbioii de mieobjielcriaii. nu cn aprupia- 
do para Ids micToor^anismos que (Tolcmizan In orofarinj^e c 
inJcclan las vms rcspiraHTTias bajus. Hciy cn din runi vck se 
Ulili/u. 

BransoMapia fiexlble. La bruncovcupia cum Rbrn rtpLica C!i una 
iccnica uiilizncta con frccucncia para la oblcnctdn dc biopsias. 
Iji^udos y cepiilndoft [runsbrunquialeSs sobre lodo cn pacienles 
con ahscesos dc pulm^n o sosptcha dc tnnis infcccioncs pul- 
monarts profundH'^. La i^crtiCA de cepillado broniiuiitl uiill/A 
un cntcicr dobic tcicscdpico rccubicrto con policlikiiglicol cn 
el e.\TrtiiTi[] diiiTuI paru in proteecidn de un pequeno cepillo 
hronquiaL Estn tunica se recomienda para el aislamiento dp- 
llmo dc tVitCIcriaS utrtjbiai^ y jinaer^biirft facultadvis; y eslric- 
lu!^, iJc^de la;^ lesjopeft pulmotiureN profundLL!!.'^ Sc pueden 
obtciicr disltnLas mucslras dc las Icsicncs foenks luc^o dc k 
Incolizacidn flui:iroscdpica dc b puntn del hmneciscopio. La^ 
muestras que no se pueden culiivar en forma inmediatn deben 
colocarse en un medio de iransporle y manlcnimicnto para su 
cnvfo al labomiorio. El d'xltu de csic proceiliiiiicnto depende 
dc lo siguicnlc: I) oblcnci soficLcntc material dc ccpillado 
desde Ins brot>quiolDs dlsrales y los alveolos para real tzar 
variof; tmeis. 2} preparar un juego complelo tic tincioncs espe- 
uialcs y multiples oultivus y 3) buscar m^s dc un Eipi> tit ibi- 
croor)}ani«mOp 

Larado brBncoatvBBtBT. lEl lavado broncoalvcolar Involucra la 
inycccidn dc 30 a 50 mL dc sotucuVn fisiolrtgica a traces del 
broncoscopio dc fibra dptjcq que se introdujo en las ramifica- 
done^ bronquiulares peri^erica^. Ij solucidn saHha lucgo sc 
A-spira y sc cnNla paru icalizur tos frulis y Ids cullivos. Lus cU- 
livios scmkuanlilalivos o euantituiivos dc lusi Keereeiones resipL- 
ratciri^H obtenida^ per loediode las tdcnicas de cepillado hron- 
quial protegido y lavodn abenUr »; rccomicndin pita el diag- 
ntSsiko Je ncurnonri cn pacientes iittuhudns que sc cncucniran 
ooa rcspiracldn aslstidst.''" Los mtcnoorganismus presenks en 
cancciitruciortcs diuyorcs dc 10^ a ID* unidaJes formaJoras dc 
colacia'i <UFC)i/mL y liu muesiras que presentan bnclerias 
intracelulares en mds; del de las cdulas innamaiorLJs sort 


inJicAdorc^ de ncumonk que rcquicrc imlamicnio cspcclfico. 
Lamcnlablemcntc, la expcrknciacon b micrribkilogfu cuanii- 
tofiva dc las sccrccioncs respiratorias ha sido bastantc varia¬ 
ble.srufN> cic invcfttigadorcx crmonlrd allu cspccificidad si 
se ulilizaba un valor de cone de ICI' Llpr/ml. para Ins bqujdns 
nbEcnidos medio dc lavudo brionc;oalveo>]dr, pero mn una 
scnsibilidsd del 33^$-, debido sobre tudo a la implenicniacidn 
previa de una (erupiti con aalibidtious.^'^ Evtus autures cdcicIu-^ 
yemn que con csiia conccnitacion bactcriana la neumoniti 
puedediagnoslLcarse con facilidad, pero un resultado negailvo 
no excluyc el diagiidslico dc ncumonfa. 

PiimfQii Y bigftsla puimf/iaftS- La Aipiracism percutanca o la 
binpvia pnr aguja pueden rcalixarsc a ciegas n por nicdio dc una 
guis tluonosi^pica, particularmeale si se pnesenia uou lesi<ki 
local] zuda.'''‘ Lu biopsia dc pultnbn a cicio ahierto es d pioce- 
dimienio mis invjsivo y sc reservu scMo puru siiuucionci cn las 
cualcft han ffacayadu lasotrofl mcdidtiSr 

Cuando los cultivos son negadvos o no acloron el diagnd^li' 
CO pueden i;cr utiles ciertfu procedimientos adicionaks pam 
delerminar la eiiologia de Las [nfeecioneft resjHraioriaft. Los 
hcinocullii'v^ sc deben obtener sicmprc durante lu fasc aguda 
de la neumonfa. Sc puede nislar Slnrf/Im.-oi:i:ux pfitrnmi/niae a 
pantr dc la sangre en 25-30*^ dc los pacicnles con neumoma 
cieuiTiocdcica, a menudo cuarido Itw cultmis dc esputn son 
neeaiivoj:.'** 

Si nn se produce esputo ^Kxsible deketar and^enos bocte- 
rianos dc Lt^ioiteUa jtnfmnctpfiilin scrogiupo 1 y dc AVrep/o- 
cocLus pncii/riorti^it' cn inuc.vtfu.v dc orina.^'’“' El antigcnjo 
puede excrelar^c dciiamc dias, scmai^ns o incluso mcftcs; por lo 
tAnifi^ im frtSAjo pfttitifto nodociunentAcn absoluio tina infcc- 
ciiVn rcticniCp Se rcsiuiere una cnrrditeitVn tuidadiwm con k 
iid'orimacid]] cHnlcj. 

PRUEGAS DE mORATORID Y DIAGNOSTICO DE NEUMQHIA 

El dlagiidstico eiLob^gioo de k neunionfa cs una torca con- 
juPla que rcqiucTC lu panictpacinn tlcl micrcubiOlogo, ct tudiO- 
logo y el medico ciinico. HI diaendstiro dc neumonfa cs clfni- 
co y se realizA utilizando la historia cHnica, el esletEiscopio y 
ksi rudiografiaft de trtbtx. Om ^Igunuft tveepcinnes importan- 
icii, enmo cl aislaniicnlo dc MyLfflujctcriif/Ti tuiycrvtihiiSt k 
ncurtionfa rio w diagnostica cn el laboratorio dc micnibiolngk. 
Los mDilicus que cnvian una mucslni de esputu al luboratorio 
sin icner el dinigubstico clinko cn su muno csidn solicitando 
una informacidn confusa o qnc ineloso los Jesoricnlar^, UnA 
vcz cslablccido cl diagnbstico dc enfennedad. cl lAbomturio 
puede uyudar a delinir la eiinluufa y a itcleccinnaf' el tratomicn- 
to odecuado.'^ 

Las mucKiras <lc cspuio deben pmcesaffic lo antci pfnftible 
vtCspnfft de su recnleccj^n. Se ha encoutrado una disminneit'm 
considerable cn el aislamicnto dc niicroorganisiitos a piUtir dc 
mueslraft dc esputo qnc -sc ennservarou terngcr^das duranic 20 
bnrasj’^ A pesor de que sc cfecti el niimerD o la calidad de las 
cefuliLs epilclialcs y dc Ins ncutn^rtlos scgmcniadns. Tumhi^n 
fc hullt!! unstdisminucidn cn cl ndmcritde bacilos tuhereulonos 
V iabks que sc pucdeii Alslat dc una mucslra dc cspulo despufs 
dc conscrvorla a temperatura ambiente dumnic vcoios dias,^ 
antique la cnnccnineif.^ de los bacilns dcido-alcohol resUlen- 
les qne se obverviS luego de la tincido para bacilos Jeido'alco- 
hoi rciPstenlcs no sc redujo hgsia dC-sputfs tit l(^^ 20 dfas. 

La CidiJiid ik la niucalta dc cspulo debe detej'minarse utili- 
zando utio de los sistemas dc gradnacibn que se describJeron cn 
el cnpitvilo I, Esisie conirmersia acerca del valor de informar 
uni identlficacibn bacteriana presuntiva sobre k base <k Kin 
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crit^rios mcrtViliigicdcs. Barlctl y coh.'^ sugtncron pur primers 
vc£ (^uc ljis dd baciclias piMlfan dennirMi Lt>ri uxiicii- 

EuJ por inediu di; ]j muc^ulugfj qUe »C uh^Cfvu c]l ius frolLi dc 

c&putos tenidos con Ij tincion d« Gntn. Por cjcmplo. sc rcali- 
7a la idemifjcacion Tnnrfnlogica dc lew csiaHluciicnft, “baclertii- 
ilesi-haeniinphititA''. y de baderiaA di? mnrrnlngfa miita con uii 
de exactjlud si Vaa inui!siRis de espulo sun de alia cal kind. 
Sc ha demoslnidiv’'’ que la cnLitncTacidii scinicuajUilati vll Jc Ijl'^ 
bactcrias on una inuestru Jo esputo icHiJa can lincidn dc Giair 
nn pucdc PcprnJucirac dc un l^cnico c CNEru (o incluso cun cl 
niismo idcnicn que examine el frotis en ocasLones repeiidas) y 
que esta«i cstimacioncs detton scr informaJas. UnA cxplicacidn 
pEjsible pura ChCa ubsers'ccidn oh la variabilldad que ctiicucn- 
Ira cnlrc las distintas zonas dc los frolls. Par oira parte, un 
infuTmc mdj; npcimixcu'*' inilica que las llrioiones, do Grain de la.4 
muestrai; do espulo de alia calidad, rea]i7ada.<i en una poblacidn 
seleccinnada de adultoi^ con ncumonfa adquirida en la comuni- 
dad, Ic pueden pnjpiirciunar al nidJico suricicnic infonracidTi 
para cuiticnzar una lorapia empfriua con uniibidLicos. 
Cualquiera que sea cl caso, sc requicie una considerable expe- 
ricncia dc parte del nhscmclnry ima comclacidn regular dc Inii 
roMiliadcis de lahunitnrio ocin l4><: indieadores clinioiw iinles dt 
oiorgar valor a la interprecacidn de la tincirtn de Grain de una 
inuestra de espuUi. 

Una bcTTAmicnta will pnni cl Ai^gununicnto dc Ia calidud eii 
la coinparaciAci de las tinciocies de Gram y les cultivos. SI los 
micnionisinisTniis qiie sc ohservan cn d frocis niy crecen cn cl 
cultivo o si [ns que crecen en eaniiJades mnderada.s o alttcs no 
sc obsorvaii en cl Trotis, fsic debc ticr revisaJo. La tineii^n de 
Gram cs rclativaincnte poca sensible (deben cstar prcscnlcs 
unai; 10-^ UFC/mL para pcHicr visii3]i7ar[a.s); p[»r Ln lanlo. 
pequedas canlidade.^ de baeterias en el ouliivn pueden no ser 
visibles cn cl froiis, Si cl frotis no lue inteiprctado Jc inanorik 
eorrecia. jjc Io tlcbc nevisar jiucvtittwiiie junia al obser^'adur. lo 
oLuil sir VC eon HI aprendijuijc. Si la intOt^frctnekon do! fue 
corteola, puede ser un inJido dc que se deben considemr olras 
estrategias ademas del cultivo. 

El sisiema de gradiraoidn pani bis muescraii, de espuios no se 
aplica a las infccciuncs de la^ vi'as ncspiraiorias ba]as causadas 
fN.ir espeeies de iejujVwief/jj, rnicubocicriah, bongos y vims. 
Estas infeceiones no siempre gencran rc.<ipuestas purutonlas 
coti cclulas inflamatorias. 

La dcicrminacidn Ncmicuantilativa Jc lus ktcilus iLibeneuln- 
so;; que se oh.servari en los frrHis leilido?, eon la tincii^n jddo- 
alcolioL rcsistenlc cci los cxdiiicncs see uenci ales Jc espulo cs 
ulil parj dclerminor la cfieoeia del [r^Umicnlo can unlitubcTVU- 
Iolsos. Una disiiiitiLicidn dc 4+ a 1+ a cseasos o inclui^o ningiln 
badlo liiego Jc 4 a 6 semanas de imtnmiento indicn una buena 
mpucsta al Mtmaai y pucdc utilizarse pant Jclenrinar et 
TT>or«cmts scjiurii de enviar al pacierne a su licigar- 

La imponancia dc los microoiganlsmos que sc aJslan dc 
niLK-ikriis fc^pIrnloriirK dchc cv4i|ii{ir^c 4i la lu^ dc la 

inrnrm^Lcidn elCnica. La inierprei^adp de Irw ctiKisoii lie espu- 
to es muy difk'iU ya que no son espeeftkos ni sensibies en la 
cvnluaciJn Jc las infcueioncs dc lus vias respiraturias bnjas. 
Ijcniiiui y Lucks"* him |iuestndc mmilicsto. dc mancra sucin- 
la. csle probkma basados cn su experieticia a portir de un eslu- 
diodc 24^1 p^icicntcs enn sospecha dc ncumonfa (nccuaJro !• 1). 

Tambi^n pueJe ser diffcll esiahlecer la ciiologfa bAcicriana 
de la bronquitis uguda o erdnica. |>ueslo que niuchu-s espccics 
baclcrtaiias pueden hallArsc como flora nofjnal u comcnsales 
df las vlas tesptmCuriiLs (euadro 2-2). El nislirriicnio dc 
Hireplococcus pfwumoninet pnemniiniac, ftaema- 

phifus y MaraxefSa ijimtfhflnreth) rritfl/como 


HiCUidia 2*1 Intarprelacl^bn del culilvn de esputo; 

ob' 3 eivacione»de Lenllno y Lucks'** 


[. Ai^kmciJu el '.i»t«iikti (I; eUiirKi^ckintfe liLe^lpdiJ dd cspiULi de 
Knrldi > ik Muoia } WB^]li^ptof 1 rcmio v devriSin cn el 1. 

cl JKS- de Ills Liilri^irn Je espuio reiiSidofl en sm lalnsraiiirMn nn 
|Msia lu (J? viilktaJ y rilkUi'jfi pruk’ipdliufnic a Un secrwiti’ 
!«■» Kviilr'< 

2, E l .Ie Jj‘ mw'fri' de e<|iHias pundenio Kurnm ik ppciciKe* «n 
evii,lei)i:ii^ mdpnldpioT' -n rJpnica'! tie iwnn»n«ii'pi 

3. Ei de l,i» mipejliAf de npuiitiibleniJti^ de ru<.’ieiites eon rvHkn- 

ei.'i cl: iiL'iinHin u aii fiieriin Uc «!i.[V(.tnr3L]nii pmrunda y nu.c«'d»cntc 
rri1eji>n«i rpii Lis »<vrfcn'wi> bueiLle' 

-1. SOk'd IUKU de Ivs I'wii.iEntes (iw priiJiijentn ipip espuii:* nu pviukn- 
tenfjii iKuniriPniii 

5. SAk’i d de Lh pjekinwii em ncumoriM pj'dujcnnn e^jxiw 
ixirulcriiii 


mipxpoTgAnismns prcitnminAntes dc las sccrccioncs ncspimliN 
Has. subre lodo cuamliP los fmijs lehidos con Oram apoyan sai 
presencia o los microorganisenns tambi^n se afslan a pantr Je 
tos hcmooullive£i simultilneos, eorrobura su papci cn la apari- 
cidn Jc In ncumum'a Para aumcnUir cl rEndimicnIu 

en la detecci^n dc cichos mteroorganisTnns, en paPicular 
/^rif ji^ppnryjJfj jjmi'i’rr puetlc scr necesariu la rccolee- 

cidn Jc cnucHiras Jc ciipuEO inJueiJo, luegn dc la nchuli/acidn 
con HolucL^n sal inn. 

Si sc sospeehn dc inrcocioncs pulmonarcs enusadas por 
micobacleriA.s, hongns, piirisilns humunoN o vims, se deben 
utiltzar t£cnit:;as especiales para aislar los agentes etiolAgicos, 
ccuno se desenhe en los capfiulos dcdicados a cada imo dc 
csEas ^nipiis dc itiicruurganisinos. A pesar dc que cl aislamicn- 
to Je eiertos bongos, eomo los hongos diiriorbw patogcnoii, 
sucic indicar enfennedad, oiros bongos, coma las espectes dc 
Aupcfsiilits, deben aislarsc cn forma nepctida a partir dc mnes' 
tras sucesiva.x antes de poder conTirmar el diagndsitco. La pre> 
send A dc hi fas Jc bongos cs menus probable que rcprcscnic 
urui containinaicidll anibicuuil. El Jiagcids^lico de neuinonta 
viral sc realizarJ con niayor fmcuencla en pacienles [niiumo.su- 
primidos y cn nihos que se encuentran to sufLcientcmcntc 
cnl'erm^is enmo para reqiiertr intCTTUvcidn, 

Lon lteinsK‘ul(ivE>s. la dct&ocirtn de antfgenios uHnaritw y las 
tifcaicas cuanlitativas de cultivo ya fuenm cxplicaJos. Hoy !sc 
cucnlu cun tccnicas molccularcs moJemAS para cl diagnoslica 
rJpido viral y de la^ iniecciDucs por mioobactcrias; Cs poco 
probable que en ttn fnturo se ampife el nJniern de situaciones 
en las cualcs se aplican cstos enroques. Como cslntlcgia ulil sc 
ha pn.ppueN[[] lu niedicidn Jc un reecpiof Je.mrneadeiitanie solu¬ 
ble qut sc expresa cn las (.‘dltJlas mieloittes ” ptf** fe.iiu1ia- 
dos promisorios requieren conllrmacibn. 


ifjfeccmes def iubo digesifvs 

InlBEEifwics htesbnalcs 
SfNTDMAS CLiniCOS 

El sinloma mUs comun que se prescnla en las infecciones del 
[ubo digeslivo baju cs la diam:a.^' A pesar Jc que (f-sla cs difi- 
eil Jc JcTmir cn runoii cumlliiiLiva. lus paeicnles saben eudodo 
han tenido un numcro dc dcpHnsJciancs mayor que cl normal y 
cu:lnde lies heces licncn un anpcelEJ blunJ*] [> mds liquidu 
que ci usual. La diamea puede acompar^arse por dolor abdomi- 
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CuQdro 2^2 Sdwc-lon clr In fler.i cuhiu'D:^! 

il V de Tn^ |ijfn^riui^ |'iikti:;ihriiilh'^ iM u|uriilii 

FLORA COMSINSAI- 

P,Oi6CiliTS'OS FOTENCfALES 

LMrcplin^KiK «r^-fKrnoCiiiri.ri 

Aclfnctvi™^ 

Eh4ft|^u:iK.~oi p-hciniilJtKV^. Jc kh dd 

Af\us^i'^iPk Coi>mL3 pdfle de uiu jFifecck^n luiiuii 

f njpii A 

Sf^fdclellti 

FsJWOif ^ Jl*- rjrTrJ^^ir 

CS?Ifnn^ iluT pnu'ujfu vil'jf 

K^ahlCkCCiLMs autgula^ifniegJtisiM 

^VrJrjJThYfraT JlTlPfcK"! 

Ebpe^Ut^ Jc ^^id ilraL'Je'rEQ'jin C'liflcri.kHltsI 

CdJRPlc/A.iL JcJriuTE rdre^ 


Cry^NT>ii H-A *Trr^iif-rrni/TS 

Esfiftic^ de 

riinnicgii.ln^irM 

refSdtt'ile 

liaempphrius 

Vini^ i\e[ bruptfc ^iinplf 

i-\AUxrf M'Jf 
l-Lspcbcirs cle 

Afi<f?fwirfrji|^Jtfl ftwf rJffirwjr^P 

ML^tiviru^ y fiLU-dnu^nhiEiJ^ 

AVriJf-r^U J^^CATM^rflfcuPlIC 

AVr.vJr*tvrrninjirt/ nil % 

jinnyj r fpjFthUp 

^iPTOfNiniJ 

^frr^r'Tivc'^^ ^E^i?irirrrr:f 
.Vrrr/Kr.v \m ljia Ij^rLifW A) 


nat y ile inleas^idLud ^ariiibln. L,ii cs un 

l^nninu utilizado pan (kj^riblr vario& tipvs Jc ijifcccfLcJn gas^ 
UioLnlc!;tinal hajj. 

La “diseticeri'a" es uti t^rmino uulizado poi^ df&criblr e] cua- 
dmcncl cual la diarren sc ac(>mpai)a por tiolor ahdomina] cnn 
crtficns y [ciwsmo hfiiiidu tlnloniia itiEc el paMj de la^ hcoeiilr 
Lu di^enlerf;! est cl leiiLiliaiJi) dc L ^icLidch tic niicniui^ai^iinoa 
''cnlcminvaf;i\W quc penctriiin la mucosa c iartaman la pared 
jnieiiiiita]. A menudo. Ijv hcccs eoiiijeTiep c^lula^^ [[lil^m^uorias 
y jiltSbuhv^ rejn!j y pitede lamhien erhservar^ san^ne. 

En cl CKUvmo opucsto Jc e^lc cspccim ^ ciicLicntra]] los iin^ 
drames djuuieicos prorusnmcnlc ocuo^rs nn dolcim:^o!; causados 
ptir vinj^ ycienos pLird:sitDS y hactcrias. Lofi slrufcomc^ diamci^ 
cos acun^s y agudns se refuel ven en forma e^pemtanea al 
calm de una semana. Si tos smiornas pcrMslcn mfi ningiina 

ctplicac Ldn, m: tJcbcll cuil^idcrar Ups paTasiCiiis. CtMIIU Ginniitl 

tiimbfiii y otras eliolof^ iw infccciosas. Las hcccs pnoducidas 
duranlc una infcccidn pnr CiurdM a menudo hedinnJas, 
^jsosas y lloU'^n en el agua. 

Lfi Tichrc cnlp^rka rcprcicnla ima caiegurfa e^^pccial y. jhif 
ftprlanii, poetp ctpiiiun. Eble sfitilronic csti caLisadD put Sul- 
tjiciiicilti cyffifi, aunque ou as cspccics y scrovarcs dc fti 

lambicn pueden ocasionar una cnrcrTUcdad i^iniiJar. Ut liebre 
ctltdrioa « caracieri/j por fiebre, dolor de cabeza que al prin- 
cipio leirite y lue^o se bace cons.tante, do^or abdoirinal. csple- 
nomcgalia. bradicardia (pjlsu IcnttuO tclaciv^ y Icucopcnia La 
diaiTca no cs pnimincnCc; dc ticcho. cl CStrciluttictltO pucdc SCt 
comtin al pfincipio de la enfermedad. Ademas, algunos 
pat6gcno> invasjvios pueden ci;lar asnciados cofl epfsrniedad 
sisc^micd e infeccii^n en t>tros brganos^ sobre tctdo 

ell Ups patienics con cnfcmieiiadn isLibyaccnEes. como La^ he- 
patopal/as enmiexs. 

CiciTJS agemes infocciosos esiari asocinidns con determina- 
dos taefores de riesgd o caT;rciensiit;a^ tliuicas. Algunos ageii- 


[cs, coiro mkrosporidios cncuenlraii casi exclusivametUe 
cn lu!s paclcnlcs inmuntKsuprimidcis. Casi iticDipre, Chsiriiiitmt 
di^dk causa Gnrenuedod solo cn los pacientes quc fucron ira’ 
taidos con aniibidricos que alceran La ilcna ga-sitoimesTinul ntn:- 
mai. MuchoK de esios agenles !te transmilen pnr aEimenlos y 
agua coi]iainiJiada/'‘ En el ciuuiro 2-3 sc tCMuncn k>s piincipa- 

Ic s .>u[idjuni[;^ dc las enrcpirniLLules ilcl [ubt» Lli^chiivu buju. 

Ea la mayona dc las comunidadcs. Ids agesjtcs quc ic iden- 
[iflcan enn mayor asiduidad en las. gasinKncerimi son Cumpy- 
kfitiar^r Jtyjru f. especies de StdiNotidlu, pintilin foinhliei, rola' 
virus y nomvj rus (virus similarcs a Nor^'alk, para Ida cuaie& no 
sc cuenia aun con pruebos dc laboralorio)/"' Sin embargo, 
cuando todo esid bee ho y dkho, el rcndimienlo dia^dsiicD a 
panirde losh coprociillivos en la mayona de los laboratorios cll> 
nicos cs un dcHalcnladur 1.5% u SK'fi'Sf 

Algunos que causan ga^iiTDenleirilLs lequieren trata- 

miento inmediato; por ejempio, tas cspccics dc para 

[]]ro^ no citisEe trjiamicrLU'p cspeciliecp. por ejempio Uis s inis; en 
oiros casns el iratomiento esta indicodo sAlo si se prefcnla uua 
enfermedaiicon eomplkatjbn o RehreePl^rka. por cjeflipln. las 
c^pccks tk Sitlitwiitltu. Eii niuy probable quc toa rnddicDS indi' 
quen coprocohivos anic alguna dc las sigllicnies hiuiacioides:'** 

1. El paciente tiene sindrnme de inmunodeliciencia udqulrida. 

2. El pacicnic ha vlajado icctcnicmcnEe a un pafs en vfas dc 
tkuUTOllO. 

3. Prcscncia dc licccs con sanpe. 

4- PiTcscncia dc diamca dummt mis dc tres dljs. 

5. 1^ dlarrea tequiriA tehidfaiaeidii intravenosa. 

6. Hay liiAre. 

Los laboratorlos dificrcn mucho cn In sofisticocidn etc los 
rncEodtvs de analisis de lus inueS[ru:i de hcces. En un e^tudio 
reali/jdoen labcnitoiioh cl inicDs durante 199^, Id mayorLa 
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Cuad^Q 2-3 l‘rinciputi;h >iiitifi'i]nK'5 di* lii-v y Li^'tnlc.s nu'is I'lhJiiucw^ 


SfMlROME 

BACTERJA 

VIRUS 

PARASITOS 

COME.NTAREOS 

Disrrrfi influnalxiriL 


Nin^Tic> 

tnrdTwv^ 

AfKia el crtiTn: a mersU- 

MKTlAUdl iflSdlteFftl 

«]E£ri»JlV415i(VtL £. coli ^DlfTU- 



df^pKWKIl ile kuoo- 


llCEnlnfdfkLL 



C-itOI HI U\S tlKVh 
















Diann hn ihllsiniaiFuria 

t. £ iyaI'J 

NcifWhnis, JUUH- 

Ol&rdta 

Al'e<n cl hrar^nrm dclgfl- 


CflEfRUfrCfLlLiv^ VUijNlJ ±^hi}- 

nis. 

Crypiti^fk^ndhtitf 

dapfojunuf; Jiualinen- 


lewuct CJuTTjTiij'arn ^iwrjfrui- 


/kij-hurri., JirjTprrnd 

Ic auncciCju ulc I(MU:DlL- 


/Vi'm, ^-PTr/JaT rrrrirj. 

niK, cir. 

^rJr, Cye-ieuptjm 

liiR cn tai lus.vx 


-SfcT^vJfinWTiiA ITJiA 


(nrj-flfFi^r.T 


DliifncA coji ciifrrDicdLiiiJ 

ty-p^r. OCr:!^£ipn:k&- 

NJhfLiiW 

NiapLbci 

Aitii'ik cL inirviiijii 

fiil^iDLc^ hn^hiidafic- 

dc IVrtJfltfl /-JrJf r 



do JiAUl; pUAJe flnbrr 

bre tfiitfncj 

opwitfi lie 



leiKnciion irwnoiiUL'lea- 


Ciffir^ylobifiTrf 



rcb en lob hev:C:^ 


de lo& iniciDbi6lDgQ!i cximlnuron Itis dc bcocis pufa 

c^ctudiar la prcscdcin dc c\pcclcs dc &if?n(ar(E7/£e, dr Shig^ih y 
de Campylobacter. Por el contriQFjD» cerca del SO^f' de Jcis labo 
rtnocfON inoluy'tton liscberkhia ivfi OIJ7rH7 y especies de 
Vibrio y dc Ytmitiia cn su pnolocDlD diagniS&tLco.™ La bdsquc* 
da dc piard:sjtos cn lai aiucitras dc hcccs sc icalizd en sdle 59^ 
dc 455 laboralorios csludiados y las muestnis fucron enviadas 
a jn laboraErioA de referencia para su La ittvesiiga- 

cidn de espectes de CryptospaHiiintti, Cyetospaia cayrraHetisti 
y micruispuridiD cn heces sc realizd sdio por demandi especlTi- 
ca cn cl 899t dc cstos laborcuioriosr Es muy impunaiiEc que cada 
laboniluriD indiqilc Ids puuSgcncis que sc bfaSEraron cuando 
infomian los resultadus al medico. Un inforrtie que Indlque ^no 
sc aisLaron paidgcnos enidricoji'' no es acepEable. Hn un estudio 
que incluyfS a asi 3 ODD medicos de cinco escado!;, e] 2S%^ de 
cKos no snbfa si cl laburalorio habfa analiutdo la prescnciu dc 
Etfbcriehta ti?ii Ol57dJ7 y el 40?E: dcscunoirfa ai sc habiu rea- 
lizado la bdsqueda de las especies de Yartima o dc las cspccics 
de 

REEOLECClOH HE MUESTRAS DE HECES 

La recdlecciOd de muesLiuis de heces diaireicas no c!^ dilicil. 
Se deben recolectar muestras para la delecctdn de todos Ins 
pal^gcniw cn rrcipicnics limpios 4!no ncccsariamcnlc csE^lcs), 
dc bocu aiicha. que pueden cubfirse con uiaa lapa muy ajusEa^ 
da. Lci« rqcjpjenteii no dcbcrt corltcilcr cotiscrvnnics, dcCcrgcn- 

tea o ioflca tneUSlicaa. I&e debn: fvitorlu L-on^^niiQuciAii 

Can orina. Si sc siospccha la prcscncia dc un para^ijto int«ainaL 
enmn Entuitu}eha biMirtytica, Giartiia iartThiin o c:lpecle^ dc 
Cryptospifridimt, debe colocdnkC una pequcilu [»icidn dc la 
mucstra can conservantes coma alcohol polivinllka tu oliD 
altemativQ pero que no canlenga rncn:iirio} y forTnoi al 10%. 
Las mucsiras de hcces para la deteccldn de vims no deben 
cnlocarsc en medioj^ de imnspoitc viral dado que las pankulas 
virales pueden diluiise, alld de la sensibilldad del sisicma 
dc dcicccidn utilizado. 

En al^unus cu-wit gs ncccsaria la recalcccldn dc un hisopado 
rectal en lugar dc una tnueslra de heces, sobig ttyio cn loh 
reci^n nacidos o cn aduticvs muy ctebiliiados. Lo^ hisopActos 


tcclaica pueden set mds uncitccs que la.s luiicstras de heccs para 
cl aislamicnto dc ciertas cepas de Shigella, ya. que cslas micn> 
organismos son sensibks al enfriamienlo y al secado^ Tambkn 
se ha infomtado que Ins hisup^ns rccLates son mis efiLi»cc?i 
para el aislamicnto de Cloitridiam di^cile en pacientes huspi* 
talizados."'^ liJ hisopo debe set introducido un poco all£ ^1 
csfinEcr anal, cvlEiando cl contacto dinecEo con La materia fecal 
del recto. Los ha£Opc« deben set innculados de inmediuto en. el 
medio de culEivo o colocados en un sislema de trmspone ade- 
cuado para evitar que se sequen. Los htsopados rectales iam¬ 
bi sion ncccsaiios para cl iliaiindQiico dc la infcccldn gano- 
cocicbi TCCtaJ. 


EONSEDEnACIQNES EPIDEMIDLCGICAS EN LA EVALUACIDN 
DE LQS PACIENTES CDN GASTHQENTERITIS 
Sc debe reuliiisit una historia midica delallada que induy a 
Icis vlajes recientes, el consumo de alimentCKS o ag]ua poicndal- 
mente contamlnada y la pnesencia de enfermedad similar en 
amigos o famiUarcs. En particular sc deben registrar los vjajcs 
a paiscs Tuera de Icis Estados Unidos, donde cienas enrermeda- 
dcs asociadas con diarreas pueden ser cnddmiciLS. La causaiiUU 
ctjmun dc la “diartca del viajcro” ttombiin llarnuda “rrvancha 
de Moctezuma", "'vicnine de Delhi'' y otros nombies pintoces- 
CDS> cs £. coli cnEcTotnxigj^nica,’ pero otros paldgenos impor^ 
taniesH cumo Ibtratntvha histolytica son tambi^n habituales 
fucra dc los Esladat Unidos. Lu mala calidad (id agua y dc Ids 
ubuIccLLnicMitos dc ulimcnlcHi;, Iq -cicaHJi difiponibilidacl di? 
almaccnam cento cn Itio y la contaminaciOn a parlir de las per- 
sonaii que prepanm Ioh alimcnttn ponen cn pcligro a Urs vioje- 
ros. Sin embargo, en e^tos liejtipos del comereio global, que- 
darse en casa lampoco implica cstar libne tie riesgo. Se hiui 
infornLado gaslrocntcntis cpidemkas como resultado del con- 
sumo de alimenios contaminadDs.^* Sc trnrp easi siempre dc 
tegelales o frutas que no se cocinan ant«; de consumirse y que 
han si da importiidas dc otros pafscs. Por cjcmplo. sc delccld un 
brote lOUlliestatal dc infcCcidn por Cydespora proveniente de 
frambuesas importadas dc Centroom^rica sdio dtsjpufs dc que 
sc acumularon los informes cn los centres nadonales dc lefe- 
lenuia.'*^ Es imporianie recurdar que las buctc^as habiiuulcs dc 
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CUddrD 2‘4 AMKiarii'm ik inlHrinui's B'l^to^iiiii'Stinali'iv ■.'r»n 
liieluric$ chillin' [iV'iiSf 

lAtrrtjii 
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HahlKjcjfi^a 

Ehc^Kfirhnt rrJiV OIS-"? H7 

h*dcrUr« mmimKiupnrni^hw 

nuiri ^fiiiirL 

kipwinfc^tkifi por yr^r- 

Cnrhfrc/n 

MxJViCifs 

irftpcftiM Af Vih^N^, Jicimvhru^ Mmt de 

Ij. hcpuliUh A 


las de ctHnil (que j-e nineitrt dunnic la. ttjtcirinj 
cau^^iT enfi^rmedafl !.i Ids aliinvnlDf; cmdos. ^omo [us vc^clatcs. 
cnlran i;n conlaclD cun Ins inblas Jc picar u lus rnustriulor^s uii- 
lizqdus pnr^i %u ptt^piuuE^idn. Cicrlas lacalidadiis. dmbilos cHni- 
cos D alimcntos sc rslacionan paiticularmcnlc cdit patugcrns 
cspecificDf! (cun'vdru 2-1). Sin tf: pniiible cualquier 

CDitibinACi^n, incluso ntjudJas no tkscriEfis antes, ]o qoe subrj^ 
ya |3 impoftancia de rt:ali:i'ar una hisluna cKnicu LuidadDsa > ili; 
inforniiar lus cabos a lus aulvridadcs dc sa.lLid publica. 

Inleccjoncs del tube dlgestivo alta 

El lutKi vbo e<ai fomiadu por c] esdragu, 

mjigo y el duodeno prunimnl (desde In orufaiin^c husca cl in- 
(cslinD). 

StNTOMAS CUNICQS 

Ui csufn^ilts esLii asuclada coii ilillcullad y dolor al tm^r 
(dlsfagia) y con dotur quo so irtadia haoia la espalda. La 
mucosa gasiroesot'digica est± expue&la a alio riesgo dc ulccra- 
cion, Lnti figenles infecciosos maf; cumunes jion Cnrutido 
oliticiitix y el virus del herpes simple; prodgcen enfer- 

medad crosiva. 

CuanJu cl csidmago y la unldn gasirocsordgica sc encuLm- 
tjan ittvulucnidos, los sfnlomns son anorcsin, sensacido dc ndu- 
seas [cn ocasiuncis con vdmilos protusosi y dolor cn cl abdo^ 
men superior, Dehido al pH miry bajo del Scltki jistrico. el 


dc las hacicrias que sc ingicreii mui^ivn luegrr Je ,^0 
minuEDS dc c^postcidji^ per lo lanio^ la gastritis debida a la in¬ 
vasion direct! del cstdma|!OC5 mm. En consccucncia, lairrfcc- 
ciOn gastfojniestinal yliq cs cauuida mas a mcnudo por virus y 
loxinas bocterianas. EL ricido gdsihco tarnbiOn desempcfij un 
papel intporianlc en la protcccidn del lubo diecsiivo hajocon- 
ira las infecciones litijcieriariiiN. La lempia ton antiiicidois. que 
ncutraliza el pH gifstrico bajo, \ la gastn»;Eainra. cn La cual 
climina In mayur pane dc la mucosa focnindoTa dc icido^ pre- 
dispoiien a las infccciones cnicticas por divcrrotit cspccics hac- 
icrianas. Guemant'" descrihid que la d(wiv de Vr rfr^p/prap 

rcqucrida parii CaUsar ona iufeoejdn cn personas S^nas {10'' 

micrwrpanlsmos pur mililitro) sc redajo a sdio IDVmL cn vo- 
liintarioK a lus cuulcs hc Ics udminisErn bicartmanto pam ncutra- 
lizar la acidez gdslrlca. 

Sc ha asociado WeOnWhiffez pylori (Emtes CampytoiNtcftr 
pyhfil con la gastritis y la lilccra pepiica.‘“''’ ■** El mtcToor- 
gatiistnu tienc una pnjpicdad bioqulmicu i)nicH dc hidrolizar cn 
forma ^vida y riipida la ufeii y dc libcror iunc-s umurio. 5c pre¬ 
sume que las baelcrias se nodcan de una nube alcaliha que pu^fi- 
biliia Ml suptrv ivcncia cn el STitbierrte muy acido dc la mucosa 
giviTica. Ut etiologla jnreccinsa de la (jJcerft pifplica permane- 
cld sin conuccrsc duranle tarlo llempo porque ^sla no presetl- 
liiba lus KigiHH y lus NintomiLs eTasicoi? dc unu enfermedad 
■niicccinsa- El hnllargo de cstn infeccidn "no infecciosa" liu 
abterio nueva^i perspectives cn cl cspcclm de las cnfemicdadcs 
causadasi por los inicroorgani^mos. 

lin facior principal de las infeccioncs gastminieMinales uIiuk 
es la ingesta de micruorganismos o loxinas baeleriiinas pmbir- 
tnada^ qnc cncLientnict cn alimcniOF; y bebidas, conoeidas 
enmn inioxieHtcidn pur alimcnEos. La gastrilis agudn y a menu- 
dn ftilnunsme, acompaAada purdcbilinunicnio general y vdmi- 
los, liicgo lie la tngcsiidn de alinienios muy ctvniaminudos dm 
niicruurgi3nuiniDS+ conio SrnphyltnoL-ct/i nuKta^ cspecies dc 
Saltnowila., CIoMriiiiuftt perfrin^ens y Bacifltis atvtis, no cs cl 
rcsultadn dc la invusidn bactcriara dirccla dc la pared gaslrica. 
sino que ch cimsecuenela dc la accidn ilinsc.-iH c|Lte I^k 

neunvtoxiniLS prefonTiadas ejereen sobre cl componenic ccmrul 

del sisteiTta ACrViuKU uLitdnuiTlo. 

OBTEMCidH DE MUESTHAS DEL TUBO DIQESTIVD ALTO 

La obtenci^n de muesEmK s^slTicns pam cultivo es muy pneo 
fretucnic y sc Limila a uiguniiis situacioncs cuyo diagndslJcu cs 
irupuslblc pt>r olruii nudioa. Los baclerio^ rauKalc!; dc una int4>- 
xicojcidn aguda por alimcntos sc pLicdezL alslar del material del 
vdntiEo. 

Se realizan biopsias gaiaricas para detectar py- 

Liis cnucstras sc piicdcn culliiar pain aislar H. pyturi, 
un prucediiHicjtk] que niTEi kc ufCLtua cn un lubiiratorio tli- 
nicoi Kc puede pnall^iar la prcscncia de actividad dc urcasa, uii 
indlcio pre^Liniivn de la piesenda de f1. pvinri: o fte puede ma- 
llzar un examen hlslolc^gico para obserinr la presencia de gas- 
irili''^ n dc hacEcrlos cspiraladas. Lb: mancra altcmativa, sc 
puede cfccluar un cjtumcn scrologico, 

£1 aspirado del conlcnido duodenal puede acr uEiJ para reali- 
zar cl diagni^sticD de giurdiaNis; u CMnmgilindiasis, si no sc 
pudo deieciar el patdgcno a irav^si del examen de muesiras 
lepeijJas de heees. La ulili/ucii^n de un equipo coinervial de la 
"pruebu dc la cuerdu ' isirifix (EnlcriHciit^, }[DC> Milpilas, 
CA> c\ unu ulEcmativa pom pasar cl lubo gisErico. El 
Enterotest* consistc cn una capsuJa que conlicnc una cuerda 
fucTterucnic cnruJladu. Sc dcKCurolla un iramu conLi de la cuer- 
da y el extreinn se pega eon cintn adhesiva a la n>cjilla del 
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pacienl^L luegn m le inclica que trague la cdp:i:ula. En alTe^ieclor 
de 30 a 60 minuKH, cuundo la cdp&ula alcanz<) cl (iuodcnD 
superior, Rc rccira can cuidiLilu la cucnla^ sc cxtniC cualquicr 
niucosjdad adherida a e^lla y se coLoca sobic la supcrficic dc un 
p«iTiat)hjetti^ pani !iu examen ditecio coit el mictoficcifno. 


tnfeceioaes urtnariss 

£1 aparato urinario se divide en una porcidn superior, com^ 
puesla pur los rifloncs, la pelvis renal y loit ur^crcs, y una pur- 
ci^n inferior, cuitipucsta pur la vejiga urinaria y la urclrOp Las 
iaretciunes lirinahoi aJliu SiUclcn iscr asucndcnics; ess ddcir, vo 
originac en la vejiga y ascienden a traves de los urctcres hiksta 
Ic-K liAonCs Norr^mcnlc, la vjlvula vesicoiirciral CViia cl 
reflujo de la orina desde la vejiga hacia los ur^teres. Las per¬ 
sonas con nnomalfas urog«iita]cs o con sobrcdisicrtsl^n Jc la 
vejigu debido a ob.slruct:ioDc.s del dc aolliiL maJ funclo- 
namiento trcunogcnicci o presion del uicco agrandado duramc cl 
embamo. son muy sensiHes a Ifts jnrecciones urin^rias ascen- 
dcnies. Lus irtfecciones de la i^lvjs renal (pielitis) y del riftdn 
(picloncfritis) son las complicacioncs mds frccucnlcs. Las 
infcccloncs pueden scr agudas o rccuncnlcs con daiio inflamn- 
lotio ctdflko. 

Las infecciocies urinarins alias rara vesr son el resullado de lu 
diseminacidn ixjr v{a sangufnt^i de una tvruieria denirodc lucur- 
renal en pacleniM cun scpiiccmia. Las iUMnifcsIaciuneij 
cotnuocs sun lus absoesu-; muliirocules o bi pielDncfrilis supu- 
r^iva. 

A \eces, las infecciones uriniirias sedividen en dos catego- 
lias; no compUcadas y complicaJas'^' tin ujid mujer jo^^en 
sin enfennediid subyacente urinaria □ sistdmica Us inreccicMtcs 
iiQ cotnpikadas uin In eislitis aguda o li piclancrritis. Si cl 
diagitostico es cisiitis, se puedc instituir una tcrapia enpirica 
con antibidticos sin rccurrir al cnitivo, dado que E.'ichericitKt 
a^^t es responsable de casj lodas eslas inreccLon&s. Pam demos- 
liar que cl proceso cs inflamatorio sc debe reaJizar un an^lhis 
dc orina o una prucbi^ para cstcrusa IcucocitoiiaL si los ncutrd- 
filds polimurfonuulcurcx cstdn aiiscntcs, se debe efeeiuor un 
cultivo antes de conienzar el tratamiento con antlhidticos. No 
cs ncccsarin rcaHrar un cultivo de scguimicnlu ('‘prueba dc 
cuia”) a menus que los sintonias pcrsistim. 

La cisiitis o la picluncfhtis cn los vaioncs, lus ninus. los 
pacientes cateterizados en fomuL erdoien y las mujeres con in- 
icccioncs rccjrrcntcs, anormali Jades uroldgicos o enienreda- 
lies Hubyaccmes kc considcran una infcccidn ct)mp1icada. Sc 
fcquicre atuilisis dc orina y unvullivu pam la cistjtis coinplica- 
da y para lodos los casos dc picloncfrilis.^'^ 

Slginos y sintomas cKnicos 

L4Ui princi pales manircMacicne^ clinical dc las infccciunc!) 
urinoTLiu iilcoii Son fjcbrc (a ipcrtudu cco c.scalO'frfits] y dolor en 
el flanco. La frccuencia, la urgencia y Ja disuria son muy sog£!^- 
rivas de infeccionei; de la vejiga urinaria y de la uietra. Sin 
embargo, cn alpinos pacientes con picloncfritis u otra^ infcc- 
cioncs uiinario-s altu^j lui priOK'rus sfntomas son coinpatlblcs 
con los dc las infcccioncs uimarias bajos. La difcicnciacldn cs 
importantc porque el enfoque dc la terapin con aniibidlicos 
para dos enlidadtc es disiinlo.’^'-'^' 

Las infecciones urinario-s lia)aN suelen coinpmmeier la veji- 
ga 0 la urcira. Los sintomas son simllaics para las infccc tones 
cn Bjnbus IwalilRcioncs. por lo coal alguna-s veeps cl pnwcKu 
sc denomina sindrome uieiral agudo,^’^ Las monifcstaciones 


cllnicas usualo son la iniccidn I'recuenie y sin dolor de peque^ 
Aas cantidudes dc orina lurbia ffrccucncia > disuria) y molcslai 
o dolor suprapdbieo. La vaginitis en la mujerr y la pitisiutitis on 
cl hombne pueden cau5,'u suitomas simibne^, pero casi siempre 
se pueden diferenciar en forma clinioa. El dbgndsiico en panl- 
culamionte dilYcil cn laH personas inayurc;s, en las cualcs puede 
nu hober ficbic nl IcLtcucitosis durante la infeccidi]. 

Sc dispute uiLichu aubre cl iiigi]ificado dc Lu buCicriuria o-siit- 
lonblica. A pesar de que cstc t'eaomeno ha sido documentndo 
en muchos lipos de pacienres y escenarios clinicos, la necesi- 
dad de tralamienlo de la bacterturia se presenta sdlo en algunas 
SLluacioncsclfnic'us: cinbarazo, mujenrti que cstdn siendo sotne- 
lida^ a pTOcedimtenios genltourinarios invasivus y loccpitncs 
dc li^planles renales duranlc cl periodo postrasplanlc inme- 
diatn.^' 

Facbrei tiel Iw^spert 

La pnrt nlencia de las infecctones urinarias vana con cl gene- 
ro y la edad del pacienie. En los r^i£n naddoi> y l(>s lacianics, 
son mis comunes en Irw varones. con una pre^'akneia global 
del 1^, La mayuTla dc eslas inlcccioncs sc asuebn con anor- 
malidades congenitas. En los nines cn cdadcscular cxistc una 
mayor prevalencia en las mujcrcs.^^ Esta relacidn pcrmanece 
ccmslante en la adultez. En ciertas condiciones, como el emba- 
razo o b dtabclcs. sc obicrvan altas tnsyfi dc inCidcncia de 
infcccionos urinaria^. En los ancianos. sc pueJe esperar un 
municnto dc Infcccioncs urinarias tunlo cn las mu jetes {20%) 
ctnno cn lus varoncs ClO%). cn los cualcx citistcncondicioncs 
predisprmentes, per ejempio, uropalias cbstructivas en laprds- 
laia. esL'dso v^icjaiiiiento dc la vejiga por ptolopsu uicrino y 
pnHtedLmieutos que requieren insiiunkniaci6n, lanio cn hom- 
bres oomn en inujeres. 

Sin embat^go, los mujcrcs scKuaimentc acti;m son por 
mucho In poblacidn con mayor riesgo dc tener una infc«i6n 
del tracio urinario sinlomMica o urut hocleiiuria aj^intonidti- 
CQ.' ' A pesar dc qtic la infcccidnasinlomitlca cn csic giupo no 
produce probiciiuts inddicos sciios. puede scr un murcat^ dc 
iitfcccioncs KEulumilicas ibluius.^^ Las mujenrii sun mis suk- 
ceptibJes que Ior hnmbres debido a la longirud mas conn de la 
lircma. Ltw pwltigenfus usuaks son la flora hacieriana perineal 
qjc sc urigina cn cl lubo dlgcslivo, sobre todn si la bacteria 
licFic facloncR que facililAn su un]6n □] cpitcllo urinario.'^* El 
coito facilita la entrada de las bacterias en k Lirclra femenina. 

Un segundo grupo de individuos que se encuentran en ries- 
gu dc infcceit'jn LirinniLU. son Ins pacicnics cateterizados en 
forma cruniffl-"’' Un cuerpo cslroflo, cumo el catimr urlnario 
pcrniancntc, garantiza su colonizacibn a Ids 3 dEas de su colo- 
cacii^n. La hacicriuna asintomatiea nrsultantc noesdariina per 
s[ inifima, pern expoDc al paciente a la apuicidn de infecciAn 
sinioTiiJlica, como pietnnetritis y sepsis nrinaria. Cuamlo el 
ptiLicnic lumbidn sufre dc dcmencia. como muchos ancianos, 
puede Htr difkil determinpr si |d infcccidn C5 sintoindtiofl. En 
du^cncia dc ricbic o Icucocilosis, los dnicos indicAdorcs puc- 
deo net cainbioN suiiles en la pcTscmulidiid cn el estadu men¬ 
ial. Esias car^tcrrsticaslas pueden deleclar mejor los personas 
que asisicn cotiJiunamcnlc al enknno que cl m^ico. guicn vc 
al pactentc en forma iniermiteniCr 

RecDlcEGi6n da muesirat dr orina para ojllira 

El aparnto urtnoiitt norntol no iiuek cuntener Ihacieriaa, cun 
la cxccpcidn dc Ea mucosa urclral que presenta inicrofiDra,' " 
La orina puuJe cuniaminarse flScilmente con bLucEerias delcon- 
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Cuadro 2‘S Cleri:i rinra > ]i.T[c>i!t'iiHn$ iiuieiHialcs 
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(liictn vagiTiitl y {tcl pcrineo, ocon lu DturM bacteni^na propiu dc 
la uretra. En «] 4:uad]u 2-5 S4i enuineni una selei^cic^n di^ tnic.‘n»- 
<.irganl!ii7io& cansidcrodos ajnciminantcs u paldgcnus putcnciu- 
]a» cIl'I aparalo urinaiio. 

MUESTHAS DE 0H1KA Oa CHORRQ MEDIO DE LA HIECION 
Lan mucatras dc orina ac rccolcctaii del chumo incdiu ik la 
miccLon cn cortdicinnes adccuadsN ilc higicne. En lasi tttujrccs, 
esia tunica lequtere indicacione!; prects-as del personal para 
lo^r mejnres resipllados.^ Primero sc limpia cl drea periun;- 
iral y cl pcrineo con dyp o crTrs paAtis dc jiirisa embebidw en 
u^iLa jabonosa. uljljzando un movlmicnlo hacia addanlc liacia 
atr£i5, ac^uido dc un enjuague con soJccidn salina o ajzua cslc^ 
lil. Bradbury obruv'n cvidencia de que la [impieza inconveta 
del Inca pcriurciral y del pcrinco en la^ mujcrcs punk no Lifcc' 
tar la culidad rk [as muestraN tie orina del ehorrrp media para 
cultivo. A pesar dc csla sugcmicia. rccumcndamos llevar a 


cabu CMC pruccJiiuknlu dc llmpicza cuandu sm reooiccia una 
muCiSira dc orina paru vullivo cn las mujcrcs. 

Los loblos vaginaks deben nmttenerse seporados durante la 
jnicci6n csptinldnea y dcscanar los primeros mililitros dc ohna 
(.kben ser Jescurmdos den(n» Ue una hacinilla o cn ct inodoro 
para eliininai lav bactetiiis de la ui^irj (fig, l-lf, El eh<.im> 
incdio dc la orina sc rccolccla cnloaccs cn un rccipienie esl^jil 
dc btx:a ancha que pueda ccrrarw con una tapa ajustnda. La 
1iinpie7a con agua jabonosa no suele requefirse para los hom- 
bnesK cn Su lugar Sc limpia cl mcalo urctral ttimcdialitnicTKc 
anies de la miccidin espont^ca. con !o cual la ri±colnx'i6T] dc la 
inuHMkira del medio do orina cs vuncknic. 

Es frccucnic que sc Jes solickc a los padcnlcs ateadidosen 
el consLihorio irkdico a en una cli'nica quo otxcngan su pippk 
Tnijc<;lrfi dc orina. Rida pnictica es aoeplahle si s« le dieron al 
paciente las diicctivas precisas para la recolnxi6n udecuada dc 
La muestra. Sc tccoiiilendii Inipriinir Ins instiucciorws sobre una 
tarjeta que ci paciente pueda considciar despues ck cscuchnr 
las instniccioFKs vnerbalcs. Cuando cl p-.kcicnie no parcce com- 
prender o cuando el idiouvr es un imi>^imcnio. la enl'ermcr^ o 
cl iLsis(cnlc del eonisultorio deben locric las instruccione^ purto 
por punto o picporcionarlc asisicneia diicclu ptira nccolcclur lu 
inucsini. Eu cl rccmHlro 2-2 nc irucstin lici cjcmplu dc una Eur- 
jeta con estns insiruccioncs. 

El cumpliTnicnlo del pruccdiniicnlo dc rccolccci6n dc orina 
pueJe contrtikrse a lo larjci ilel tiempo lenlendo en cuenM la 
rrccucnciu con Jn cual cl nccucnto dc colonias dc Ills mueslras 
sc encuentra en un range eniw 10000 y tOOOOO UrC.(niL. L^i 
mayoria ^Ic Ins pacientes tendr^n rccucntns de colonins que sc 
cncuencfvin fuera del Rngo, Los paeienres sin in(ecci6n no len- 
^Irdn hacterias o bien c] rveuento serl inferior a |0- UFY7niL. 

pacLcntcs iut'cciados tcndiiin un iccucnto dc lOOOOO 
UFCAnL o mis. Lu frrcuciiciu dc un rccticnlo inlcrmcdio lUi 
debe Nceder el 5^10^' si el pnocedimiento de recoloccion de la 
mimira c^^ corrcctn. Las muesinrs deben pnXr’csarsc dcritro dc 
las docs hOTiis de la rcLOleccidn para obtener recuenlos de eido- 
niiLH cxaclos. 

El cquipo dc rccokccidn dc orina B-D^lBccton-Dickinson, 
Cocktsy^ivilleH MDi, disertado parti mantener la poblacidn bac- 
tcriana en lii orina a icmpcmiura ambienie dunmie 24 huras. es 
tiin cFieuii cionio la censors acldn dc las iiiucstns nefrigeradas 
durante coda la nochc.’^' A pesar de que se puede notar ciona 
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iriecciones Lfrinarias B3 


Hacufldra 2'2 InEtrucclonaB pare la ahiancion ds rnucitrat 
da orina del charro medlq en candiclanes 
de Ngiene ndecuedes (mu|Biea] 


I. (juildi tc Idn:^ inlcriiM. hcnLaiMT ci.<nliiiljhlciii[:ii‘.c ca f'l lL^l^rlllo lIcI 
irljclu y LiitiKar una iixlilL'. ]u iil.k Jifj'is pi>«jlile tLh.'Ll«.'! LirtCado 
2- Scfiunr un:i nunc* l^ns lal'iLK vai{iiia.l;^ y iQanuiHTlns ink|l- 
Iri'^ 11 :^ j£3 un<i iiii-Miin lji y ('KnlELvn'm Ji? 

juimUii 

.1. [j)s»k>. A'Wfuraiw dt' Lit-jf h ctijiuf.v I'jtJi .inoi'f ch' rwf'lKtjr la 
i»tkK[r:id£ 4»niu. [lali/^r uiid di; cuiiEni af^iniKV- tvidrikrv 41: 
tu »4 lu LIII CDlUchtidD^ ccl Jc Jjbdtl p!ii>al Ul 

(Ictdt adclnnlc hadu ii]rd>. Luvai CDln.' I'Ih |:dLc^cv. dc Ij [IkI iTTrl 
nia^iiiH'i cu^adi^ 

4 .. Kiijuujaf. I)c^pu£s lI: haher l3H.VL4kV4.'iin Jus apisiioh ■^njatKmaLkis^ 
4:[iiiui.'i.ir 4.'4>a UB a|^tu> hdJDciJLi sui4;l inisitiu iiioh tuiJfiitiJ Jl' uiJ:- 
latMi: tincia aim. No inilj7:ir nin^iin a[ii.isjin ndi d? tina 
fi. Mjihl'uci labji. 1 ^ vnjtiuk'-. y cl-.-iar sMcr Ills pncn^nis 

p«us lie 4viiia cfl ct iniMkiRiL fU^teur el TcLipimle del luld e\ieTivi y 
iwccuiiir s(iie lu i»ijLi tcinuneiire eui^u liL-iUtuik: 
fi. Tura* rl rfri|WFnri n piilidi; a U pnlcrmcra qiai: Ici Hliju 


liiitniinLidon eii el tecuento de colotiLELS Luegn de un dlinocena- 
mienlD prolnngado, elite sifttema se rccortiiendj para el tmn^- 
portc dc mucstras dc urina cuyo prcxiciiamicnlo m; husla 

24 horns. Los sistemns Jc iransportc que Incluycn d(;ido hdneo 
(cl cull cnijuentra enue los adlEivo^ del cqnipo de rccolcc- 
ddn dc orina B-D’’) pueden scr un mciodo alicTTunivo pari ia 
recoleccidn de mtiestns en el domicilio a en lugarei; alejados. 
JcvE'kcs y cols.,'^ a panir dc un cstudiu que inoluyd a S4 nifiuf;, 
ctmcluycron que lu recolccci^n eJe orinacn flcido b^ri4;t> reJu- 
C]i ul tnftiimo la codiumiruidiCm, a peuirdc que el cn5L:i[n]ent[> 
de los posiblcjs pitdgcnos tnmbLcn podii inhibirsc cn un poque- 
no numenn dc ensos. 

[.a recoleccidn de una mueiitri v^lidi de orina del chom> 
medio Dhtcnidi cn condicioncs adccuada.s de higicnc pin cul- 
livo dc hombres unciunos con incorlincncii que reside n cu 
gcTidlricusi limhii^n represenu Un pnlblema. Nicolle y 
int'orniaron haber cliagnojitLcado con cxito las infccciones uri- 
naiia.s cn cnic guipti ttc pactenics utili/imtilo un dtsfvwitivo de 
rcoulcccidn cMcmo que eonsisic cn un conJ6n csldril y una 
bolsa pini orina qvc sc llcvd cn la piema. Anics dc cokKar cl 
conddk sc limpta cl glindc con jabi5ii y agua y sc enjuaga con 
solucion salina estenk La bolsa pam orina se examina cada lO 
a IS minutos hasia haber nbtcnidn la mucsira. Dado que lai^ 
c^nitimlnacioneji con Kajo recuento de hicieriasi eiilin presen- 
ics cn casi cl dc Ids pacicnlcs. ne icquicic cl tnulado rtipi' 
do dc la mucstra ai liburacorio y la inocuLacldn inn'icdiata cn cl 
media de cuttiva. Los rccuentos baclcnnnos mayorcs dc 1(1^ 
UFC^mL, sohn; si sc obticnen cn dos rCcOlCCcioncs suce- 
sivis. tienen una alta corre]aci6n con oims inditMJores de 
Ijifcccidn urinafia. 

OTRAS MUESIHAS DE QHINA DE MICCIAN ESPQIITAHEA 

El ob jell VO tie necoleclar el cJkhto medio es obtener una 
mucstra dc ortna que liaya cslado rclcnida cn b vejiga y dcs' 
cirtar la parte inicial dc la miccion que ha cslidn cn cnniacia 
con la urctra y se encuentra prcsunfublenwnlcconianiijiada con 
la flora ureiral, Sin etllbaT^o. si se invcKtigu una urCtriliSK la por- 
cidn inicial de la orina de miccidn e.sponidnea es la que real- 


mcnic inEctcisa. Dc mdi)cr4i alienialiva (auih|ue in^s 
sc puede [ntroduck un hlsopocn la ui'itra dislal pa^ lomar )a 
niucscra. La uEiltdad principal do las mueslras de orina de mic>^ 
cidr cspontanca cs el diagndsiico etc urctntis causada por 
Neix.<<t>ntj f^ttnorrhjfeaf y Chlumyiiia tnit'iiofjtariA.'^ 

Sin embargo, si se considcrtt cl diagndsiico dc prosuiEilis 
aguda. las sccreclunK prosmiow st>rt cl matetial dc cletxi^n. 
Lu tdcnica. rnib cEunun cs cl culiivo difctcncial dc la orina 
Luego de un masaje proslalieo. Un aumeEitode 10 vcces en el 
recucnio hacteriano luego del masajc prosldEico sugicrc el 
diagntbiiieo.” 

HECGLEDCifiN A PAHnH DEL CAltlEH 

Debe evitarse en La medida de lo pcsible la colocaddn de un 
catdicr ctNi cl unieo pnjpEisila dc (.ihlcncr urtii muoEra dc orina 
debidn al riesgo de jntroduE:iir paJdgenos bactcrianos. En un 
csEudio que ineluyd a 105 mujeres E.xiin wspeeha dc infcccidn 
urinaria.^’^ los resuhadns dc las CEihivos dc Las mucHlnis dc t>ri' 
na del chorro medio obtenida en condiclones ndecundas de 
higiene no dinrieron en cuanlo a sensibilidadn especificLdad o 
valarcH pticdictiviiH pwitinw o ncgaiivos dc tos dc las mucsEnis 
obEcnidas 4:0 parilclti ptir medio dc un t:jliS[e.r dc entrtulu y .sail' 
dn (catE!lcr L y 0> rccolccladas inmediatamente dcspucs dc las 

del cIieiite^ medin. L^ colnc^Kidn dc un £:utctcr rc ctebe 

resEringira Eos pa£iente<i que son incapaces de emitir una mues- 
tra del chorro medio adecuada y idehe tealizarse presEando 
mcticulosa aicncidn a la asepiiia dc La l6cnka. Lus primen^s 
milllilRUS dc orina del cat^tcr deben dcscarEarac piira climinar 
cualquier microorganismo que pueda haberse alojado cn la 
punia del EiiEdlcr en su IriLnsiEu 1 lruv£s dc Lu uielra. 

Las muesiras de orina pueElcn obtenerse de un calcicr per- 
mancnic ulilizandu una aguja 2S y una Jcringa. Sc debe iiscgu- 
r^r in dcuinrcccE^n del ^rcu dt^ndc sc rcalicc lu puitcion- La 
urim puc4le unpirarsc u Iravcs del luIccEoi dc guitiu bluilEla 
cntic cl calcEcr y el tubo de recolcecidn. Las mucstras no deben 
Eihlcrtcra: tie las bnisas dc recolcccirin (Id caE^ECr. A ptsor dc 
que se iUEenta utili^ar partiile-‘i bdmedos o bolsa.^ como medtos 
de peeoleeeii^n de orina cn los lactantcii. ek un gran desaffo 
intcrprcELir l(xs ncsultados obtenidos dc cstas mucslias. Las pun- 
LtR 4lc t[]s culcEcres 4Jc Fulcy no hud uiic[:iiu4ias pun cl cullivo 
ponjue se encuentran siempre contamlnadas con microor^anis- 
rtiofi uiCErales o 4:ol4>ni/antes. 

PUNCI^N SUPRAPjQiCA 

La puncidn suprapiibLca se reserva, easi en t'orma excLuslva, 
pitra Los rcE^icn nacidos y Los ninos pequenos. Hn la liguia 2-3 
si iluMns esEi t^cnica. Ehic prcicedimierHO sc tcaLi/a mejor 
CLiando La vcji|;a cstl Mena. Para lEcvar a cabu esta prdcEica. .sc 
deslnrecta La plel suprapdbica que sc cncucncru sobre la vcjljpi 
y SE eolncan en el lugar campos quinlrgLCDS esterilcfi. hyee- 
lii en farma snbcntdnca un ancst^ico {p. ej., 1*^ dc lidocaina 
liCl} cn cL siiio dondc sc huri la punci^n. Con lu puma dc un 
bislarf quirdr^icu ugu^adu pura puiiE;idi]. sc reali^ mia (ICque- 
f\a incisiE^n cn la epidermis. A traves dc csi« herida sc inlroda- 
ce dclicadamenic dentro dc la vejiga una aguja para puncidn 
etipinal eIc bisci cortfj y calibre IH y sc aspinin 10 mL dc Eirina 
con una jeringu. 

Culliva it muesirai de orina 

Se requieren medios seLectivos y no seLectism. Casi siempre 
es suficknic unu C(^mhinaE.di^n dc agar sangre dc camcro al S% 
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Flguri i'S A^fiir.K icin upTipubi^ji dc In imiuLfii. Sr dJii^c uiu af uju 
cn h^mw pmplirwii ilcptni rtf l^i i.irirwirii iwr ruTit>» dr la Rjiifn-is 

jiuhuEHL La Lifiru m: pucJc ohlcnci nuL u;n-i jcrinfu- 


y de Agar Je MacConkey pjtra el aiiilamiento de Iqs micrixii||a- 
nisnioii hc enumeran cn cl 4:uadTK> 2-5. Uk microbl^logcvii 
dc ten;; laboraioiios t^uc aejeaden piiittiipaJiiftcim: a pacic^tti;::? 
Dmbuljtnno!;, cn lo^ cualc\ cl paljdigcnn md.s CR.pcradi.'^c'^ 
ridtiti ctifK prclicrcn utilizar agar OQsina-azul de nietiJcno 
<tMli t debiJo a la morf^i^logfa dlstinli'L^ que prcKenta t, cati cn 
e^4c Miedio. Aunque algitnos micn4vi<ib)gLis Jnciirpumnni iam¬ 
bi if n ui] iiKdio »:]ccUvo pnira Inu^ttrias gruiiipwilivas (p. cj.. 
agar sasgre colisdiia-^Scido naJidfxlcD |CNA| o agar fenileLllnl* 
«>hn| fPEA)), cl T^ndimiento de csia incorporaci6n rwjusdfica 
el ga^ilo. *' E-n mtichciii laborarorinii la ituriculLcidn de placait pnr 
JuplicaJn con calihradas de (i,OI mL y O.OOl ml. se rea- 
pura comparar Ujs rccucfilos biWicCifliltK dOiTipU pitflc (ii\ 
control tic calidad y pom Tiicilirur cl tccucntu Jc colonial. 

Luego dc incKular con un ansa calihrada la supcificic dc cada 
placa de agar, dica debe senibnirse pnr complrio cn c^snufi entire 
U^los 1m ciuJrjnics como sc JcMiribid cn ct cnpftulo I, dc mo 
do que NC piicda reiali/ar el rccucnio benijcuaitilriilivu de cuLo- 
11 Las dcspucs dc la inoculocidn. £1 critcrio mas utilizado pam 
(Jeieiminar si hc dchc icalizw Ins pracbw dc tdcniificacidn y cL 
antiNograma de un aifllamjento deternunadr] es itn recnentc de 
coLonias mayor o igual a Ill’ UFC/mL. Cuarxlo cl tccuciUo dc co- 
lonia-s m: cneventra entre 10‘ y 10' UPCAnL. v cuando sc afilan 
cspecicN miilliptea. cl director do eada la.buriitorie debu decidir, 
caso por caso, si sc cfcctiian o no las pruebas dc idenlificaciDn 
y cl aniibiogramii. Algunos micrnbidlognsi uiilizan I O' UFC/mL 
Ci^nio [^iinio de cone, ya que la^i ansas calibradas LenJen a 
sulicsiimar cL rccucnto dccolotiias, De manera ^iniilur, cn algu- 
tio.s loboTatorim se [cquienc ua cuHivo puio. ixiLcntras que eti 
oiros sc cvaluan dos patdgenos (pan un mayor dclallc sobne la 
c^ulvncit^ de Ion culiivon mi tins v^ase cap. 1 k 

l.us culiivD^j de inuestras de orina obletiidas del califlcr o 
suprapdtMcxis suclcn aaalizarsc cn detallcH aun con bajo ii:cucn- 
lo dc colon]as o con cl asilamicnto dc multiples tipos dc micrn- 
uigjitisniuii. Lon recucnion de coloniEis de bacilos ent^cos 
gramjiegativm tan bajos como Itl- UFC/mL poeden scr signili' 
caiivm cn mujercs con MndK5mc urtit^l stpuUo:'’' "” sin embar¬ 
go. cl medico debt uvisar al laNiramcio sobre loi; ciiioj. so^pc- 
choi^H dado que las k'enicas semicuantitallvas dc cultivo dc 
orina no cslan discflndas piaa dctcctar rccucnlos dc colanias un 


bajoM. F.l signiliCHiJo dc las infcccii^ncs JtHK’iadas con c^kn 
'"iccucntos bajus dc colontas'" sc bu dueumcntiuki solo cn muje^ 
rch inrccUdris por bacilns cnicricosi. Ijx contominacion CS una 
ctiestidn para tener en aienin cuando se evatuan cullivos con 
bajoK Tccucntos dc colonias, Los resullados de un estudio en el 
que sc ulilizd un ansa dc 0,01 mL mostrunm un increincnto de 
imieiitnis comamlnudos dc nn En esim casos es apro- 

piodo codiversar con cl niifdlco sobie la estriiJegia prn Kguir- 

Praelias de cribado para inlecesones urinailas 

La bibliugrarfa referida u las pruebus dc crilxhlo para infcc' 
ciitnei urinarias es utluminosii, conimdictoriu y confusa. Es 
Lilli considerai que las pruebas de eribado pura haetcriuria son 
Lina lATca mwy tlifcrcnic dc nqucHas para inflamacidti.^-- Ambas 

oonsideraidn pir sepaj'adn. 

Con U c^ccpcidn dc ulgunos sttuucioncs cn lascuabes la bac- 
tehuria liinLemalLCa es Llfnicamcnic import?ntc> cl objetivo 
final dc intenfs cs la inrcccidn urinariD siniomdticj. Muchtu 
esiudios iiiilizan la presencia de KF bactenas como una alier- 
MitliviL aestc objclivo final, pero csla cstralcgia cs dcsaccrtada. 
QLikz£.s es mis iiiil pettsiLr en eL pr^ihlenia en los misnios l^nnl- 
nos utilizados paia dcscriblr cl abordnje de la ncuinonfa. Ell 
dicgnosiico dc bis mFcccicmcs nrinarias sc rcalizn por medio dc 
la evaluacldn de los sintomas clfnleos o por la pteRenciu de una 
respuesta inllamatnria. Una vez documentada la irilecci^in. d 
culli^v microbioKligico cs liiil ptira dclcrmintu' la cllalogfa de 
c<ia Infcccidn. 


PFIUEBAS DE CRIBADO PARA GACTERCURIA 
Ui prcscncia dc baclcriun'a cnconccntTacioncs que sugicren 
infeceiun urinaria puede dctcrinindine mediante el citamcn 
micEoscdpico de la orina, las pruebas de deteccidn dc produe- 
tos bacieriarKiK y cl eulii^ o. Nlngunu dc cstas pnicba^ detects 
necnentos b3j<is de colonia'^ en orina con la wni^ibilidad ade- 
Cuada. 

Erjrrrcfl aurcnucepim La tinciiin dc Gram es un inciodo ccorki- 
mico paracsiimar la bacieriur^a. En un cstudio sc dcmoslrd una 
scnsiibiliHail del Ww: y i,Lna cspcctRcidad dcldO^ para dctcctni 
rccucntos dc oohmias dc a] menos JO' UFC/mL ciiando se 
observb aJ inenos un ndcr-cHirgimi-'inio pot caiilpo dc irLmcrsi<!in 
cn una mucsira dc orina no ccntnfugaJa.^^ Esia cstratcgia licnc 
la venlaja tic que sc puede carncicrizar la ncaclivcdtui dc Gram 
de un mieratH^ariLsma. Sin embargo, la Lineitin de Gram de una 
mueslrade orina no se utiliza cn la maytitla de los laboratnrins 
cITnicos tocno prueba dc cribudo piiiiquc la revision mctddica 
de los frotis es un Irabajo dcmaslado arduo. Se ba inrarmado 
que cl cuamcn dc mucslnts dc orina centrifugadas sin lincidn 
como pane tlcl anSlisisi lIc orina licnc Una sentibilidad similur 
a la tincLdn de Gram de una muestr^t de tu ina no cenEnFugada,"' 
peno csla cxpcricncii no cs universal y la mayorfa dc los mifdi- 
CEi^ no dependen del an^lisis dr orina porn lii dctcecinn dc tme- 
teduria. El examen miccoscopico con mcxicrado aumcnio para 
diferenciar hb hactertas de mran poriiculas en prepiwiones 
sin teiflr puede ser un desaffo. Una herramienta dlil de asegu- 
nuiLicnIo dc la calidad cs la compamci^n dc los rcsultados del 
cultivo COD las del arialisisi dc urinj. 

Fnisbss p3f3 pra^ficiifs bactenenos. Una cstrategia comun para 
tleicrminarbacieriuria a la niilizacit^u de una lira dc intnersidn 
inpregnada con un reaclitn Ctira reactivaLdiscilikia parttdeteo' 
tar la prescncla de nitrilos cn orina fpmebas dc Grlcss) y para 
cslimar indircclnmcnlc cl ndmem dc neutnStiloK KcgmcnmdEK 
mediarie lu deteecidn de la actividnd de La esrerasa leucociia- 
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Vlfiuidc la iaiDuninJ^rKiciKLa Iiuiiudi 
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ria {Anxi*, Elkhart, [N; Chcinsliip^" Diadyiuniics/BDchi'in' 
gar^Mannheitn, [niJiucijpuli!!, IN).*'* El fundaincntD di: la pruc- 
bn d? nitrilDS cs que b mayonia de la» infcocione:; urinariaii »Dn 
pi>r mieniibri'P‘1 lit^ b fainilb iLfitenthiurf^runTue 
<^obrc todo, Eit fmritftiti loU) quc icduccti a lua nitriiOK. Esla 
prucba catccc dc c\acli(ud cuando sc la utillza Se 

pucdcn ohscrvar n^sultados falscs positivos si cL transporte de 

imuMffaii ££ dt}lVfi[4 y. cn c[^n!:.irc'ucnri:t, sc- produce Lin 

sobrccricciinknijo dc \as biicie;rias r^uclora!^ dc nitrBtos, o por 
intctrcrcncia dc f^oiaou.'i. Tiiiiibidn pueden uh^CTV^c tC^Ulia' 
dcK faints negatives si cl microDigaiiJsiEC quc cansa la infcc> 
cidn no reduce nilrutus (p. ej., cspccics dc ETitfrocorcu-i} o si cl 
pociente lealiza uaa dieia f^in vegetate^, con lu cua] pierde una 
impfirtanlc fucnlc dc nitralos. 

Ui •ucuMbilid^Hl dc la combinacic^n tk la lira rcoclivudc nilri- 
lo^cstcrasa Icucocitoria con la bactenuria dc 10^ UFC/mL csljl 
en el ranjio del con uua e^pecilicidod apniximsda del 

82'^ Ejt un estudio multic^ntrico en que .se anilizoron 

29S n>ut;^I^US de Orinu iX»n rTTLiicnlOs dc COlonias mcnorcs dc 
liy UFC/mL+‘'- la tira LN detecti^ el 81*1' dc los cases. Sin 
embargo, cit un subgrupo dc 204 muesiras de pacienics que 
adeitidii de recuenios dc eolonias mcnorcs dc 10* UPC/mL pre- 


scnlaron pturia <cs dccir, uiflaiiiacidn y baclerias) la lasa de 
dcioccti^n sc incremcnln d 95%. 

Una esinilegta allemaliva es la deteccidn de ealalasa, que es 
proJiicida psi^r la mayoin'a dc Ioh paid£erh>!i tirinarios. contcT' 
ciaJizada como Uriscreeil* (Diatech Din^ioeiics, Alhu^n. 
MA). Esta pmeba pareec functonar de nianera similar i lo!i 
ninitoE y presenta las tnisnias de&scniajas. Si Joft patd^nos en 
Li[) grvpo particvlar dc pocicnlcs producen catalasa, una prueba 
nC|Zalll^ dc cat^lafta excluye de maneia efccliva una bactenuda 
Cun alto rccucnio dc colonias; n.o brinda ninguna vcniaja adi- 
citHial con nspeclD a la prueba de cslerusi leucocimriiL.^'''''" 
Delse$l6a ste bsetetiarfa per CiiUi¥&. EL cuitivo convencional cs 
una esirategia simple y ccim6micn para el cribado. A pesar de 
que requiere 24 boras de incubacidn. la stecisidfi de imta- 
micnlo rara vcz es urgente, Algunos m£dicoy pieOcren inucu- 
lar una inueslra dc orina uiilixando un slKitema dc cuhivo 
lamiTvar (rf/p alkfe} cn e;u consultoriOH cn lugar de cm'iarla a! 
latwratL^rio. E| sL&cenna de cviiivo laminar (SOUaR^CUI-T®; 
Solar biological^, Ogdcnsbuig, NY; Uricult®, Orion Diagnos^ 
tica, Espoo, Finlandia I consiste cn una paletu nocubierta a 
cada iadu cue agar para aislar hactcrias grumpositivas y grani- 
negativas. La paleta se sumerge cn la orina. se escurre, se 
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col oca nuc^'uinenie en !iu coritcn^or y ijicuhii, Lit cu<incin- 
cucion del cnecim lento sc obtienie por comparaeiAn con una 
cmtilla. Los sistcmas Jc cakivo laminar no son prucbas dc 
dispensa; el m^ico qoe ]o& uciliza debe cumplir Lon losi 
ri^jucrimlenlns Jc las prucbas sin Jispcnsa, incluso si no sc 
realj/an pruebas de ideniificBL-ii^ii haLieriana ni amlhjo^r^Jna. 
La vcntajii de esta estrategia cs »u siinplicidad y la ccotioinla 
para las mueslras ncgativas. La dcsvcntaja cs la diricullad do 
oblCncr subcullivos pani l;i cvalitaci^n siguicnic dc Jait coln- 
nias. En la era posi-CLIA 19KK (v^asie cap. I k muchns m^i- 
cos prcftercn man Jar dircclamcnlc la inucslrj original a un 
laborutorio dc JingniiJslico, 

PRUEBAS DE CRIBAOO PARA FlURlA 

Lu cslenisa Icucwilarin (LE) es proJocida por kis nctltnill- 
los pt^limorfonucleajv.s. Una lira reacUva imprej'nadj con una 
M>Lueidn |>uffcr ijuc cnnticnc un esici' tici aciJc) inJuxil carbu- 
xilicQ y una sal Je diazonio, pucdc ulilizar^e para dctcctar la 
actividad de cstcrasa kucociloria cn la orina, Unii vcniaja dc 
cMa ptiucba cn quc tos Icucucilocs m) rcccsium cslar viables para 
Jcicclar liik uClividiiJ LE. CuanJo sc rcaiiza sola, csca pmeba se 
corrclactona con un iccucnio Jc 10 o luds leucociiDN por campo 
Jc alto aumcnlo (WBC/HPF) cn la orioj, con una scnsibilldod 
del y una especificidad del 94^ Lns; hallazgosi de prue- 
bas de I.E falsas positis^s pueden ser el resultaJo de Ior akoA 
nivclcs arinaiios dc dcidu ascdrbico o albdmina {> ^00 mg/JL) 
0 dc lu prciiCTiciu dc prescri'antes y dclcrgcntca. Lii muycin'u Jc 
Ids resultados tolsos negalivos sc eacueniran cuando cl rcciicri' 
10 de leucocilDS en orjna estd en on range marginal de fl a 
KVeampo de alto aumento. En un esutdio rcali/itdn pur 
Kierkegaard y cols.'^' sc Jchcribid i|lic cl Jc lus mucsirus 
Jc orina pusaron Jc posilivas (30 WBCTHPD a ncgJliViis (10 
WBC/HI? o mcnos) cumnJo lu orina fuc dcinuriiiLj cn el tnans- 
pone por ^ 3 boras. For lo tanto, la prueba de LE puede relic- 
jjir mejnr la pjuria <)Ufl el recoentn iniermfict^pien Je neotiVilllOS 
cuondo cs iinposiblc conlrDlor cl inlcr^'alo cnlrc lu ret;olcot;idn 
y cl pruccsamicDto, 

Una opcinn uiil para ofrcccrlc a los mddieoA cs realizor un 
eullivo dc ontia sdlo si la prueba de estcrasn kucociiaria cs 
pr^itiva les decir, si hay un proceso inflamaioritO. 5in JuJa. 
csla eslrategia no ad^uadj en las biluacjotLos cn las 
cunlcs la ^icrioria asinlomiilica licrc icicvanciu o si cl 
paciente esui neulroptlnico. £i cl poclcntc presenta los slntomas 
de una infeccidn urinaria aguJa sc debt ofrecer lu opcirttt de 
ordenar un cukivo de orinu alld de lu presencla de piuria 
docuiTicnladii o no. 


Iftfeccioms tfei spantfo genital 

El iiporolo gieiiilal csl^ rortnado por Oreganos cxlcmos c inlci- 
nos cn ambos sevos. En Jos sarones, Eos gcnitolcs inicmos son 
Ins tcsiiauUK, ct cpididicito, lia veskuliis seminales y la urelra 
Oa prdslalj se analizar^ mAs aJcEanIck. En 1as mujcrc?. Ins 
gcniialc^i micnios wn ov;krioN. las ctoirtnus de Fulnpio. ci 
dieru iprincipidmcnle cl cndoinctrio}, cl cucllo ulcrino y la 
vagina coil sus gldnJulas acecsorias. Los gcnitulcscxiemos 
el pene cn los Vninmcs y Ids labios cn las mujercii. 

Lai; inlecdones sk pueden Jividir de manera concepitual: 
infecciones ck irarLsmisiOn sexuaL InfcccEoncs del peripudo y 
va|lnkis. En cl cuodro 2-b sc resumen la flota comeiisal y las 
palDgenos commies del apnuto gcniiul. 


Inlecciones da transmislan SEXual*’ 

URETRmSYCEFVICfnS 

El agente cllol6gjco luHs cointln Jc las inlcccioncN dc inuis- 
inisicin scjiaal cs Chtamytiia fmcit/ittnjtin. que CUUsa UlCtrilis y 
ccr'V'icitis. En el humbre los sintomasque se nelacionan princi- 
palmetiLe con la urciricis Non cE dolor sluranic la mlccl6n y la 
sccrccidn nrciroJ. Puede exthiir infcccidn a^inioniAiicu. pem 
mcnos CDini^ que cn los inujcfcs. Hti dslasn aJemds Jc lu un:- 
Iritis uguJo. tma manifcstacidii babitual Je infcccion c& la cer¬ 
vicitis muccpurulenta distiniLva.^" Lu compliciieii^n mas scria dc 
crjiiLS infcccioncs es In tsniermeJad inflamalnria pelviana, que 
enusu una cicalriz innomaluria de las [rumpus dc Falopio 
qilc conJUicC u la cslcrilidud y a lus cmhariirjiw cclupicns. En cl 
caSD especial de C. Irut-ha/Tfalis, la infcccidit puede scr asinto- 
maticn, por Id innto. para evilar estas; serias complEcacioneses 
necesaria su husqueJaen las miijrncs sc:ttialTTK:me aclis'as/^ 

OlCEFtAS GERITALES 

Vffus ii9{ ii^rpes s(mp{9. Varius agcntCTt InfccciDsos, la tnayorfa 
Jc [ransmisU^n scTtual.causan lcsit»ncs ulccrosas cn los geniia- 
Jes cjttcinoh 0 intenios.^'* Por rnucho. el mife cornun cs cl vims 
JcL hcqpcs Niiupk. Lainfccciiin inlciul sueic scr oiiiniomitica,'''’ 
y cn un iNcqueAo porccTHajc dc mujcrcs y hombres sc produce 
la HENeruciOn cuiiniomAtica de virus. De hecHo, la ta^a de prev 
JuceiJn de virus pam una inreceiJn cifnicarnenie eviJente y 
para una asintumdtica cs muy similar. La enrermedaJ >in[ 0 ' 
inutlca suclc aLompjnorse dc Icsicmcs vc.siculurics luu una boNC 
critcmalDsa cn cl glande del pent, la vulva, el perineo, las nal- 
gas o el cuello del iltcTD. Las veslculas son dolorosas, se pue- 
den ulccrar y cMar ocumpaAadas dc sfniomas sistdnitcos. como 
flebre. malcslar. anorexia y adenofiutfa^ inguinale^ biloteralcs 
blanUa.'i. 

EL virus del herpes simple tiene dos scrotipos que causan 
infeccEoncs qnc ditieren epidemiologies y clfnicamcntc. El ttpo 
I proilLtct pfimoinfeccirtn en Incianlt^. niilos y fwJolescetnes, 
Las infcociuflcs sun print;ipalmcntc cn la milaJ superior del 
cuerpo. pero un tcrcio de las inrecciones fcniialcs son causuJus 
por estc scrollpo. Dado quo pueJe infcclor el apamto genital 
P<ir medio Jc aultnmiculacidn a partir Jc sccrccioncs umles, la 
Itansmisj^n sexual es necesaria. Por el cortErario. la adquisi- 
ciOn del virus lipo 2 sc asocia con la actividad sexual y su pre- 
scncia Implitia coniaelo sexual con una persotu mfectadiL La 
prcvulcneia rclativa Jc lev dos sciotipos prcscnla variactOn geo- 
LaniejilablementeH en los Estados UnidDS la infec- 
cidn con cl tipo 2 csld cn aumento.La prcsCtieia o La ausen- 
cia Jc lilntomas luegu de una infcccion con virus del hcrpC:^ 
simple lipo 2 at moditicu por La prescncia dc andcuerpos prcc- 
xlstenics contra chipo y pueJe cstar influida pur las carac- 
ten Micas de ia tcpa que infecia. 

El virtis del herpc-s simple csiablece taiencia en lo.s ganglios 
esplnalcs luegode la infcccic^n pdmarLa. Si lauepaque Lnfccta 
cs dc lipo 2i la rcaclivocidn es mds cumuii y ia cnlcmicdaJ cs 
mas grave que si infecta la cepa di; cipo I. En ambos cases la 
frecucncia dc las mcurrcncias disminuye con cl ijcmpo.''' 

Gtfas riiTcfirss sbuMsIss. AdemAs del virus del berpes simple tipo 
2. ulTDS slnJronics de diceru genital son; »frili». ehanemidc 
(eav^ado por tfacmof’fiilia tlucrcyi).-''- linfogranuloma vcnArco 
(causiidD por Ids scrotipos LI, L2 y L3 dc Chlamyiiia irocho- 
fflrt/f.tk.-**' gianuluma inguinal (cau^ado por CiilymmtiUthffi.rr- 
t'ivm y inuinta.'^' A direrencia tie ias dlceras 

cauxa^s por al vims Jcl herpes simple. Ids chuncrus siftilticus 
son dolorosos y lienea hordes indurudos con uita base limpia.*’^ 
For otto ]aJ[». a dtrcnL-ncia de los chancros sifilflicos, las dlce- 
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ras chancroides no fieneti hordes indurados. La pd&tula pdraa^ 
lia del linfogranuloma vcn^reo puede asemejarsc a 1 j lesion 
del vjru!{ del herpes simple; sin embur^^N; e»ia d I lima tiucic 
iccvniKctsc pcH lu picsciinia dc adenoputfa in^Ltinal nccivsaji- 
te biiaioml masiva. Lu lesion primariu del ^ranijIoniE] jn^uiiuil 
es un nddulo subcutditeo que ctusiona la superEicic. a pan ir del 
cual sc da&arralla una losidn ^anulotnatosa clcvnda, indolora 
y rojiza. 

Lametitablemeate. a pesar de que en ] j iiiuyarfa da las jireas de 
los Esiados Unidos cstos agcnlcs que cuusaa i^lccra son 

tclativamcntc poco comuncs,, cada vcz son nilis bobitualcs. 
Sobre lodo la y cl ehancroide"®' deben ooasidcruise 

diagndscicoK direnmcialcs en ciertaj: geogrifleus y cn 

cienos gntpos de pocientes, En particular, el chanomide ptiede 
eslar SiUblnfonnado.^^ 

iaiarseciooes aatfe las aicetas ffanitatss f ia intacc\6f\ at vim 

da is iamuaad»iiciamis Humana {KiV), Lox pucicnicx eon ulccms 
gentialei; de diferentes etiologfas tieoen mayor rie&go de con- 
troer HIV. For o4ra parte, es mds fiecuente que las hombees 
iACcaudos con HIV liberen virus del herpes simple ujnf 1 que 
lu!i tiu infciclados (aun si c:stos dltimos ticuca eonductas horno' 
scKuales)^*^ y. cuando prcscnuin lesioncs uleerosas herp^ticas, 
tamhicn tn^s probable que liberen iKlivamcnlc HIV por cl apa* 
niM genilal.^^ 

Vtrrueas vaaireaa. El ^irun del papilwi^i humaiiofHPVj produ¬ 
ce eiciecencLiis eiofTticas en cl cpilclio nicamoso de la picl 
(^'crnigBS comuncs y vciiugits plunlarcs) y dc lu supcrficie Tmieo- 
m. de los uparuius respiratorio y genital.'^" Las verragns aaegeni- 
tales sintomdllcas suelen estar causadai; par los genotipos b y L ]. 
El oondiloma aizuminain es una eiterecenoia similar a ima coU- 
flor que apaicce en la fiupeTficic dc laa, mucusa-s hdniedas, por to 
comiin cn la sulva. la i-agina y el aiw. Las les'r'^'''';s qucruti^sieas 
y las piiisculas lisas aparceen sobre la piel sccu icnlms que Las 
"vcmigos planaji." asinloiruiclcas se puedetL encomiar en iireiis 
blunda.s n ^^eens. Las lesinnes remiten casi siempie en forma 
espoiKdaca sin imtamJcnto, peno la infcccidn latcnlc o sabch'nica 
cs eomiio. Las maoircstuciones mds scliaa dc la infcccidn por 
HPV son la displnsia eelular y lu rKoplasla, producidas por ckr- 
(cH geitotipos^ en panicuJjir las lipos 16 y I 

Intecclones genitaies trairainlltdas par olra vfi dhcicnte dc la siaxual 
VAGINITIS r VAGINOSIS 

Un cictlo ndmero dc ogcitics infcccioso^ eausa vuginiti^, 
peno loii irriianccfi no in.fecciosos lumbi^n pueden picniociir 
intlamacidn, en especial si la mneosu ^Ttginal seenenenlra aTr6' 
flea.A menudi^. laenfemiedad oompromete lu vulva uiilvo 
vjgiuitis) y las infcociuncs mialas sun frccuentcs. Las pmseu' 
lueiofics cldsieus sc deseriben adclaniCn Lamenlublcmcnlc, 
ios smiomus sc superponcn y no c:> pOsibIc eStableccr un diug^ 
nd!^ia> clfiiico definitive].-^' Es ifiete!taric:i determinar el agente 
eUoldgieo poran^lisis miernbLoldgieos. Ca'ii la miiad de las 
iiiftojlotKS vuginidcii no Ucncii una clicilugla qilc sc pucda 
deiTUKtrar.^*^ 

rrirftomnFTfl.T vogfnu/r.T pntduec cldsicamtciTe una secrecidn 
aniarilU veidosa n antarilla espuniosa y shtindante que se acu- 
mula en el fdrnix vaginal posterior. La seerccidn ifpica de la 
candidiasis cs nids giucsa y similar al cuajo y la mucosa angi¬ 
nal tiende a scr crilcinaluma. El ugenic inJs cumiln Cs CanJitlii 
olhicans. pero en ocasiones otras especies de CrwrfWa y aun 
oiros g^nerosi jfifeeian la vagina. 

Vagtaoststattariana. fiardtitivifa queen un princlpio 

se pctisabu que cstaba asocLada con In vaginosis buctcriana, 
aetda en realidad de manera sin^rgiea con buctcrius necobLas 
del gd:nerT) finefewrt/e.r, ft'prrxwcres y A^abiiuncus para pnodu* 


cir la secTccidn caracteristica con mal oloi.^^^ El uislamionio de 
G. en ausencia de flora anaerabia mix[a y sfutnin^s 

dc vaginosis bacleriana cunsliiuye probableineme flora norma) 
vagmal. 5c dei^oribld que In v-aginu«is baclertana^^ (definida 
sobce la base dc los criierios cKnicos) nn sc cncuentra en el 
dc liu mujcjirs dc las cualcb sc aislu G. vaginalis. Sc eofa- 
iLza lu importuncia del reconDcimiento cHrico dc la vaginosis 
bactcriana y dc esoblectr un diagttdstico (Jc laboraiorio."" En 
un e,'4iudia que incluyd a 49 inujeres con parto premafturo, dc un 
subgmpo de 12 que prcscalaban vaginosis bactciianu eonoi- 
iticii[Ch S (CiT%1i tuvicion un auiDcnlo dc 2, i vcccs del licsgo dc 
naeimiento prematuro antes de las 37 semanas dc gestaeidn. La 
vaginosts bacieriana iambi Sn se asocia con hajo peso al nuder. 

IHFEI^CIOMES DE LQE GENITALES INTERNDE FEMEHINOS 

E.stas ijifcddioncb son cl rc.sultado del ingrcjta de la tiara 
vaginal en el aparato genital superior.^'"’ For lo lanio, los 
agenles etioldgicDS son una inezeta dc bactcrla-s acrobias y ana- 
erobiiii, 5e ha clocumenlado con claridad una a^ociacidn enire 
Actrpifim'ces ismalii y endometritis en Las mujetes que ulilizan 
dispositivos intmutcrinos pUstieos.^' Sc cstima que lu cliulojaa 
im oluera la formacidn dc un nido de carbonate dc caleio cn cl 
pl^stieo, en cl Cual crC’cen las e^ipedeft de Arrfno^jrTeji. 
inujeres que utilLzan dispttsLlivus de oobre rara vcjc se infectan, 
quizd porqtie cl inctaL cs modcradamente baclcriostdlico. La 
prcsCrtcia Ar hsacHi sc a-socia con irifeccinncs mas er6nicas 
y perststentes. El papci dc las especies de MyLuptasma y de Ins 
especles de Urenpimma en las Infeccionei! genilales es contro^ 
oertido. 

En el perfoilo pospano, la fiebce e ineliLso la sepsis finfec- 
cioncs del puerperioj son utia coosecueneiu eomun dc una 
tnfeceji1n.'"^LQS infcccioncs mds devasladoras son eausadas por 
Ciffsfncjiain p^ifnngms, cafij !iiempre cottio eonsecuencia. dc 
un aborlo ilegal con inslruTnenlos no estdriles y por 5tmpf{h 
cotretLS pwgeiiey. la principal causa dc hebtie puerperal. Lfnode 
los hilos de la cpideinlologla y del contFol ^ las infcccioncs 
fuc cl estudio dc la fiebre pucrpcit]l milizado porSemmelweis, 
quien demositriS que los medicos que no se lavabnn los tmtvu 
llevaban la infeccidn desde la .sala de aulopsiat a las pacieniest 
emharazadas.'-^ Los medicos le respoiKlientn con ostracismo: 
adn hay, lucgo dc tin siglo, cl personal mddioo no tia apicndido 
la simple Icceitin dc rc^ilizar cl Iflvado adecundo dc monos. 

CnmpItcaEiDnes sisletnicas da las infecciDnes 
gcfiiiaiss 

Las infoccioncE dc muchos sisicmas de organos pueden lie- 
gar a h ^angre, lo que da eomo lesullado una infceei6n disc- 
mitiada y una enfermedad melasrdsico diMtanlc, En la^ mujeres 
Ins agentes in fecciosas gcnitalcfi tamhi^ri se na^den diseminar 
a travtfii dc IJ Cavidad pciitnneol y las lOxinSi:; pueden pcodiicir 
efcctos cxtmgcn ttalas Luego de ser absorbidas por la mucosa. 
NHs-spna gpmrfhfleae, Trppancina pailittim y muchos olros 
agentes que cau.'ian infeccioues del apiimLu genitiil superior son 
paidgcnos quo sc diseminan por via sangurnea. Oiiatnydia ira- 
cho/tKttis y Mfissaria gonotriioeua ppoducen una perihepatitis 
conocida como .^{ndromc dr Fitz-Huph-CuiiiR-*^^^‘“ 

Haermphitus tiuctryt^^ y los serotipos de C. tr^ivhoaunis 
il'iOciado^i cum e] IlnfogranulontA venifneti’'- se disteminan a tus 
gang Lies re|iunalcs, dondc producen Icsionc^ edematosas. 
dolorosas y que siipuran denominadas buboncs tcomo cn In 
pcsic bubonica). Ademas, los granulomas del linfogranuloma 
ven^ren pueden haJIaiseen la mucosia neetal en individuos que 
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pfai:iii::in cojtti ;inj] Rl grcULufi]i»u ji]};ujn;il, um- 

bifn i:wii>ci(lo como dlLninrjncjiil^i. no Oiiu^a linruiknupatfa 
rcgionalj^ pcro al^ujios variuntes dc la inftrcci^n pueJcu piD< 
(Jucir cicaliicn y dar cnmo icfiijI tudn un hinqucn iinfdticn, tin* 
fedema c inclu^i elefaniiasis ds lo*. £enita]e!i exlemn!^.^’ Rara 
\cf. Hi dtiNCrva tlcinovano^iK cxlnii^eniial cn alguna oirj iKurre 
del cue^p^l.-' Ptir CilHiino, como ya w inencioiii6, ei vjnjs del 
herpes simple migm u iraicii tie lu?; ciervicvs periftriefis a los 
gonglioj; isaetni;, Li iieactivacidti de] vlru!^ puede dor eomo 
resultndo meaingilis as^ptica y tambten enfermedad genital 
reeuTtenie. 

Las InleceiDJies genilale^t ptieden. ademis, Eil'ectar ut Telo y ul 
rccicn naetJo. Alguaoft agcnlcs infcccio^oa. principalnicntc Ids 
vims, atraviesan la placenta c infectan al felo cit desariDllo.^' 
Esias inrccci(Hics congenilas incluyen el virus de la nihdola, 
cutimegalovinis^ parvovinis. vims dc in ^aricela rriitcr y HIV 
y idinhien TcyxitpfMtttn y Tr^fitwi^itid f>ttifSJuf». On^-; 

agen|e!i infcciun ii| neuniili:] dtiranU: cl p 3 ru> v;igjruil (n qp el 
(ilero si unu infcccion oscendente cauiva eonoamniotijlis). Eslos 
tigcnics inrcceiesQS. principalmcnlc bactenas, incluyenM'rs.rf’* 
no s^tftiirrJtneae (CflnjiiniiviipiiK Cftlmtytiiif tmchfrHjiUf.'; {con- 
junli^ iiEs y neunumia ne^^iuial) y iunta agentes awviyJns con 
sepsis neorutiil, predoniiiiontciiienle vinu Je] herpej simple,'^' 
SiKplocoiVus nj^nluLtiiJt^ Estfitriuhta i'oii y Uih'tin monecy- 
fOKftwsV* 

Diagnl^^lcD tfe las Inliecclanes genilalei 
DIAGKOSTICO DE URETIimS, CERVICITIS Y VAGIKmS 
ilretrUfs y Cfn^citis. La cstiaicgia iradicional dc diagnostics dc 
la unrtrilis punucOcka es ciamiaur tin frvlis lenidu cun la lin- 
cidn Jc Gnmi para la hd^itccla de diplocncoK gnimTwgaliu>s 
imrsceloJaits enn fonnsi Je hij?cocho. A pesur de que el 
nu caractedNiico de pKneptacibn ea k-s iptijeres piiecle serunj 
secftici^n un^tral^ la*; inantfcsiaciDne!; cUnicas suclen !tci tna:!i 
CDinplicaiJas y pueden prcscutaf difcrvnics grodos dc cen ici- 
iIk cxiiJniivu. Y-itginiti^, s;iipinsitis y CTifcrmcdacI inftamalnria 
pcivtana. Para eittahlecer el diagndslico en una mujer nn cn 
suflcicnlc cl c;iamcn Jc un frcitls dc CKuJad^.> ecrvieal n urctml 
[cAiJu con tincidn. dc Grain^ yn la morfologla y las caroc- 
tensticas de tincion do otras espccics baclerianos imilan a Ids 
gnnnctK’oii. Ptir |p tancn, la tinciOn dc Gntin sc rceotnieada sdln 
pafii los liombres con vecrecirtii tiin;irj].‘“ 

El diagnO&ticD dcfinilivo rcquicrc el aistani lento del agcnlc 
eliuldgicu cn cuttivu la de[THJ\[fTu:idn dc andgetUMt o dc uci^ 
dos nuclcicDs bactcrianos. Sc rccomicnda cl eultivo {unn mucs' 
iTa con doconjctltttCiOn cn cosnadial cuando itc considera abuso 
sexual otjuc poedan Nurgir pmbalilcN preguntas ntcdicolegalex 
dubido a ta absoluta cspcciricidad dc c\Xc cnfuguc. Las cstralC' 
gias dc diagnostico molecular han superado a la delccei^a dc 
aniigcnoH. El diagcidsllco molecular es mis sensible que el cuh 
rivode C\ trachomntis y eqiiivalente a I de /Y. 

VafUnfds. HI mOtodo mis ripido y ectHtOmko para cl diagndsti- 
cpit ik las infccciones vaginalcs es utia pmpancidn en fresco dc 
las sccrccionc^j. £s poslble dclcclar Icvaduros dc cspccics dc 
Contiiiia, Tt'fchoitionfl.'! va^^ipaii.'; moviles (!f6ln iyI la itiJCAUa sc 
examina enseguida) y las (klulas claveis de la vaginosis bade- 
riuoa a lrav6; del examen mitnJHtdpico dc un« go(a de secce- 
cidti sin tcAir. Lu VEigitimis bueteriana puedc diagsostlcaisc dc 
variasmancras. Es probable que Ids nivclcs clcvados dcaciivi- 
dad dc sialidnsQ cn b scercci^n vaginal vean cl rc^ioltcido de la 
uefividad enTimitiea de las especies de Sof'termdf.i y de 
Ptvmtrila.^ La elcvaeibn del pH de la secrccidn vaginal por 
cncima dc 4.5 Juntotxm alia cantidad dc G. vaffinaltn (determi- 
ntaJa por mCdiv dc vtia -MMlda cspcelllca dc DNA)^ son olros 


marcadoTcs uijlcs para eutifirmar cl dittgri^slico. CwV y 
cncontmn»ri que la pet's iittencia dc un pH elevado. Id:* nk^lcs 
altos de poliamiiiLis y dc dcidos giasason la secmcidti Viigino] 
y Ids rreuentos bajos dc cclulas claves dc la vaginosis craa ano- 
mabas residuales veltosas para predecir la recunrencla de vagi- 
nusis tiacteriuna. Las c^luEtis claves dc la vaginuM^ son cdlulas 
del epiteiiu vaginal rccubicrtas con Ixiclcrias que Ic proJucen 
un cambio cn su mdicc de rcfnKcitrrt; son cl rcsultado dc una 

Hura vii^inal al[[:riidii pcuscnlc cn la liiginiisis huclcnana. ^c 
describLenon porcemajes de falsos positives tan alio* ensna 
I dchido a tjuc mras bactenas tambitfn piieden adberirse a 
las cclulas epiieliakv- Sc describitS un tO^fc ilc fa Isos ncgnilvoi 
por la inJiibieidn de la ualt^n dc las baclerias a 9a supcr^kic 
cclulor por acelon dc Ja IgA. Sin embargo, cuondo la piueba dc 
cclulas etaves dc Iji vaginosis: combina con la prucK'i dc pru- 
duccit^n tic aminas {n'hiff tr.vt}, sc logta un vakT puvdiciivo 
negaiivx* del iidetOiulLt para dcscunsr vagiraisis bactcria- 
na cn prvcbtis Jc cribsitk*. La ptroduccttin dc aminas tc dclccta 
mczclondo volilmcncs Lguiile^ de sccrccidn genital y KUH al 
ICl^i la pcrccpciou dc “olor a pcscado'' indica un rcsultado 
posiiivoJ'''HI cxtimcn miCToscripico dc las eclulns claves dc b 
vuginoj^i^^ \c pvede rcali/ar irtin un nhmiaje bumedo o am un 
froiis icAido. ullll/iindo luv lincitmeH Jc PupaniLolnou (.Papl o 
dc Gram. Tambidn cs dti! para cl diagndstico la observocidn en 
cl cambiD dc In nom dc bacilos gramposilives caractcnsticos 
(cspccics dc a Pnra mixta,'** Como ya se ana 11- 

/d. cl cullivo no ts util pam cl diagntlMieo dc vagintvsis. Por 
exienslt^n, tomfK'H.'o lo Min los iiktodo^ en/imitiais ti molecu- 
laics para demostnu ciertas buclcrias seIccclonudLis como G. 

Si no es posiblc cxaminar una mucslm rnpidamcnlCH cxisic 
un nklL\lo arnvenienie y Wfisihle para el cliagnfistico tie las 
iiircccjones por 71 FI InPouch TV Test* (Bioiried 

Dbgiiusiicik, White City, OR) coiisisic cn tin medio nutljtjvo en 
una bolsa pldsllca. Dcxpucs dc colocar la S[:crcci6n vaginaU la 
boha Kc sclk. Luegn. puede cxominarKC cn forma ttimcdiala 
L'omti una Tnucslra ltdmeda u incubuda para La t^bscrvuCLOn 
periodica poslcrior dc Tos Irttfoisoftos moviks, A pesar dc que 
cs tnenos scrtsible que cl cultivu o que uun prcpitroddn hdme- 
da (cn la cual la movilidod dc los parasitos facilita su dclcc- 
cidint. lo^ iricorfubidos pueden visuaLi^arsi; con tbcjrtn dc 
Gram o de Pap. 

HI cullivo dc los paldgcnos boclcrianos licnc un papci limi- 
tiiJu cn cl diagndslJL'u de vaginitis. En lo.*; poeienic:; con iiifec- 
cioocs pcrxislcntc^ o rucurrcnrci:, sc puede utiliiror cl culrivo dc 
bongos para poner en evidencia un peque^o nOmein de levadu- 
ra^ que no sc nbservaroii en cl examen dircelo del fni4is. 

DIAGNC^STICO de dLCERAS CENITAIES 
YVIRRUGASVENEREAS 

Et diagnbslico de lilceras genitules puede reah/arse por 
inLcnucopia Jirccta, mLcroscopia de imitununuoic&ccnck. 
metodos molccularcs d cultivo, segun cl rnicr[K>rgiuiisirio y b 
siiuACidfii clfniea. Se puede toiuor una mucslra dc las iileeras 
hcTpetican para cullivo vim) o para demfssirar la cilopatOlogia 
caracterblLL'a. FI vinjx del herpes sijnple produce cclulas 
gigutilcs multinuclcadas con inchisJoncs intracclulares, que 
pueden visuulbaisc Itiego de unn lincLdn de WtighI fo lincidn 
dc Wrigtit-GIcmsa), tincldn hcmatoxilina^cDsina d tincidjt dc 
Rap (pnjcba de T/anckj. Coim* ahcmaliva. sc pueden ulili^ar 
rcaciivos de inmuntifluerrescencia o inmunopcmxLJasa para 
icAir anligcnos viralcs cn la^i c^IuI.ls epltcliulcs o para demos- 
Inir la prescncia del iintigcnn cn un ccurimoinmunoaualisis.-^' 
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Loa cueqxifi de Domn'an del granulcma inguinal pojcJcn 
^i'isuali^earsc dificuliad] mediunic la titv;i£3(n de laii bJ^ietinLii 

ininKpltilan;:s cit la>i c^IuIbn jTu>n.t>tiuclcjR£, uUliEEmdo 1i tiii- 
cidti dn Wii^kt (o unj titjuivaleoleX hematoKillna-eDsica (uth 
lizada principalmcntc para los cstudios tiistologicos dc las 
kinp^iiias^) o la tinci^ dc Pap,*'-^” La td^nica cljkica para el 
diagndsCtcD del chancroide unliza agar sangne de concjo quc no 
iic cncucnlru dij^poniblc cn In muyorfa dc luti lalxitaiodoh de 
(liagndsctcu tnicrobiol^gicD."^ For fortuna^ fiticMuphitui 
(fttrneyi pucdc cullivarse sobrc una variarlc dc] agyr chocolate 
Cniii^UCcido CiUC !^c odliaa para ^Vm.trrjrj gomfrrfviear.^^ ^'** Si 
no sc cuenta con el medio moditicado, se poede siU!;tilutr onn 
agar chocolate enriquecido. Hiiantirpiiilux ducreyi a Idbil y no 
sobrevive biea durante cl Iransporte. Sin embaipo, si sc uliliza 
un medio dc trausponc esldndar como cl medio dc Amies y sc 
icfiigcra la rnucsira, sc poede aislar la hctclcria con accpiable 
cuaciiTOd.^ El linlograjialftma ven^ren saele diagnostlcftrsc por 
scrologfa, pero sc puede culiivar CMatnydia irttcitifmtiii.s a par^ 
lir de material obteotdo dc un gangliu linfltico regional quc 
supuru.^ 

HI dingnoslieo dc siTiliit primaria sc rcalira casi siempre p^h* 
mediodd toicnoscopin dc Cftmpo oscuro la mucj^tra obte^ 
nida por ra^piitlo de la base dc la dlccra.’^' HI raspaJn debe exa^ 
minazhc dc inmcdialo porquu la viMualizaeidn depende de la 
viabilidad dv lus insponcimu: Tambi^n 5C cuenta con 

rcacti^ios petra irununnHunresccncia para Ttvpmietifa paiiiduiH 
prnducidns por los Centers for Disease Control and Pret'ention 
(CUCh pero no csid asegurada su disponibilidud continoa. Con 
csios rcactivosdc inmunofluorcscencLacs posible icElir un Tro- 
|j.S >CC0 IdCgO dc s|] transporte al laboratofioJ^' Tarubidn sc 
puede realizar cl diagndstico scnldgioo^ pero aun cL procedi- 
miento dc la tluorcsceacla partt treponema previa absorcion del 
anticueqK>(PTA-ABS} puedc scr negativoen las primeras eia- 
pas Jc la inrecoli^n. Si sc cunsidcra urva sfnil» y las prucbasi inj- 
e Laics son negativas, sc dcbc nealLcar cl scguiinicntodcl pacien* 
te con pruebas scioldgicns estandancs. 

El diagndsiico dc las %'emigas vcnercas debt cfccruarsc con 
ttfcnicas molcculare^ ya que el vints del papilnma humann no 
CrtCc Crt cullivo cclulwT y la-'i rcKpucstas scntldjicas no son con- 
fiablcs. sc sospccha una verruga venerea sc dcbc avisar ai 
laboratorio para quc rcalkc la dcicrminacidn Jc los genotipos 
dc “tuijo riesgo" ipani neoplasia cervical 1, sobn: lodo las tipos 
6 y 1Las genoitpos dc riesgo tnoderado a alto Jic itivesii- 
gan, a menu Jo, coiro forma de e\'a]uar las eEapas precur- 
del center cervitui. 

RECOLfCClI^N Di MUESTRAS GENITAlfS 
RstoieeetM ii& nmestfss hrst/sfes f7}Si£a!fns&. Cuando la secre- 
cidn urelial es escasa y no se observan dipincmcos intiacelula- 
rcs cn una mucstra ai aztu', pucdc scr titil la rccolcccidn dc uiui 
niucsiiv a Ic maCkiuia icmprano antes dc orinui. Bl Caudado 
puedc ubtcTicrsc del urilicLc} uielniL mcdiullEe la cstiinulacibn 
por medio del masaje sitave dc la urctra, el matcnal no se 
tiUienc rjcllmcnic. se pnede ininiJucir la punta dc un pequeAo 
hiso|)o de alg^hUin, la^tt o Docroti* coi sciportc de plAstico o 
dc alumtnio 3 a 4 cm cn la urctra anterior. El bisopo debe dcjai> 
sc cn el lugar dorantc algunos segundos pura quc las fibras sc 
embehan cn el exudadn. Si it esi± obteniendo una muestra pana 
el cullivo dc Chhrtydiii Irachmtuilis, cl hi^opo dcbc rvlaotc 
361^' para obtener algunas cClulas cpitetiaJc.s. 

Los fabiicantcs proporcionan cquipos dc rccoicccidn disciia- 
dos para cada ensayo comcrdal. Si sc utili^mi mcuidas dc 
ampliricncidn de acidos nucleicos, la orina es La niuestra ade- 
cuada mds simple dc obtener y mis aceptabic para cl pacientc 


que cl hisopado uretraL Se nscolecia lu primera pane de la 
orimi. que contiene las c^lulos epitel Laics y Ins bacterias que 
ban sidu aniLsiiailua. a dlfcrcncja de la recolcxictbn de la mues- 
im de orina del chorro medio quc sc rcquicre para el diagndsti- 
CO dc cistilis. Los fabricantes dc los equipos varian en cuanto a 
lait cspccifitaciones quc recomiendan para cl culiivn. 
RasBlteBldfi tie itiuesUas ftSftHafes temetf^rsas, En las mujeres con 
signos y sfiitamas dc infcccidti genita] aguducs comiln obiencr 
inucstras del cucllo ulcrino y dc la uicuxi. Las muestras cen t' 
calcs sc rccoiccicn con la ayuda dc un cspficulo luego dc cli- 
minar el moco cervical con un bisopo grande. Para obtener la 
inucsira, se recomienda la ulili^acit^nde un hist^to m&speque- 
fio con un calKt dc pltLsltco y una puma de Dacron* o poliidS' 
Icr.'^^ La punla del htsopo sc iuacita unos milimctros pasando 
cl orificio ccnical, sc role con ftnneza pam obtener cl exudb- 
do y Ins c^lulas ccrvicaics y m: retire c<in cuidado de no mcar 
la;; paredes Jaterales del cnnducto tagitial. La.<i muesrraii uretra- 
len se pueden obtener mediunte la estimulacidn par nudio de 
un masaje suave du la uiclra seguida dc la rccoloccit^n dc la 
secreci6n O', si m sc obsciva scctecidn. msertando un pequeflo 
hisAipo urogenital en La urerre y dejandtiJo cn el lugirr durante 
unos KSgundofi para saiur^ Las fiVas con el exudado, 

M igual que en el co-sode los hombres. la mueslra de orina 
es satisfactoria para cl djagndstico de infcccidn en las iniiieres. 
A pesnr dc quc cs algo mcnos sensible quc bs muestras cervi- 
calcs, cs mcnos invaiiivj y puedc obviarse: la ncccliidud de un 
examen concspecuto. Las i^comendaciones especiTicas vartan 
segOn cl fabriuinlc. 

Las sectcclotws vaginules pneder aspiinmiC o recolectarse 
cun un lusupo. diffcil ubtener muestras del tructo superior 
desdc abajo sin contaminar La mucsira con flora vaglnaJ. Las 
mucsiras dc endnmetrio sc nblicncn mejor par mediu dc la 
Insercidn de un hlsopo a irav^s de un cat^ter perforado aagos- 
To quc sc introduce cn cl cunaf cerv ical. como sc mucstra cn la 
Tigura I'd. Mcdiantc csla tifcnica, hay incnor pttiibilidiki dc 
conlafflinactdu de la mucstra con sccreciones del orjlicio cervi¬ 
cal D del conducto vaginal.''^ Pare laobtencidn dc muestras de 
Iss trompaj; de f alopio o de los ofvattos, es necesaria una lapa- 
roset^piao un abordaje quirdrgico. 

Reseieeetin da nrueitras de dieeras genilafes. Las dlcera.% dehen 
limpiarsc para climinar los dcscchos dc Ja supciflcic y bs boc- 
tcrias coniuminantcs, Para cl examen dc campo oscuro o la pro- 
paraeiJn de frolis, fit debe uiilizjir una Iioja de bisturf para ras- 
par la base dc la ulcera y transferir el material a un porlanbje- 
tos. I^ra el cul[i\o sc punJe U[ili/.itr cl lavEukt dr la base Uc la 
Cllccra o ud bisopo Jc algodOn.'^ Si &c cncucnlran vcsfculas 
inlitcLas. sc pucdc ulilizar un hisnpn pare rccaicclar cl liquido 
para las prepamcioncs dc Tzant^iii o pare el Cuhivo del viniS del 
herpes. Los hisopns para e| mltivo bacieriitfw pneden colocar- 
sc cn lun mediOiS de irenspone de Anite^ n de Siuart. 


tnfeccianes dsess f iie fas aftlcttfac'mes 

PresBritarion Elinica 

Las inTccciones de lou IiucsiOs y de Lls arliaubciunes pueden 
presentarse conto conseciicncia dc b discminacidn de un pat6- 
gCito inierobiaoo a trav^s del lujTrnte ^anguinet>, pur discnuna- 
cidodtrcctaapanirdc unainfcccidn adyacente oporIntroduc- 
cidrt dCMde cl ambiciiic pt»r un trauma. Bl micrdorgaiiisrtio 
patdgjcno mjs conidn cn la discminacidit bacteridniica cs 
(lujrcti', pero oiros germertes ptiedeii tambi^n 
alcAJtzjir el esqueieto par esta ntia, Como Boireiiii hnrsdorferi 
(enfennedad de Lymel y Ins agentes de micosis sLst^mica. 
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Flgum 2-4 Twnifj tfc etilri^m «le ciKkwiurriii. A de uii C‘^ 5 «lilf 1 .. x 
laSfna iin CO la alunui^ L^rViCal y hd ililriidil^d Lh hlM>rH» psTT ;l v»l^- 

iH lU'iiciM Jx liUii>M-i.| enJ(invt1iiA] Ehit>ni}uJi a nLUr I.: LrtnumjrtaLiutt dtl 
liiM^ p(¥ citiCiKln inn U piimt vj^ItuI n Id dtvflurj cer^icfil. 


inrccci^mc!: f|iic kc nnsinaTi cr cl icjidn Hidyiici^nlc ^nn cusi 
!tiempre pnljmicmt)ian^\ e inLluj/c^n h:u:ier»ijs 1.211 

h»iuiijc\ irjunijlticay rcilii?j:in la tlurj del ainbtdJitc que 
duja cn d mojncnlu dc la lc^ic3nx 

Lu\ Mitlamai de Ij artriti^ tiebne. dolor ^ fdcmj 

do lai$;i articiiliiriDn(e<^] afeciada.-’’ La osteomielllas puede 
diirse ttni d<jUir \ikh\ y h henMhilidnd ji U pre^idn y t(m n;-''- 
tiiei;id<] dc [u^ iiio^jiricntoaJ'’^ Sc pniodcn prc^^ninr cti ainbois 
■dlioH ;;mtnn]a:!i .sislcinjcn^. Si cl hueno dcoladi* pcrlcnccc .l un 
inioiribn>. d problfnu os cvidtnlo. En lu Dslcomlclitii ixirtcbral 
a£uda Ke prescnla a menudo sensIHlidaid a k pros!on punlual 
Siihrc lu v^nebra afocUda. .Sin citibHrjiu. si lu infeccl'rtn es suba- 
guda puede hahcr dolor do espalda no local i/odu o nin^dn siii' 
(oma local, sobre todo cn Iob ancianos.^' La oslcomlclitis puede 
haociw cronica, micnim!; que cs mcncHi probable que la wiritis 
idpiLea llegue a la cronicidad. 

Diagnralica di las infeccranes Aseas v l^s aniailackones 

El dia^noMico dc ciMcomidilis dchc huccr^c ptir medio dc In 
biopsia quinjt^ica del boeso al'eciHido. Se puede aspirar^l liqui' 
do Je una articul»ci(3r sd^ptica para citamcn micnKcripico o 
parj cuhivo. F:! Ifquklo arlieular coa^uk con raeilidod: por lo 
tanU). sc nciicstiian esiratc;^ia.s cspccLolos. El liqui Jo puede ino- 
culafbC dircclainente cn fraserw dc hemocuhtio**^'*’ n dentm 
del Ni.i'tcToai Isolator^,un mi^cudo pjru cl luslurtncrtco dc un 
linico pdtdi^cno. En forma aliernfitiva, poedc inocularse dentm 
de un lubo esl^ril que conicnga suirunulo ^c^dico dc pvdiauclol 


fSPS), cl aniicuu^ulanir que vucic u^ncganii; a U)s frascos dc 
hcrnucullivo. Inc^u del iranspN-mlc jI Inburaiorio, c] Ifciuido sin 
cojgubr !>c piacdic pnoccsartle k uuncm h 2 ibili 4 al. Si cn c] labo- 
ratorio sc rccibc un llquido articular couculado. no so puedc 
realiTar el recuento dc ccluLas. pero se pu^e homogeneLzar el 
co^^ulo pani F«iti/ar la Eircit^n dc Cr^ y cl cullivo. Es esen' 
cIj] incluir a^ar chr^colaic cuando sccniliva Kquiduaniculiif ya 
que los paLA};L:iius pri.'doniinanics son las bacicrias con tequeri- 
micnios nuirLcionalcs cspccialcs {fasiiJiatis). £1 hcmocultivo 
puede scr ulil paKi c1 ai^lamicn(o dc pald£cno« cn las infccclo¬ 
ne i qiae sc piensa que se originamn por una h^ccnCitiia.^^ F.n 
ocasioncs. cl aiskniLcnlo dc uuftrus de lan^ 

cn uuscnciu dc im driven claro cs cl primer indicio dc usico- 
mLelLEk vcttcbral. 


fnfBCciones det sistema nervioso central 

L:is inrcccioitcs itdh cuinuncK del sihlcma nervioso central 
ESNCl son caccraliris IccTcbra), miclitis imcduJa cspinal), cacc- 
lal^miLcliiis y menin^tis imcntbranos que rccubrcn cl ccnithro y 
k tm^dula cspinal). A menudo. la mcnin^iitis y la cnccfalitis 
(pneniri^i>enccfalpii*i) ‘jon del mismo prot<^o infeccidso. 
Con tnenor ftccucncio, jnfcccjuncs dc Iom icjidos blandos tp. 
cj.. abscesoepidural) y dc los hucsosloslcomiclitisl nflyaccotcs 
pucdcn alecPar cl sistcirui nervLoio central. Lii.s infcccionc^ del 
sistema nervtoso perif^rico, enire la^i cuales sc encuetitran k 
ncun^hofncliosis (tma kariantc de la cnl'ermedad de Lyme), k 
lepra y la lubcnculosls, sun puco frccucrucs- 

Menln^ills 

Loi pacicnics cun mcningilis aguda pueden CKpcrimcnlar Cn 
ui] cmnlen^fo, un slndruntc similar a lu gripe con dolor y rigl- 
Jci del tuclki. dt>lor dc cubeza, ficbm baja y Iclargia. La alle- 
mcion inesperada del estoda menial cn paclenlcs ancianoa, 
dL^bilcs o itimitnokiipTimidos puede M;r el ilnieo indicio dc la 
infoecLi^n. Se pLicden observar dlversi>.i ftradiih de ci>nrirslr)n. 
a^Ltacidn, tksorienlacidn o cuina. Los signus dc irrilacidn 
mcnlngca suf] cl signo dc Brodziinski positi^o trcsistcncla a la 
ne.sibn pxsi^a del cacllo) y el signo de Kcmig pofiilivu ^inca- 
pacidad de extender las piemas cuando el muslo se encuentrtin 
CTi UTi Angulo dc Vtl^ cun ncNpccIo ul iixmcop. La rrtcnirtghis 
:>Libu^udLt o causjda por luberculusis o infccdoncs Ttln^ 

gicas poede picscniaiHc cun signus de pn;‘ii6n Inlracrancuita 
aumcniada (edema papikr, nauseas y vdmitos>y cambios men- 
tales, como desudeniiicidn. cunlusiotif cambios cn la persuna- 
litljil y esEUiKif."" 

El liquido ccriilorTLiqufdci? mtrinul cscrLslaJmio como cl aguu. 
pnesenta me nos Je cinco linfociios pur miliUlro, con una con- 
ccEiiraciiin dc gluci>ssi de entte 45 y ItXi mg/dL seodnel valor 
de glucemia, una coneentraeidn de proieinas enPe de 14 y 45 
mgAlL y c^ e^ldril. Las altcrsicioncs tksicas girilxiiWCN a la 
meningiiii se re^iumen cn cl cuadro Z>7. Las infccciuncs baclc- 
rianas, que suclcn acompantiisc por un rccuertlo alto dc ncutn>- 
liloH poiimniE'ronuclcDrtFi, a mcnudo SC denominao ineningitia 
s^piicas o purulentHTs, mienitns que las infcccioTics sin ona rcs- 
poesk prununtlada de ncuirrtfilos (micobacterianas, virales y 
la muyorta Jc las Infeuciuncs filngleas) tyc denominun mcningi- 
iJs ascpiicns.'* Si bicn el tcimino eomiin “mcningilis cspinal" 
no cs jnc:saeto. n4.> cs inrunnativu porquc os poco usual que sc 
infccic un unico scgmenio de las rneninges; se lo uiilim a 
menudo para la mcningilis mcningOCdcica, pero obviamenie 
Luahjuicr jpgenie puede ufcclar las incningc^ raqufdcas. 
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Alti 
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Los agentes infeccioso!^ pueden ecceder a] SNC a Irivt^sdel 
loiT'ente ji4itigufiieo o por di^minatuin din^tu cMrttciura^ 
ad^foccQlcs. El virus del herpes y cl iiims t!c lu rubta llcgae a] 
SNC por discminoci^n ictn^grada asccodcnlc por las nervios 
pertrdnea^ deiidc los ganglios cspinalcK, rota pocn u^ual para 
otros agentes. 

La meningitis tiene cnayGr pnevalencia en ciertos grupos dc 
otladcs o cn pficienic!i con dlstiniiu:!' cnfEitticiLulC-s subyaccniiOs. 
En el recidn nacido suck scr cl rcsultado dc una infeccion 
adquirido iniJ^iitcTti» Jurajlic cl pirto vaginal.”” I.Os rtiititt- 
o.jg;anism£M; aisladn^; tn^s a niennii scin Snr/rrwpa’tfj asahe- 
f/af y ExchtHchh orU: con metwr frecueiitia se afslan Li.itrrw 
monocyto^tnas^ varios micmbnjs dc fnreftjitucjfriucrtjc* espe- 

cicS dc P.ipjfddMinna-v, FI(ikt3htiCteriutti mfningaxefitKWit^ Sm- 

phytococcut auKtiS y otras bacterias cuiaerotnasL por raaoctcs 
que M descanocen, Crtrvtacter kaseri ^diwrsns} puede cau- 
saruna meningDcncefaliiiN devasiadora en el TccLdn nacido.^” 
El vim^ del herpes simple ltpo2 pr^ucc sepsis y mcningiilb 
en recidn nacit^s luego dc su adqulsici^n durante cl pano 
s'aginal.^* 

NfL’Heria meningiridix cuuna inrcccLcncs cn ICKkHi Icn; ^rupos 
etdrios. HaffRophitu.1 ififluc-nzaf tipo Bes la causa mascomiln 
de tneningiiis baetcriana sigitda cn lo« niiks dc eniic 6 mcscs y 
5 afloH, pdn> e%ta infeoci^ ha sido tosi erraditadu por una 
vaeuna cEcaz. La meningilis por Sitrpii}L'vfL-:/s pitnutnonitif se 
pfoduec a panir dc la bacrcrieinia o dc la diseminacidn dc la 
infeccidri dewk |ol senos adyaccrtces n del oido medio. 

S. pneutttiMftan es la causa mds freeuenie de tneningilLs bac- 
icriana cn Ig& adullus. N. cs tambi^n cnniiia cn los 

oduttas jfjvcncs, En los ancioTos, la mcningiiis siguc "loscilj- 
des del hombre de Shaltcspcam'', los putdgena^ del pcriodo 
neonatal hacen su reaparicidn. Ademls, se presenta una atta 
prevalencia de /?. < n{i y de tHRus bacilos gramncgutivxts"^ y i', 
afjaUictiiiir es Uimbtfn un factor importante.^- 

Ul Causa principal dc las meningitis viralcs cn loda-s la.s gda- 
dcs son Uk enterovirus.^^ Un gran niimero dc vims transmiti- 
doi por medio de gampaias y nto^ptitos (virus itansmilidofi 
por artr^pKxIos o arboviru-s) son causes ittfrocoenles de enfer- 
mcdadcs del SNC, aunque la recicnie aparicii^n del virus del 
Nilo Dccidenral en los Esiadns Unidos tiq dcspcnado gran 
intcres.^'^” 

Crypun-tKTHir nerffinnwiSt L/t/eno y AfyirO' 

imLitritinf luherLuiinix causftn formas indolonoi ocrdnicas de 
meningitis cn inJividuus hanos y ci] uquellnts enn las deknsas 
allcrtuliLSu La meningitis aseplica recurrence {memFigilis de 
Moilaict) cs causada tfpicamenie por gl lim^ del heq^ sim¬ 
ple.^ pent el diagndsuiiim debt realizarsc median te kcnicas 
mulccularvs. £. ct>iu A', pnaunutnim: y ]ok gstuiilcigtKON afs- 


Ian muy comdnmentc dc pacientes con mcningilis pKmraumd' 
[icH a poMinirot^jca. Atrededor del de las meniDgiiis agu- 
da.s asoeluda-s eon dcrivaeiottgs vcntrigulurcs (.fAiUir) son c^uisa- 
das por cstafilococDS coagulasa-ncgativos."^ 

Nticsifnajoy^leri, una ameba dc vida llbre^ causa mcningo- 
encefalitis neermanie sohre todn en las personas que nadnn en 
aguas CillJdas y SEiiadiiii.'^ 

EncBlalllls y atscesos carebiralas 

Las infeccnines mils scrias del SNC son Ins ahsccsoi ccre- 
brales y la eJicefalilis.'™'"” ”' La causa mis corndn de grtcerali- 
tis son kos vims, aunque tmnbidn la ptfiducen otroN pal^gcnos, 
cornu y\fycnpla't»fa ptfeiiaionifKr Sc desconucc el agcTUc clio- 
l6gico de la tnayoria do Ids sfodromes encefalfticos.^' El virus 
del herpes simple lipo 1 es la causa documentada mds liecuen' 
tc dc las cncefalitLS espor^icas. El viius se reaclivay viaja de 
manera asccndcntc por cl nervio ulfaLurio hasla cl Id^Lo tem¬ 
poral del ccrcbm. dundc produce una cnccfaliEi.'^ nccrosante, 
distmtiva par su ubicacidn aitatdmica. £s poco probable rcali- 
zar gl diagudhliDO en ausenda de evidenda de enfermedad del 
IdbulD temporal n de pleocilosLs (respuesla inflamalDrial en el 
LCR. aunque sc han ducumcniado exeepdunrs, sabre lodio en 
los ninos-'^’ 

El virm de la s^cela zi^ster ram vez cau^a una eneefalitls 
localizada, ensi siempre ocutre cn un paeiente con z6sler oftdl- 
miti> (urta niftCliviicidn dC la inrcccii^inn a menado variOS aAos 
despuds [le In varicelu). LI virus viaju en fomtis aitoendemc por 
el quinio par craneal y causa una infeccidn uecrosanie. mnehus 
vcccs con vasculitis y presumibicmeate con pcqucAos infaitos 
vjLsculuruH.'^-^ Incluso, la prcscntacidn clinka puede scr similar 
a la de un accidenie cerebrovascular no infecciDso. Otrus tipos 
dc cnccfalilis espof^iens o cpidifmicas afcctan cl cercbm en 
forma difusa: la itirurniucj^tt cifnica y radii.]grJiricu ttu cs diag- 
ndstica de una Cliolcigfa en pUrtkular por In Vtial iichc rcpii.r.Eir- 
se mediante l^cnicas mtcfv>blDl%ieaji o jtwleculaie;^. La rabia, 
p4iir fofluna muy poco comim. suele ser modal; si se asoeia ctm 
la niurdedura Je urt animal, cl diagnustico cs ubvio. pero dado 
que no slempre el euriLaelo con un aniiita] evidence cv ipotii- 
bk quo cl diagnostic 0 no pueda rcalizursc basta ci momentode 
la aucopsiu-^” 

Muctias veces se atslan hactehas anaerohiaii de loft ah^egsios. 
Las cspccics que sc cncnenlran mSs a mentido son; eslrvptoco^ 
Cos anucTObioss Porpiiytruntfttii-i tth:iwftnoji*enii'ti. espccics de 

BtiLltfviiich\ Fiisifhtit-laniirii miclvalani^ uspi^cius dc EiibaiJt:- 

riunj y PropiijnilNictefiftJn (ffttf.x. 1 js bactcrias ifcrobias qiK sc 
ai!ilan con mayorftiectteneia incluyenestreptococoso/Y-hemo- 
Irtlccw. SuipftyhHUficHV aunrH.^, SfreptoifX'iu'i {NKumf/ttiae y 
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bacll(KH Bifrnr/Hraerituroe y rniccnurjjanismtw 

nn fcrmencitivofi. Tambi^n puctlcn gcncrar i3l>sccsos ccrebrEilcsi 
las cspccics dc Nocantia y cl hanga dctnjTiacco Clnfios/n>rinm 
hiinti^rrunr fXyt^^iy/tha (untcs 0^i'uy?f>nJdm tnch^ri- 

Jc.f k.^ Una cncet'alilis iiecrc»antc puede siurgir comn resullado 
tie la exteniiid<n de ht>nsDM cigomic.'elw desdi: un ^tcno ha(;ia cl 
iiiicritir del ojo y cl ccrebnj, sobtc [ijtiti cn paeicj^ileK wn ricu- 
plasia o Inmuflosuprcsidn o cn pacicntcs diab^llcoa quc pjic- 
senCjLn ccCuucitlcKisJ'- 

Lofl absceM)s cerebrales pueden xr el resultado dc la disie- 
imnacidn haclcriana. cn panicular cn pacicnlcfi cun clRkKanlL- 
lis bsicteriana^porlo gcncniLununico micruorgdnismo}.''^^ cii 
fynna directa Ucsdc nn scnv adyui^Rte o del in'dii' niEdio (a 
nucaudo polimicrobianal infcctiidos.^^ t 

cn (iu maytiTia !>c aiKlan c^nK* purlc dc Lina infcccidn pnliniL- 

CTobiana. pero un eslreplncoco en particular, concKido conio 
^'Slrepifn^Kctu miftvrr o como gnipo dc StfepUfajiras ttngi- 
noatsA-WistcllataSy causa ab^tcesus cumu un pald^gcnu dnicu cn 
vofius drganos, incluido cl ccrcbry/' 

NunicniL>i;i‘L infcccinncs paninilariiLS pueden cau.s 3 J infccciy- 
ncs nccrnsanic o una lesion masiva ccrcbrj). Esios paTa-iicos 
ton las es[)et:jes AcunihuHiitrlui \ otras amehas Je vida tibre, 
Ttiefiiii solium y trtros cislkiercus.^'^ y To.wp!asmfi i^oftJiiV El 
‘'pflIudisTTW ccrebrar, cansudy ptir Fh.'trruMiiitrrt f<ikipfjritfrt. cs 
una complicucidn a menudo morciil cn la cual sc bloquean los 
capilares ceretiralesJ^-^^ 

Oia^n^fUcq da las Infaticjoiies del sistama aerrie$q ceniFii 
OBTENCiONDEMUESTHAS 

Las mucstras dc SNC para cullivo inicluyen d LCR [oblcni- 
do por punci^^n snhduTHil, aspiriicidn ventrieuLjr o piincidn linn- 
bari, los abscesos cerebrates ^nhienidos per aspiracidn) y el 
Icjido cerebral {oblcnido pyr biopsia i;juiruj^;icti]. En la figura 
2-^ St; ilusiru la idcnica dc puncitin luniibar. 

La mucslra mas comun dc SNC (jue sc iccibc cn d laboratn- 
rifl cn el LCR oblenido por puncion lumbar Por ]o Eeneral, !ic 
envian ires lubcw separadtw (]uc coniitncrt LCR; 

Tubn ] parael rccuanlodecdulasy las linuJoncsdifcrcadalcs. 
Tube 2 para la tincidn dc Gram y cl culiivo. 

Tul)n 3 para la detemiinadi^n de pnorefnas y glucosa o para 

estudios espedales^ ccuno VDWL (Vi^/rereff/ tJpjrcfl.Tf ttfscorch 

Lihflratory\ ima pruCba NcralOgica par;;i Nffills), anirgeno tie 

cripcth^otns o dialogfa, segijn la slcuacidn cHnLea. 

EVALUACldN OE LA RESPUESTA MFLAMATOHlA 
Y OE LAS TECNICAS DE MICROSCOPIA 

Se debe itnplcmcnlaf una cslralcgta orJenadu pura cl procc- 
aamicnlo y cl cultlvy dc las mucslras dc LCR- El examcn lIc Iok 
frotis dc sedimentade LCR tcnidiis y U rtdmcidn de las pme- 
bus df deleccibn dtrecia de aFitlgerms pueden ser uliles para 
establecer un diagndhtico presuntito y proptirCitHiHir nn^ gala 
para la sciceddn ik lus rtidliys de A rnenudo sc puc^ 

den dctcctoi Im ititctyKirganlMnttscn los Trolls die LCR teflidos 
cun dciciun dc Gram o cun a;£iil dc mctilcno si se cncucnlran cn 
conccnlracioncs dc al menu’s U^-ll/ymL. Lu lincidn con azul 
dc meiilcnu parcce scr mds siensible que la tincidn de Gram, 
pero la observacidn de la nBaccidn dc Gram importanlc. Por 
lo Uuilo. sc rccomicndu lu preparacidn en paralclti de los Irotis 
leilidos con tincidr^ de Gram y con aiul dc cnciilcno. Muchas 
veccs. Irrs microorgani ymDs grautitegatis'os se Oibsen'an mejor 
en lois Irt^biileAidns con azul ^ metilena porque la tuicidn a^ul 
mreniia dc las bacterias Tacilita sli diTcrericiaci^n rc^pec[u dc 


|o$ de^echp^ del rondtp.'" La Nifranina liAc cl fondo dc rejo cn 
la ilncldn de Gnitn, In cual tiende u oscuTCCcr ciu^lqulcr bactc- 
rio que sc tine dc rose. El agrcgruki dc 0,05^^ dc Tucsina al con* 
tracuUifantc safranina mcjnia In tincibn dc los micrfxirganis' 
mos graranegativDs. Smalley y Bradley sugirieron qut ta 
pnieba dc eslera^a leucocitaria (EL) puede sustiluirel recuen- 
lo cclular cn los Liquidori corpurates cn lo^ cualcs sc sospeeba 
la prcscncia dc hacicrias, En un c^LuJiu que incluytl 63 Ifqui- 
duH, prnioncaJc!i po-siTivos ptrculiivo, cl dc cJlos mostrd 
una reaccL^n EL posiliva. En seis de las nueve muestras de 
hquiduii pcriiuncales poeiitivas por cullivo y ncgaiivas para ta 
priicba EL. aislafon sdlu unas pocas culonias dc cstafiloco- 
c<K cuagu]asa-nej!ativ(Mk que ncsulcoron aislomicniDs dc signi- 
QLiado cllnico duJoso. DeLo^er y Aoerbcjch^ informaron una 
scntibilklad global del Sd,4t5t y una gstpccificidad del 9R, 1^ al 
utili?ar la prueba de EL en lira de inmersldn (lira leactiva) en 
mucMras dc LCR rccokctados dc KIHI pacicnles con sospecha 
dc mcningicls. La scnsibllidiuJ dc la prueba dc EL cn Ids cu- 
sos dc mcningLti:s bacicriana con cullivo po«itivo fuc sdlo del 
73%. Esios autorcs concluycrcn que la pmeba dc £L es un 
cn^ayo adicional. pero que no susliluye al recuerrto de c^tulats 
ni j la deietminacif^n de parimeints qufraiL'utS en el LCR en la 
cvaluacidn inlcial dc la meningitis bacteriana. 

DETEDCiOn DtR^CTA DE ARTIGEHOS Y DE AClDDS nUCLEICOS 

El cniusiasmn iniciai del dlagndMlco r;)pido de la mcnlngiiis 
bacierlana medianie la ileieccidn de anLfgenos ha itido atempe- 
rado por la citpcriencia rccicnlc.^ Cuando sc rcalizaron 
las pruebas dc aglutinncidn dc portlculas dc lalc\ para fi, ra- 
/Trrfnzflc lipu b, Slrcptocacctis afioiaclinc, Neisseria mcnin^ili- 
tUs y S. ftttCifmoTtkit en L S40 muestras de LCR obtenidas de 
pacicnlcM con }<i^pccba dc mcningitiN aguda baclcriana. nc 
dctcutd antfgcno cn sdio 27 inucsUas.^' Los resultados positi' 
voFL dc dcicccion uniigcnica snn solo de ayuda cd cl Iratomicn- 
10 de los red^n naddus con infeccicnies por e.-sineptococos del 
gnipn B. E-slOfi fluiores consideraran que |a pjutfba de tawi no 
presenlaba una relacidn cnslo-ellcacia favorable, AdemAs, tos 
ocasLonaJes falsos pusilivos dc la aglutinacidn don como mul- 
ladu un inoccplablc cscuso Valor prediclivo cic un rcsultado 
positivD. La ulilizacidn dc cstas prueba^ disrainuyd dc mancra 
notable y so usu no sc rrcumicnda. 

For el contrario, la Jeteecidn direela de antlgenodc criplo 
CDCos t:n cl LCR cs caai tan sensible como cl cullivo y ha 
rccmplarado cn la uiuyuria dc los laboratorios a la prueba de 
tinia chiiu que earece de sensIbLlidad. Se han creado pruebas 
de aglutinacidrt dc padicuUs dc late* y ^nipos de enzimoin- 
nmnoandllsis, En un csludio que analizd 2l8 muc^itras dc 
LCR. entre las cualcs sc incluycrnn 16 c«sqs reimipcctivus y 
6 prospcclivos dc criptococDsif conocida, sc utilizarnn dos 
equipos dc aglutinacion dc paniculas dc l^lcx eon an de 
scnsibilidartcn compar^iAn con cl cuhivn.’^ Enocasiones w 
olviervaron pruebaii falsa-s positivasi. comn conscciicncko^ al 
menus cn parte, dc la prcscncia dc ritctorc:s similarcs al foelyr 
rcumaloLdco cn las mvestros de LCR. El trutamicnlo de la 
mucsira con prcinasi di^inainuyd la.t rcacciones inc&pecilicas, 
pero no las eliinind por complete.’" EL iralanijcnio con (m>na- 
sa aumenta la sensibilidad de las pruebas de agluilnacidn de 
pi^rtfculas de Ijiex en muesirus de sueio pero no cn mucstras 
de LCR.'-^ 

Sc ban creado i^nicas moleculares para el diagnmiico dc 
cierta^ intccciones, KObre lodn las causadas por virus del heo 
pes simple y enterovirus.-^^-^A csias pruebas se las esiSi empe- 
/amto a L:DnsiderEir cl procedimiento dc rcTcrcncia debidy a m 
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mayor bcniibilldad y rapidicz.dc dctccci^n. aujiquc Jiin no £on 
babitualcs cn los lal^ratorio dc Jiagnostico. 

DiAQHjSTICO SEROL^GICQ 

La -icndoj-Lu cii una hcrramic nia diiSjrn^eljca dc ulilidad para 
cl viru-t 111:1 Nilo Occidcfital. La dclccctdn dc cn cl LCK es 
cl m^codo de eleccidn en los laboratortos donde la prucba !;e 
realize baju cstricto cnnlnDt.^^'^ La scmtngia tiene un papel 
bccundario para otrus agcnlcsi eltoldgicos dc cnccfaltCj^ viraJ, 
CUTTIO ciElxi? viruH Ininsmitidcs prsr artropodo!;. cjiic usn diflcilcs 
de cullis^. Lamentcblcmcntc, corccc de utilidad cn las infcc> 
Clones ccmuncs, enmo la% cAu^ndo^ pnr viruK del bcqic:^ 
iiimpic, entefovlrus:, hongo^t y bacieria-s, 

DMGNdSTIiCD POH CULTIVD 

El cultivo es el procedimiejito de referencia para hongos y 
haccerias. Sin cinharfco, et ci,il(itTir dc virus a pariir dc LCR cn 


los caM3s ik cncclalhis :&c cncucnlra liniilaJo por la di&pnnibt- 
lidad rcstririgtda. cl lento ercetmiento dc los enterovirus y la 
incap;Lcid:kd dc aiFilaTnicnEo dc] virus del herpesi simple. Para 
los agentes virales se prefieren los m^todry; moleculares. La 
prcgunla miSs Importanli; cn cl ciLW dc la mcriingUis cs si sc 
cntrucnlra presence un agenCe bacicriano qve podna ser iraiadn 
con aniibioticos: c* corsceucrcin^ cl Cdllivo bacccriano cs 
esencial 

Cuando se preparan las muestrasi de ILCrR para culllvo, dehen 
centrifugarse para conccnlrar las bactertas guc puedan cslar 
prcycnics. Tamh-kn sc rccomienda la cqntrifupn;i<)n para cl ais- 
lamlcriito dc AlytobiTL’tffiam itfbvnulaiis en los casos eo lo^ 
que sc sKKpccha mcnlngilis lulwrculnsa. Sc debe pnxesar un 
volumes total dc al menos b mL (oue no nitciainamcnte debe 
recoCectarsc lodt* dc una sola vez) para aumentar la pmhabili- 
Jad dc aislar micobaetcrias,''*' Corno una aJtcmativa a la cen¬ 
tra fugac ion pura cl uislamicnio dc criplococos. cl LCR puctk 
posarse a travkfs de un liliia de 0,45 pin (Millipure'% Bedford 
MA) con cl ohjeto tic conccnlrar las levadtiras. IjOS filtro; 
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tlcbcn i:u1ix:£U'&c b<>c<i abajo sobrc la hupcrficJc (3cl agar y 
movcrsc a una nucvu ubjcaci(5ii caita [rrs o cualro (JIu para pcr- 
mitir h Uciccciun del crceimLcniu dc colonies. 

Gray y Fedorko publiizaton una curcItMiia n^visidn ^obre las 
esti^tegias para el dia^mlstico de labaraloriode la ireningiti!v.‘^^' 


Hsfidas, ^bscesQS yeetafffis 

Presencacl6n cllnica 

Uno dc l(i!$ inJieaJuret^ fuucjadicnlaleii de lu scpsl'i IwhI In 
atintlulaeiofl. de pus deniru du ui] abscevi! c? l^ub eK.j[Ja dusdin 
unu fislula 0 de una superticie nmcocutiij'Lca. Tambi^n pueden 
cncontrarsc ctifcrcntc^i gnido!^ dc cnrojccirnicnlo. dolor y tuinc- 
faCCic^- inrecepnne^ Je lail heridas enciertias: ionluycn las 
aMHiiadas con una li^idn IrauinJtica o a»n dlccra^ poT Jeci]bL- 
lo (cscara^l/**' picaJuras u irurdoduras dc anlmiilci: o dc persu- 
nas.'^-*’*' quemadunH*'’ y cuerpij* Mlranoi cn la picl o las 

muCoNaii. 

Las heriidas inlernas y los abscesos pueden asociarse con 
apcrvdicitis, colccistiti^. cclulliisn ink'ceioncs demaks. osico- 
midiiis, empkuin. nrirjii;. n^pticn, sirmsitis ll turas infeccluneH 
inicmas. Muehos de eslos procesus sun inErohospluilarius 
(ud£juin[J[]\ cn ccnlms t!c iialudj, cnnlraidas lucga dc procedi- 
mk-nios invasivas, manipulaciones quinlrgicas d colocncidn dc 
pn^te^is. Otn>s derivan de la discniinacidn sanguinea a panir dc 
silins primoruis dc infcccln^n. Hnr uliiniu. puette e^istir la di'vi;- 
min^cidb dircCIn dc bjLici ius decide Ntriub adyaccntcii dc iiifcL'- 
cidn o por la fotuia dc una %isccra, en especial, cl intesdno 
grvieso. Las bacierias anacrobiias suelcn scr un prcihlcma cnan- 
dn ct siiio dc jnrccci<'in sc cneucnirj udyjccnie il inicscino o 
euando la herida estd conlaminada con flora fecal. 

Cicitas bacicrias sc a.-sDcjan con sLluinciuncs cifnkas parcicu- 
lares. tftulUKiiin sc cncucnira cn licrida^i cau-sada^ 

por mordedum de aniniales.'*-'’^ tirrn^jnosfr cs 

un patdgeno comiin cuando se produce una herida penetrante 
cn ct pic cn personas que usan wipalilliisJ^ 

las cspocics dc OtutiKia y tli^crsus lH'HTgos (ila- 
mcniosos TcprescnLin un problemj particular on las heriJas por 
qucinadurasi*'^ ademas, el sjius del ficrpcs simple lambkn 
puede enusur infeccioncK serias en esEOS paclenles.* ' Las bacte- 
rias grampoRiiivas aerobians lincluidos .Vr^r/hFj vifVrisvJi.T aurvu.t y 
Sfrcffh/Cffccuf las baclcrias anacrobiiis cslrictas y 

lus bacilos gnimncgativos acrobios suclcn causer inrcccicmc^ 
cn Ins pacicntcs duibclluo}^.'''^ 

Muchas lieridas y abscesos son pollmicnobianos. sobre todo 
los oriEinatkK por cnniaininacibn fecal, escams e m feed ones 
en pactenles diab^lici>s. liKisle una ainsldcrabh: conlnovcrsia 
occrca dc lu Idcnttficacidin y In rcalizacion del anubiograina de 
ai!.]arriienio!i niiiltiples, tocluso si Lj mucstra cs una biopsin de (c- 
jido. Los problemas inhercntcs a h tomu de la Tuucfilra difiacU 
tan la certezu de quo tnJas las cspccies paidgcniis so bay an ais- 
ludo. Un ejenipio insiruclivo de esce fendiiiieno cs un e>!iudifi 
sobre los absccscu. cn cl cual nc rcalieuani culdvos multiples 
dc cada inucsiraduranic un penodu de 24 hums; 11 de 37 cepa'i 
anacrohias toialcs nn sc uiilanm dc lu sienibri cn placa ini- 
cial.’' Por lo lanto, ie puedc insTaurar una terapia empirica 
basada en los pat6genos pnshtEhlcs espemdns cn unu iiituacii^i 
cl mica particular.^ 

Lj Lcluliii^ cs uciii infcccidn del icjido blando que sc dise- 
niina a Ira^ks de los plants del icjidn cnncctivn cn lu^nr de pro- 
ducLr una lesidn circunscripta* como sc presenia cn Ins absoe^ 
SOS. A menudoes p(jiiblt ubservar elcnrojeeimieiMo y sentir el 


calor y In tunteaccidn pnr medio de la piilp^tcit^n dc la piel que 
la cut^.^' Los principaJes agentes cliol^Jcos do la oelulilLs 
son los cstafilocucos y los cslicptococos, pero cn cicnas situa- 
clones lambien puedeo cstar involucradus bacilos gramnegati- 
VOS y bacterms anaerobJas. 

Djagnailicc de inlecEiones de lieridas, abscesoa y cilullHs 
RECDLECCldH DE MUESTRAS 

Las Iwridas superficialcs suelen esiur coluniSiulaH por bac- 
lerias aillbieitiulc't; a menudo Ea mucstra obtenida enn un hisn- 
po no retteja la verdadera causa del procesode Infeccidn. Ijos 
iikttxlo^ dc clcucidn para larceoicccldn del malcrial porexa- 
ininar son la biop^ia dc tejiJu. cl ras^pado de una herida que 
supura o el aspirado del irquido o pus loculodo dc la pane pro¬ 
funda de la herida. Cl sltio del cual se tomoi'i la muesira para 
Culiivo debe descontaminarsc pHmero con jabon para cirugia 
y etiinol al 70^ o iMipn^panol, luegi> de In cual la hciitia nc 
lavtt blcn eon solucltin fisioldgica estifril y sc seen. Antes, para 
iransportar la Tnue;»ira sc ullllzaba la jeringa cun la cual sc rea- 
lizaba cl aspirado cubriendn la uguju con cl capuchdn. HstC 
procedimiento se desneonseja debido al riesgo de transmisir^ 
sangufnea dc aigdn virus mediante un accidente con 1a aguja. 
l.a jyuJj puede eUmi nurse en fonna begum utilizando implc- 
mentos dlscAados para cstc prup6sit(> y racniplazarlu pur un 
capuchdn dc jeringa que no cs cortypunzantc, Si por algun 
motivo se preve una demora superior a los 3(1 minutos paiq el 
procesamlenTo de la muestni, ^sta debera transferirse a un reci- 
pientc dc (ranspune (v^asc cap. h. Si .sc obtuvu unacantidad 
de llquido Liin pequena que tu^ la iTiucsini iic cncucnim den- 
tro dc la aguja, sc coloca con cuidado cl capuebAn. sc lo asu- 
gura y w transports la jeringa con la aguja en un recipients a 
prueba de pinchadums junm con una nola que aclare que den- 
tro del cof^ienedor bay una aguja. En cl laborstorio, la aguja 
puede cniuagursc eon caldo dc cultivo para c;i1racr cl malcrial 
pi?r cullis ar. 

SI no SC puede obtener cl material con una aguja y una jerio- 
ga^ se puede tomar una inucstm de la superlicie.^ Si bien m; uti- 
li/an comunincriiie tiiNopus tambldn sc Inm uiilizado psttios y 
papeles de filing- Sc dclw reali^ur uua limpieiJ cutdadoMi del 
sLiio, ooino ya sc dcscribU^ (a pesor dc que no todos los cstu- 
dins detnnstraron una difcrcTieia significalb^a en sus n^sultados 
cnlre beiidas lavadas y no las-adasi. Puede ser necesario sepo- 
rar lo? bnndes Je la henda con el pulgar y cl Indice de una manu 
(Lllili^ndU gUitbEcs nkriJesi u rcalizui Un peqLKhu curte CUn 
una hoju dc bisLuri cit un jb^ccbO ccrrado uuIbn dc inllYHlucir la 
punta del bisopo en cl interior dc la lesion con la otrn mano. Se 
dchc icncr la pretaucinn dc no tncar Ins hordci fidyacentes de 
piel. Se coloca entnncesde inniediato el bisopoen un recipien- 
ic uproplado dc iranspurtc. Hs posiblc. petv pucu probable, 
que en un cLiUEvis de inaiccinl [^bienidi) de la superflcic nu sc 
aisle una bacteria pah^gena que sc hallc cn lo prorundo dc una 
hcriila: es mucho tn^< probable que se ai^len microhiou coloni- 
zaute;;^ fidemds dc Los paid^enos verdaderos Sin enibai]go, los 
litmgos y lus virus (sobre lodn cn las hcridas por quc]T)adura.s> 
pueden ai'iLarsc s61o Jc biopsiiLs dc icjidu- 

Sc puodc iitlcntar la ^Lspiranii^n dc niatcrial de un ^ea de 
ccEulltis con la inycccion previa de solticidn salina cstcril y sin 
el la. los rcjiultados tasi nunca son satisfaciorio-s. Sj bieit 
1 jis biopsias por sacabocaJos pueden proporcionar mejore-s 
resultudos, la cstpcricncLa cun csic m^Eudu cs LiTniluda.'”' Lus 
heinucultiv'us no siempre .son utiles en cstn situation cLfniea.*" 
En general, sc define la estnitegia sobre la base del cormci- 
micntii cmpiric'f» dc los p.'itdgcnos quc se esperi enenntrar en 
una SLiuacidn elEniea dctemiLniula. 
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£XAM€N MICRQSCfiPtCO DE LAS MUESIRAS 

Se Jehe reiili^ar 1 j liniH^n de Gnim u Indax Ids mu^.htriis 
(v^a»e cdp. 1). Liis cljves nutrfold^iicaA de Li etiuln^fii piit^di^n 
su^ccir olnos proccdimicntoi difi^dsuco^ alLil dc Jos 
n;^ucri(kis per cl medico (p. cj., cultivoii pani tiactcrias anacto- 
biusi u hongoft). Si sc recibe una binpsia de lejido, cl examen 
hlstold^icQ debe ineJmr las tincloncs para bacicrias y bongos y 
cl examen dc una tincidn Je hcmatuxilina-cuciina |>dn la buS' 
(jueJa dc inclusioncii vimlcs. 

cuinvos 

Se dehen utilUar medtos sekcii^os y no sclccitvns cnrjqve- 
cidosi para aimlar lj% cspecies bacterianys cui^dnicas y cfm 
rcqucrimicnlos nulncion^cii ciipccialM. Si k obluv^ malcriAl 
do nihpirndo u Icjidu cs adccuajilb ulilizar cullLvo para bactciias 
anacrobifts. 

El cullixio micn^biol6gicD CJjnlilaEivo hc teco^t^ichda para 
[os cuUivos dc hcriiias con e! objeti^o dc deiermiriar sigaiEi- 
cado de los aisEEunicnios. predeeir la probabilidad dc una sep- 
si!i CQ una hcrida par qucmaduia y deterrminar la prababitidaJ 
dc que la hciida cicalricc facilincntc. E3 cultivo cuantilativu dc 
una biopsja dc icjido Ci cofnpLcjo, oncroso t iosumc fflufho 
tiempo; cl icjido sc debe pc&ar en una balanza analEtica, lionio- 
g^eneizar en una caniidad conocida dc ca1do d& cullivxi, baccr 
diluciuncii cn scric c inoculur cn multiples placas dc agar. Biitas 
maniobnci von diffcilcv Jc [culi/ar cn la mayurfa dc lux [abuini- 
torios, Estd claro que la infcccidn por S/reyirfiroccpLT 
Cv clfnicamoptc ioipOTtanic. cualquicra quc sea la caniidad dc 
hacierias prcRcntes.^ [jos invcsligadorcs no ban tenido un crL- 
terio undniittfi en el pcspaldo que le bar dado a esta estrategia. 
El prubleina cii ailn mis compLicado dcbiilo a la cviJcncia dc 
que una biopsia unica no pioporcionaiij un cuaJro cxacio dc la 
flum micrubiana dc Las hcridas CrXiniCBS.^^ 

Hay datcK que avalan e.) uso de CLtltkxi^ de snpert'icie en 
lugardc hiopsias.'" Dc mancra similai, krscuLtivos scmicLianli- 
lativos IqiiC sc rcalizan dc nitina mediante la siembra schada cn 
cscrfaiih cn ouadi^tcs dc placss dc agar] tian propofcioruKlo 
infctitUlci^n dc que estn cs equi^olentc a las cstraicpia^' cuanii- 
(ativas ni^s diHcultosas.^ Sin duda. no sc nisJa ningun micrO' 
nrganiRino. un cullivo cualilalivn brindu La misma infurmacix^n 
que un cultivo cuanlitativc. 


Irtfeccfones acui^rss 

Pnssenlacian cILaIca 

Lov agCnies inrecciiKos pueden atacar cualquicr parte deL 
ojo, lUntu dc&dc afucia cuinu desde adcnlru. LiUi infccitiLOEu:!; 
c]i.icnias suclcn involucrar Ins CMtnicturav supciflcinlcn. In gyn- 
juntiva y la cdmca, a menus que haj u ocumda luui lesidn peme^ 
[rmte qnc introduce TnPci™iiq;nni»iTHJ» cr cl itculju'. 

CONJUHTivmS 

La cofljuntiva cs una memhrana dcigadu qnc cubre cl parpa- 
dn (conjunliva palpebralL y que repltega sobre la superEl- 
dc exiernadel glo^*) ocular oescler^liea (conjuniiva bulbur}. 
La edmea central no ciiii cubiertu. La conjuntiva ci la diana 
dc uiuchoji niicrubitni. 111 mayi^ri j dc los cuulcs se citcucnlran 
cn las vjas rcspinitorias alias. La inflainacidn (conjuntivitis) 
produce emojecimienio (njos ms^dos). picazf^n y seaeciiSn, 
que puede ver muccuis o puralenin.*^^'- Los exuditdxus en las 
infcccioncs bactciianas son muy pcgajoM>s y con incnjstbc:U»- 


res, pi>r lo 1anio, kis pSrpados puedeo pegarse enire si. Tam- 
bi^n se puede deT^juroUar inflamaddn aguda no infoedosa eti 
pciL-ienies con alcriia eslacional. La conjunlivilis cs niuy coniu- 
giosa; la infcccldn puede patuir con fucilidad al uiro ojo o a 
ofrus personas por conlficki' (p, cj,. rrfregor el njo inrcciudu y 
luego cl ojo siinojr 

Los patbgenos bacierianos enmunes son Sstiphylocoicua 
iitinm. Hturmophitun rt^ifc. Streptocvcaif pneum^ttwif y 
Pjieu[/crrrorra^ aenigitwsa. La conjuniiviiis agudu tombi^n 
puede ser cauHoda ptir dtis puid^cttos dc trunhini.sii3n scxuiil^ 
CfiltirnyiJia irachamatij y f^feisscria ^otiorrlNKa^y que puedcn 
afectar a adultos sexuaLmente acti%os o a reci^n nacidos que 
adquieren la infeccidn durante el parfo vaginal- La etjologfa 
viml n’iSii comiiln cs adenoviiusH que puedo cau^ar enfcimedad 
epidimkq eon faringilis o sin ella ifiebrc faringwojtjiiniital cp[* 
diSnilcal. 


QUERAmiS 

L.a queratitis. innamacidn de la edmea, es una infeccidn 
mucliu injs serin quo lu conjunlivills. En lugar dc la modcstia 
tcmpoiul que sc prescnla cn la ccnjunliviiis, ]a qucmlitis puede 
pfodouir una cicatriz y llcvpr a la eegutrar R-v causpcb pur kulas 
las clases de agentes inrecciosos. Hi agente bacleriano nu^s 
oomun CN Staphytoatrcits Los bongos rilamenlasns, 

cn especial las cspccics dc Ffaurtum y dc Aifvrxillu:^. y 
Icvadujo^^ in^s a menudo las espeeies de CtindiJu, causan una 
lesion que puede ascTTicjiirM: a la infcccion baclcriana. lo cuul 
Tcirasj cL dJugnt^iico y el [laiamienin apropindos.^^ El virus 
del lierpes simple puede eaunar una lesidn uloerativa denomi- 
nada quenitiils dendritica, debido al painVi arbort^ceme de la>. 
Icsiones.^*^' £1 virus de La viirleela zjdsler reiiecivado flierpest 
puede producir una qucralitis similar si afccta la rama ocular 
del uerviu Lrigi:inin[] [quinlo par cnmcal).'^ En las pcrxotiiis 
(Ique uiilizan lente<! de contacto, las especies de Ai^ini}iitrnf.n'fia 
<una ameba de vida lihre) pueden pnoducirlcsiones ulcerativos 
muy dolorosas.‘“ 

La qucTMtitis Intcrsticialn que ocurre cuando los vosos san- 
gumco!! ercCen dcn[n.> dc la cxVnca des.de ]a conjuniivo^ cs la 
causp medial mas comiln de cegucru. El trucoma cs una foniu 
de querai oi:onj u ntiviiis crdnica prov-ncodo por C. tmctK/ma^ 
La lesidn cicaCrizal que surge enmo resultado de la eirrer- 
medad iceu rienlr afccia a 6 mi Hones dc personas cn cl mundo. 
1.21 World Trachotna Ttnidadve ticcic como objetivo climinur 
csia irtfeccidn tratoblc paru el uilo 2(12U. Hn eicrtah teginnes dc 
Alrica, un parfisiio de las lilarios, Onchocemt que 

tninsmile pnr In mosca negia (especies de SinwUum) pr^uce 
una nespuesla inHamatoria aguJa cuanJo los gusanoR que 
mi^ran muernn. lu que genera la ceguera del rlo.^'’^ Otros agen- 
tes cliolbgicos dc la qucralLtls intcisitciul son Treptmenia paWi' 
dum tsiifilisi,''’ Afycr^Kiffermm leprae (lepra) y M. lahemifn- 

(luhcrculosisj. 

La queratitis (y la ceguera) lambi^n pueden oeurrir pi>r lesio- 
oev no inrccgixiKi.s. cumo un liaumacismo. por la radiacidn 
ulLraviolcta Lrazdn por la cuid no hay que itumr direciamcnte id 
sot, Nobre todo diinintc uu eclipse) y pur condiirioncs que dis- 
iminuyen las ligrimaa que tubrican la cx^mca. 

UVEITTSY ENDDFTMMITtS 

I -Jls infcccioncs Itlii erases Nun lusi que nrcclun cl inlcrixsrdel 
ojo. Los infscciones adquliidas pnr via endngena llegan al ojo 
por via sanguinea. Pueden scr ivsponsables una gran variedad 
de hacterjas. Iiuji^o.k y virus. Las infeocionesaUtiuiiiitasp<.it vfj 
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siii;lcn rflacionarse i:un IraumuiisimaN pcncironlcM en 
cl []jo. Li^s infpvcicncs posquinlrgicas icprcscntju una catc^o- 
na e&pcL'iul. 

D]agn4;(^CQ ■?$ inlecoiodfs Qcutsrts 
nECOLECCI^N DE lAt MUESTHAS 

La ctinjutitivitis sc dta^nwilka par irolio dc un hisopado dc 
la ccmjuntiva afcctudaquc scculoca cn un mcdin dc trunsponc 
apropiado. HI oftalmdlogo toma de inancfn Adi^caada hi mues- 
tnai; correspondienles a Icidas last oiras infecciones. La querali- 
iK se diaj^m^sika por mcdin del raspaJo dc la Icsida: si sc sos- 
pccha una ctiologi'a bacleriitju iP fdii^ica. j laicnu Ju cl mddico 
inocula la mucstra dircctanicnic cn cl ircdio conmpandicnlc. 
Las cnucslras parj cl diagndsrico tk endofialmiriN dcbcn rrccp- 
leoarse cn forma quirtirgica. 

EXAMEN MiCROSCdPICO 

^c deben rcalilar las littcioncs dc Gram, cun bliinco dc cal- 
cofldor o de Wrighi i^egdn el paiogeno que sc sospectie. Si sc 
obtuvo una mucslra en forma quirLi[;gicii se deben realirar las 
tinctones aprupiodas p^^ra T<^s agentes inFeccriusos. 

CULTIVOS 

El medio ^dcttiadrt poira inocol&r <iependc de ]a cstimatlrin 
que el mtkiko hay^ realiziHk) M)bre cl agente elioirSgico mis 
probable. Para eicitus pat^^gcjios. como los agentrs Ai la sIFilis, 
la Eepm y la ojicoccrciaeis, cl tliojzndslico debe icalizarsc par 
micrascopiu y scrolnpa. 


infecemes de fa sangre 

PiniicntaEidn cllnica y palogenia 
BACIERIEMIAVSEPnCEMIA 

El sulTjd "-cmia"' Karc rcfcrmcia al sislcma ciiculatoria. La 
Wierieinia. la Fungetnia y la virciiua sori esLodus en levs que las 
hactcrias, Ics tiongos y ki& vines. rcspcctivaiDcnlc. cincvbn a 
traves del Nulcma vji:iL'ulaT. Lus signos y lOfT sFnlomas pueden 
estar pnesentes, pern son variahles. La auseocia de sjgnos y sfn- 
tomas en los pacientes define un tras[i}nio denominado "silcn- 
ciosif‘ o “subcllnita", EV>r cl cunimrio. la scpUccmia ^sepsis) es 
uci aFtijdrucnc: Llfflico corjclerizadu por ficbm, cscaloFrfos, 
malcsiar, Inquicardia, hipcrventibcifpn y lo^icidad n ptpsira- 
cinW^. La scpticCiTiiii ocurre cuando las hacicrias circulantcs se 
tniilllplican a una velocidal que excede su eliminaci^ por lus 
FagocUos. Los sfnlomas aparccen coma consccucncia dc la pre- 
scocia dc loxinns microbunas a cilocirtas prodocidas por la'f 
cdlulos innDmalori Huy sC considcru que unn scric dc Im- 
poTtanles evenKw inmunnsupresoa's sc producer; dcspiks dc b 
irirnunoesiimulacirtndc lasclux'inas.'-' Un compcHienic imp<ir- 
lanle dc Ja sepsis mortal cs la Falla muliiLngilnjca, pcio cL iircva- 
nisnio palogdnico que llcva a h mueftc uyn sc desctifitKC. 

La sepsis sc hu a^<l'>ciaLJo tradkionalmenlc con las baclciias 
gmmnegativas. qnc conlienen eixlotrixmas.Si embargo, 
abora sc sabc que las hacicrias grainpositivaA tambi^n puedcii 
caosar cl !::fndromc tic sepsis."'’* 


TlfOS DE BACTTERIEMIA 

I .a hacreriemta poede tran sitoria, i ntermiienie o con inua, 
lo que refleja los di versos tiuxunismos por loi» citalcs la bacte¬ 
ria ingresa cn cl lotrcntc sanguijici?. Lu bucicricmla Iran&itorin 


se prodiLLie cuando los mLcrourganismos, a nicnudo miembi^K 
dc la flora nonnal. ingrciian en La soiigic a irav^s dc un irauma 
miniirii dc las membranas (p. cj., ccpillada dc Ins dlcnlcis, 
esFoemwi durante Ib-s cvacuaeinneis irttei<iinales ti piticedimicri' 
tos medicos).La bacteriemla internd rente ocurre cuandn las 
hactcrias dc im sitiu infectado se lihcran cn borma periAdica a 
la ^ngre desde un absocso cxtravasculur. una cclulilis disemi- 
nada o inFcccioncs dc Ia& cavidadcs del cuerpo. como cmpic- 
mo, pcHtonitis a arrritis jidptica. La baelerierniu cuntinua suefe 
prusentarse cuando Ja inkccion es intravascular como en la.s 
infcccioncs del cnddlcliu [cndcicardHirs bactcciana u ancuris- 
maa) o pur disposilivOs InfectaduLS (Fistulas artcriEivenusos. ca- 
tctcrcs miraancrinics o canulas pcrmancittcs). Sin embargo, cl 
arigen dc |os irucnnnrganisiTioi no puede dcicrminar^v en hasta 
un rercio de tos cojiDit. 

Ln bacieriemia puede ser ei resuliaJo de una infecci^^n en on 
drgarm o de un tejido (baeleriemia M.’cundaria). No obslanre, a 
menudo. cl silio primona no cs cs'idcrtEe fbactcricmia priniaria). 
En csla siluaciidn, Cs piisiblc que una bacrcricmia transiloria no 
pueda ser elimtnada en Forma eflcientc por tos mecanismos de 
defensa del hue^iped. At irenos, en cl caso de ,Vfqpft.v/orocrwj 
atifvn.'i la bacteria coloniz^ante Jc la ruriz parcce scr el origen de 
la irfcccidn stst^micn.^ Los factnres t[uc lic&cncadcnan Iei disc- 
miiwidn desde lus narinos anlcriorcs aun sc dcscanocen. pero 
la disemiruKidn hacia La pici y la inFcccibn ullcrior de las heri- 
das n de lc]s difipositp^cK iniTav44.'^iiUTin^ cs un? posibilidad. 

Cuondo la infeccLc^n de un Argano se disemina tiacia la r^an- 
grv ip. cj.H ncuironfj bactcrj^mica pur ncumocucoh), la grivc- 
dad dc la inFcccion aumcnla y cl pnijiustico para cl paciente 
empeora.'^' For cl conirario, lu hacietiemia puede producir la 
diseminactf^n de la inFecci^a en ot^nos distanie.s. fendmeno 
dennmLnado 'Infecckn meta.stasica''. 

La bactcriemia tombidn se puede clasifKar como adquirida 
cn la oomunidad o Lnlrdho.spitalaria. Puede ocurrir cn personas 
inmunocoirpctcntcs a inmunodcpriitiiJiH. HI lipn dc rilcioor- 
ganisnu'its y e] prondsrioo van'an cn gran medi^. segun estos 
Facttiics y laedad vtcl packnic,"^ 

Sc pueden ai'dar divefBO-S baCtcrias giamposirivas'’^ y gnlnl- 
negativas*' dc la sangre. Durante las ijllLma.4 dccadas sc lia 
obitervado un clato cambio en la naturalcza de La tloru inFec- 
ciosa. Con cl ticirpoha disminuido cl mimem dc aislamicnUK 
de bacterias iioaerobias. mieriEras que sc hib increineniado Ins 

ojslaiiiicUlo.s dc kvadura.s y dc eH]ariliK:[xuB CiiagulaXa-UCgati- 
vos dc iniponnncla cllnica.^'^ Debido a razoncs nun no diluci- 
JodaK., Eon bacIcHcmias couB^dji'i por bacilos gtainncgalivos no 
fermenrodores son mis a menudo policlonales I mis de un tipo 
moLccuEar) ctnnparadas Con las baciericmias ciiusadas par oiras 
bocilos gramregativus, ™ 

Algunus niicroarganisitios cspccificos lienen un significaido 
cLinico diferenle. CUtslriiiinttf sepiicum sticle asoclarsc con eri' 
fermedud ncoplisicji. en particular con el carcinoma de co¬ 
lon J* y puedc piKKlntir un sibsccjm mclaslAsico a distEinciii. De 
martcra siinilar. lu buCLcrjcmia por bavh sC aso- 

cia a tnenudo con endocarditis y con enfermedad colon ica. 
incluido cl carcinoma de eolnn.'^Con pneu frecucncin. It>s cpi- 
hkIicvs dc bacicricnain por Cfi/afncliutn peTfringrn.’i dan coma 
rcsultodouna bemdlisisintensa y repentinan que puede lesullar 
rdpidiimcnlc moitah^ la causa dc lu hcmt^liiis iton las loainas 
dc Cfa^iridi\ini, pero ailn sc (ksctioticc pi7r qik I a liemdlisis 
mortal ae presenia s;dlo en utia pequena proporcion dc las boc* 
leriemias por Ciosiridum prffringetjx. 

Fsetofes ife rimss Numettssos meeanisjmis piutict- 

cil la c]inuniicLc!n dc los miorturganismos del lon^entc son' 
gtilneo. El] los Lndividuo!* sanos c inmunocompctcnies. uiLi 
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entnida rcpcmina (k bacterias sc clarifica de la sangrc al cabo 
de 3(MS ntintiicis. El hfgado y cl bazo cumplci] iin prin' 
cipal en lu clirttlrtaci^A Ue la-^ bacteria'^, micniras qut Ioqj neu- 
intravajfiCUlWK licnen s^lo ui»a funcirtn manof. La* bac- 
teiia± eiKap&uJadas son mis diffcilcs de eliiuiaar,, pcro cjiLstcn 
onlicuerpos CEpoclflcos (opsoninas) quc aumcnlan su elimina- 
cion/' Lw pacicnic!* dcbilcs, jni 7 ii 4 J»™icflcTciiU:s n jnmunndc^ 
priinidos lienen un mayor riesgo porque la'd baclerias pueden 
pcnnincccr cn La circulacitin durante boras. 

Weinstein y eoh. ban inveMigado Dims fai^torea deiie^jja^’^ 
£n 5U estudio que incluyd 500 cpisodicks dc baclcrieniia y fun- 
gemia. la mort^idad total fue del 42 ^h iti milad de esias muer- 
tes atritwidas direciamente a la septicemia. £n el cuadro 2'S se 
muestran los faeuxes de riesgo y las lasas de moolalidad rcisti' 
vas para cada itno. Bryan^’ uimUdn deiiiaca los cuklvos posili- 
VO& qoc idcmifican una poblocidn dc pucicntcii con riesgo dc 
mncrtc; los pucicnics con eultivos posiiivos ijcncn 12 veecs 
mas pmbabilldad de morirdunmte la hospital izafidn que aquc' 
Mos con cultKos negativos. A panir de esta experiencia. es 
imperatival que el lat»r£)iono lealiee kJs; lienKVultivcss en forma 
cunocia e infuniK las resultados exaclos lo antes posible. 

dcicccidn a licmpo dc la haelcriemia y dc la rungenila, 
seguida de la idcntificacidn riplJa de lo» paid^cna* y In deter- 
minacidn del aniibiograma. pueden toner gum important: La 


diagndstica y prordslica. La mortalidad por septicemia puede 
ftcr del 40 % o mayor en cienos grupos de pacienles hospltali- 
zaJos,^'* A pesar de que las enfermedades subyacentes son 
deterniinnntes impoelanles de Ich desonlaic.'es fatales, eerca de 
la imtnd dc las miicnes puedes alribuirse cn fomta dirccta a la 
inToccidm.^^ 5e ha demo&trado que eJ coinienzo rdpido dc una 
irnipiu eon antihidiioos udecciada os importante para evitar la 
morbimonalidad.^^' El iratamiento Inicial &e debe basar empf' 
ricjmcnlc cn los patdgcnos mis probables y cn k>s patroiics 
ifpieos dc sensibilidod a los siniibldticoA. B Laboratorio de mi* 
crobiolog/a desempeda su papci mils iuportaiitc cuando el pa- 
tdgenn real o ei onlibiograTita son difenentes de las que el medi¬ 
co babia indicado ea ronria empfrica. La mortalidad de los 
pacientes tratados dc mancra i^opiada es signincaiivamentc 
mcnorqiie la dc los que rocibiertm antibidticob no eficaces.^'^ 
La pronta coiiecudn del clltso dc uccidn elcgido dc munera 
empmea depende de In rdpLda infcnTuuzidii que proparcionc ol 
laboralortQ. Adomds. do todos los ospoctos Impcrtanies rela- 
citinados con la calidad. tambien la velocidad en la provisidn 
de U^R resultados tienc influencLa en el sjipecio econrtmico.'* 
Cuoiquier accidn que reduzca las oompLicociuncs y acortc la 
hospitaJii»ci6n dmi como rcsultado no sd'lo uti aborro eeord- 
mico pun In institucidn sinn que Inmbicn mcjoiuri la nlCTicidta 
del pociente. 


Cuadro 2-8 Tjuils dr uiurlalldnd y fBOtum dr rtvsKO u^iKiudm i:uiL lu hitLtrriL-ndn^'* 


MORIAUDAD 

HIESCO REL4TrVO 

CONDtCldN 

(ft) 

DF. MVERTE 

Edad del i»clrnir 



20 

[3.B 

IJO 

21 ’40 

32.8 

2.33 

41-SO 

42.^ 

3.0* 

>?0 

4^).B 

3J.5 

Tlpa dc mkroorautlano 



Nh] icrnEnl3<kiiEr 

27.7 


rPcriijii^nihnfiF 



twfd'rrAiJr/fWi'fUtr 



fvli 

35.5 

3.36 


4SjO 

4.5= 

1 Ckiciki ^raivi|Kisilirviifi 




32,7 

,lj08 

Ihtrcptoc'iJUi-mi prsfitmmuic 

12.U 

3jOH 

Enctfixeco* 

4.S,S 


R^unnnia uniniicraKiana 

37,7 


DaLbcnctihja pobcuiL-iebJaiia 


3,^ 


*7,7 


CM«rn h l■fe^5iAlI 



Calcic r iatra>'cnHO 

I.L 

iJt) 

CWni4i«unAiin« 

14 , ^ 

J.3J 

Cntfirr dc Rjlci 

37.8 

3.3fl 

1 IkdJaqinc^ixiEi Cy ofunrudunsk 

42,^? 

3.99 

AbsCCMH 

5U 

4j65 

iDfcccinm mpimlDriii 

S2.3 

4.73 

rondictenw pmJkponcntn 



1 CifUfEi 

l*,3 

t>.7S 

1 TiDUQha 

J7J 

1.3 

Dilbcccv mclUni t 

.Ifl.fl 

1,43 

OjrtiL'fip^cfCiidc^ 

.1.3..t 


iDEuBdeiuLi nmaJ 

37J 


N-ccplwa 

42,1 

SjOl 

CirroflK 

71,5 

3.4 
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INFECCl(^N IKTRAVASCULAFI 

Lu jcifccciOn inlMvaM;u]ur miLs cornun la cndocarJilia. cs 
(Icdr. IhI inlcccioci del rccubrimicnto cndotclial del cora- 
zdn.*^•**“**" Lu division anlcHor dc lu cufcmiccLid cn Fiinnu 
agudik y siih.igucjn yn no se cnnsideni uiil. A pesnr de que casi 
Itxios los ntivnHiTgunisnitH pucden ;ilgunii te/ pnxiucir endo- 
i:;u'dilLs^ la mayorfa dc Uk micHMirganiiinini iLsociados ^oti 
gronipouCdvos. B1 imporLanlc a Sitiptcawcus. viriJiUU dc 
la covidad bucaJ y Staphyiocoertfs autvus. Los pacientes de ma¬ 
yor riesgo ?<on acjuellnK qnc prescnion cnfcnrcdadcp del endo¬ 
cardia y loll que se encuEioiran cn rraiandenEo odoiuoCbgico,’'* 
Hacc aAos. el daAo al cndtieardio ^olia surgir conio cun^'Ceuen- 
cia dc ]j Hcbrc icjnintica. Con la dcsaporlcion virtual <lc 
enfermedad. las anomaliuii congenitas o del dcsarmllo, epmo lu 
dc Ijl v^lvulii bicii^pide adrdca y el pnnlapfaa de la valvula 
mitral, han cobrado mayor imponatKia. Un tnomb^? de fihnna 
y p]ai|ueia!v ^;obre lu >uperficieerosionada del cndocardio hirve 
como silio de ancLje para las bar;U;rias que ciicMlan transito- 
rlamcnlc cn la saQj;FC (p. ej.v luego del cepiliado de las dicn- 
(es). Cicnos micnnoTgnnhmos, cn particular las estrcplocoeoB 
y lo^ cnierociKxis, ticoen urta capacidad cxacerbada de ^dberir- 
Sc a csiofi irottiboSr** Ltk iruTrrtbdS y las haeicrias asociadas for- 
niun eKcieucnciiUi (tcgelaciiuiesl que puedeii vjsualizarse por 
medio dc ima mdio^raTtu o tinu cci^grafiu. Lu.s rrombas sms 
Infcctados y los Infcctados causan cndocaitlitis martmtica c 
inrceei<wia. luspcotivanienle. 

A pcsurdc (|uc IsLs hstciciias gTamposuhas son los agenfes 
elioldgicos mds aununes i.lc la endocarditis, alguno» bacilus 
gramneg^aLvus cun icqiicrimicnEos nutrieiunalcs cspccLalcs^' ^ 
y algunos linngns^-'‘^puicdi:ii cuuur lu infcccLnii. Es muy pro¬ 
bable qje las bactcrias gramnegativas del ^rupo HACEK 
iHfleipttphilna (tphfpphiha. ActiPifhm'Uhfi (iawcmyr^rf^niro- 
nUMtti. EikFPflhi wffiHknx \ Kfti^rifu infeclen las 

valvulas Lt>s y algunus de cstos bacilos 

granuicgaiivoa .sc dcstacan per su pmpcnaldrt ri furmar gmndcs 
'■■cjgctacioiws que ss pueden lompcr y vjaiar poT la ciicuhicidi 
a siiios alejadi^s (einbolia s^pltcal Bi la mayi^ria de las ca^os. 
ta cjulocanditi^ campromclc la parte l^cquicrda del euruzt^n. quo 
cs cl lado dc alia pnesion del sisieina. Sin cmbai^c], si bs bae- 
tcrias se inyectan direciamerite cn cl sLstcnia vettaso, coma 
ocune con la tnyeccidn intravenosa de dnogas ilegnlcs. puede 
producirse una endocarditis del Lido deiccho. a mcnuthi tuusa- 
du pot f’seuJomotias titTUf’imf.fu.''' 

En una minoi'in dc pacicnlcs eon signos y slnlonias dc enda- 
curdjlvi dilTcil u iirpusibk: cl uisluntichlO dc tin agentc CIIO- 
]6gico (endocarditis con ciiltivo negalivo), cnfermcdadcn 
qiic causan cndocundiiis mrinlntiea pucdcn ner re?ip<insables. 
peru etettos inicitiorgatiistthns lU) .sc afsEsiii f^^ilmenie median- 
ic la-S lecuicas de hcinucullivo cunvcncltinalcs. EnEnc csEos 
agcnics sc cncucnEran Chinrpyifia pnfumomoc, CoiTc//jfi irtune- 
tii tnebn; Q.i y lis especies de pern pueden 

asfViarse can menor frecuencia ntnns agcnies, eomo las espe- 
cies de Le^iofteiitt. 

Los paerentes que ptsscen jrnplunics teeicrttes de disposiLivos 
intruvuscu lures liuclcn iniectorse per bacEenas qiK son propias do 
la piel. a meruMlo estaliincocos coagiilu'sa-ntgstivoK y difEcroi- 
ttestr. m^s cspi^nitilieamenic. alguno de lo^ que causan Inrecela- 
ncs dc las hcridaSn conio bacllus grarnncgallvus. Slaphylocoirui 
iiuivus u bongos.*’’ La crvdocardiEis dc b vulvula ptut^sieu sc 
prcscnia cn el de Los pacientes que reciben implantes 

mecanicos o bloprotesicos (vaUulas bechas dc icjido tml- 
mal)^™ la inlcccu^n sc puede dividir concept iiahnenie cn la 
ctapa Icrtlprana l< bO dbs dCspUcs dc !a eirugfa) y b tardta. En 
la ctapa temprana prediunJnaii los nucroorganismos dc la piel 


y la.s hcridas. En la ctapa tardia se encuentran los mictoorga- 
nismos que infcclan la.'i vEUvuLaK nativas. 

Las compJicacioncs mas scrias dc la endacnrdltis son la rom- 
ra dc una tilvula catdfaea con la rcsultantc falla cardiaca y la 
enrermedad metastasica causada por la emboli/Jicidn de peque- 
fragmentos dc vcgelacidn inrccladns. Un pmhiema parti¬ 
cular cn b endiNcardlEiH es b df'Evompcnwcii^n, canllaca repen- 
tina causada por Staphytaivccwi uatvnf, quo puede represemar 
una cmcrgcncia quLrurgica. Como consccuencia dc una embo- 
lia Optica renal y eerebral, sc pueden prcsenlar falla renal y 
acciilenies tercbiti^'astolare«. rcHpcciimmentc. 

BACTlHIEMtAY SEPSIS ASQCLADAS COH LOS OATtrEFES 

Como rcHUlTedo dc lus avenecs. tceunliu^cn^ que pcnniEcn el 
u!u> RcguTo dc cat^tcres voscubreii permanenren sur^gid una 
clasc especial de inreccidn intravascular. Lns cal^tCKs puedCD 
hcr si^lo la puertu dc occeso para las baetccias que colonizan b 
picl adyaeCAte d puitio dc cnlraJj o pueden acluur corrut un 
cuerpo evtratio que albcrga microcolonias baclerianas. A partir 
dc la$ itircccinnc!: con Ins cat^tcTcs sc pueden pre¬ 

senter scpsi?i y cTirertnedad melasidsica gravi:,*" En los pacicn- 
les con cnfcrmeJfid neopLlsica. ki« cai^icrcs pueden cseeu- ins- 
taladus cn un siciu durante perfodtK prolongado^; esie grupo <lc 
pacicnlcs, que puede tener una neutropenia grave, ticnc gran 
pmbahilidad de sufiir ititecciones serins potcneinlmente morta- 
IcK,^ Adem^'^ de los efeclos i^ohre la calidad de la atencidn y Ja 
Ciilidad de vida, ]a.s irtreccione.s a.sch:iadaH ctui U'ra c<l1£lere^ 
icprcscntan una carga ceondmica importanlc pars las institu- 
cinncR.^ A pcsnrdc que Tos cjitctcrcs vcnosos ccntraks son los 
que sc util Iran con mayor ftccucncia y son la %'fa mas comtin 
de infeeeidn. Ins eat^cre^ iniraancrialev Eutnhi^n rcpres^nlan 
mi lie.s^o.-'- 

El inkroargariLsmo que so hid La con mayor rrccuencia en Lls 
infcccioocs asociadas con los catdtcrcs cs Sraphyluctrccui coa- 
gulosa-Tiegalivo. una hactcria propia <tc la picl que liene cicitns 
caracteListicas. cctmo la presencia de uiui blL^peliLulu que Tuei- 
lita la colnni£aci6n dc lus eal^tracs.'*^ Sin emburgu, las infcc- 
cioncs gtuves son caiLSodu^ por Stapfi\tocticcas aartu.% y 
par bacllos gramnegativos. 

FecDleEci6n do liBmocullivDS 

Los factorcs critico^ wbre los euales debc dccidir cl director 
del labDralorin son cl upo de recoleccidn, b cantidad y la tre- 
cucTicluilc lo!i hcrtioculTiios, cl volumcn dc sangre t|uc sc va a 
cuittvar. 1^ canlldad y la conipnsiciAn del metlio de cultivtj. 
cUilndcF y con qu^ Irccucncb subcultlvar y la intcrprctacidn dc 
los rcsultados.**'^** 

CONTAMIHACieM tOH FLORA OE LA KIEL 

Sc deben tomaf tudas laii praoauelonei para reducir al mfni- 
mo la contaminacidn dc los bcmocullivos.''' El aislamicnto dc 
las cspccics dc CaiyMebflfirrwm. <lc f^ntpiiinifHarffnii/jt ficnr^ 
y de cfTpecies de Bac/fJus diferenies de B. pitr/rnrii es casi siem- 
pre conlaminantc. La mayorla dc lus uislamlct^Tas de baeilos 
gnunncgutivw, IqvudLEra.'i. csireptuctiCEjs fi-hemulfticos, Strrp^ 
racfflcc-jij pt?eijffloffl'£re, cspccies dc y Stap/tyh- 

coccus inirri/f ticnen signifieado clinico. Los aislamicnlo« 
mds problemditcoi; son los estaHlococo^ coagulasa-negaiivos, 
ya que cada ve/ mis estas espceics sun ngcnics clioldgicos 
vcrdadcfvs dc la bactcricmia. pero adcrnls son Fora enddgena 
dc lu piel. 
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Hn todos Eo!y Ifiboracorio!! de microbiolofLa se delne rcalizar 
en romiLi regular el contml del asegiLramienm Je la calidad 
pjra deiercninai la irti:jdeiiciii Je iiiueNCraA uoiiiainiiiaJah. 
Dctcn csiftT conlaminados mentis del de Ioh hcmoculli ves, 
Baccri y cuLsJ' cslimanin qui: un hcnitiHJulLjvt] cunlaminaJi:! 
puede llevar a un aiimento del 20-30^ en la facturacid'H de la 
hi>?<pjla]iMbi'K'H] dc UT 1 pacivntc ch;hidt> a iina cstudfa miS!: pr<v 
longadu pura d [ralamienlo unlibi^Ucn inirtivcnoM) y la-s pruc- 
li<ts tidicioiialc^ muc sc deben rcallKur. Tatnbi^n desiucaron la 
iiece&idaJ dc efcctuar liemucultivos puicadob para JciecLaf pri> 
babies coniaminactones si solo una dc las mucstras rcstilla 
poNiliva. Si la l^eniea de necolcceidn dc la mucKtri tnifna y 

reduce la cnntaniinqcidn. el co^Ltn dc Ins coptami names, es 
aceplable.^'*’ Se puede de^alenlar el uso inadecuailn dc antiblA- 
licths pnr meJit> dc ana polftica de lahoralorio en la que a loh 
atslaiiiieiuus iltiiciu de csliililoeocus eiMigLilECiii-ncgaljvos no sc 
Ics rcaticc de rutin a cl anlibicgrama. Wcin.stcia sugiri^ varies 
esiralegias ]xira esta deienninHicjon.-"’ 

sSc han pinfnjcsKt di versos epft>nues panfi escahlecer si ima 
cefw dc Sutffh}tffK:(tccitii coagulasa-negalivo reprcseina una coti- 
lattiinaeidn. Ijincfliableinente, ningunn rururiona bten. El 
tiilnieiu de fraseos pusitivos.^''" la idcmlficacldn dc la cqia 
linsta cl nivd dc cspeeic,-^^^ cl licmpo dc la primcni posilivi- 
dad,'-’ cl numcm dc otrtts pnicbas ncgalivys' " no pcrmilicmn 
disiinguir Irw akiamientos clfnieamcnle ^^ignifieativioR de Ickr 
^ ue ciifccen de significiddo elinico. Las c^pceles de cstullloco- 
cos cotigultisa-ncgalivos difcrcriCcs dc S. t'pidtrnmtiis, S. aipi- 
Itilis y S. hofmofylkus carcccrv casi siempne dc significado clf- 
nicOi pem esias ires especies representan el yS'S- de las cepas 
signil'icaiivas y cl tW las cepiis sin signifioado eUnicn.''’' 
I .a linica forma de deieiminar can certeza si dos o mds especlcs 
rcpn;:;scatan la inisnia cepa cs realign una tipiricacidn molecu¬ 
lar, una l^cnica que no csta disponiblc cn la mayorla dc los 
laboralorios. Sc ha propucsto la milizacidn dc los d,'itos cirai' 
cos cn fonria COmbinaJa eOn el □nlibiogiaina Jc las oepas''' o 
una comhinacidn del antibiogriinia con el palrdu bioriuimico 
(conirapucslo a la iJcntiricadidn)^’- como una forma dc dctcr- 
minur si los uislamicnlos multiples representan mutlipics eon- 
laminantc^o una ccpzi iinica quc infectu, 

Para rediicir b probabllidaii Jc introdacir mierDorganismos 
CQiiiaminantes desde la piel, cl sitio donde se rcalizara la veno- 
punciOn ciche prep;ir;LPHe dc niEineoi idea] segun se dCKeribc: IJ 
lavar cun jatx^n, 2l enjuagar cun agua cstdrri, 3} npllciu' linlura 
Jc yodio a] 1 - o ycjJopc.ivndona y dejur sceur Junnie I -2 
minutos (yDdopovidonn] o 30 segundos liintura Jc yodo| y 4) 
climinar h tintura dc yodo pur Invado con alcohol al En la 
prticticn casi siempn: se omilc cl lavatio con jabdn; sin embar' 
go. cl Lfso CombinaJi> de CtunpuCsIOS de yodo Jf tllcohyl para 
JcsiiiJcctar cl silio de venopuncion cs ei^cnciuJ. Si se deba pab 
par nucvanicntc el silio. lucgo Jc la picparaeidn con yodu y 
alcohol, sc debe dcsinfcclar cl dedo o ulllizar un guantc cslcril. 
Si M- ooli/a yodcipovitlona, se tiehe omilirel paMi 4. .'^in embar¬ 
go, SC Jebe vcrJicar que ta sulucidn alcuhul-puviJuna csi^ sexa 
allies dr realirar b venopuneidn. El rquipcj eocUriuia] para la 
prcparacion dc b pic) opera dc mancra slmiKir a los apdsilos 
individualcs inipregnados cn iixLdraros y alcoliol.'-^ Eil persanal 
sanilario cast sjempre csta apurado, ptir lo Canto, licne la fuerte 
lemacidn de no permiiir el contacio prolongado que se requicrc 
eon la suluculri db yuJupoviJutlj. La tintura de ycido. l|uc Cs rJi- 
caz Liicgo dc 30 segundos de contacto coo la piel, prcscnla una 
vrnluja obvia y sc drscrihio que cs mas cFc:ir que la Folucion 
Jc ytKlofiovidona,'’^ pern es menus aceptada per el personal. Sc 
hail sugcriilo otros dcHinrcelantcs para la prepamcidn del sltio 
Jc Vertopattcidil,''*' pero lumpoco fucniol tnuy oceptados. 



Figuro S-fl Uc tpHifuiKiAl jura ItcinuvijEu'Lituiitiy.Jtkbima y 

unajmn^a rxi^ril Sc.tifilira uii rci cl iotielinro. pin ctwinia dd lirio 

dtnidr Hc v;i u rcaliiar la v^nopuTKldn. |uti dotender Ebn v^^ihs cnCevubililfi: 
El ^ilin flic per'inmente pnfjwrido f«i tirihini de ]f*Kki y alenfinl, Sc citme Ic 
tangic cna r^nnfii y aguja y 4C inyecla denim de un FraNCd' hemixullivn 
4ipnipi«Jci. Sc debea utilunr girnnhei dr Litex Utiruntc cl poKcdimicnln, 


Lus hemixultivos pueJen ubtenerse utili/andu una aguju y 
una jeringa (Hg. 2-6) o mediante un slstema ccrmdo, que con¬ 
sole cn un frasco al vucio y on tubo dc rccoleccion con doblc 
aguja. fie desaconseja la obtencii^n de muesiras para hemuculti' 
VO de calSieresi inir^ventvrfK o introuncriolw penn;inentes- A 
pesar dc que aJgunos autores ban ubscrvadn una buena correla' 
cidn cnLrc los cuttivos tornados a lrav6s dc cutdicrcs o mediante 
vcnopunci'dn. la mayona dc las Invcstigadoics han cncoutrado 
un riesgo sipiiricativamcntc mayor dc aistar microorganism os 
dr b pirl si sc recolrcla h mueslra Jr uir cat^lrr intravaj£u- 
lar.^'“ El fin Je recolectar la muestrade urr cateter intravascu¬ 
lar cs cviiarlc al paeiente las mulcstias producidas pur una 
venopunci6n; sin embargo, el aislumiento de uti csbfiloeoco 
coagub^u negalivo puedc rcalmcnlc ocasionarlc una mulcstb 
mayor cumo consoH^uencia de las vciiopuncioncs adlcionalcs 
que debetd padccer para que se delermine la sLgnificaci^n dc 
r\le uislaTnimiO COntnivCilEJo.^'' .Si sc Ulili/ii on Cul^tcr intra¬ 
vascular, SC ikbcr^ rccDlcctar por vcnupuncitin una segunda 
iniicLHtra dc hrn'H^ultivo para campur^vetdn. 

La pr^ciica dc canibiar las agujas lucgo de lealizoda la veno^ 
puncibn y antes de inyeclar la sangre en Ids froscos; dc cultivo 
ha sido rcmplazada por In inycccidn dirccta con la aguja origi- 
n<il Jc flebotOmfa, debidoa las infeecioncs por HIV o hcpaltlis 
que se jHieiicM adquiiir coitio conseeueneiu dc los iCcitlcnies 
pur punciba coa agujas. Lu inayorfa Jr lus tnve.slEgadon;s que 
han csiudiado este tenia concluyeron que nu extste una dlfe- 
nenuia Hjgaiiicativu en Iels la'^as de eontaminactbn de los bcnio- 
cultivus cnirc las muustras Jd pacientes cn jeringas a las cuiiles 
xr Irs ciimbio la a^uja paru hu iaycccidn rn Ion rTa.>H:os dr cul- 
livo y aqueltas a lets que no se Ics cambid.*^'^*-^ En un metaa- 
ndlisis sobre csie lema sc evidrnoid una mayor ficcucnciu dc 
contamlnacldn cuandn las agujas no lueron canihiaJa.s, pero el 
riesgo dc adquirir una infcccibn viral Jc liunsmisidn sanguinca 
OH mis impt^iTlanic que los beneEicios otrtenidas con el cambio 
dc aj'ujiis, 

Un factor importantc en la calidad de ia recoleccion del 
hcmocultivo. a menudo subestimadu, es el enirenamienio de 
Ids cxtr.ici:lonkiax. Muchas investigadores han demostradoque 
un equipo dc cxlnicclonktas cnlrcnado puedc obicner bemo- 
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cnltiiiW con menor confaminncion que la c^pcrablc per aza/, 
sin impi>nar sii nivtul de erijcacidn.”-''" 

CJUITIDAD T QPammKIDAD DELOS OILTIVOS 

LI de niucstnu que si: iccolccta tii^nc mcnor impor- 

tancia que el volumen lota! del hemocultivn. Muchns esmdio!! 
han tlocumcntado hi importancia del volumcn: la maytuia csi^ 
dc acuenlacop cl l>it|]jz^odc tm increoieiuu in el rend i mien tu 
cLiando fx utilizati apmxLmaiiaincntc.^O inL dc .san^ro eii aduh 
Si sc ctivia un grupo Je dos frascos con LO mL dc san^cc 
cada umi, hc nctr'C^iilaidii (kw para satisfaccr cl criierio 

de vnlutnen. Si liisi Toscch eoiicienen ciida uno mL o fii el 
medico no inocjid cl suplcinenlo cuirpTcIo dc i^ngrc, sc dctK- 
h! utili:£jr una c^nlidad mayor dc fnLsCos pdra Aatififaccr lo» 
rcqucriinicntos dc volumcn. Una c^ccpcldn puede scr la ncu^ 
TTionfa ackjiKiridjt cn la enmnnidad cn ninns cn la Cunl 

pucdc ser KuRcicnic un unicoailii^oaerintiio.''^' 

On ui cstudio ^>^3^pi^alario sohre pideTicus; de culiivo. 
SchLfmaii y eoU.-^' deseribienm que la incidcncia dc heniuoul- 
tisw aislados icm'a on rango dc p con una medinra dc 
26^. O^itim^rtHi que ne pi>di'3n pa.H:Lt par alio aircdedar de IE! 
CHMI epif^odio!! de liacterieniia debido a la recoleccion de un 
volumen inadecuadn de siingre. Ademils. hallanon que enine el 
^O'jL' y cl dc kts ticmociilli vti« aislados no csluban clfnica- 
mcnlc indicados y que Ja meyoria dc I os rcstanics cslaban indi- 
cadoi por medicos qiic dcsconocLan iiiie un cultivo aislado no 
erJ Miilcienie. Ln. iniervciKridn [liriglda y I a edacacii^n global 
redujeron los hemocultivos aislados del al 2A'ir cn un lios- 
pi[ai y las lomas dc mucstns irulcccs;iiias del ^8'^ al ] 2.i%- cn 
olra instiiucion. LamcnUsblcmcnte, las cn cl desempe- 

fio cximo coitsGLiiciicia de Ij edufucii^n duraiun pocc?: s^e 
icquierc un control constants (p. ej.. como parte dc un program 
ma de iisefuramienio de la calidud cn ciirso). Como yn ^c des- 
cribitV luH hcniitculliv^is aislados prescillan cl prt>hlcma adicio- 
nal ric qiie los sisbimicnlos liniuos dc CsmfiloCtKOS C03.JtnTasa- 
ncgalivos son dificilcs dc interpretnr. 

La.’i niucfiirtu: pam los hemnculiivof; se deben obtener. si es 
posiblc. antes dc la utillzacidn sisldinicn dc antiblOiicos. SL el 
iratimichto ya lia LocucnTLido, las mueMras aiin dehen ohie^ 
nerse, pero los rcsultaJos negalivos deben inlcrpnctarac erm 
cuidaJc]. 

Los lineaniientos iradicionales indican que si sc sospcclia 
una Infcecidn inlravascular y una hactcricnlia continue, se 
deben loniar multiples inucstras cn diferenies lienipuei. En ia 
ac-lUidiJiid, niuchos csfKcialislas ercen que no cs niny senlajo 
so cspaciar los culiivos cn cl ticnipo. Lo licbrie es a menudo una 
icspucsifl nHrasada respecio del in^reso de las baciena<; en el 
torrenie san<;ufnm: pur lo tantOs licnc sentido tccolcclar laii 
mucstras lu antes posiblc Iras la aparicidn de la Ttebrc Se deben 
realiziu- al mencrit dos ^vnopunciones, pero se pueden rccolcc- 
tardc una sola vcz lodas las mucslms ncccsariaK lusvalircntc 
dos o ires griipos. coda uno cun dos fniseos},’'^ 

Dcspucs de rccolrctar un volumci] de sjin^n; adecuado e i[ii- 
ciar cl ijacajtiicnlu cutn aiiLLbidlicusH uu SC gana nada rccolcc- 
laado mds niucsiraa liasta qi>c sc conozcan los rcsulmdns del 
cultivo iniclnil.'^ La praclica dc indicarculti^™ dianos no dehe 
accpi^se. n^aycMinde los aislamiemosbacrerianns qe obiie- 
nen por inediu dc los Mstemas de inonitarizaci^n coiilinua den- 
iro dc las 72 horas; por lo tanlo. cs raeonable ei^pefuf al nienos 
lies diuH dc recolectar nuevas niucstras. Una buena rcgla 
sosdene que es prcferible constderar oira posihle can^acn lugar 
de rcpciira degas un enfnque dlagudsiico no product ivo. ,Sin 
embargo, si cambia In conclicii^n clfnica esti indicadu la icciv 


leccid]] dc mas mucstras. La '"bactcricmia inlcrcurreuTe'’ (eulii- 
vmii posiiivos y sinionaas nuevos o pcrsiKicnics cn prcscncria dd 
tralamicnlo antibiritico> ^ugicrc la pusibilidari do una resistet)' 
cia a los untiblolieos y es un signo dc peur prondsitcu.''^ Sin 
cinbiU'gtN, tube fccordar quo la utiliz4teiorT dc los mediiK para 
IrcntoculiLvo mas recientesque conlicnen tesinas para climinLLr 
Ids antibioticos puede dar coino lesultado la aporenie persiv 
tcncta dc los patr^genos; cl cstado sinlomrilico del paciente e^ 
de importHUvda untciaL 

MEDIOS DE CLLTEUO 

L.ns m^dioR uiilizados en los hemocnliixivi son pi^liviitcntCii 
y enriquccidufi nutriciiLmalincirtc. Suden einpkarse btJrollzjido 
de sKjja CP iriptieasa siija.. peplnnu supicmcniadan inrusiuii dc 
ceicbro y corazdn^ agar Columbia CNA y los caldos lintcffia. 
Tcidos St conrcrcializan; sin cmbtirgo, las vnriacintjc^s cn In 
composiciiSn dc un misnio tipo dc medio entne los dil'crcnies 
rabric;inies dincul1;in estiibleccrcotnfwifaciones y ^aenrcciticlu- 
sLtPnes Liccren del mndlmicntcp coni|kiraLitu lura el creciinlemo 
baetcriano dc endn uno. 

L[l naayunu de lo^ medius d^ hicmu4:Ljllii'o que ng 'teuderi 
conticnen polianelolsulfonaln sddico lSPS) coma aniicna^u- 
lante en concenlnaciones que vurian eritre 0,02?^ y 0.115 
Adem^s dc sus ptupicdadcs anljcouguluntc.s ria anlicoagula' 
cion cs cl cfccto Jcscado Jcbldo a que cicrias bactcrias no cre- 
cen hicn dentm dc un codgulo. donde In Eagocitosls dc Id« neu- 
[rdlilos y de Los TUaerrifjgOs permanece activa.i, el 8PS inacliva 
\i lo^ neuirbCikis y cierios aniibidticos. cumt» estreptomiema. 
kunatiiitlnu. gcniainicinuy poUiinisina. > pnxipitaul Itbrin^gi.^ 

nil. ^-1ip(ipru(cin:i.H^ (jU-C glubnlinu-'i y ulroii eompnncfllC^ del 
conipEcmcntja st^rico. Tambidn puede inbibir el crecimicnia dc 
clcna^ bacteriaSn como i^'pto.’^t/rplticovcita anoiwhius, AVrrjc- 
ria jffJFiflrrArwft' y K Pienhtstlitli.f . HI efecio inhibilorio del 
SPS puede neutral iziirse tarn cl ajiregado ik gelatitia a I medkp 
en uiut ooneeniraciub final de 1^. 

Muthns fiascos dc bcmocultivn incorporan rcsinas sinicticas 
qtte eliminan antlbicilicos, HI aislannenio de los paid^enns 
(pero tanibiJn de los t^ptuaminantes Jc la pic3> mcjoia cf?n cl 
Li^regjdu de u^las resittas.''^ En un estudio que ineluyo <i 
hcmneultivos parcados,' '^ Id uti]L?acinn dc incdio?; con ncsina 
mejorh signiricaiivamenie el aislamiento de las baeierias de la 
familia fMtemhficffnairctTe. cspcck^ dc tntcritvf>ivus. Sireptn- 
pnantiofiiiw >' StfffHoriuxua ivrirA-iiri. 

CljlsleantcniG. lus sislcmiis de hertiuoullito cOAsislian eit un 
frasco dlscnado para cl aislamiento dc bactcrios acrobias y uno 
para baeterias anaenohlna. En \'ienia(l. todns Ior tipos de bacie- 
rias se alslaban siempre en amhos Iraecos; una vez mas “hn 
inicrobios sc oh ldaron dc letr el rntmuaE'. HI uaiiibio en cl 
pairthl do las bueieric[tliu.s a To lar^u del licmpu^ coitup ya sc 
incncioiiOH ha llccado a alcunos invcsligjadorcs a sugerir que un 
fru-sco “anucTobiu'' c^iaba limilirdo a aqucllas Miuaciones en la^ 
males se podriati esperar haclerias anacroblas tp. cj., cn 
iracienEcH con |vooes[»s dc ciirermcddJ alxJipminal).'^^ Sc outU' 
piird In ta^a de aislamiento a paitir p3c tres ;;istemas dc pares Uc 
Iroscos: 1 j un ftiLveo piira ocrobio^ y ura pata anoerabioR {5 mL 
de en ccida una). 2) dns frascoR pnra aerobios (5 mL de 
sangre cada unaj y S) dos frasetw pam aembios iitAs un frasco 
csira para unuerobio« ciiando se stwpecha clfitlcameiue una 
infcccidn par esias ulltmas. La (icrcera cstratcgla tuvoci mayor 
rendimiento dc nlslomicntos. A pcirtlr dc cstos duios. Ins ime^- 
tigadores ooneluyeron que la utiiLzacitin de dos trascos para 
aerohios con un cultivo scicetivo pant anaen.>bios incieFitcnU)- 
rta el nilmcroilc uislenticbtuN clfnicanteiitc impori<mies ul mO' 
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ms!i un 6%.'**’ La ptilftica ifc susiitiiir cl M^gumJi;] frystc p;irj 
uenuhtus ].H>r uiio para aiiiiicr>t)iO(S nt^ Iia $<ido teniJa cn cucum, 
dchido ijil vcz en pail-c a 1 j difiLUlcad Jc JcciJirqud pacicnCcs 
sc bccicficiorlan con csla prAciica y a la imposlbilidad dc dcjur 

CSitu Jici&iun cn mannsi dc lui; mcJicoSi. Sl* hu desiliuiadu’ i^ui: 
muchus hucleriA?! aniierobias facultativas fin mnyoria de Ick 
pal^gcnoshunianw) vrcccn bicn on cl fniKtiN) para anacrobio&r^ 
Calic dcslocor {[uc cl plan clc acciflm cn unn inMitucidn. cn lu 
[|iic (ambidn sc hubl'a clocumcnfAdo una inclJcncla liccrccicntc 
Jc hactCtiCtnia''i aitscn^bias.^ induyn d(i^ cnmpnrE'nCGS acm- 
bios ndemafi del franco "no ventilado " pnra anaeroblos. 

Uw hcmtviitfivos pan micobjKichas y hongiK dcbcn c(iii‘;i’ 
dcmrsc cn dcna^ cnnk'n.4, por ejcinpliv cn Im pu' 

cicntcs infccUidos por HIV cn qjicncs frccucnlcmcntc sc 
invcsiiga U prcscncia dc cslos paldgcnos, Los hongos dismor- 
fiCOS y ]os tllamcnlosns rct^uicrcn cspccia] atcncinn JIS in 
embargo, eci estudioi; necicnles, la mnyorfa de las especieii de 
Ctmiida sc aisluron cn fonna cficaz cn sisicmas discAados para 
bacteriiiii.’“ 

En cl rccuadro 2-3 sc resumen las rccomcndacloiics para la 
recnieccii'in de muciilras para bcirKKullivn, 

Sisiemit de pnmsamlenlD de bemoculttvos^ 

SISTEMAS MAKUALES DE HEMGCULTIVO 

Dus dc lus sisicmaji comercialcs manualcs son varincioncs 
de los clAsicos Irascos con cumbinucidn dc agar-caldu, cortuci- 
dos como frescos de CastaAeda. ^s(os representan una elecci6n 
nuonablc para los lahKirutoricis que carcccn dc rccursos pant la 
jmpkmenlactdn de un sisicma auiomuti^adi:;] que controla cl 
civclmicnto bactcfiaciu. 


HiCjadro 2-3 Guio pan la ebtcnclondo homoculllvoa' 


I Jeslrncnfle un snifin Je iriinK'rkmimj^ rnmcn^iJo ijcbc nfonlecUfr 
tixJqis ]u\ htincitallj^cii d? at'u.cri3u cufi ptu^lkoIim ^sijjhl[s:idi.B. Se 
ilchc |u frkvucthli d^ pn^tnahl^ cc'ciuuniaELiiiEFs cn 

vf^ jxff cixAn fn^mtrro del gruprp \U> npiir 

nK-joiar ^ 

Ll'^ licDi^iLulEihiii csLiiii JiiJiLjailiu LEI |!icscii£:i.*i lIl ufU ■!i;F(iincdibJ 
Ii?IidI ii^nj L|uc pi-^Jrfa requ^fu Erjljjuiifiiln cm ujitilHiStiLCK i¥ Lu.hiidii 
UilLil L1I iDt si-iima -.k* CVjgjfiiK pi Kina LlilmnLliirvL' pur mctlMi 

ikB ahl^ETlj^JKO ditl pail!>y^lhJ^ pallir dc \a vlTI^Eit (p. l^j.. JKH^'iUI^'IeJv-u 

ncLIilkjnril 

CnmjKir.'iE' izl fioifkhrc tn b %4 iIiliFiuI dt iir^jliHii L<in b iJcniidiul 

ilel p^'ir^ftii*. K^^|h|^^c■^T irl rum h ^-^nis-jKinri^^n. Iumfiiurin ciiji 

mu TiuliKiiiMi >iKLsJa }' bc^'u ^;i.^ii yJii.»tKil isi p>ijhk. b^ur jjiEcs 
CLin af 1111 y jjbiTi i|iiiEii]igic/n) 

un niimcnb Jr ik miTKln tioe puriin inn- 

■:iil:ii9^i' III iiU'fciL'tK %ll Ihil- v-lh li.«> Ucl^ii aiXlriLld 111 

nirilOt viEie>^ J? vciiiipLiibLkni. UhJua hih □mc^lra.^ .jsf Litilriij-> 

Jll^ dchen rn UIIiL'I iir^inn 

Unar liiJiTi. tlTS dhpi'^-iELVln- lIc v^jTui'iLl.iil ilixpiMtthlc*^. l ihIl'ili ^pl|;l^ lmii 
LL i^Ul^lrl^alJlZJ^ dc k;!UiiJjlL "jIi disjMMlis->ii ilc li^mlcrcnL i-i pUR Li 
iVKKIllryzi^R dc* ll vuigrc djChliTnj Jr Uiq ir.lMUM ljuc ur;i K^um-y u~ 
lulip idjpIxliKr |iaTi3 <psrrnrrrl luhi;^<^afidn uiiai7.i un Ji^pei^iivu 
lie JeCL^kYCiCifl CUiQ aklu^. DL^L'Jriar UkJlK hvs i>h|i:lLis LiRfltipurt/juarcs 
cn iifi recipw'nce ccsq proin'^ij^Ei 
Nn fiTr7Jrrl rngrew' da tn ^iii^n.^ rn low rnvrm 
Bnviar lii'^ Nu^i"h iiHimlkH-'-. ij| lahnralniHK Lie uriliiw. [HiAiihk 




Stslemx SiffMt® de Onofi. El SiKicma Signul* dc Osoid rOg- 
dcn.sburg. MY) cn un sisicina de liciiux^uliiH^ de frasoo liinico 
que uiilixa la prcxliiecidn dc CC, paru dcceciar el crccimicnio 
biicterijno temprario. El frasco dc hcmocullivo principal cs 
simikir u loi uiilizados en otros sistcmas con caldoL sin embar- 
go, el sistema empica una segunda edmara Jc pldslico, conoci- 
da eoFTK) c^mani de scAal. con uaa aguja larga que Ikga baMa 
cl foiuio del rrjaco. Luego dc inoeular la mucslra dc sangre que 
sc \'3 a eultivar deniro del frasen principal, sc concern la edma- 
ra dc sena] por medio dc la inserrJon dc la aguja u Uasds del 
lap6n de goma y se Iq ubicn por debajo de la superticie del me¬ 
dio dc cntliivo, Uis hacterias pniduccn CO, ctiwoUu ctccen y 
iiietabikiAan. El uuniento dc presidn I'csultanie empujacl Uqui- 
Jo deniro de III c^aia dc iscAaJ, que puede visualizarbc dirtK- 
lamcjilc y. ademas, utilizarsc para preparar vna tincion de Cram 
y un subcultivo. Estc sjsiema ha sido c^alwado de mancra favo- 
mble.i^''^^ Sin embar^. siguc siendo un prolvleina el mayor 
numcru dc rcsirllaJus falsos pcisiiivos y ct mcrHir nUlamicnlo 
de hocEeriLLs anacnibias rcspcelu tie In normal. WeinhEeLn y 
cols.’''^ cncontraion un mejor rcndimjcnlo cn cl aislamiento de 
micnitirgaTiisrnns con frascos rccicn disenadns que Eicncti un 
rnayur CKpuciu Kupt-ciur p:ira el gtLst y que se agiEuO. 

Siflfma ttB ftamouiltlro BBL Septfe-CItek^. El isisEemu Je ugar 
biTihicj cn purtaobjetos Septic-Cbck* (5D Diagnostic Sys- 
icins. Sparks, MD) lambien utilizado ampliamenfc. consta de 
un fra-Hcn dc cultiv'o estandar que conUcnc culdo con infusiiVn 
de cerebro y eoruzAn □ caldo tripticasa soja. El frasco estii 
discAado parn corrcctarse a una segunda camara dc plAslico 
que conEicnc una palela coei la supcrHcic recubiena dc agar. 
DL:»pue\ dc iruHiulur el primer fra^cu Oort In mufixlEii dc sangre 
por eultivar. sc enrosca cl “portaobjetos" conicnido cn la ca¬ 
mara pl^stica; esEe ponai^bjeEos licne una paleEa de tres super¬ 
ficies recubierlas con liras de agar choenlatc, MacConkey y 
malta. El primer subcullU^ sc rcatiza lucgo dc 4 a 6 huras dc 
incubacidEi a 35 ‘XZ inviniendo el frusco, lo cual pcrmilc cl 
ingrc.HO del medio cn la camara que cnnlicnD al ponaubjeios y. 
por lo tanto, moja la^ superficies rccubiertas eon agar El fras- 
CO se ptinc enloficc^ nues-amcnle cn po'fkibn vertical y sc con- 
linda enn la ii^cubacirin. El frasco se puede invenir a inicrva- 
los regulaivs para reinocular las su|>erneics dc la palcta con 
agar. 

SISTEMA DE HlMlDCULriVC FOR LISIS t CENTRlFUCAClfiN 
Wampaie tsostiVIxoiatpr Mlcnsbfal Sfsteat^. El ststcina Lsolatof*. 
ampliimtcnic aecplaLJo como in^lodo allcmativo dc hcmoculll- 
va. cs Tnuy util para el aislamicnto dc los microoT^anisniDS con 

rL-qixcrimienEL]:^ nuEricFul^ulc^ C^pccialcs y dc crcciniicntn IcTitci. 

Es el mitodo de eleccitiKn para aisJar hongofi rilamenioflos 
Inaohos). bongos dimorfos. Mulassezia futfur y especies de 
Sc ha observudo una rcdiKckjo cn el iicmp<» pm- 
medio de aisbrnicnio dc Icvadunas dc 4.9dia5 cunndo sc utill- 
?.3 un sisiema bil'jsico ctiLdo-agar convcncioruil a 2.12 dins con 
cl Isolalof^. El tiempo prontedio de aisliimiento de Hisio- 
ffioi-rpu fOfnulnfn/p uEilizanJu csfc sisfeniu cs dc S dl'us conlra 
2-1. N dfa^ rcqucridus cun cl sisEcma bildsicu coiivcncIuiliiL. Sc 
ha dfK'uiTicTilaJo un incremento global del 36.6^ cn la tasa dc 
aisIniTiienEQ de hongos a panir de hemoculEivos cuando se uii- 
liiui el sistenia l^oiator^. E^lc m^fodo debe (enerse en cuenla 
CUanJo sc sospcch,! la preseneia <lc olros micruorganisnios con 
icqucrinticatijs nuiricionalcs cspccialcs, como RanoncUu ist'U- 
sobre lodo si los sisienios convencionates dieroii 
rcHulEadoH negaiivos. R| Isolator Microbial Sysicm* (Wampolc 
Laboraiortes, Princeton, NJJ es un tubo especial que contiene 
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siponina, uh» tiu^iiancia ijurmicjo ijue lisu ]ik y ]<»» 

IcucocUoii. Sc ^i^rcgaa de 7^5 a. 10 mL Jc s^uigrccjicl lubOs isie 
se mczcia vajias veccs por inversion, dc mododc completar h 
reaccidn dc lisis. Luego se coloca cl lubo en un:L ccntKl uga can 
roTorik ibigutn fijo y i:^ ccntrit'ugn .i rpm durance ]5 minu- 
tON pam a^tKentrcir cualtjuier micnxvrgiifniMino que 
pivs^nie. Despuisi dc la ccnlririt^ii^ti >e a.%pjni cl ^eJiiiicnio y 
Rc suhcLilllva cn cl medio opropiaJo. Enisle una versl6a peque- 
fiji que T»n rc{{uicTc centrifuf ncidnn ulilizada paru rccidn nacidos 
y niitns pequeilo!!; se debe dcsalentar o prehibLr la utilizacidn 
de la version pedi^trica en adul tnn ya q ac se cu Ltiva tin vn] u me n 
Insuficicntc Jc sangre. 

El jiisiema Isolutor^ cs lainbldn cL mi^todo dc cicccidn cuan- 
do Mt- fcquicren bcmtJcyltiHifl gUaTliitalivos. Luit CFU/mL puc- 
den calcular^e a ponir del wlumcn de sangre procesado y cl 
nilmcro de eolooia^i presenieit cn la superficie del agar.'^’ 

El principal problcma cn h utllizuclc^ del slslcma Isnlalnr* cs 
nn incieincniu dc Jus ii ucliu vcccs dc la uLKnimrunaLidn cn nchi- 
cidn con los sislcmas convcncionalcs. Sc h;a isu^cridu que lu coci- 
taminacirin puedc nsducirse pi5r medio del aso dc placas de agur 
sacas, ladesinreedrin del dnea de trabajoy el p[ncef;aniiejilo de 
tas muescra^ en una cabina de llnjii laminar vertical' 

Examen ife lossistamax martaales. Ljk francos de Pteni^iculilvo sc 
deben iocubai a 35 ’C y cxaniiniir visualnicnlc paia observer cl 
crccimicnio (hcmolisis, produccidn dc £a& o lurbldcz) durante 
la^ primerax 6 a 18 boras fN.T5iciiorcs a la rctokcciiSn dc \m 
muestrt!;. Fora los sisienias que uiiltzan caldos convencionalei;, 

deben ezaminar Ins Crascoit ennlra itibni; ilc luz nuorcsccntc 
u cun ]ii£ tra^sintiida incandcvcCntc. La stiperflcic dc la capa dc 
songic sedimentada debe CKaminarsc debido a que pueden 
detectarse colon ias ;»cpajitdas. Sc deben pcaliaar Hubciilrivos •± 
ciegAii en agar CbocolAte de lodofi lo^ frasicos de hemoculiivc 
(se excluyen los de agar-caJdo y los de sistemas de monitoriza- 
cidn conrinuai dentrn dc las 12 a 2A hora^ dc la nccDloccidn dc 
la mucidra. a partir dc cual Iu5 placas sc incuban cn fonra aertv 
bin cn imA nlmdRrcria dc S-1 (VJ. dc CO. a 35 En In mayuTfa 
de tos lahciralnrifis no suelcn renlizartte subeullhios para anae- 
mbim a ciegas. Sin embargo, en general se aeepla qtic se deben 
ntalizsir lus tullivtis ncroblns y anacrobins de ludufl lus fra-H-'OH 
dc bcmocultivti quo rucn.>n vi^tiblomcnic positiv^K. En un e^iu- 
dio que incluy6 20 155 frascos dc hcmociiltivn (caldo iri plica, 
sa soja y caldo linl)J'^ s/din 32 rraseoA de tripucasa soja y 10 
Fraseos de liol resultaron positives luego de 7 dlas de inctiba' 
cidn. Quince ik las 32 cepa-s que se dcstinulliirrai cn culdv» lri|>‘ 
lieasa soja >■ tod^ las de caldu liol fuemn nisludas cn olitJs 
lipos dc cull!VOS D considcrados no cUnicamcnle significalivos. 
Id cual indied la inullMdad dc manicncr los bcmcicullivioK 
manuale^ durante tnls de 7 dfas. 

En probable que cl examcn mieruscdplcu de rullna de los 
Frascos dc bcmocultivo macruscilpicaiiicntc ncpalii'os luego dc 
24 horas dc incubaci^n no csiil indlcudu, y:i que el ndmero 
de mlcroorganismos que se puede deteetar cn unn lincion dc 
Gmm (alredcdorde l(^ UPC) no es mucho mcnorque Iav I()^ 
a liV UPC requjeiidas para producir una lurbidez visible cn cl 
caJdo dc cultivo.''* La tinciiln con muanja dc acridina cs ui^Ik 
. sensible: dc tecta 10^ a 10* UFC/mL. Tlemcy y cols , dcscribjo 
ron un incremento del I6.b% en la dcteccidn temprans dc sqi- 
ticemia mediante la tincidn com, i^nranja de Acridina de mucsiras 
de catdus de heinoctiliivo macrosedpicameme negativtis.-"'' 

SI57EMAS OE K£MaCULll¥0 AUTOMATIZADOS EINFQRMATIZAOOS 

La imroduccidn de Ids slsiemas de hemcculrivn dc Lcetura 
coniinua. auiomaiizados e inforTnatizados: represenra iin Impor- 


lante avance en la prsictica dc la microbirdogia clinica. Tresde 
Ids sistemas iiids uiillzados cn Tos Estados UnidiTS son: 
BacT^AIcr[‘' (Organon Tcknika. Durham NC>. BACTEC 
t^24Wyi2(r* iHD Diagnostic Sysiemy) y TREK ESP Culture 
System 11* (THEK Diagnostic Syslemfi^ Clesieland, OH>. Cada 
urtodeevRvs siiitemas le alena al rnktobi^logo que un cuhivo 
cs [xisltivo. luego lie lo cual sc pueden tetirar los frasuu dc 
intcres pum rcaJizar una iJiieiuit dc Gram y uo .Huheullisio- El 
mcdiD que sc sciccciona para cl subcultivo puede elegirse sobre 
la base de lu reaceibet de Gnim y de lu morfEilogi'a de Rk gcr- 
menes. Si no se visual]ran rnicroorganistnos. sedeJve realizar 
un subcultivo a niegas y retomar el frasco al sislema para que 
continue su Incubacidn. Numeru^os csludios han demoslrado 
que .sc ncce^itu incubiir los nuId durante 5 dfus cuan- 

do sc Uliliznn lo^ sisicntas dc monitorizueidn conlinuu. Tul 
vez en on futuro sea posible reducir uuit mis cl tiempo dc 
incubacidn.” 

Sisima dt ftamaeuHlvo BacT/Atsrf'. El sistemn BacTMIcrt’’* sc 
hu implcmcntado cn muetKis lab(.iratorios elinlcos ya que Fuc cl 
printer .‘tiNlcmii dc muniturizatriun eunlinua dc bcmocullivoh 
que se creri y que se puso en priSctica en Ids Eyiudns Uoidos. 
Ciuij Frasco de bcmocitliivo licne capaeidad para ID mL dc 
sangfe, Dadtt qtie miLTin>rgani 4 lllo& ctWCh en UIW mczclu 
dc sangre y ealdode cultivOs se libera CO.. Un sensor qtirmico 
sensible nl CO,, sepamdo dc la mczcEa dc sangrc'cnldo de cub 
lEvo pur medio dc una membninn unidircecinria] permCablC al 
GCL. esta unido al Fondo de e:u.1a rrasco. En presencia de CO„ 
c[ color del sensor vira del venie nl amarillo, a pesar de que el 
detector scn.Hibtc a fa lui que m; entuerura dentro del iiiNim- 
nicntD rcacciona antes dc que nc cviJcncic cl cambio dc cdIoj. 

Cada Fniseu qitc sc cdIucu eun cl fondo hacia abnjo dentm dc 
un pocilio receptor en la unidad de procesaintento esla identi- 
ficado por un endigo de barra', grahndo en su eiiqueta, el cual 
cs exantimadu pur cl undcntulor para rcalizar la coirclacibn cun 
Ids datos sk iiienlilieuciEjtl del paeientCr CacUt unidad dc procc- 
samiento cs una eabina del lAmaflo dc uii pequeho refrigerador 
que cumple en si misma la tuncidn de incubador, ngitodor y 
dispositivo dc dctcccidm, con unn capacidad de 240 o 12t} FraN- 
i;oh, Ncgdo cl tnoUelo. 5c ptiedcn toncciaj' Ivtsta cirtett tnddulos 
bajo cl control dc un mis mo ordenador lo que da comomsub 
■ado un iDtal dc ] 440 friscoy que pticdcn conlrnlarsic cn rorma 
conjunla. Los pocllJos estan organizados en dos lilas dentro de 
un cstante horizontal que nc agila suuvcmcnic liueia addunic y 
hoeia euatidit let puerta dc la unidad csid cerrada. Como 
cadii cslante conticru 20 Frascos, ttna unidad para 240 fra.sco5 
contierve 12 cstantes. A intcrvalcirs, dc If) minmos. los djodns 
(uno para oadn prtdllo) cniiten un haz de luz qiie s^ proyecia a 
iravcs de un til [no dc cxcitaciun > sc rcfleja cm cl Sensor sensi¬ 
ble si CO; en el fondo dc t;tnla frasto. La luz wfleiada sc dlrige 
a IravcN dc un rLliro de ctnisiun liaeia un detector Folosetislblc 
que, Q sti vcZu csTa conccEndo a un compilador del ordemadnr 
Tan pmnln comn nc acuinut^ Hurioicrttc CO, en. cl Fraseo cqitio 
[K ira alierarcl sensor, .se genera un "alerta”*s isible o audible y 
d Didcnador iriiirca dc inmeUiato h posieidn del Fra^'o pitsiti- 
vu. Los Fklscos |kt.silivi)i sc pLicdcti rctirar ctiseguida y conti- 
muar con su procesamiento. Sc puedc obtener, cn cuaiquicr 
itiomenio, un grdrico en la pantalla del ordenndor pam monito- 
rlzoj el pragre^o en la pnKluccidn dc CO,. 

SlsJtma de fiemotatHmSACTEC 824(1/9121^. El si,s(cma BACTEC* 
csli eompUc^Lu por titm tihidiul foemadu pur una cstuFa de ineu- 
bacidflu un agicador y urn dispositivTO dc dcioecidn. Jc apuricn- 
cin simihti ;tl ^iisTcrna BatT/Alert* Exlste en dos tamanos: el 
modelo <^24(1, que ciene capacirkid para 240 frascos, > cl 9120. 
con oitpacLdad para 12U frascos. Sc pueden euitcciur basta 
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fincu in6dulo!i al ini!imo orJenador que controla ]a unldad de 
procesamienlD. De manera jitiTiilar P] SL!^teiTta BacT/AIen^^ 
i:adii rra^cu liene un disco sensor unido a la superfii^ie inccTTia 
del fondo del fruj^co. La liinica difcrcncLa oper^tlva cnlru cl 
licma BacT/Alcit® y el BACTEC* cs que eslc diiinio utlliza 
HuorvM^Tiria cn lugac dc lu^ cspeetrnl para dctectai loa cani' 
en ]a conceniraci'iSn de CO^en la mcicla de jiangrt'catJo 
de culli VO. Como el CO, se produce en cada rrasco. so sensor 
ernite una lm fluorcj^cente que pasa 4 trav^ s de u ti fil tru de einj- 
sidn cn direccldn hacia un diodo sensible a III Iuz. Los frusens 
N ubican con cl fondo hacia abajo dcnicode Ids pociilos recep' 
topM que son mtinimriKiidcsii una vcjt euda 10 miiutos l.a Icc' 
lura actual del voltaje del diodo se compan enn ]a lecnira pre¬ 
via. Si el cambto del voitaje excede un valor de variaci^n pre- 
cslablccidu, d microonlcnador marca el frasco oima positivo. 
En la panialla del ordeitactot sc inJii;;^ la posici6n del ^^a5eo 
pO^itivu dc miHlu lul qile sC lo purda rciitur puru &U procesu- 
mtento posterior. Se puedc obtener un gnifico que iliu^ra el 
progreso de la praducciAn de CO, en cualquier momento 
duianie |a iiucubacibn. 

its eutUve THEKESFtf^. El sistema dc hcmocultivu ESP* 
(TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH> dillere de lusi sin- 
teioas BjscT/AIciI:® y BACTEC 9£'JCy9l20* cn ius siguicnies 
aspectos; 1) la produccidn de CO, se monitoriza en rornna 
manomeirica, 2) se moniiorira el cnn.suino y La produce i bn de 
ga!» ysc dctcctan loscambdos en lacoTicenlJBC]dniJcH,y 0„ 
aJemds dc CO,. 

El sistema ESP cslJ tambicr compueslo por utin unidad dc 
pcocesaitiienla f onnikiia per una estufa, un agicadior y art dispo- 
sitivo de deteccidn. Aetualmente existen sistemas para I2£ □ 
3114 fraseos, uunque sc puedc unir dcun mbduha un nrdc- 
nudor central. Despot de la inoculacibu de husiu 10 mL de 
sangtc venosa. eada Trasto sc ajusta a un udapiadcr descartable. 
que incluyc una aguja que alravicsaci tapdn del frosco dc cul- 
tivo. A continuacidn, se coicca coda frasco en una poslcibn 
definida satire una bandeja, de mode que el adaptadur se ura 
dircctiuitenie a una sonda sensor ubicada cn la parte superior dc 
cada posicidn. Una vez. alineado cl friueD adccuadamcnleH la 
piesibn del gas piesenic cn la paitc superior se moniloriza en 
fonna candnuo. Se tema una Eecnira eada 12 minulos. Cuando 
cl caiTibio en la leetura excede un valor de variacldn preesta^ 
blccldn, se enciende una ]u£ que indica La posieidn <k lodo 
frasco positivo. 

La lechira puedc suceder durante la fn.se de eonsuino de H, 
y Oj. El consumo dc O, sc aecliCRi en eJ momcnlo cn que Ids 
mierooTsanismos que se eslati rcplicando ingresan cn la fase 
log de creciniientOu Per Id tanto, se puede obierter una leciura 
tcniprjn^ dui-un|c cl pcrit.ii;lu de iocuboeb^n, im(e> dc que se 
produzcii una canlidad deleclable de CO,. La delermifiiieidn de 
varies gases cs una venlaja tcoiica dd sislcma ESP, sobre todo 
pjiia la dcTcceidn dc Ids microorganismos asacarolfticos que 
pueden product r una cantidad insuOcienie de CO,h:otpo para 
scr dcieciado pur el indieadur. Sin cinbiirgD, cL rendimiencu del 
tncEtiu que .Sc encuentra disponible en riaUa si^icina es. al 
mencs. tan imporlnnle Como el sistcnia dc dcleccibn. 

Eiludiot GomparQlivtis 

El rendimiento eumpamrii'o dc esios sislemas dc bcmoeulli- 
vo sc ha cstudiado ampliamcnte. Dc neuerdo con cl dlscilo del 
e.studio, el especiro de micmoiganismos que se ^sislan n panix 
de las mucslras clfnieos, el volumen Je sangne que se culliva y 
el lipo exacio de fraj^os y la formulae idn de los mediors que se 
comparan. un sistema puede resuliar superior o Inrcrior que 


otto. Como la.s mejoras en la formulacidn dc 1os medios, cn la 
sensibilidad de los detectores y en el diwilo de los iiv^immen' 
los son conltnuas. los icsultathis dc un cstudio n^alizado hare 
unos incscs no sicmpic neflcja las l^cnicas aclualcs. Pdr lo 
tonio, cuando cl director y cl supervisor del laburalorio deben 
decidir si sc iraplemcncarn un nuevo sislcma, dchcn ei>iduar loii 
eomentarios publieadoii y oraJes de oIhk colegas qae ban ulili- 
zado el sislema y las necesidades^ de su labonilorio. 

Las veniajas Jt la moniioritneiiVu conUnua dc los sisicitias 
de hcmucullLVD son la disininucidn tk la carga dc trabaju del 
laboratorio, la disminucidn dc icsuJiackrs falso» pusitivus y Ue 
scudnhacIciicToius (debido ii la meaor manipulacitlri y mues- 
treo de los frascos) y el aumenio significaitvo de la \elocidsd 
de deiecci^n y de la de aisiamiento miciobiano. Las des- 
vcnLdjas incluyen una base dc datost limiuda para algurws sis- 
temas. la sclecutdn redueida dc medius, d gran tqmuno de los 
equipus (pura los Labomlorios cn los cualcs cl espneio fisico 
representa uti ptoblcma) y, por liltimo,. pero no meiiDS Impor- 
tante. el costo. La disminucibn de La carga del trabajo del labo- 
ratorio se debe prirKipalmente a que et tiempo del personal t^c- 
nlco puede dcdiciiise al prw:csatnientu sb]t> de los eutijvos 
posltivo^ cn lugar dc a la car^ y dcscaiia dc los aparatos o al 
subcullivD y observaeifln dc TPuC?itriM> en su nia>'<^'a negatis is. 
^e debs reaLizar un ajusie cn los botariDfi del personal ya que 
Los cuitjvos puederi volverse posillvos en cualquicr mfomento 
del Jfa. HI director dc caJa laboralurio debe dccitlir las tiuras cn 
las cualcs cl Instrumcritu ncquicrc alcnci^n. 

CanEirlemciDnas esjieciales 

MICROGRGANISMOS CON REQUERIMlENrOS flLlTRlCIDNALES 
ESFEdALESYimCABDlTIS 

A pesar de que La mayuria de Ids paldgerios se deteeiim en 
pocuis ilfiui, ulgLinE^s inicttH^tgcuisnius oun roquctimicutus 
rtuCricionuLcs cspcciclcs qrccen Icnlaincnlc, Algunus dc dins 
prndueen endocarditis. En eonsecucncia, es cortvenienie pro- 
Longar el Hempode incubacibn mis alii del perfodo dc rutina 
uuando cl m^ico lo isollcita. Un problcmu adktunal cs que 
aignnos paldgcnns no genemn suficicnlc canlidad dc CO. 
para ucciunar cl detector. Unu iraniobra uiil en eualqaiera de 
esias .situacionc!! es realizar una tincidn con naronja de acri- 
ctinn a ciegas dc mucstms de Ins frascos de cultivo luego de 
una ineubacibn de7 dfas u del pen'odo loial de ineubacidn. Se 
prenere la line!bn de naranja de acridina a la lincidn de Cram 
porque es mils sensible y el frotis sc puedc cxuiiinar mis 
rapidiuncntc. 

BACTERIEMIAY SEPSIS ASOCIADAS 
COM LOS CATiTERES 

Sc ban aJoplado dos estmtegias bisicas para cl diagndslico 
dc las hpcterictnias asocindas enn los catclctcs: una ncquicrc la 

eliminacidTi del cateler y la ntm. 

La sugcrcjieia inicial pura cl diago6!ttico, y prubablemcnic cl 
enfoque mis oumun aun hoy. fuc un pTocedimierttu semicuan- 
titativo.'^ En csta Ideuica, bc liacc todar lu piaila del eat^ter por 
la superrieie de una pinca de agary so rcaliza cl necuenlo do las 
colonii^ re^iultanie!^ lue^ode la ineubacida de la placadurame 
toda la noche. Sc csEabLcctb una ivociaciAn ctuadlftlicamentc 
{^ignificaCivi enirc un rccuenlo> 15 UFC eon la :Tepi>LS asuda- 
da eon Los catf^cics, conlinnada luego pot olros invcsligadorvs. 
Sc dcscribicrnn variuciorcs a csEc prcKcd Ltnicnln que ineluycn 
el culcivo de varloii segmentoR del catiter, la snnicseb^n de La 
punta y cl lavadn del intcrior,^^ pero la simpik'idad dcL pjiKx;' 
dimiemo original atmjo a la mayoifa dc Ids microbidlDgoti. 
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Lu ^eguIKLl estnlegia ea U ^ ^efnD(^ulEiv{Hicuan- 

litalivDS, fccolcctados cn ioniii aimultjinca a tniv^s del cal6tcr 
y por vcmpuDcidn.’*^^"^ La tcorfa a quc si cL catdtct sc iiirccl6 
en forma secundona por una bacterieima dc otia fuente, se 
dctcctid una mcnor cantidad dc UPC en La sangre oblenida a 
irav^ del caldler que la recoleclada pof venopuncidn. .Sj e| 
cal^lcr cs cl udgcn Jc la tuicicriemia, cl rcsutiado cs Irtvcr^u. El 
ni^todo mis simple para cenltzar los cullivos cuantitalivos cs cl 
sistenu dc hcmocultivo Isolator*.’'* 

La venlaja dc la (dcnica de cullivo ctianliiaiiva Cj qtie ^ii cl 
cal^ler no cs la causal dc la bacteriemia lo puede dejar cole- 
cado. Sin emharjgo. cabe desucar que es posiblc cambiar un 
carrier subre una gulu di.' aliunbrc. dc inodo quc no cs ncccsa' 
rio icalizar un nuo'o procedimiento paia mantener cl acceso 
vascular: cn esc ca£o sc puedc deetdir la eLiminacidn del ntievv> 
cat^ter luego de conoccr Eos resuliados del cultLvo del primer 
cat^ler.'*^ De cualquler mode, un cau^lcr iniravascular perma- 
itccc colocado cn su lugar ai no cs cl causantc dc la sepsisr 

TEJQIOS r BIOPSIAS 

Las muestius de tejklo para cullivo deben enviarse al labora- 
lodo ripidamenle cn un recipieate adecuado. csi^ril y tapado. 
Si la JCLUcstraca dcniaslado pcqucila. puede colocarsc sobre un 
pedazo de papel de filtro humedo y estfril. Algunas veccs sc 
utitiza una gasa, pero puede nesuliar muy dificultosa la lecupe- 
racidn de la muestra de los inEerslicios de 4sla. Las mueslras 
culocadas cn fonnol no son apias para cl cullivo. aunquc cs 
posibic salvar csta situucidii si cl liempu dc cisposicidti ha sido 
breve y si pucdc realiziir un culiim de la porcidn central del 
tejido que no ha estodo c:tpuesta al fonnol. 

Los ctillivos de m^ula dsea pueden ser iliiles para establecer 
cl diagndslico dc cnfcnnolaJcs gninulumatosas, comu brucclu- 
sj.s, hisuipla^inosis y tubcitulo-sis. La ullliiacidti del sisicmu 
Isolator* para el procesamiento de mucstras de mddula dsea 
puede mejorurel aisUmieuto de hs hacterias, en particular si Iw 
inreccioncs csiin causadas |w niiciTiorganisiTios iniracelulares. 
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ID3 GDsnnC UF {IkrlnMnleuDrwiLinrrctHin ind fi^d poni^ing' prirKipIri amidrlani^n^n 
of hvmlninic. Eb; SlKkll QL EXiu 4 iJA» RG Benner lEi Ed-<. hiMipler 4lkl 
PjiHiPCC-rf jnftfliwh Unei'^ M Bd S'er^ Xvifk ChmHIII Li^Iwca?. |Vw-ft:i9 
lIH- GuriijK B.SiekecTJV PriqfifHepntf wwlpoisc c4 enteric ipfewin. Uv- VFiqdell DL- 
BecneO JE. Di.slan R. f-dt Ffindptc nd PmilH oF Inlertiw^ .5|fi Cd. 

P!bifade^>hia: CIutcUU. LiTinfihw, 2Q4;Hh 3074-11393. 
lllJ- GUfilra^y lU Ir. ±L dl. Ttit muichbJ ±LLL^Lii|r ar&d anUinicEisbiil D^japy cd iiiilLx 
^ich KulE CHnnmmityiaafuieTl blnu^ltir u fifLecn-^r-u'npcnEHCc aldic Iln^TirlLy 
ol MjjiinLi and Fevleu> of adiEC -vrkcud uiudiei J A3lri];y Clis EiniuiruJ 1^2:40 
|Pl2K.457^l. 

MJb. Help LR. PmtiTiAn Pn FAilH^jccnc^ii ctf keruln in^'-cr blir¥3Twu'i. CIm 

MindiuJ Rei 1444:12:445-4^2. 

LOT. HanulLoi JR. eL iL Ik^fLEiimcE □!QyphHucco^ unEjinLlAii agfkhOiLiuil Lilh ld 
leruipi und H^Frlrr-innil Huid b^dmmp-e»f AIDS p:ifiEqTi befnr md oficr 
ircAJ|i4eiM. JdlH MurvibMH ]t^].24:Sl.^-.tV7. 

Inf HanunoMtilai MR., a al Pemnleni inlculi>fi vblih pmrjpjumu^ k'lkr- 

■ALii| H.~aLE irbpariUnrji ilfrHn-. Clin InfErt Dii 1992 l4:l73S>iE2 
11 : 4 . HjndiH.nd GW.(1.1L Cofii^tfiNUd of r^LiHrii i^dllc-^tlijo-omf lahitriioo iccbnlQiin 
fiif Knljlinricif r^T^yi | Clui Hkncfijnl |9?1l.7:.l'M^ 

tLD. J lindifirld. 1111. Cliruul [wcvariaitcin Hid BHural courbe of ucifjEniUl ni'aru. A'li J 
ktJ l94^;bD2:L6>2£i. 

IN. Hirtilu.'fi Jr. If pj, lXr4i[hm» nk^.>fw^1k' ildMikaAhilb •■ d^-v^>4cH.J rt^-rlcilCw 
in IriulliJ. Ana hnLem Vied 11 ;Tl>J-2 

ILZ. Hcdrn J. cl 11 lUMiiO^arpLilOK} ^ irahnd e^lOcncf <f\ 

phirwibr Mqanlrnlicti in. muriru bfais mkiroi aiciiljhn. Iiiieci Invnun 20Df>iiH- 
5361-5376. 

tl5. fl al The enok^if 4ihJ tp<k-miolrt#]C %prcifvm 4>f F^^ieh^lni* ^ 

p(Jjari(. pt^aiee. J PfJiiu I9T9.Q5:1 AVl9ft. 

114. Ilemlky JtEf>1nir rrudka. N I Mfd :X>2;.34T:1109-1174 

115. IJcrabCh^y TW.-ri al JnniTi of fAij iidan dui|noiL£c jwuhen liir [iibEiib wilh ucvic 

lii^irru*- aruJ ^hlu [kaUI |;tripU:-4E|i^- 014 Ihi 2i<.n4,3b($9fTl 

‘fc-Slfn-SlIli. 

116. Ikhvildl RI.-. Aukm MU Ah ivlhrvaA Ip 1996 iif cjvkpffiwirdv picoctauJ «i£|i 
LmrufiCif rasplierruk. 54 blnj|ll J M&J l997^?,lb.l!1-47-li^h 

Mr Holmes KK. li al SiJpip>^TtiF: inrnr'iew uf elHilryii and-<fmlerF.colnfjr Am J ObilEl 
Gjhfcu] l9lttl].H.W3-Wa 

11 b. 1t. ei li. b.3^le^lhJ t^lnc^h M t iTKTiXfi^MTri in 4diof}«liif |Tfmr- 
liuv lihir dehI aiftociJtifffi vilh prrfruncy I Ckin MIctoImI 1994:32; l7b- 

Lt6. 

119, Hcc^Lnnrtr-kix<ii^k lA. ct al Anal>>it hK^cnnl mfcvf^i'iib^ In 4 incnvi- 

VE enre- anil. J Flnip Infect 1937:3:275 2B4. 

IM- FI"Ft?^ l■oh1lik.^^i^-^li''^fflel'it^ J'/rTHPiJ" IfcMh pMiKnoU ^blll 

CEKi^h. Err J ri¥i MiL-n»faio1 Infnri Lhi l9KI4;7:6l6-6Hk 
171. IktithkihsRS, K.irl \ll TIk pdlupllh i>A^lLif:y andlrr^fncnl 4if Kfnb N EopL J Mnl 
irtJ.lLUH liH-IIO 

I2i-1 luhhnd WA, ct al. Crcnpaniinn of Ehe ll-D uiiv colEure- kic widi □ i1^ud euhure 
nvlhuiJofiJ^ilb MS<1. JCJjnMioijhMl 193.3:11.327.331. 

f23. Muflkrt Jfp. e( *J (.'yLwnc ^rih b.^ClEC fVJH Pl^wf Vetk *ilti ccn\r- 

EiDfulmcLhodi- Icirdrimicnof tuirkTii ia riynry^uJ rluid, J Tlin Mkiohpit 20HUt. 

1471. 

[24, lidiiik MA. ec jl AriodHlLm nf -stme uiih pHk^Ki^klEK 4y^ievb«e-hciKhe 
'■ft|ti)ks:i'in:i s.~auunynEnocnmijI erjilinnii. J Clin Mirmfaiy>1 ['7M5;7!2 E025 1D^. 
[1.^. Ilo F ei-lLl. •ilfe^lJ'k Jrttfn9tbnLli.ffTvcirj:e f^lalndlp e[ rn'jnwww/HcJJ’/Jiptt ih muchti 
imllidNEK^. I Clin MLcrobiol 1441:24:444-4411 
126, Jun»h* RF-cf t1. ia4ciii'lKinJrflLi coo'qilk’ilinf funrtur^ WDiofeda dFiHc 

tiHrf Ift LiuL^cji: a lO-yeJo'eviJiMl^m-1 llhfe^l Dh I4tl9.160 657-661 
L27 lujr V*. Ijiij^ ^riccTwIu^eis srd the oonqwiM nf ptMn’penl Arch Paihil IJib IblEd 

|4i39;t23:5fa]<5Eil 

126. Jkwio FC-eill. hkjme CtuEjcvIKiA uf unbf spocmEns-biTlL Ei.id buUicsitf Ch^^lldcl'.' 

Areh Dm ChiJd LWlK65-JfcA-^Al>. 

124. Jutiinboa WG Jr. -el aL Chiogin j J^^r^ nf ul biLuriat Burn -uf kubpMfcJLEUti luuL-ob. 

bjtuf|cnce (A ffam-AC'^ib-e b^lh. S Efiifl J Med l9ri4,2HI :l 1.^74 JdO. 
tJO. Jcfiina R.E, ei i3. Siiieufin^ ikip id de^l jvia ^i^Mir6 aPM AV^F^rnvj 

^jOAbLimhiynu i:idet1lcffi9-2DQ±. VtMWR Reu.vnrb Rep2M-'2i3b(HF<-'l3^l-.lH 
|_M, |rsnii^.r.n ri. lluhliry^rLhei'lKIH^irTf LN Hini^pfiAKl udlhcfdAbtlMitt-cjnnc rultu- 
relA pnJiLi sipoinciEt bnclo-iuiid. 3C|uiMicA^ul |VH6;2^ ItIMrO- 
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1D6 CAPfTULO 2 tntrodjcclfin a lla micFobiolDgla: Parte II 


Dfe^ Vi;SI«$i.Sirj2. 

IJ.^. jMoca nn, UaUj.>t;cj n£. tmthLnnih |Trj(.tKiiniL f^zjinaLal infcL-Ums 

t^'mfhfip-nnufcvrG vnvrmim, iithI nihrTf^ltJ LBlrdU-nKl In* MaocWII Cl. Bl^deU 
JF. Iliilin n. Elly. IVfirkScIL OhIjIui, uii[ Bcihicl|\ Hjliulpl^h Mnd PtactlcC -iff 
Inhxlku^ iiJ. llnliHriiiui;{HunluLI l.nirt;MiK. 

I U. Jt'mJLj d III. lakVliLH'i'^ bi |iilij_-nJs -Arili Jii^Cj-h iiil-LIIIus. N hlfltl J ^Inj 

IWVJ.VII i'Xify |9i2. 

13^. Kh. ..^rtny of hnmifl iirirc J (.im lon^iQ I '+rt«:4?.23 T-i-.J3y<] 

13^ KrUj MT, ti ji CKniril ccjcfiifhiMi oJ IwJjiur and RajCTEC min aiedu fur 
HhtJ.ljJIu^:. J CIb V-fauitM^I L994?-rR:l91^-l 
I « KJtflih K. fF il cnf^ykwvci -^ultipi," hixiil ^mn 

Klj|i.ihii.a - iJiiiJ ik:i^lriMlinl ^ id* nJIrU Hiraib hoLlL-iciiaft. J L liii M<M.ii4ii'il 
ASC1.R211 

l.1>! KH-f»iTti, ( ifiMrrtA K ("1^^^fl*■Jli'|J^.^■e^.■m^?^^^^^.v^v^l«■l^■^|>nr^Lv^J^vW.L|■|AT^ • 
IroiB w1 li'htTlX'' I UtinJ ^■^J|- 

nire 1 Flin hlifmhifd 

\39. KirrlrfurJ FI. ct iJ. fiJHzly ncyilivc uriaor^ lnj[<K._^-:c lhbLi- due 1o4klj^rdr^A- 
riiiioJiDiL SfidAiJ J liihcri lVtli>.A>.25'/*20l 

[4i\ kiaiklll MW. iCitex* ^ l■!'l■|h±|T4llfll ^ a BlJf Tlu-pilJ-J-la^[v-l~'bni'^^>|b- 

i^ie..NDiJ.JJ.MciL IS7fl;2tf2:II.SF2-arKH. 

l-il. K.i-i^htilirt pw [tfnri^- -Impkst inTccix^i -t lm Mitwhol Kc^ JiiWilT.F- 

1.^ 

14Z KintfWlilPVi.'. RjmvkIU Lknnnl k. Mind j j ;i e^L^Mi; |y7iH'/Tr 
L-F^ ILkin-.^'rinhkli-|irVli4.^tN flk . iMldcfi P'H VtricMla-po^n>p \inu inffctimiA o-f «ic wr- 
Lous »>M£Bi: cEjnj<.dl j»d piLbcduf ir n.in<l^. AnU ?jLM Ldt Vfcl 13001:1 7'i'D 

TS-I. 

L-i-a SA. tl ?1. jaJ fwmiAjiic jflrtiiLWH. l^^ -Is^ r>e ri;o MufH*»-il kirv 

I.I WiJ 

[I'S Knhl S. Hlt^ Mirpk-d. ^LTU^ riK.' 4 ^lialiliH n; i:liilikrrt I'txlljla LItR AJii 

L44i PuLCiUiT^y JK. it-iJ. ClU'-kl/l^liuiii Mptii.uin l'ditcEx:aim. iLs ^L'i..'J ^IfCLiriL^K-u .^Ll 
J SU^l |iF79;frfi*3-i=iA 

UT. ILdartkJt^k^ I*: lL ll. ^youhial Eluld LUtlurc iilkl ^ImiJ L'ulliJId ilh Jk.UCC JdUrfilih: J. 

viull|-c.aiir Ilf piiiluTilii Sr^ncLT llhr JnuiJLil -U>47. 

Id'S Kwmha.il^ !IM. i1 il Ilh-iiJ lulninr phkfvflunTy ^vrikhinf Ikru1k*% n?< fiiTMid 
k^wuihiiMiii-i.x^nn IniiPmMrJ I WF.I 

L-N Kii-an:i U.K. 0* .^1 ilccccni'n-id p^uiu kid:rk'^it -e^k^n-id- jniYii*. JA.hl.^ 

I^SliNSIl^flVaW 

l.^(F L'l-n^ H, VI :iL W^i?. ihi-* itiir-iik:^' isd Litii.bliijn|j Liiulclpdtf kaitLpJr% kx LUlLiin^' 

A c'fxrpn.'lR'n^nfr rn-ridol In iriji^iniipi: Chi- Waiciy f^ir ilr^ymniDj! Kii-iL'nrnin. (tin 
\X\ HJI^!1'C-:i. 

LSI. Ljfun S.>V 1=1 ll. LurnrdL-vy iLsrpMi-^i and hnlcipi'rtyli'.xi I'f ksb fiY iV-phihi. tiLin. 

Mk-FiHjfil Hiev l-W-.R:! ?] ' 

l.'2 L-OC .\. Ihpii'l iL. riav^iji^4w;r//?| lr.pri Hh 1|i7.j|j|h#kJ Jb^^liH-. -Ukl Ci-Tili4ti_ jl p#iKn- 

l^lT^-fi- M:3Cirthiil j^icnl'Hf-jiA D^<; IVI1H:I:I-CC^ 

153. Lr.: ME-Urkftjiirtl TT^. SyfHkJwiL- rtlrTMilinLUnniir JAMA 2^<Z 2^ZM^2K MBH.I 
l-Va. Ldlnik JL. tl at TnriNli-JW MtlLT^niW J>M.VLSI«f '-■Ilh M tnjrl J 

Mhl H71.Zh9 4n7 -kT^. 

15^ IxiWio HVr TlKTx^^-yr VTnpl J Mnl JfflSO.'LJVCJi ni 

tcniiEU PH. !a»v. Niir.Mli«; o\ Apiuiini liiJiudj in .!■! EuiuKJiiciicuf Urt^LS k?,- 
pinlnry ttkis iifc\*iicnw J t'lw Vf«.-pihiol l91t|i:2.F 
137 L>r*- PP, ^'j-jMipcI FA CKicHhiydiEJv Pi 1=^11 Ml-iI l■PFT,.V34:■;N>J . 

13k ]'J. UaihdrjJ kerjcil]^. Inri.'t:l 1 >ih. E!!ni Nwlh .-^iia 

139 I i»lc JR rt J. A niHJ^Xliurd Inil ^|| fki'idisWui'iW ujih injlnc liruTU 

ri± kf ^cAlpurt.l ujv »ttc diMnl^tinn; tffcs.T.-i m iiit^-iif Hood cubLfi! L^irEmumtiita. 

.Am J Mcil ILF7.119-113. 

IM>. tjfvodcy SJ. Cbov. AW IrdN-k^L ukcr*c in Dldfiiy Erdf. Uu^iLi. Clin Inbct 

|4i|, L.^kla^r Ip ril E]mico 4T1C< iiLityo-h c4 dtliyed nntTtM.i|ic InfilTnunt f4irK.^{pHl- 
aii{uairii.Srr^tfc;iriNiA.LUJcjyn:‘ju ^KtccuruH. Clin rnfDL'L Dia 2Wi3:3h 1AI fS L-i23 
Ini L<kfh SI. EhinjnKmia ui pcfMriLh.-CllA blfif^L D\^ 10f33;37.1 jCj..| 

1^3.3.4k'ry P €t iJ lliu'-bfniiiaf iUfic^i dlit ^.->1 in irnniuncKDinp^teii 

fainii: ■iDfiliLili'.m foe kbtfopy aod new rindcmiHp.p^il -a^HRijIkint CFin ]M?e> 

|n-a I.UTLiiun A.d oJ rnkilxin-k jntHni pnJifnli Xni J Mail l^lfifv.'KI. 'i.'i-FZ 
Ifi3. Ly>jin R, Wim 3J> □. CuiE^Liun uf llu D^TFAkrl -aipJI^I-il^ hUiuJ vxlluxc %Hk\i^iVr, 
(Vn-rt^'ortCfynl IppflL Air X'lik K^Jhol iw3'lii3 wmswC 
IfiFh TA^ 1', ct jJ. .Vi^gA-PiiJ iikl lLiiiu‘i^imr>pFu icdKlionp: j ervir^. Rn* [uFclI DJi 
IW0J1-I^)-.113. 

]4i7. hlskrTTl Sna]|x^£ Rp Virjd Lcr3liti>i IiyF^^I-O in N<inh im 
Nib SlIilKiay JU, HhcbinA]^ Si A. L.lfo.i i>F sv^iJh I h-jiirt ±ihJ ilorauc kcinpfrillurr inlkz ]-ii^- 
lilicm of t'JiFmi-^i ^nwJwFTiWrj fn.ali-L IlferJil ^-iWC^iKP. I CfcR Mi^FnhNiJ IWCS: 
22-|bei3-H/aT. 

IbO. SiAj DC-c-l bI. a KlniifTiiJdiULihx- mlkUi^ fi--^ til*Miryxi| iiL5r.±s onouh <iii- 

IlCTiCf-TTllEC^ infcTiim. N 1'Ji|l J S^^d I977;29fi I J{l5-I.HJW. 
l7Ci. Slilm AK. aJ ETnliHlinn^. ^l^ EH-wirrK-rmn] WrM Nik ■hrfus. iMmuH^kiTuILn Cl 
■ l=Ul Bfhl IJEM tli^yiis^ diLi^ ilu siIluj H iDonjUJUMUb- ialKijrlK.i[L J 

riin MitfC'tMtil 2iKl4i4i:717-7Vr 

ITJ. MuikLI LA. ci il. C««Jiin piRklhH'v fiK ih? kiiid niDii^e-iiii.'fic of occnriuAjL^^* 

:iuiijucU rnc\iiiRvii.i inc^k3iCi»-C'-b!iicdwpdLile bi ihc C.dt*..*idi.ii laCCk-bLim DI^-ak^ 
^PK'kLy md dir rinidun ThonciL Suiirt) Chn IR^KC CXi 2FOO;ll .%^.V42l. 

171 Stindm-bLy ASLcC aJ. Tbc-i.lidptL^»FWiinj«-ul ajtd iiacriLHii of 

rnodiirniyi-nM. Hiirn l^-FSCKI r-l-^T-bW 


173, NlrtrmMtp-C>j^^lPi U. >tiniwj-b*™i4 L't. Prriicii^evjliif ol ch? 

lijlLinuailiJltk] iiuinc h aJlUkULiUlL USi Ul ^■kliilulalLEiS.ltuin-CU^'d bi CMln^irrrFfa 
ijj^ifhfJii J lijn Alk;nibiii| 

174 Miinihal] It], Wanrn JR LliwLrnlillnS fun^d harLIlL in iLo Emmnrh crl pnlimi vfifa 
i:«\(rkib jnd ixpci^ ■>1iCTnljnn. L^n. ?l l^kM; I; ] 3 L I-1113. 

173..Skif”aisMi 1. dL Jl. Cjitfripviion sit l-nu^fKhKnctniil aumplinp d:\-Kvs. ('liRlbi cippdd 
%Wi4i :iiiJ lUjiihlc--liiincn ■nallu.-U-r -«Llh 3 l>l ■hll I Sepn^J MnL 19K^;^4 K75 R74. 

I7Cil WLilhi™i OE. J-jJmMJJi JI* iJiQiJi jfcK-Ck-L Clin Jj^olI Uu I W.';23. 7-CI.1-7T?. 

IT? Mounn H. R*^li l3. y k-vtf. tXii Mh-r^^hol Kl-v iyW-17*^IH-33-V 
ITA Muupy C, n jI Chnculiiiag cfukwiiin dii?ipi£ iiiiiu] annhiaiit noJi*|H|i o|' \ntfc 
przjn Jbipilivc T\AC[ucnai^-JcfckliLifl. J \wi\ccl Dvs I ^Ei;tl?i:I~hl-27.V 
17^. Haj-hqll L'C. Thf cpikn^iili-^ n| Wjm wmmd ibcnTTod rvn*. CSn Infrcl 

□i^ 2IlCi^.l7.Ml.1.VK 

Ih^^ hlayLkfimiih hll'. cl jL .Acub! dpiEl^>ci^ in ndlilih: hi ^if[M-yc-ar cxfrncncc iii >ho 
dale iiF RliiMir MinU \ Enj 1 ] Mod NW^.314 113.1-1130 
IbkMAI^dlll t^C-ll Kr?piMiAR'l1nln> ul hfllrfpUCHkiiuf Uiia-MiiUfJ vj^iuil4^4f EuC Like 
dcipncius ndbaflcriil vii^osK I CliR MiHr-nHcil l-l'>1i:lM*IS k».| 

IBl. kklihc^ld LC. cl ul CizviLmCnJ compniiixi dJ [1.icTjA 1 ERT FAN acrobu: tncdlBii 
tiFid BACltA' fyntiiil tiluuJ Lvlluir iiicdjuiii loc Of Jun^dua. J Clio 

M»(r<>hiH IfKj I. Fa-frJ>.h;J 

1B.1. Ski ullUiJ L^', ll ul. HcLll] LUilur-tA fie Lly-J£PlJilBtP-if.;^lLdlf' ilas.'illan.L .siu 
ike. J earn AIkth*p.I ]^H7:23:;2J 1-11-12. 

l£i. Ml'CIh 7.A. ItuunpcH-JR AfUK-mi^nindti^ Jn: MaxdcJI Gl- Di^uflu Rfl Jr, BoMievi 
JticJH l9lritiFlfj -iMkP Fr-tOd'i.-C !>! Jfd^\■U^»^J^■ .ifd td. ^ufls Cliui.'till 

I LiiiPj'j«if-, ]4*,H-7JI-7^>. 

I £3. S[e]n>L»!ih K. Ci:iTLmunit> iLquircd pnciuiuniH in LhiaJrcD S Enj'] J Nkd 2)~X^lJAMt 
-IIfl-137. 

IHi hiX'ljiif CiK -rt al FwiaI ft'^lhflir ^-Sdvt nKli.Miilili^-ir* Ifc pvCR-ftlii 111 l]-yrfli 
^:i|vnrR# cnwlHHfiMi Miftl^uic LU-rtiiiiKti;i iwf,-J^:y4 ]U3. 

Ib7. MCit^i^l L\. cl iJ. CiuHklHic^ fix Ihc ’niHia 4 :rirH.-nl lA inlrjrLu^ulircjJjK-lhcr EL'tulif J 
LbFELlRvIk. Cliih iMix'l IhkliH»L;^2; I2FJ-I271 
Lf^. MltIi KJ. I'l id. Euuluc) of oaictid uIolti intl pii!iaL'iK.)f •j] huiBun iirniuBuiL-jV 
niTH-y ^ini'i ci-xoF^firtr* in lO'l \ s*\ry I liifiTl I'Ss. ]-im:|7K 1*^3-!TOA 
IK*?. Stem iCI. ci ll. An tnH-sii^jciiKi of euiiLil HiLOd-h ui Jx-Lmwi. MiHkJ^ippi, if,\ih im 
if J mbllipki pc-dyruKrav rluin r^Ji.tJL'a u.'^ay. bEb pnrtuk'CKir uE vhiLiL-n-^it und 
hvniBi ■iMEmim.kV4'kirn,y ■^iru'i infiTlH**. J EiiftTl I'J^tti.aTH Mlfi0-Hih6 
1^1. tilirfil 01 jl. KoUiaiiLC iA di; ni^ihor gI [^.^ulKc tkiiilc^ iii ik'i^miiRin^ LC|nii;;iil 
v>;niifkincf nf L‘oi^ilnu-riej;.atrvf ■>1npki>'[Mvn in hn-:^ 4 'alniriH. J riin Micr-nh^d 
?Yi| 3:a] 

141. hluiid k'ccil' Ll rii!-h^ii:lhil. Jli. Jbe HinAiuuLy jJkJ -hpcLiCpLiiy s>r riiuiBO tAiiafL Juo 
hjdmMrq lAlliM^-.HitK|:l>-73VTA7. 

L92. DM. [Jcddi sif □ pc^iiLvl. N Eji-J J Mad \W*.M I: I lUN. 

L9.^ klixrti AJ, s.'! J. RulLcmuli' ki sckuti^c ii^d* of iiLurn^u: btiiHl Luhun^^. I Clio 
MioniNiil I^V3]'2Jirh-2U3 

LM4-. KIliFwi*. MA rfiu>i■•M4III j«wii/v'i^^ In MiikIlM fil.. I M-iirrlii- RCiJr lIL'ikHc.'ii 
IE, oibs- PmK-iylr^ iml FVjclu:i? s'^l Inlort ]>^u^' -Lib Eid Nru Cbjn.;h4l3 
] i|siri^4iT)f. ILKW'["hijo^T 17*. 

1.43. S[iHK.LK;h t>\{. i;L.ti. Ij.-viiriuLiiHsir i rjppiif inkniuiwK.tiMni4is»^npJik: doaI fLCiSsojiioe 

k4 In ^lriyi|->nuH- ill UillrO -onprlrs Ch>m pdull i ■" rtir l •rt-'illlU^I'y 

ui.4filHi-d.-ph^uiTLiALi. I Clin SL^-nJ^H-bl 2 ijC] 1 !.14. l-l'i^S 3-d9S. 
iSK\. bFunj .3 l-fi. ClcknmiiJliiijn L-f diec^^umjinn locubuLvia fcrisxJ of IjIsHnI e nllucc biulhs 
|,'T iK" Hirin'III "lA -if |.■^^■^l^■il'y ^Jil»4»i:mc J Ch-n I’^S K.f:4Sl- 

4£5. 

IV7, Mi^'i.i) FW.cC 4l. C-.ifraptildCH'ie c^fJuiMnm ^if dK* L>iici|J >lpiAl P<^hc ^F^hl<l 
WrE-id oiiiuT' cysvmi J f tin Mu'ndHnI l9H1;2M^rrt 
IVti.Mu^hci DM. rt al. IkKCrrEmn-4 dJ ihff^DLkixraiL- pKumuixiival pneviDimia; a p-i-n- 
]vci|sc Liudy MoJuirH: i.lFadliiium 2LfJI:T9:2lCi-22l 
19V M]lmial.i« t:. C'aliJi~n>ENiil ^ Irflitfnr riNk-^-TTihli^ i™ 4ifn|n N I^Fyl I A-W 

1.4IK iS.U^. 

MyhXIcJSt htn^inf hmK-ae^icrJ |kiH:uimxuLC.'ILn l-nl-njlLh^ZIJTiZLlSillOF-l^l] 
Xiili [>. El al Tbr nf W^-ii Nikr l iru-i -niJelion in Sir hk* \Vn-L Ciiy ar^o ip 

|W4 N tJlft J 2lJ>JI..^4-l:IHU7-|y.J.p. 

2l^t Mch--*U RL S-inLlh IW Ift^iund and inirKilHJ imirtMJ nPslil►n^: iii-.Tm*'iol^(jiL'n| chmi- 
kiil^rialiiiis. lmJ iipf'Pi^jilUA cii cdL'.iiiticni. C!!)ri IhFiZli fkis |-^.4.,l'rp.rSitpf4 -l-yS^lLd} 
!i2Tl 

il"!. MiL\ilk- Lt-; AHTfrt|^>itmv I|ifl|>iin.ini at Itn'^ K f^£\ J Mn,i 2'ff1:U^ 

inlV.iii.W. 

iLid. ^inilk" I.M cl bI. I'nnr spcupnien Lii|lo.-lFm wi0t CalcYiLil OrLice luF 
himmyrtu mi w^fy ir>»A«iiifKi4 -i^n JnU l>KlK:iPi:l llS-l I 

3Lr3 ^Lkil1 111- cl al. h.ihlkinicilLv^ gF hdjoaa lubarh in itu L'liiEcd SlJl£!s. 390D lu I9l>ti>. 
Am Lnimi SW lWh'aZh:N22-U.WI 

2rfi Cril.ii;, L~1^; Wrinh-ii* ^LP. 3| Iki |M Ma»u.iI uiiii .•r.iiAiii:.ii-.l h\>ariii*. fix iottxiii'A 

Hid iJitfiLiliLaJ^Dii. odmiLmu-yaiio nhi. lai. .'hEurru^ PP. llaii.-»fi EJ. Xn-^inisL'n III. rt al. 
nJv MafiMiil of Cli-iifj| t(Ur^lv>kij ;3 F^l. Wmbic^iM, DC- aS-M FVl^ek 2^i3: 
l3i5->0?. 

JuT.PJhkYlW. LawF UA- |\-jMWNthhJ ^:lL1llUL•l. t'Jin J Jli Mcil I Wl:l4.l7 3Ci- 
1CC1 Pa ram a-: in. an Oi, ot al fiTcL'L i-f EkTii^rf -np -criinm ^rkCL'Imm^ id ti--»iiih CriniiXTi^ul r 
cfi s-mr^j mJ lukuH- Ti.ibtfrEk l4K3/i4:l]N-l2l_ 

1^.0 pijrjllnjp piikif^rinK mnchuii-iJb: sEk’i^L N t!ny1 J S-kJ 199--^:32^.NH- 

H7T 

IJCf lVltJhPL.dilh4ll’-in H- bfTu-uH ^ni:rviqpu rolrvfcrayiiib lia iho nihiiowis^iL oejJud 
niB nl sT^ilmn. I Clia MiciE4TiLf 194^4: 19: LM -J fy^^. 

2JI. IVj] B_ rt al. Ci.ol-rFlrHilhimE-H.-h Eil'hliiiiJ u«|Lifirtu frf odi^ piLiCfns weih crlLulnis 
Clin Infcci l>s Iwo^UK.vr-tHM 
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212. ?c\rt MT li a\ IV+^di'inof h:irtrrniri.i jirvl p^mn" hjr I IWll^rpi-jTN ^ rafnil ciu-^mi 
i\. icicatini; lot. T L'lih UHftJl1H^J fafif. 

21^ M\. ^”1 111- ^irYry i'4 siruaiik irir^LiJiiih iCICiHilAblr hi ^rJlli'i-p^.'h.llLLi: 

c«^ci: fmiiKHL) <ir oLfUTiCT^r jnd iuilimkn*ij| ^uHVL-pUhilil> **1 iMirni^^LiMilVUr'I- 
in. I'WT m\ (.ki Vllik^l ^Uiii.!^ V'‘afuJ;i. anJ Ijlm I'ruri dh? ^t.NlKV 

i\ntifnicnn4^inl Svrvcilhpof I^Mpnun R-tiNTRY ^hnnifi. Ihryn 

Xli«i.+i|iiq riilw( Pi^ I W.^V:XV?‘J7 
il-l- Pt.ilkl M.^i Tk L.slii'i'Aii c\ kuLih.-y1^! ■:!^l£f;ls' 

Uw ihn dckzrtii'vi i^hh'lfrUirin J fTin V|K,Tnhifi| 

21 3- FitRt C. Ml 4i. FimmIl-j^: -h jI chiin-iriilaii». Iliikn 2l>11 .Kj :^'JU y 
2lfr PjETtc? EIEl, eI □! Ylililv M ^hd I'm.'usTK.'^irKi^ipirxl\.eH4 SiUi i ini-: iiiiniurhi|[lDhij|in 
M lii^ilun.- crvTnic Ii«ic0 rnlmviMiuiibinl ii'* ir'iiHy ^Tniim^pil^l 1^j|if J 
(~l|ta 2iru:4;:| ; l>. 

2n. PMbiJT Cf I, .lr\in i\m IS^nmilal viral [iiir Jilin M'Kr'^Tvii4 |tfli‘':6-245» 

2^1 

21A [Juilici S-d jL. IJLllerenijI aiiiUDLiuiiL^d tiUxO Luflurc-i in Ihu dJp;lh>>fl^Llf mihriLT- 
rcC;r;L^ in irfiTiM-^r r:uuEmil Clin rnllr^ l- IJi>c I W:2R.H*Wi. I074K 
2\^.i^Uni 71'. L-l oL. C'A-Ljmi i/inij Ffi j. Jly^^OuTdi plw.lLlu. N liu-^l J MdJ h^K I :.V]R. I'f ^ SMiL 
JId. II. Ihhkjv ilF. lnrih:lKHJH. LvnfiJiciilKm^. i4 iripfuvlliif vjKii]h7 fadirl^x Chn 

-ll. KxItllL H, cl ill. .M^Hldll!u-^Au:j.1VJiUnil-^- IJ-J J yi\KrI lJl:h I^MJlhT.^ KU. 

22Z. KiChi-rr MIL cl :il. I jFct f>v:niLk' :ip^liilirEjviii'v> lm^ -ini rk* k.xrrlHinfriiil Eh-iiJ S 
lrJ.jfV..UHliJ. J l-li Mil} A-sLu. 1 -X. 

Hy. kk. VhuI nKriHi^ilis. MitJ I'liii-^iHCh Aid IJ^. 

ICiiiiiLinn-i f, 1(1 Jl. I^^bihinrir- faiuvn. \fi chikffli'^kl jche/- ciK-i^li^liUH Pri,1inrT liik'VI 
tK.-^ J I'^^JIMU-I.CI-l-iri. 

2J? PkirriET lA^, C.'.STfill KL'. Rnlc ^-l ilX rTiii.r-rfiHi|rteF loforjio^.- In ilH- ajPiini.T^|h l>| 
Imvr li'-cpnipn- tifc.! infivliiaH CIhii IiiFa:: Pis I WiA:2(H 7J2 "'-I-P. 
lit*. EUiiiLcc LG. iiLi'. LSpiilr lhi JriLviiLci lui:Cni.'iEE:i njiii Gin Mictubiul 

Vt'f" |P:-W^-MiS 

227- k^in MP, M^rzkll ClI. fr^E^buJ Li|D-ii;j hi Iulchb^ikIiij^- i^inr pjir-xiuic^. |siLMij| 
l4Jf i^i^'in>lii: tmif. N Cjirl J McJ I W. 

llY RclkrLB.cl H>.4'\iiii1c\’iS lA Bli.x>J4\3hi[r-> II Alh^7K^^ k'nrij Iit Mufist^nili^y'. 
XS.i^hiiijCuiL LX. \\*A-. 

11'^. Ei.in.fie:IIumn k. r1 jL. Elnik.' el InaniuiiolLbf kii IdiL*. m ilia 4 :n(hi^ *.'^1 '^i^krajJ inimin^i- 
li riiiUlni-i ^'U-ni^^lHT r'W2-I'jhhi.yJi. 

J-Vj. kolHiii .NjL. ri jl. WlhjcpJ lufJmf allLrJ.iLjii^ 2}y icJ'i^. Uliq. IJId ]'I^ Suju 

JIJ. Rhin.nlJ AR. PlumiM FA Cb^n'ld inJ I^.An^iriA'in iJkc I'd ij Ann \ncn\ MeJ 
1^5.1^12 MiXT 

2^2- Etinn'i^ .AR. .^jmrrKT PA. t'lii^ErciiJ jnd pi7iriiilLi7u m|iiirLi1^ TLin l.ih Mi^L 
R41 

2.L' ^'vPT. al. tj^.MlvlulWinjfwll-ik. J \ni.Ak#l UnTiii<i.i II.■43.M.'7 

2'LL. Riv^^ulil ELA AlL ]rd^L'jlN.ib- irmiTTfiiil c%'wi'plii:i1iivn< m* •■inudH-;, i^tidr 

Ihj-Ti rrcniniinli'v. iliiL^kcrb: I J-^cji rn iri*i Alin Infcvl Di^ 1*^.1 
2-1^ kiivin \i, £l iiJ Mi^ii ihK uv(u|.fe^ ill' ^puum m^ir in *Y\' '■IM- 

Mal nn*^-'li 1^ cvmTnnrLly K.'qiiin:-;l fvminvmu m|ii«nn|f khpiliilirnliifi Gin 
iiirLi.9 ix^ K74 

2Mf. khjmTnmi- II. «l j.J Ui'laiiiin ol { ir,vi-ii V-j -i|%Jfi^ v'^ilh j. ^d'K:lL^d■ 

iPirtJiiiiii. IGm V1nTi*Tii| 14KY22 .17R .171 

2 L". .SfiL.'is Kik, (I J? N-.liireiii d^Nhk^lirvik-l jixlfiiLifiii-^ ui Ni^hl a 1a|-^; pi-^iHbe^ryf- 
hfK‘TM.'c:ir nnlifrii ik'n.'nninnlii'n in (YTthn^piiul Mi id .Ami J Clin FdiIviI 
IW|.‘W ’-HJ 

ll-!f. ^laJiillxfi|t 1.4:1 Jl. VirjIjtil^ liI L-(£tifrn.‘hd ciaTi in reLviihn ui thhr ^^..Hir if| Uiirn^^n 
i-yiivrli'riiiiiv lui'ifury ir»:.i i-rlfi.iis-xi J Clip I'WJi.^k ldTL M7^ 

2.1^ JiAiLlfii HM. !ilajfju*. li:ti.^iiNei.i^iK.uiLii-h: ri.i kvt l 4 13 5 ra.->d mer V yciO irini 

lured C)i.i 

2H^I. ^wI+ttI \ r. lr4*Tnni»Tij ^3jj^>ni-ni%. n| vq-nlml nvi^’Mis i)^‘m inLckini 

jELi^J by lurpts^LAH^H. J i 1l± Vidid 2]K.>2,J t .Suppl ^ I 

241. ^eIi»^ *^'11. L h :il. T \v hm-He.l 'hoJmr ui mpkioi insl ii.pi. .n eIu JiapiRsi-i cl i f l*' ■ 
II al iiLfi!i.iiijii^. Arch Ehii^iL Ml-J 1'>4iiL3M].]d2«> IM<.LL 

242. T. ^.7 dl. FcLii^enl ia.xiin> ii3 ILIV-J iei.rn p.'BiUk Ibciprs i-in^jiliJi. luui 
U^Kiiii-niiiHl^.I.ink^'k'Liincn lAMA |wh:2mi:^1 

2-1 J. ScihiekLr T. cL j.1. l'eoc{^c»Ly efniirfiiiMndcii: uki jjbjn|x^mulk ht^pjrs hini;iL:^ vuui 
2 IcVU-k jLhH'N Jnii'M^ hunuji ii[munLhk:rb<.K'VK> viru> mleeleJ. iiK'n. J InfiTl 
Ik, |4ilfr lh>2 

2-I.L. .SjLlLfmaJi kh., ci ^1. ?9iilil«j) hU^kJ LuJcuie-^ hk d cftiila!^ ihsiirdii.:i! lx.li^i4iH■ IJiial 
A^^i cm \tK-y Ey5l:^ n2']^7. 

2-1^ ^itini'id^r M, €i iIl Ou.mLii.iih^d a^-iUik^d-nMifKAiL'n.il ini amiii ipI ckuiinu. ulLL'ih. 

!Cliii:iIiljI oiiij) x).. .^1J Su^ 2r>ri-:C2. 

2-1^ ^iciiultc J M. cl jI. E 1i:mLTcid ii 4ir 4 Irilcsl I^K I -1 >4^ I; iM-iik’iKV- fur idiii^mr- 
[kjftnj iiU-i.'.c-.. IFM'^^'k C'PC" fiLdYxl.ll 'iimm lflJ2.-l| :1".*| 

247. .Relrjb-iJv E.3L dt lJ. A i:uin|un^i^i eiC OmhJ ^b^niil wuh |hhini^ffX 
NK-MMiThlrtCS'lHn-nl h*L'k' naniJ. I^api SEirrrkMil Infrd l)i i I ^WCh t kS. 

249-. ^h«.ii'u k, dl aJ. TIu: ria.-ii|ili|ir_Yiip:al viilEurr in M'uU E^iri^ nk'dia: n rc-ippniii-il uf 
iL> . \\\l\ IHN:24I:2|T1I 2l?.k 

244“ C~. il'L III l.)i'£]rf1iTpijniji»iii iTJH-irurn- 27 in Fjcie I klkd Oji |4RQ; 

loO.^-^AG. 

230 tl. Brain ib^trnwan^*] K a iLiPiilyuf ( frvliivivfinA'flr Jn'fri,i>J,'F. An 

irdJiPilhnI L'7A3;7fl:747-7S2. 

251. Srh^iil ^'3L SL.*ii:ii.i ILK. ISLiJikpdli:pti:iQUdaL^ <>l ibt: [unk ijlh^Auijf liibiKiciu-xn. J 
rxnnulfll lHW:i7l-IH3i, 

252 Ssnakl LD. lt al P.-riiii^Lh j frcY|Lit'fii cf ptL-Aiiii^dii LLni^la i8li|. >.-. Irt hI.iIm 
J iro i:tin JiIIclI Un A^.l I .i^Z. I «J I -1WT. 


25 ^ R^rL^wil^ K A-1 Y*ipav1 uiLxli^- ltiT^-l-IkKI tfl put»rCl!v Jiki |\iridM lAUlwul bELlJLfdd 

ifnnvAihiiJdfjL'idiiLy >3fiiirijiad.CtiD JrJdLl I’ll 2)n;>2.>4. E09ti-1 lO*^. 
iiJ filiirtJctfii w\, Li dl NcnX'c^KiiLtr.^rPili m Hi-vnufl^. I'cKai: i rtpm f^l 112 ca>CY 
Vtrdx-iiK i.Flil|in«Tli lWk7l.Vr.52 

13 . 5 . ^ilu-IrtL^s l>. cL al. Ili^b lL~idhmC GianG^iiri'iiy Nr^JunfJ] -nXliJA uLiii^nhck- 

iJnk |Ti+K- n«nlnpcJ 1 * llh dmpiiiiwiic U-liC^iiw Cit hK'tVfljJ" *- 

VV J ['li^ Ma-iiaHiil Pl•7^.V)M2 MK. 

2^ Ali^rdr.r hi, e\ ;il. hiI Irifk.lumdn. c:illa[£Ldr icd'LVlum: durnihuiiixY sit lull 

uwr^ii'n. and IXichpcp BKElMKlikiici J hlL-nihiJ 1W7.15 M| 

157. UiiLiIiir hllL Aeuid prfptlL LuiEhnihi. [.'Ljb Mb:ruh^ri Rdi 2 lu2; 35^27-544. 

2S4{ Sirf nun Ipra V. <t al Rda^rpraiut mf LYKrti'ciuir1|i-dLXiuirnJ kaclLTrinLi. a ph.iEn'^l 01 
J hcii-’ clisHirii- Jlinn fur Ihr Hpbvlrlim hi|LahiriiiiJ uf ^L^n-||icp Chw Int'dti F^ii 
ilKIJi.-UiK.U M14 

2^ SinrfftAl Ronan-nii^-:fcL H ^i-T*il i^: '^■illi pmi*ii'ii-cnfhTiiLiU’riiA'*iHil-ipc 

wul wmiE hiL-li>^ ruJlnrrc C'Lin Xlknihiiil Rrx- in'^;Ll 

1^1. MaiirT L.N. L'l aL..A luviLf TuasipEk/dd la.YVLl]CHis ^LLii-rK^jlni C ]ULhi^ri«t\ iLaiL-^'Lif 
kuT nnilli^t^TL-nrj N linji F %WiJ IWnj.'^ I5^7.| W 

241. (ifliLilluv l]].. Rl.iiUn- Mil i ilidELdLii-ct ul IdilUhl iE:: da£i.-rj.^d li£Ell PV dlrl hLk.L^niiJ lu.|. 

h^HXi Fn:^ Kvly dljiih. J Clin Mh:N>bui| ISS^T^^ 11 K&-1 l:5h. 

'2hj|3 ^ir-ir1 |7,^ ul, kiki; 1 ■:‘F l^'x^lir vluajful^ dikl inb.Li l-Hi-ui L'OJ^bLh Lialk-hllHM 41 Hoi^ 
LLi^uri; .L. iriajLiiiulvin dJidh-Aiw Lmli^ .MdJ LW.^l 22: L 31rJ-1 iriK. 

2til Siniih fS_ Kl.+1llu^n NJ. Ajv^HpK-cHk- iyI ifilhiEnm ^Hh hc^ilfO uTiipk-i 

^jiuL Ik |Vk arid L h [jliiiH] m idu. J Inh'ei:? blk 2iJC.i2 |.SA:Sufi.4 2^. 

24>4. ^iLLlh. 1 J - Cl al. IsuLaliLifl Mf i fKMD Miiric Lhnul ^k14k pixus>s^ Uw dliffniPil;. 
ctf ifl'iBt' A Ivi.i.lvii»rtlj7k' i.*XT^.'hYKti K fL'^^'fnc nncilvcly U'ffuiw An.i } Gi* 
lldIhJ l‘*TLiMI?IV:.Uil. 

hl>ibi KW ,^“1 al KtPJfino M AECn <i?rc nviClFT-i ifUhtUiY^n inJ k’^Y'l or 

^J’uirih-Tjiirvtr/ln^'iYkjrf^w rmnisoiisLirMh in .-^friL'a. [.amrci l'Jv7:.'%|4: loRI 

2Wk So^d JE>. LjjUillbi. S EjidlJ SL-J 

2*7 S-'iiinli71.YR .V“<i ilHtniMh.'rvPl>m'.InipIrT. jr%1 A'»‘rir 

1 A/r. ,\w^ f Ji'ii|L|hi1 I ^1, 2 U- 271. 

2&h. >|hi£lj L'l at. I'Vi^y*l±I ibFiin dd-.^ nkflJiiilKhimpfiHL rjuLmu vpuiiun luLicrjitiLbfi. 
Rr^iuilnin Jh 

24AI. fipdb«.h H. cL aL Ij-'m- ^ftiLifidiLi o\ Lhd biiil^d'ial Jibkx I III ciM- iLiajL'iiu'xii nt'tiij.usLai 
|cicinAJT.ia by hn.inclKHl'i.LNjLr la\i^.l:ur J Clin MiiiritiLol iTildiJl [Tin 3^'::iri..l7:^ 
^-C 

I.'lK^IXdfdll.-Yh^ldiLU kJfEndqC^. LLul MjLMhbjl K£k IVVj -L-lt^A-^Ol 
2ti frtftnno^L L'a:lkirf-o^>i%."iJird urn-ary iraci lnirLih.'»iv rr^OrtiiK^viix. F»^:l>'h^"iK-h. 
ilkl pfE-idivinn ..Vm I Mdd l:6>fi.7| S 

2T2 Shriuli ^’E. cl n1. biLJ^rlJinii nAmjJ mi: u. Hiji./CLr uF rVjv.^c»7:ilal t\K'k~liL- 

■li^'ni niiiW.>L caii4,\J hi i.Ak^i'.v'jjiirtrspcvifi .% Fh^l J h>?5.24l- 
1152. 

2T.3 fiLijnji'''W L. IkxauaTM. oI urinL'^ 3 I«l 1 l:lF.rbLiulL- hi uXjIe. bi;:9 J 

Mdd 

2T-3 ■SLjrT.iii "V^TI. rl al TmJtmoiL ef (be mulL iuut3ir.ri ^ Ln;J J VFol 

|I^J5|^^Ky5(hVfVl 

27fi Slamni'^i^ r, fc nt Ch^>. uf iht anrtc irfllwjr ■Lj-mlrrci; in vbinmcvi. N fiiigl J Mod 
3'i5i>..''.ii5.4rw-+|3 

2''fi SciriKlaviixLi I. lx al Ri^ ivi llh-nc^x’lw in aniThTTirnl m IH l'Ji|< ^1 iH^V HH'I 

aiNl ^.iiAi Hl hiVJ cflti [ 1 ^ ?njnvn lvD iicK^. and aiul.aLcJ ■x'nl cpillulial E.L*lh [dFclL 
111 -nun |ViS.viii:57-:2^J. 

ilarrfT, kl■.T 1 ^-l.n^g^ 1 ^n F7. Vsjizflls-je'cw vinib: ■3ir;?uni<Fn< nf [xiihc^rtiilb i^iii 
L^KiirnJ rj|.4rilidnjul Clui Ncvtti Aiie 2'A^2.]5:7.]2i. 

J's ?>inaTn BL. Ei jlI i'Mial KNMv LvimirjcniMfc^ u.-a-. ipJ lviUlt ri>Y ^oiiiiF^ kr sinip- 
■■'■mjik aairl is^mp^Hnuk tiKknima A rmr c^rtml -^cjdii. .^ni. 3nwm Mod L'7i7: 
EriT.HI*.S2.1 

2*^ Sun 11., Ijl'anui |]. 4rfc| nacurdJ I i-uiry rrt- urnan ^0 inrOi'iinbi m 

cliirdrtn. ML>l.niD K^iflh Am l'.W| :7.'i:2a7 2^7 
lUI Siirrtwni S. hWhir.l P. pii'-ir lfl1cflk-a N Enii] I M.n3 2iKJl_447 

II^S-IIS* 

2.11 %y^mu KIM fVPjliEji. M i:d^| | M^F :iHU.11i3-WM.>>l7 

292. %3dJMa. IlyrJIxkkA JnifaiiHJh L^mjaiichi jin ln>a:t t]i-h Clm ISkviIi Ahi mj.h 
7?o4 ^^i5 

2jLE. Tlliii ]]A, ci J1 llllk.'Ucp.lkf3a4. uilnlY-sii -ul'■liKdk.Lf d i^jj; arid ul IhIex. "S IIii^I J VIcJ 
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El diagnostiGO de laboratorio 
por metodos inmunoiogicos 
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Antfgenos y anticuerpos: 
definiciones bdsicas 

AntlcuBrpos rnonoclDnales 

TIpos dB reacciones 

antfgeno-anticiferpo utilizadas 

en el diagndstico seroldgica 

Racdoncs de prccipitacidn 
FIjaciOn del conipieareni(> e uihiOfeWn 

de ^ hemajiuijnii^idii 
Racdones d&agyracidn 

Metodos de Inmnnoan^lisls 
en fase sdlida 

Eivimoinnxiikc^^lasis para ^ detecciPn de 
amicLjerpos 


MSKdos enQimoinmunDlPgirxs de captura de 
aniicuejpos para la cteleccHjn de bM 

EnzinonmiiTiDar^tisis paia la deleoriiiin de 
antigcnos 

T^cnicas 

de inmunDlluoiescencia 

r^icas de iimnotlLoiesceficia para 
la P^BCDdn de^tigenos 

T^icas de imuinDFlUDrescencia para 
laclelecdbnde anltcuerpcs 


E n Ids InhoTiiEnriitH Jc iniDniliinlcigfj clinicu, cl cultivc) dc niit-Tocn'p'ini'SiTioH u 
paiilr de cifnicas aUn el pnnctpal nn^tndn de diagnAsttco de las 

enlemedLideK^ jiUecctc:is,a&. Duranie las J^eaJas Jd 1940 y 19^0 lus lecnkas 
ficrutt^^ieafiu uumu la [nniuiiudirufilf^n de Oudin y de Ouehlcrluny'H creada$> end ^inbi' 
to lie Lt inveh(igaci6n. fuemn (nplcmcivtidM cm csoi EabchmoriySw Mas rsnUc. sc pusic- 
j'on en praciica otros riclwlo5 bpspdos c]] conceptos inmunoldpicos ttriskw, como la 
iijaci^Sn del ciMkipleincnco pam documenlur cn I'cirTna rdm^-pceliva la respuesui ininu' 
nimri^del hutf^ped u la iiifeocis.'tii:. La uiviriciPti del ratjiomiouTioaiiifilisii^. el 
inuiiULU]ali!kis y la leenolo^iii dc lo^ l]lbr[Jo]na:> lia niixlificiido jxir ci>mf)letM cl papci 
dc la scnologfa cn cl diagnostlco dc las cnfcniicdadcii ini'ccclosas. Mediantc cl c&fucr' 
7.0 de inuctlDs cienELllCQS y pcmnal de EnboruEMrio, lus mcUKlo!; crrad[)s [Mi^lnjlmcn- 
\e parj la deteccidn de anEicuerpei^ Iirti ^idn redKenados pam lograr Id deteccidn diree¬ 
ls dc aniifcrlMS miciuhtsri4.>s cn imjcstras dc pEicicnCcii. Las Idcnicas inmunuscnjldgicsis 
imcvas Itijii cLspiiindidc cl papcl df] tahnrauido cn la atcnckin del pociente y hnn lugra- 
do eonslituh'sc eumo liCTiacnicntaai dlagiidsilcas uinpUmTicnic ajLicpiaiJas |HiT biiKjuinki* 
ens y rnediens. Sin cmhaj]p>, cstas [ccnicas licnen su tundamentn en ciertns cnnocpios 
minunolr^gkcios b^sien^. Luegnde un breve nepasiadeesces: enneepcns. cr^cudiunemos las 
aplieackoncK inls lecicnles di; la irkmunnserologfa en Ea alenciAn del paciente. 
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Artiigenos y anUcusffos: iteMeioftes ft^icas 

Un anlfj^tin ck un:i suKCanciu quc induce lu rnririocidn dc 
aTiticucipos cn un animul f|ue inmunizii contm ellti en purti- 
cuhr. Casi .^icniprc. ct ^nirgi;nci i;!s Iniriiiiiof^nict). es declr 
puede CNClniulnr la fniinaxzH'm tli; qnllcucrpo^i y unLric dc rciiinc^ 
ra cKpccfnca(.'[pn lu!^ anllciiicrpo^s£ fontuiniii izontradl. Kd 
( ndaii las esJnicluras mflleculatcs que ccimponcn un pnligean 
son jf^ualmenle inmuno^^nicas; las que ]o ^on y son reconoci- 
ppjr los aiiCicucnH^i’ ac (icnuininun dttermlnBntf:!:i anllg^' 
dJcijsi iamuiioduiiiiitaatfs o cpflopos. L£ui caiactcffstit^iLs liini- 
cas do cada antigano dcpcndcti di: Ids tipos y dc las sccucacias 
de amincacidns dc cma prmlcma, dc la cniTipi>sici(>n qtnmlc^i y 
{siruccur^l de k« polisatJridos, glucopmiefnaji y iciclos nudei- 
cus y do hus estmetura'^ secuiidariasn icrciarias y CLiatorriarias. 
Diferentes [ipos dc niuldciilus pueden ccinpanir dclcnninanic!] 
aiilijeniccps y sct rccoroeidas poi anlicucipos djrigidns 
HiC]^ detcrminnntcs. Por ojcmplu. la puicit^n Cl dC: l:t cadena 
livLana d< s'arias dases de inmunoglotpulinas Ine iinali^an m^s 
adclanlej cipnlicoe iklcniiinanlcH CDiiluiles que per- 

iiiLticn que seaa tccunocidca per lu^ misttios antieuerpos. Esiis 
comhinaeuTTWs anligenpj-aatkaerfio sc dcaominan 'Waciividad 
cruzada"'. Las reaccinnes cru/adas de los anlicuerpos con aniL 
genoscomuncsD iruy rc1acion-ad(N pueden serde importanda 
ctfnica cn al^unas enfermedades. Per cjenij)loH se cipnsidera 
que la lc!iiorp cunlkica que ccuJto pejr la enrerineiltid carxl^aea 
itniiiiudea puodc esinr rclactcmada con la reactis id;id cnjzada 
Jc lus antfaenos dc superficic de Ins rsCTopCoctKCPK [S-hemolLCi* 
COS del ^rupo A y varias porciones antig^nicas del lejido del 
nilociu'dio. cl cndocardiu y las v^lvulns canlfacas. del sarcolc- 
iiia det miucardio y del inusculu csqvclctLCSP {v^asc cap. 
121-”''''''^ En cs[e iimdoltp, Iips antieucqioii quo sc desarro]tan 
dur^uite ucia farln^ti.s cstreptocdcica a^uda puoden liicgo unir- 
se a estos epftupos del tejido CLiRlfacsi cor reaclivjdwl cnir-iida. 
Rsta union »ctivn la casenda del cornpleitlCnlo. Qtie dn COfTIO 
rcKUlliidu un dajlo a] milsculo cardi'aco y a las icpdos aJya- 
ccnlcs nicdi4ido pnr cl sislcma inniLtnitarni- Sc (.'{pnKidora quo 
un mecfuiismo similar cornluce a la glnmemloTielritis poses- 
ireploodoica. Los anlicuerpos producidos cootm l(w csircplo- 
cocos del ^rupo A ‘'OcfrilDg^nitoi" pecdon renociottar ciihEra 
cl tejidu renal y eau-sar daAu gloiiierulai: dc hccha ic dcscri- 
bicron muchas similitudes entre los cstncptococos; del gTopn A 
y cl tcyido renal huillano-'' ''' Ademis, los aniicuerpos nmorio- 
cloriales producidos conira el lejido glomcTulnr liumuno lam- 
bi^n rcacciunan cn roriria crnzi:id;i con alguitas po^tefnas M de 
los csUeptococos del grupe lo cual sugietc que lo^s ineca- 
nisinos dc patoecnia dc estns sccuclas po!;c^rrcpCncocicas son 
Kimilares/' 

L(»s anlicLKfpos pcrtcnccon a un grupo dc mol^cula^ do glu- 
copwtefnas relatiobadai cstruciwalinenie que se Eia]la:n en la 
sangn; y on los Ifquidos cxducdularcs conocidns cn su conjon- 
to como imnuiiDfjIrsbulmiis (Igi. Esias TnolKulnsi sim pniJuci- 
das por \m linfixitos B quo expresan Ig de una dnicaespeclK- 
cidad imidas a su superficic. Cuandtt K)s rcccptorcs aniig^nlcus 
de csius cdlulas cneuonlran el Uganda aprupiado, los linFcicLtus 
B proliferan y camienzan a secrclai aniicuerpos solubles con- 
[Ri cl andf^cno dlana. Las cdlulas plasnidticas pmducen, on 
forma individual, ^andcs caniidadcs dc inol^culas ilnlca-s do 
Linlicucrposquc lionen la misma c^iiiecificidad tie unidii al amf- 
gotio. Adoitujs. ul^uncti linfocilDS B funcianan conio cJJuIqk 
proccsadcras dc cnt/jjionos, quo prcscnuin luc^u los anllj^nos a 
jos linkscilos T, esitmulan asl la praduccidn adicional dc anti 
cueipos e inducen la n?spucMa inmuniLaria celular,’'' Ij genesis 


dc la rcspucslii inmunilaria hunyoral y celular y las intoRiccio- 
nos quo slorivnn cn la pnixJuecidn dc aniicuerpos espoefneus 
cstdn mas nlJa del alcance de cste libro y pueden eneantrarsc en 
otras; fuenles ahoendjK j h inmunok^g'ic y la iTtmunoscnclica.^* 
Las inmunoglohiulinns (fg) puoden dividirse en ctncoclases 
bas^dosc on su osirucuira; Ig(t, IgM, IgA, Igl) c ]|;E ffig, 
2- ]). Las moloculo-s dc IgG licnon un peso molecular dc alne- 
dedor de I.^D kikidaltons (kDa], c.siiin rorniadiis pur dc^ cude^ 
nas lis ianas y dos cadenas pesadas y liencn dos sitios para la 
unLftn del antfgeno espeefreo (siilos Fah>, La rogiAn de In 
mol^culu que no sc unc al anilgcno, coinpucsla por pi^rciones 
de laii do;i Ciidcnu-i pesadns, SO Jonutrtin:i lOgidci Be. L£t^ TIK’lo- 
cuJas dc cinsc LgG son Lransportaidas a travel do la plaeenla en 
forma activa y proporcionan nn mccanismo dc inmunidad pasi^ 
vji al reci6i nacnlo en un momenio on cl cnul sus mcewnismos 
Lmunitarios esUn adn on dcsarrollo. Lei:! IgG se divider en oua- 
tro subclascs: IgG,- IgG^c La IgG, os la principal 

inmunogJolvlina del suoro y puede fijar y. on consccucncia. 
:iciivar complentouio. IgG^ o stvn Ijis principalos inmuno- 
globiilinas que se pioducen en respuesta a los anElgenos polisa- 
cdridin y. pm ciiuisiguionit:, a Ian baclorias crcapsuladas, cann^ 
Slttrfiiifii't.Ltis fMfusinmiue y fiiifnit^phihLi in/Iuenznc Lipu b. 
La li-G, m: produce on mayor canlidad ilumnic la rcspucslQ 
inmunitaria secundaria y es muy impunanre en la neutniliza- 
cidn viral. Las moLcculas dc FgM tienen un peso molecular 
apro^imaJo dc kDa y osi jn lurmadas por cincsi niondinc- 

eada una de los ouales sc ti*it:moju & una mulctuk uoicu do 
IgG. Las cinco cstructuras moncundriens sc encuentran uiudas 
udaKOOU OLrjs :i IraviFs dc puCUlOK. disult'unt on hi rogiAn Fc do 
cada monomer;}, y por una mnleeuta de 13 kDa llamadn cade- 
na J. ncccsarin para La agrogaci^n dc la csEniclurn pcnEain^ri- 
ca,"' La IgM cs ia primera clusc dc iinnunoglobulinu pruJuci- 
da pur cl fora y Ju ptimeru on apcireoer en la uitculuui^ luogo 
dc una Inmuniiracidn o infcccidn.'-^ Esla cspecic dc antiouerpo 
tumblcn iicno La capatiJad do fijar cnmplomcnio. La apstrkidn 
de IjiM en siien> cs triinsiEoriJi y su picsciitiu suclc indicar 
infcccidn recicnic. Sin embargo. Iris rdtpucsiaa dc igM pueden 
observarse durante la reactlvacidn do mloccionos vimlos laton- 
tes y duranle Ion fenrmeno^ de leinreccion con el mismo agen- 
to o eim aquellos ostrcctiankcnlc rolaoKmadns.''' AJorniis. Ins 
unlkuerfHiLS IgM pueden peisiriEir durruUo .semanas y ineses. 
segfiri la capacidnd inimmogcnica del agente y la mmunocom- 
pclcnoia del hudiipod. A dirorenoia dc la IpG, lu IgM nu Jtra- 
vie^a En placenta, de manera que la prei^ncia de IgM contm un 
agcnlo iiit'ccciosi} (p. cj.. ruhdolal cn ia sangre fetal o dccords^n 
indica una inroccitVi adquiridiicu fortna Lauj'dniln u perinatal. 
La IgG aparecc cn sucio a las 4 a 6 semanas dc la infoccion y 
suolo pcrsislir (oda h vija.. Los antionorpus IgA sc puedon 
encontrar como monfVmcros (IliO kDn) a dfmerns [41X1 kDa> y 
reprt}ien[un ;i|i¥Jcd(>r del 15% del 101,11 Jc las jninumiglubuli* 
iiiis, sifricas. Lu JgA cs la principal olasc dc aniicuerpos que sc 
cncvonlra cn la^ supcrficicH muonHus y cn Lk Kn.Tccinne.'i unlrj- 
cclulitres {p. ej., calufitm, saiisa, lilgrimas, muciiia y secrocio- 
nes de Ins aparalos inlostmaE, rcspinitorii} y gcnilal). Ut IgD 
pro^cjiia Lina esirtioium Hlniilur u la IgG. etm un peso molecular 
dc 175 kDa y comprcjadc sdlo alncdcdor do) 0 l2*1v> del total do 
las InmtLLifO^lobulinas sericqs. Estq close de aniicuorptis vc 
cncLientra principalmonie en la superflcie de los linfocilos B 
iiunadums y aclilan como receptores celulares de anifgenos. La 
IgE cs una inmunrrglobnlina dc 190 kDa y cn cl }iucro irdlo sc 

cncLicnU'un realm dc ollu. Lu I^E fiC une u luS inastOCklOS y 
bas6filns dc irvmcm no ciTvqknlc a ttiiviJs de su Ft. La 

unidn del anifgona a la EgE nctiva la dessranulacidn Je e^as 
celulas y conduce u la sfniesis dc tnediadtues pepiidiunN ile 
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La unuLul esinH!fi]r:J df lar. mieiuhriis di cada cwslsce At iK^tp^iidiVi rdos. caiknis y dn^ cadc-nK llviia^s} unida.s puencr^ 

LliMillui^i^ y rad'.L linidaj.1 prcsciU:! iluh Mitiit Jc uiuC'hi u.1 iiniif^Cflu. Al^iiiiiHi dr [f! Ucikii dL/ui LLicu|xiiiriilca lLJ.dcruj J cd Iji^.1. picZu u L^kJlipLiifeeik- 

le SiCOCUlT ETI IfAk 


hi perseEn coiisecueciK^iii. l*ys uciticuenxw I];E cnnn- 
plCTl un pupe] principa] cn Lk luacciun^;^ I'p. ej., mi^- 

(ilaxiu). E^tos ajittcucrpos tmnbtdn pucdcii estar ckvados cn cl 
suero de manera iranfiiiDria a pcr&isictite dursTitc ciertas infcc- 
ci<>Tics inic‘itinalcs irnr he 1 minlos>'^ 

En el liib(3raiofi(] cUniCfl^. el diagru^silw sen^lrtgjeo de las 
tii)recC4'C^nesc3Us^;LSp<3rhafterias. virus, ]u'»n^ON <3 pa}iLs[Eu!i se 
loj!r«i a trav^s dc h dcteccidn dc cunticuerpos cipocllicos cn la:s 
inucNirus dc Hucrci obtenidus de Uis paicicntcii. Ciimu yu u: mcn- 
ciond. In IgM es la primem clase de anikuerpos que aparece 
liiej^n dc unn jnlecci^ y. en conseciiencb, el diagndscico sern- 
Idgico Jc una Inreccidn rccicntc puede lo^rarsc incdiLintt: la 
rcalizacidn dc unaprueba cspcclEea pan IgM sobre unn mucs- 
ira unicadc sucria obtenida durante la fuse iccrpnina del cui^u 
clinics dc la cnlcTTncdud. El diagnbscico dc las irirccciEMics 
reckntes lamhl^n puede realizarse medinnte la detecemn de 
anlicucrptis de lipo IgG en mucilras pareadas. La primera 
niucsira delK obtenerse dcjimj Jc los S a 7 Jfas desds; la apari- 
cidn Jc tos sfnlQinas. niicniras qae la segunda mijcsm sc loma 
durante la convaIcccTiciu dcnlro dc las 2 a 4 semanas poslcrio- 
a'S. Un aunicnir> del cftulo Jc aTiliesicrptis dc cunifn s-cccs n 
mayor entre la inucsira del perCodo aguJo y lade coi^valccen- 
cia .Huglcre infcccidn iccicnle o intcccurrenlc. El tfluLo dc anti- 
cuerpos sc define cocno la imersa dc la dilucldn del sucid qua 
adti Ja un tcsuliado positK'o que irwtka la presenoia dc aati- 
cuerpos. Ptir ejempio, si la dlluelPn rcactisa mils alia dc una 
nuiestra nlMensdu Juranie la fave aguda es Jc I en R (tfiulo Je 
fi) y la mucstra dc la eonvalcccneia cs reaellva hasla utia dila- 
cion dc 1 cti 64 (litulo dc 64), la segunda mucstra presenia un 
ifiulo Jc miS^i Je cuairo veecn cl dc lu priittcni fR x 4 = 32, y 64 
> 32), Este aumenlo sugiere qiie [a int'cccidn ociirrid en el pasia- 
do rccientc. La ulilijcacidn dc un aumento Jcl tilulo Je cualnn 
vcccs pani scflalur infeecidn lecknic sc biuia cn lu variwesdn 
normal d!c Ja pmeba y sc manlficsia cuajido sc analizan las 


muestnts Je lu fu^>e ugudu y dc lu convulcceiicla cun el inismu 
ensayu ul iniMcKs licmpi*- Rc paeden analizar niucstra^i uniCiis 
dc snero para dctcnninar cl cslado imnianilario dc un indlvtduo 
frcnic a cicnos agentes (p. cj., rubeola, variccla /osier); cn 
cKtEis cusns, la rcull/ucidn dc ]a pruchu pnede incluIrTU) solo Insi 
cnnlmlcs pnsiiivca y negatjvos si no. aJenids. oims suerns de 
reactJvidaJ conocida que sirv’uj) cuino calibraJorcs para la 
inlcrprclaci6n dc los rcsultados, 

El diugikisticc] scrolcgicu dc Ian cnfcnncdaJcs infccciosiLS cs 
distintivamenie nclrospectivo, dado que rtehe buber irjinsetirri- 
dn algHn iiejupnenire la infeccldn con el agente y la presencia 
Jc una rcspucsta inmunilaria detectable. Sin embargo, las pruc- 
bus scjolbgicus han ampliudo su alcance at ineluir no solo la 
dclcccidn de UTilicverpos cn socro. sino lambien lu dctcccion dc 
unlfijcTiciLS cn divereOS tip^i.s de rilueSllD, Efl Cl iCfilO del capliulo 
ahordaremos en kmninos generalss los metodos de dcteccidn 
semldgica Jc antieuerpos y dc anllgcnos. Las apUcacioncs 
espccfficas dc cstm m^kwioH se unulintarin cn lo« capfiukis 
sigLlcnlcs. 


Anticuetpos monaclonales 

Los antigcnos constiluyen un ‘'nmsaico" de Jclcrnunmitcs 
antig^nicui dudu su nutumlczj dc maLTiTjncjl^uluK Cun Cslnic- 
luras primaris, secundaria, icrciaria y cualcmnria. Una conse- 
cuenda naiurul de l0£ prindpios y i^cnkaai de la serobgfa bdsi- 
ea ba sidu d inicntL) dc ''puribcur” unirgenus puru rejueir ]a 
hctcrogcnddad dc los aniicuerpos que sc dcsanollan contra 
cl los. Ram vCK sc cncucnlran nioEcculus de ant^enos con un 
dnicQ epftopo; por el comturio. pueden existir ckmOJi n indu- 
so miles de posthles detenninantes antig^^nicos sobre la super- 
licic dc una cdula o dcnlro dc una mezcia dc olras suslandas. 
CuanJo cslas mc/elLis Je untigenos sc inycctan cn un unimul sc 
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ifti ndmero equiva]«ni£ tit cIoiks de linfociioSr A pe- 
sar de quc cadaclon piodiioc un anUcuecpo el tenu]' 

tado cs una mczcla muy hctcrogdnca dc inol6cula& dc antlcuer- 
pos, cuya especitlcidad y afinidad a menudo se desconocen y 

diffcil de coniittlar enlrt ln‘i dirErenCEs Itvtc^- Cuapdo 
aiiti<(ueras poltclonaleif iiti|i7j)n en ln:t> de ePiiayo!! 

inmunoldgkos ^onccmiciitn a agcntc-ii InfccciDWii, sc pucdc 
ubhcrvarrcijccivicladcnizada porquc las dctcrminanics nniig^- 
nicQS son compairidos par difeKntes cspecics o Las inaracio- 
nes pueden haber llevado a la evolucidn de epLtopos Id sufi- 
cientemente lelacionados en especificidad para pr^jcir reac- 
cioncs cruzadas detccCabtcs. Los InEenCos para produoir anti- 
cuerpo^ puros u iravds dc la absurclrici cun jitlTgEfLus ljuc gciic- 
ran rcaccioncs cruzados o de pfcparoi aniisucras '^clcnalcs^' a 
partir de auiisuenas ^‘potEclonaJesi'' por media de [^nioas camtt 
la CTOinalo^rfa de afinidad en columaa, ban tenldn ^xico sdlo 
parcial. 

A mcdida quc la ckncia dc las piucbas scruldgkas Cue c^ o- 
lucionando. sc vj:slumbr6 que la dispunLbilidod dc un unticucr- 
pa con alto grado de homogeneidad mDleculiir y con especifi- 
cidad paraun linico epftopc aniigeiiico sin reactividad cmzaJa 
rcsdlvcna miichos de Ids problemas enconlrados en La uliliza- 
cidti dc Ids anlicuerpos |>ollckjnaFes, anticuerpbi nionii- 
ctonales, cl producro de un dntco don de Imlbchos, SLirgleron 
gradualmcnic como un subpioduclo dc las invcsligncloncs 
sobre fnsidn celular y de las tecnicas de produeddn de hibri^ 
dortiaSdcsamollEuiaS pur Kobicry Mihtcm.'' Cr4tciasa mi Jem- 
cubrlmjencOr hoy es posiWe oislw Ifncas donadis de liiiF^KiioH 
individuuks qut prwluccti inol^culas dc anticticrpus unlcas y 
mojioespediricuji. cunsiguictitc, la>j anttcoerpas monocICM 
nales hacen referenda a especics molccularcs de inmunoglo* 
hiilinas unifonucs y LuTmogifneas cn lugtirde a una wrie heic- 
ragt^nea dc inmunoglo]ntljna.s, »»ino la que kc pniduee durante 
la respuesta inmunitafia. La earacterfsllcu principal de csta tu¬ 
nica Qo SC basacn que sc pucdc rcoLizard aislamicnlQ dc una 
linca unico dc cclulos que pniduLcn ;iniLeuerpns mnnoclonalcji, 
sLnoque esKvs linfrKiilufh dc ratdn pueden ''lUsiunLirse "eon eclu- 
|uN dc niicloina de mlOct p^Lra prEnJueir e^lula^ ctlil dj<Nh 

propicdadcs inherentes: 1) la capaddad tic prodveir anticucr- 
poi; monoespeeilieo^ (adqulrida dc Ids linfoeitos parenintesj y 
2] la eapaeidail dc cri'ccT cn forma permanente cn cullivo tla 
cariicteristicA de ‘'innaun^lidiid" adquirlda ile kis cdlLiLiCi dc 
iniclonia). For 1u tanlo, los aiilicuci'pos monoelonalcs indivo 
dualcs puctLcn ahorii predudrse en fonTia conlinua y cosi ina- 
gtitoblc. La prijdufcidn dc ondcijeTpiwTnonDdonjIe.s involucri 
loii «;icic pasos que se enutnenin mas addanle. ttn d necuadro 
3-1 se cncucnlra la irformaeifin adicUmal y I us dciLLllcs con 
rvlacitin uotus pu^s: 

1. SclccciDn del ,rntigenn Inn es ncccsarin que chIc punT], 

2. Inmunizncnyn del animal. 

3. Fnsii^ dc los linfocilos esplcnitos del animul ton la-i tklti- 

las ilc mietointi. 

4. Furmaeu^n de Ida hJbridos productores dc antic uerpos. 

5. Clonacion dc tos tiibridomas aisLidm dcscad<w- 

5. CiihfKk) dc anlicucrpt^H Tticdiaitte 1^ uiilizaeiAn de teentcas 

dc scIccci^n. 

7, Prnduccidn cn masa 4c rinlicucrptiM iiiun^ictuiialcs- 

Sc han pruducido anilcucrpos mcnoclonalcs concm inuctins 
antigcnos clinicamentc rclestmics. periT Ihn apljeaeiones actun- 
Ics dc CHIOS iiii(lcnEi 7 Ht<T jion dema-siado numerusa)^ para ttcla- 
llurluH [jths iiilcRtbidlogus Jcbeit cstai al dfa con las 

fjubljcae tunes iietULilizadaA parii deicnninar que avance-H cn ciia 


^refl pueden ser utiles pam apliear cn sus laboralorios. Sc han 
des^rollaUu amicuerpos ntonocCanales puia una ampliu 
dad de viru^^ bacterias, pard-silos y bongos, que nc utilizan hoy 
para preporar reactivos y conjugadus que forman pane dc 
muchos cqgipns etc pruebax dc tnirmnofluorescencia y enzi- 
inolnnnunoanailitifi comertiales. AJemSs dc h deiecci^n direc- 
la dc las cstructuras anlig^nicas mLcrobianas (p. ej., polisacdh- 
dos capsulnrcs. anlTgcnos dc proicfnas dc membrana externa), 
los aritiauerpoj moucvloitaleji hurt sidu cambicn desartolladus 
para la detcocidoi de Los JaccoieK de vimlcndu pniducidns pur 
los mioroDi^anismos, como las loxlno.^ generadafi por las espe- 
otes de Sftigeihi, las fimbrtas que median la ailhcrenei^ de 
EschcfiduQ fo/i uT\Tpa[i5Ecn«. loi enteroloxinus producidas por 
algunos serotipos dc E. t oU y las toxinas A y B prudiiaiilas pur 
CtfisiridiiTm di^rite, entre Hsta c^lralcgia 

introduce una manera total mente novedoita de mirar la relacidn 
entre Ids microoTganismos y las enfermedade!' inf^Ctiosas, 5n 
lugar del enfuque cojivcnelonal dc la iklcceidn c itlcniincaeidn 
dc Ids mlcraarganismos, cslos icaclkxrs permilcn la detcccidn 
espeoftlca de Faciores dc virulcncii] que pixxlcn cstar comparli- 
dos por varias especies bactertnras asociadas con un conjunio 
de sintomas determlnados For ejeinplo, puede ser mas impor- 
lunte coiittcer que un» tuxinti cnitfricn l.i causa dc lu diarrea 
hiparosim^tJca qua rccibit la inFi^rniaciun de que cl paciente 
csla infeclado por cspccics c o por una cepa dc E. cvli 

enteroroxig^nJea. 


Ffpos de mccionss de antigeno-enticasrpo utifizadas 
eff et diagnosiicD seroiasico 
Reaocianes d? precipIlaEldn 

El tipo hlsicD dc rcaccidn antrgeno-iiLiticucrphi> es la teaccidn 
dc prccipitacidn. Lsta rcaecit^n se presenta on Ioa :>iAtcinaA dc 

ennayOH que permiten qua la lihrc dlfu^idii del ontigapio y del 
anticuerpu enfrcptc a uno con cl ocra, En un puntu cn'iicu dc 
intcTlaZt cn que las c-^^ncentracLone's sun OptiiFius. m; lorniii un 
|]ieL'i|i|[Eidt» yihiblt: cttriipucHio ]t4>r antf^cOus y miiicucrpos 
combinadus. En un si stem n dc difusiun s^mptc, cl anticuerpo 
sc Ittcorpora cn un gel de agar dentro del cual se tlifunde el 
iCgcno, En cl mcnnio dc inmuncxlifusidn cn lubcF iOudink cl 
antfgenu xc sicinhra sobreci agar quecDiiliene el antieucrpt>> 
sc formaji utia o miis Lincas de precipitacidn en La» zouas dc 
cquivaicncia '"^Bn La inmuriudirusion, rndiul. sc Lncoipora el 
antieLicrpu en un Licar quo tbnna una eapa sobre un pohaobje- 
los. Lnego <e cdUks el miilerial que eontienc cl antigeno den- 
Irodc un ptx:ilk» circular (rurl;Ltk»cii el ag<u'. DuruUlc hi incvlvii- 
cibn cl aneijicnu se difuude denliri? del a|iar > ftH'nia un anillo dc 
prccipitocidn. El cuadrado del radio del onilloc^ dircctcuncnic 
proport ional u la cuuiidad de antigcno pjvscnie cn cl maierial 
decstudin. I’tilizando una dilucidn seriadadcl ant^^ucTocs po- 
\j]>k [leieiminar dc niancra vcmiLuanLiiaitxa Ian LonceiiiraL'io- 
ncs dc artirgctiD cujnparundo lo,s diuinclios dc la rcaccidn dc 
prccipltacidn pruLEueidiFs pL»r una st^Lueidti dc Jitirgcno tic cou- 
ccnlraeidn conoeida con cl ditimetro del anilLo producido por la 
solucibr en esludio.’^-''' HI prucctlimicnio dc inmninodiriiKirtn 
eonvcocittnal uiilizadu con iiiuyur ficcucntia ca ki dobk difU' 
sifin. En csta i6cnicu cl anligcjio y el anilcueipo sc culsvan cn 
pocillos ady accrues y ac difunden uno hacia cl niro. Luc^o. sc 
furma ana Imcj dc prcLipilucidn cnlTC los pocillos cuando se 
alcanzan las concentrnciDncs tic cxjuiHalcnciii lai dahlc difu- 
nidn puctlc requerir mia mcubacirtn tie itjistid 4a htn as an to dc 
obccticr an rcsultaJu Lmerpt'clable. Lj cunirninmunocluctrv- 
Torcsibi (CIE> uiillza lu idcnica dc la dobic difusidn, pero upli- 
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L SdfCidte dd >iiLffcg<Hia 

[ju wCicsIcrpiB nmackmlci pwlcn pitickiinnic cmCni cvMJi|iiicr lastHodji n^nacjqHli ccffiQ w. pat d ilitcru iHtiLimjitJD^ clc] unnu] ifiic ■Cril 

inycciado. Ei kkaJ bi utiliEiCLjlifi dc im irrtLgcna pnro. En rtalicliuj. ckftDi ■iitf.gcwH, coma loi fdirufM porifindof quEmicifncffiCE vtiHizidof pm Ide 
CD^^w (p. ejn (tiicurui). pucdfli scr boroojpSnm. Dc iDdas jitaTtcm, nuTK?-! pucde niniMazv qcc un ddtnriijuinre uiTifcbikv fornyilu pjr un 
^pirtipo. Ei bctito (pje se puedm kicUlz-itf Lmpuraii:« Ia (woductkki TfuTtMxlomle^ iici[wrcafti« vtncaja 

wbft Ids roitwtoi OpnnxitCiwiiplet por^ In ppjiiiiK ^r M Vl d* 

2. IjimtmkBcidn dc aniniiks 

Lm pirncijialn •□bjctivai dc lof piw-adirTH^illDc cSc IrTuudniTi^cifn son EstrriiEiiir cl BEtrnu innnuaLliinD del dueiuL pan cl ripuki icLTihiiKnilJCiiEo dfr Ti'iddi 

|cH lEtfuciKis ipycctadosi. In fliiiirm cdimolidiln d< las dwKE dt ILnfocifos B y baw que las s^lulu del bazo te rrMhlplk|urft a ^tktddad. 
Lt cepa dc nloKs BALB/cJ ci k mis utilizada m la piwlucdflm de aobenerpos iruBPOclaiialcs. El aotTfcoo sc inyccti por vk subcuULJKa □ inCnpcritnoc- 
4l. c-oD lA InyweiOn sniuhliKi de wlyu^mie dc Freund. Un uiyccctom sc repiten «inteivaloa- ^cnuntlcs y ac da uju jnycccJda Dnul dc icfucrzo pvr ‘b'Ta 
Apmxiiiud&EticiitB 3 dlki miua dd k disiciiddd ild lu cdliiUi ddl buu. Ed d flul del dsepiau^ dc liiyiifdocica^ d ttcijiu] cd y m It 

eitrsie cl hxrn pn fcwfim aifpdra. 

X FwbUWi de JinfodiiM cfipknlcoi y efluiu de mMoma 

St cc4dci tl bMJ.o dd animi] cia un media dc cvltira con airtilHdtiei.'K. Se disgrega d bcjldo cspL^nico pm ILlicfar bu cdLulas y Zormir una KUfptn^Ldn. 
EUt DUtcfial sc pasa a tnv^s dc uu malLi para oblencr cdluks ai^adts. 5c ugrcfa y la auspcfuLdn s£ ccntrii^i^ para dirDlmu lai triCrodlos. St 

Ic Bgrcga polrctUcflgUcol (PEG) a La subpensj^B para icducir k Itiuidfi nipciEIcuii cflukt-c^kik; cato poiibiEti que lu c^lulu sc cocwatica muy pr6ju^ 

imu entre y qu? nih rncmbraiuE u fuilamr 5c MLipapu) 4irP3etj!|iLi]fi'iKidD (PMSO^ a Iq. uicKtlD de fuidite pan Tnuipiiziar. nliiX cl cDfUpcLu cubr 

]iU cdulas. For dtricno, loa h acoTHKlu. pev ccmrtFugacidn mutvt dkjruut 5 ratnuccrsi tn pcqirdSas puTfciilaa. As(^ oJ fiiul dc cuoa fusos^ Li pfcpi- 

T]K\6m cM formoda por cdhikt dc ttikIottib nu fuskmdis, linfodtos nfi ruKUxi«V»s y a1|UJias c^Euk^ bflfc^iN fiMmicks Imfivrlo^^idKdc 
{debt tcDcrst Cfi cuenta que lai^ linfodto^ cspiffiiiXH y k4 cd]uk& de iititJctiui fu.^bm]fn etna una (rteutneJa Jc Mi* t cada lO" a lif edltiias). 

4. SdcccldB dc ks Mbridoa litfodififtK^liilK dt mkloiiia 

Lip cdlulu dc inicloniB do ruuovudas sobrcposiu] idp^menlc eu hi nveimindo a Ioe hibrUltH y dtfcicn w cEiraLoBMlas de olguru nuMra. Lie c^lulas de 
mklpfiM iifil!»dat pm U fusidn rrctvn en pmeucu de S-uco£Cuiiii[U 4 un (■rnwoqiue pnsducc la inhibiridn pcrnuncDte dc- li pmdwcidn do tiSpoicAnli- 
na fi^tVMirLH<Mill£ 2 utifera.u [HRPTj, uu efuimi neteurla para al crecIniiHUoccnrJauo. f>l las c^lalis HRPT »£aaivoi ux\ &uspefidihdis en un medio ctMi 
tiipoMBLiiUH uiruDopleriiLi y liuuduu bDcdio llAT.k s^iLo loS t^^JuldS- del bibridurua podrin or«cr con Escas e^Luk'!^ boFetka HRPT de lot liofociEo^ 
tspIdftlctM- ecin ]qsi oLikb Ht hui (\uiwnBda y putikn sobrevivnr. La uredDopteriaa prt-ictttti du d cnodiu iclet^d^o IL^T lumu Lu ti^Ldas- dt niitliMiu iw 
rusiooDdis, incopKCb de sinleiLzjr DNA cccuo consecuejxu Je la dcfkkKtncf] la produeddn de lIRPTrTvDlbifa sc debe recorder qve kn KjDfoedtDi 
<lpL£ltiC01 tW (uaiorukkie^ rtVlL de iJciuuki dTu en plntin de nddvLi; pir rmiigiiiCTiae:, cn d mediD EiAT Hgin Milicrvivr d hilindq fiiMcimdi] 

Hflfodu-e^lab de mlelofni. 

5r dunacidn da cHuIbs del IdbrkloDU 

Las c^lukk hRprida^ Lndi^iduile^ que prvitwieii d anrLewrpo lIocbJu w! dcbco iblaf y ercvcn coma uAekni. Piin CMC pwpOvkn, 3C pwden idilwr 4wr 
D6cbicai; 1| dikitji^D Ifauu y 2) crtciukcui cn un ntdki CL>n dt ^pn. En lulik^kAdt diliJ\:L(#i jrqiJic u dcMc dyiii^eUifU Li lUjipetiilqki dt tkJlrKiJi)s 
(liw^ de mixiiao crcoiciutfLtD) sc dLLuye y se disJtiibuyt denCro dc cma btnc dc pK-ilLos tfUhiLti dt luu niictapbca. Las diludDUCE ^t culiulan it femu 
tal qoc cida pwiMo conten^a an pcrcrxdn dc Fddo um celula {|ue pwda etnonccs pf^ieir un dnico cIqh pfodtiefor dc lutHnjcfpof. En el mdreckv aticnu- 
c|vo, uiilli-^ndo teJ it suplerntuicidn con runuK^^dos y andl^i^licps.. bi$ edtdat hfVidiis cn di^isuSn (qrinin pci]uefitw airnrftnmkfiin^ dc 

fomiatHfdrlcai. Ktids c^tans petden liimajMie eoa uiu pipeti pasicuf y imnsfcnnic a miCftxubtA |^cu :%u pih[erL4iq' euJcKo y rirulnitnEC dtieriKiiiHT cud| Ot 
LtH ojitkucfpub dcscuJkhd se es4d. pfmlueiendo. 
fk Crlbada de loi flntkuerpoi deafeadoi 

el pasn de (vsifin dd pmcedimicnio de pmdwddn de Bnlkunpjs inorxiclcMuU« le pwetlen hiiber fiijc™wk> muclKw linfodtiifi. idemis dc Ich 
i|ae pnxtucien Ins aTiikixrpns mtwK-liDKalet^ deseadcrt. De hatha. fuennK df] de La<i e^liilas hilvidu ulecvinn^^c pcnducaii n^lmente Ins $nbcliei][>4K 
tspccflkas ducados. coji7ii[;ujtJitt, sc [tquLcrtiian^kiJs que dtttnuiJKa si tl aDUcutipo desudo tsii iltikki producida por lliuas cclubiKs -kcltc- 
cJoawlos. P^a csla fasc del pnjuidLaiksLo sc puedc u4iLi£ir radiunjiLjunmiadlbij. LEUDLUkouklLisb LLfado accLumui I'ELISA), L&okzas dc prtcLpiiati^n y 

t^nicu Jc lizmdcxcncuL. 

7. ProdocckiB en ric intkneirpoe nrumodciftalfa 

Una tez lelwtinmdn d tfon de Od-lulas hltritLiv drseidn^ d prt^xiino paso es lapnMluoeii^dr ^mndca cflnHdadet dcL xntkucqpn monnclonaJ. Pam cl 
CTCL-ionicniu de] clim sokcdiinjiLkMle bIhciiLLS puedc In ewidod perikincyl de ni^mes, pfer'cannciTKDLc dc la irrisciu cepu uliLiraili i>ara 

tl ilticillde inn^UhJullChytl. Primefu. se inyKCp en In civUlaJ periUiMiil un Lnif^le- LHa^uk-u. pur rjriupio pru-liutk pun prvJuJr'iE vim pcalUniiMSi qvC- 
dllcj. Luego. EC iDycctnn laACfloElR hibrickide b Ifa^LirieLccciqaadadcatrD dc b carLdoJ pcritunriL. En cl IruuctLTiu dc lot dJai ic dcjuumUa un lumii' 
eoDondo como hihriftnirui. Efire lumnc produce grarulK oinrtidiiies do intwutrpoi moDoclonilcs quo putden ohrtficno por ospinuzidn dtL irquiJa as4M'[ijto 
a nintrde b w^dod penior^al jfcl rjflrtci, Un nifiAn quo iicue d (uu»nT pyede schicvivir ernre d y duFswrte \fw nwl« ic pucdcB iwolectaj 

gniodcf cuilidadcs dt BficLcuerpos. Los hlbridofiLis kmhltn puthbn cicctf en ouSUso ik ttjida i pafUr de kvt oiultE ^ p^oduc.^e^ aaucutfpc^ alLLnuiiit 
puiiTK^adus-, sb Ju pnieritual ctwLaatinadrtii del mictu, b inLcricnniiria du cipycificji de pn.Heijw de b AscItis o b leitlKvidiid txuzadt de OJlliCLlcrpob dt 
biLictcocT^ljbiliiJBd doritTidcn de loa reyidoi del mtAn. 
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ca unj corTicnlc difcrtricu cjuc pasu a Lravf^i dc la mairi;t dc 
.supvTlc ilc pj.ra uLvIcuir la mi^nicioH del utllij^enD y del 

jnljfucfpo uao had a el ctrt>. iislos m^lodos pueden utillzarse 
tanto pans la deteocinn de anticueqx}& como de pne-^ 

sentes en tkiiiidtjs ecirporales. 

Unaprccaueii^n pani (ciicr cncucnta Juranic la rcallzacidm dc 
(us pruccdinuetitus de predpitaciAn rceonocer la pcisibilidad 
dc rcacckines falson negarivas dchida^ a Jos rcndmcTio!; de pm- 
zona o pmizona. !si el aniicuerpo ^ encuentra en exce!!a in, 
deeir, cn una eoncenlnicidn dcmasiiidi^ elevada en rclacidn con 
d anti'gcno dlb^t^nlblc) licnc lugar una luceldn fal!^ ncgaiiiid 
Ipiozuna) purififc nu vc cstabkecn ki« entromadus 
que romuTin cl prcdpilado visible. For cE contrariOn la& reacclo^ 
ncs <lc posizonu ocurrcit euando cl aniigeno nc encuenira cn 
exceso y ^e Snnturan los sHhk dc unlc^n del anticuerpo con niill- 
geno, dc maiiora que no fonn^ cl crttranwido mulceularcai^kc- 
lensticD tie lu reaccldn dc picdpiLici(^n. Cuando !ic prev^n alias 
conccntracioncs dc amtigcno o aniicuerpo, sc pueden cvitair Ics 
falsoK ne^^tiv^w dcbidcis :i |(H fens'Vmenosi dc pnv/ina y potiuo- 
na, Tespeccisaniente. realizanilo pruelva^ repeiidas con dilucio- 
ncs >criaJas Jc las mucslra;^. Ln zona dc cquivalcncia sc dcHnc 
coino cl niii|:o dc la rchicidn dc rcaclivos que da eomo mulla- 
do la maxima prceipil^icm dc lus ajiligcnus y Ium :u1(icuCrpu!i. 

Todos los tn^todfls descritos anlchormente fucron ulilizadcs 
pani la iteleccibn dc antigenos hiiclcrianos cn liquidos corpora' 
Ics. anOo cl liquido ccfahirniiiufileo dX^R): sin cmKargo. la 
CIE fuc cl unico mdlodo acepradoen la pnlcEica clfnica clcbtdo 
:i ]j iclaci^u rupidc^ de ]a prucba t30^60 minutos). No obstan- 
le, non este melndn hn sido reeinpln/adn pnr los proccdiinicn' 
los dc pmeha rapidn dc aglutiiiHici^^qi y dc co^ij^lotinacidn I 
UlA'indelaHlC). Los RJtjUxIOM [le doWe cllfusidn se UELiizaii toJa- 
Via cuino ay uda para cl dlajiiiusucu dc ttilccciuocs ftingicas si?- 
icmicas, eornn anpcrgilohiN, blustumicusis, hisl^ipLiumusis ) 
eocddioid^xiaieofijs {p. cj., ptoebas de inmuni'xlit'usiiSn para 
hongosl.^'*'' Kn la inmurnKliliisidn pani honpis^ se hacen rcac- 
eionar lus nnli^geno^ piiriflcados a partir de los pald^cnos fun- 
gicos siscemicos con los sue nos del pacicnlc y de loi conlrulcs 
que conticnen nnijcucipox ert uiia pritcba dc doble difusido. 1^1 
desnrrollo de lineas de poecipitacidn de identidad con los ^ue^ 
Rts dc ItK co[iin>U;s ptusiiivon y co(t el svefu del pacieiiie indi- 
caii La prcscncia dc anlicuerpusanlifdngicos. La preseneia o ta 
nu-sencia de cic^rtas hiandas dc prcuipitaijlun {p. cJ.h bandar H y 
M observ'adas cn la inteocidn por ffiaioj^^ijutnti cap.'iftftHwti, 
handfis ikntiantigeno A cn lu infeecidn por /J^^.Tirinrycf v ticntuf- 
iittdiM pueden lencr sigjtifioado diagmSstik.'O y pnindstieo piua 
cl irjiatiiicttlu.''^^ '” Si blcn csLus piucbas ticnen uJtu cspccifi- 
cidaJ. prcscntan una scnsibilldad inadccuada ) sa urili/acion 
ha si Jo celipsadu pur nuc'^ias mi^tudus serolbgicos ^p. ej., 
deiecct[^n de antigenos, radioinmunonnalisis, ag]utin:a:ii:Wi de 
parlk'ulas dc l^lcx. cnzlnloininomunillisis} y riiulcco Lares 
famplificoekirt de genes).-'-'^'"-'*''"''"- 

Lai inmanodifusi^ii tarnbicu cs la base dc la pruclxi de exo- 
nnCigencis pam la identikcacidn de pardgenofi fdngicos 
cos. En este nklodo, se aplka una ine/cla de agua y 
Mcrthiolatc* Jurdnie algunus horns sobre el agar en pico dc 
Haula- El citfaclo acuitso oblenido so conccLitm y se hnee renc- 
oiunar cn non piucba dc doblc difuxinn eon ariisucnis ciinlr^ 
H. copuiUttiimr H- {i^watitiili.'c, C. i^pwrifErj y especles de Asper- 
^aUis Juuio con los conimles de anLfgenos adccuEidos. 24 
horn do Incubacidn so oxamlna la phtca do iinntiniHlLfusibn 
para dcEccInr Tas lineas de iJeniJdad cnLv cl cxlraclo inlcchal. 
I OH aniisucnis Fuiiukus y los anllgcnos contnci] para enda miem- 
Qrgsmismo.''’A pcKtr dc que 6r:lc intfii>do aun fie iitilLza paia la 
i-dcniiftcaei^n dc i>an!yjien.os Wnsieos siskmlcns, la dlsponibili’ 


dad dc sondiu dc nuclcleos para cslos agentos propur- 

ciorta eiCTijis ventajns, c»mt} In uliliz!icic!in dc colonias mSs nuc- 
va.s y nnenas niadiiras. tvsoltndos con un valor dc curie ra^ clu- 
ros, un lieripo total de respuesta del lahoralono mas rapido y 
una iitcniilkaoibri cspccfrca.'^-'"-^^^ 

Filacian del ccinjiiemeiitD e intHtiic!6n de la nemagiijlli^ciin 

Durante las dldmas tres d^cados, los m^Kxlos semldgicos 
paru el diihgjidstieo de las enfermedades iafecciosas han cam- 
biiidoen forma higniUcaiiva. Los nklodos m^ anligitus inclu- 
ycp la njudk)n del ccimplemunto (FCi y In iiihlbkion de lu 
henuaglutiuacfaSn Ainbas pueJen ulilizarsc pnra La 

idcntificucidn dc ontij^'nns viralcs Ico general, para la tdcntifl' 
ciurion dc sinjs cn cultivos de lejiJosl o para dctectar anli- 
cuerpos cn cl sucro dc los pitcienics y cn oirus tipus dc mutrs- 
liiLS (p. eJ., LCR|. 

El principio de la pnicba de FC es bastajile sctKillo (Eg. 3^2). 
Pirj ikiecmr los nnlicutcpos cn c! sucmdcl paeicniCK primem 
se calieriEan las muesiras a 5A X dumnie minutoic crai el fin 
dc insactivar cl cumplomonto cnd6gcao y so coloca una alkuo 
la cn un poeilio dc nn^ micmplacn. Luego, sc Ic agicga al poei' 
llo una cantidad titulailj de Lornplerncnlo y dc undgeno (espe- 
cffjco para el anticuerpos por detectarj, se inezcia y ineuba 
duraulc toda la nochc. Si cl anticucrrio presence cn la mucstm 
lIc sueru ilel pucicnie '‘recunuce ’ al aniigcito, las dos mo]6:u- 
las sc combi nan y ct cumplciiicnto sc ''llja^" a cslo coinplcju 
anligeno-anticcicrpo. Si no se enouenlratt aniicuerpos espeoifi- 
cdK ecinij^i CSC aniigeno. no se ferrmar los inTnimoconiplej[os y 
cl eonjplcnnenlu pcnnancue librt u ■‘no fijado", En un pas*>pro¬ 
ximo sc le iigiL'guii a] pocLIlo crlirocitios fpor lo general, rwliiosl 
que w cncuoalTun ''sensibillzadu»^' ton unticucipus u:aticrUri>^ 
Liticc^s. Si durjjne el pdmcr pasu lus inrnunucumplcjusunlcnm 
CDinpleriKnlo, £ste no se encuemra disponible pam unirse a los 
crilnociuvi reciibicrios con antic uerpos y. cn consccucncku los 
crliruciios scasibiLi/rados nii pueden scr lisados, scdimcnian cn 
cl rondo y lonnun un “boibn". Tor tnru liido. si nu ?ic rarmarun 
Inmunocomplejos duranic cl primer paso, el complcmcntD per- 
manece lihre para unirrv a los erilrocilos rrcubicrlos con anti' 
cucrptis. In que daconio resulLiJn la llsis de liKeritntcilON. La 
lists dc las ccluJas proitucc tlculro del pociElo un cambio cn cl 
eolur de loM iCiictivus a un tojizo difuso. A pesar de que La FC 
ex aun valiosa futra cl iliagndsiicu dc ciertas int'cccumt^ (pnr 
virus innucnTiii y pftntififtueriKa, merLingilis por C. itnjtjius), el 
pnK'^cdiniienLo hu sidn suplantado cn gran m^ida por los enzi- 
nwinmunoanalisis y por la inmunonuorc^ccnciu indircctu pant 
lu deteccidri de antkuerpos.^'''^'''’' La FC tainbien puede utk!!- 
zarse pan. Ja identifieacidn de los virus que enreen en cullkn: 
sin embargo, los inmunrkan^Lisis de tluoresccbcin direcia o 
inJirecLk son nilts rltpidos y ban reemplazado cserkcialmcnic a 
la FC para cbic propdsllo. EL pnaocdimicnlo dc la PC bc descri¬ 
be CFi cl pmEncDln 3-1. 

Los eritrocitos tambicn han sido otilizadns enmo transpirta- 
drtEcs de antlgenos pai^h lii deteecL^n de antic uerptts virales. 
Cicrlos virus (p. cj.. iub6oliu vims inllLKnza y pitriiinnuenzn. 
vims sincitinl rci^piranirio^ del surampioit, dc Iq.s paperasj lic- 
nen aatigenos de superticie que son hemaglutininas; es deeir, 
se unen a los hemaifes y forroan entrucruzamientos que dan 
conxk resuhndo una agluiinacit^n macroscdpica. Los unticucr' 
prts dirigidux conira vims cspccificos pueden inhiblr Lu ngluti- 
nacLon mjcroscupica dc lo^i critrocitos "sensibilizados” con 
unlLgcnos viniles. Esta reaccidi) es la brue del onsayo dc la IHA 
(fig, .3-3j.J-'' Lus infcccitmcs causadait jwir los virus hemagluti- 
nanics pueden ser diagntKiiicarse de inanera rclruspccEiva 
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EriifoclLos recLtialenos ■ 
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la pruaba 


Fl{|ura 3^2 PjiKha dc lijvidii 4lel ctinjilcincnro lin h ciapa uno » mcFcIfin nncigtnn. aifkikufrp^i y compIsMTit^ncn. Si; d tmigcnn y d lUMicu^rp^ k- uncn. cl ccm- 
pJuinffiBO Fiji y bcti inciiiiiLjL Jc i&uijiij.r Hohie lo^ ehirocBbot neci^icnu^ dc bJilJcuc^^rpib iiJkuHiuiJoH e^ji Id iJi:rs. Li n^»:<Lii!ifi fiiifiL ap^ucire ounw tn au^^-nciLi ik 
heri¥^lisih. Si cl iwCg^rw y d 4rHk’WBpi:i nci irntn rn la ctflip;i unn^ cl dwr^lcmi^ntri (m %c lljn j pcrrruuwct Ijlipcf pari aatijir u^lwr Im cricn^ciifls rsruhjertiH 
dc DnUajcrpiA aiiiciotiaiJDv cn Ib cUipa El rc«-ultjiJii rinal opajircc comc> li heinOlB^if dc cnlnxriloN. Ljk ^Lul^ nu IkdicjIiz^i^ !<iJim£iiLiin tLiitrrailtlj lUl 

1x46fl cn cl ccntri>^d CfHidn ckl tuFin, rriicatni-^ quc lucdluCiN hcjni>l i/.adai prudiuicn uniicakKniEiDii rii |i/:i del irL]uidL'> chie muy [?4 k:iix ii Hiin^iokj ccluln. hcilijncntii ■ 
iU\ en cl fcntni'Jcl fnndis del BMttu. At^Ac: unliAicn^i-artHfueiiMi RciJiMii#jH> dc LchimJ tlS. Clmicsil Vindcicy FqlaiklFq: SauiKlm, I^Wi 


mcdbnic lit ddcrminatirin ^le un aumenlit de cuairo vece^ o 
mds lid [Iluludc iinlL'ui:rpa& quc inhibc lu cupacJiIuJ del iirui> 
Jc jjiluLmar a li]?< cdUMcilW- A Ji: iltlC In dcicicdun dc 

aiUtcucrpos antinubl^ola y oinos agciutcs virdc& s,a realize ahom 
por medio dc aclulinacidn dc purticula!; de IdtcXn enzimoinmu- 
noant^liKif; o mmunnlluorcjvcnda indinrcui cti la mstyoa'a dc 
]i>!i iiospiiuies. I 41 IHA i»an se uilli^d en algunon lahoRitoiiw de 
Sidiid piiblim y dc rcfcrcucia para vtgtiljnda y dja«nd:>t]co (p. 
cj.. scrologia para Fiam iridac, Bufiyayiridae, alfavirus ).'■■' El 
pnK.-v[liitilcn 1 o dc la IHA sc describe ci] e] pm[[icol[] 3 - 2 , 

RBaccionBS da aglutiitacidn 

Las tcacciones dc aglutinacion sc pitcdcn deftnir cocno la 
agregaddn itimioioquimtca espccffica dc paniculas (eritmei^ 
los. parllculas de lUlex. eslafilococos) rccuhicrta.^ con anllgenos 
(> Con unticucqios qoc pueden uiilizurhc pam itcieciar aniicwer- 
pos o anUgenos sulubics. rcspcctivainctitc. Lois iinlfgcnos o 
anticvfcrpos c^tan nnidos a cslas parttculas por fuerzas clcclri' 
cas imiaEnoleculares a por inedia de uniocies covaleotcfi. !ji 
aglulinaciilin dc estasportfculaN portadoras opera como un indi- 
cudor dc las iriccritccioncs anllgcnu-Emticucrpoquc [icnen lugar 


sohre la ^uperficie de ci^ioh ponaili>rev. Eo tin principio ve tici- 
lizahan los crilnxiLos cumo portadurcs. EsLbs c^lulas ten fan 
qtic scr iriitLuliis cun aclJo idnico u olnM agcnics porj esLabiti- 
zar sus jncnibranos y luego fQrmoljzadas para aununmr la 
absorcidn no cspocltiea dc pcpiidos, protelnas y polisacdridos. 
Por ojcmplo, en la pnicba dc heirnpliilinacidn pnsii'a fPHA) 
puira la deieccidn de anficuerpos de mb^ilft, los erilnctciio;^ ,‘ii>n 
Uiiijdus con rurmaLdchido-pInjvalo al Jchfdu para que el vims 
dc la rubeola pueda scr adsorbido sobre la supcrHcie dc la 
niembmiia. algunas proiemas. ^ nlilizAban agcnics de 
acoplamicnio qulmico con el tm de unir en fornaa ccavalenie la 
procefna y bs cntriKltosL cslos agcntcs lUncioniiban paraalgu- 
nas protefnas pern no paru otras- Eu I^f55 SC "dcictibri^'' quc 
las esferas dc liltcx dc policstircno de timiario uni Forme ID. HI 
ntn dc di^metm^ cran puriaJnms irtcuLcs para lai; moLdcutas dc 
anil cue rpos, dado i|ue la^ superlicies hidrdFobas de las ehferas 
Unfair cn forma cspccffica c irreversible tu icgidn Fc dc las 
tnuldcula^ de IgO- Lon mufgcnosi, ettrrlo Ins puliKacaridos enm- 
pkjos y las protcinas, podian lambicn unirsc a las esferas dc 
Idtcx u Erav6< dc Un gnipox latEfalo qua cstan pmsentes cn su 
supeilkie como resultado del pnoceso de falnicacirtn, En la 
actuaJtJad, las csFcras dc Idtex son las ponademts inAs utiliza- 
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Figure 3-3 | j dr mliihjcidn dc la Ix’irH^hitrwMvi tn ffPim^. Kn In ^1,1^11. l^o^, nK^cli^n vjtitc lui'iKugluciininvfii y F.a h ^rip;a 

:>c aj^ic^n lus cihli'tH.'iluh. 5i crh ]u clu[|u iimi kti^ .uiLjL^lcfpcti m: Luh£ii j liih hicus, idsLiK^ snih it^liihiiDitK )' imi- pi^cd^n I’fi.'a.Uji^qr In [^CITks4^hil;iiyh'i<W ^ tilil;ri.'k;i- 
EfK. !^i a\ l^ii i!lLi]ta laik^i Un nii ^ □tkl'd i Ins. -hlniv, ifhCLis [vriruinc^Lcii iiLlikns y a^kihnan Ick frilntcibn -rn !□ clapj ilns. Ljs hi^ma|jluCvTi.iiL'M'Tn apiir^'^^ cmrrin 

LIU i:-d|u u "rubi^rLk"' Je p^qaefli^^ •fn e^I fitiJo Jd lubo. L^i-^. o^hilas- ni> lucL-fidl^^. f^midrido an Nholi lIe^iiri Ji^] fii^ndu iJd luKn. 

'HctlihuiiL^^ dc ijcLirxin^ Clirl^Dl Vjmlng;). S.:kiLJidci^.. 


djis Ins de jigluiinacit^n. pniehais de agliiiinnciL^n 

dc p^nlculjs dc ljitc.x suck'n rcali^arhc ^obrc ix>na»tiijctti^ o lur- 
jclas dc carton rccubicrt;is cun plafilico. Lws csfcrj^ 4.bc ldic\ 
TCCuhicrC^s con uni icucipos cspccdlcns !>i;9n l:i bust; Jp lu^ l^me- 
ba*; de aflutinacidn dc pan ecu las dc lalcx para cl antigcno etc 
cripttKXMr'tis (CAI-AS"^, Ntpritli:in E>i;ij 5 nftsiii;, Cincinnaii. ON; 
rfyino LA* Inicmalton^l Bioloaical Labs, Criinbury, NJ; 
Paslorcx Ciyptocuccus'^'. S:lno^J-Dia 3 ^nu^tics PaHicnr. Mames- 
lu-CiH{i£i:ilc, FriiiicLj), lu>i ciisayu^ tic a^lutiiiacidn dc pLirtrciiti^ 
para la dctcccidn directa ttc cstreptticneos del gnipt> A cn mtics- 
iras dc tiisnppdo faiibgco. pmcj^cms comerciales para el agm- 
puinieiuo seroldgtcn de U*y, esirepliv(»cos |)-bciiiolilii:u> (p. ej., 
Slrcplex*, AblH>lt-Miircx, Abbott I’ark. IL} y cquipns ulLlii£adt.w 
para ta Jctccciun dc anii'jicnoK capsularcs dc bacicrias ett [[lucs- 
tras, dc LCK y Las particnlas de latex hirn- 

bien pueden conjugarsc con anlTgcntw y. pur In lantn. pemiiilen 
ulili?.;ir s« ajrluiintreidn pjira la cltfiecfirtfi cujiliTeibTi de aini- 
cuerpi’s. Sc coiiierLiuli/.Liii Lx|ui|X)s dc agtuiinacii.'in dc psirlfcu- 


las dc latex para la Lleieccidn ilc aniLcuerpns contra di^eru^s 
Li^cnLes. cnlrctalms rubdttia, clLumegalovirusv virus de la vari- 
cela Estas pnicbas wn comcmcnics. 

rJpjdas. laciles dc rcaljzjr, detectLin atiiicucipos dc lipns luCi c 
IgM y soil basiantc comparable ^ en senstbilidad y cspecificidad 
crifl mms meiodoii de dececcirtn de aiiticuerpos. Las pruelias dc 
agluLinacinn. Je parliculus dc Itilcx sc utili/an prmcipalmcmc 
par^i Jclenninar cl c^ttido inaninitariun antititic ptwden (cner 
mettor ca Las Jtuiestrus dc sucro que presentan titulos 

L'crcLiJius a I vator dc Ltirlc que suetc sepurjr cl esLudu “EmnuHc'' 
del ''no inniune", 

Los cslardix-ticos Lambicn ixiedcii uliliicarsc corilu ajEcntcs 
portudoics. Lus cepah dc uurem (p. cj., ATCC 

124Vl!i ticjten alto conientJo de proici'iia A cit la pitred ccLular. 
Ksla procetna puede unlrcn forma espccrffica la region Lcdc la 
lg(p y dejar a Las reginnes Fab dispnntbics pant unir al aniigc- 
no.^’ Debido a la naiuraleKa de la protetna A y a su interjcctt’jri 
con las iiiol^culas tie IgG toilio un tstrladtn- fynejoetj!. lu ctw- 
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fluilnacic^n dc cstadliKwos sc ij[iLi2.a sobre lodo para la dctec- 
cii^n Ue un[f£crK»^ > cs el m^iodo einpleado en alguno.s equipi^s 
cuiitci\:ii]lcs pjra cl a^rupjtiucitta seiuld'^LCCi de los cjtn:p[ocO' 
cos |3>hciifioll'ljcos.'' Dcspu^s dc rffali 2 ar la c;ilracchdn dc antf- 
gcnotj dcsdc lc]\ or^anismos pop quimict^s o fiNicas, sc 

ineiclaii los estatKococos recubiertos con anlkuarpos con 
Jichu c'dracio. 1^ agluiinad(^n visible de los csliillkKiKds 
indica piniieh^ Las prucbas ccjiiiertnalcs tic cuii- 

glutinaddn sc cncuciitran lainbi^n dlspoiiiblcs para la conEir- 
macidn dc lOs culli^xJH dc Neisscna gijrnirrhnnif iPhadcbacI 
GC Monoclonal Antibody lest®, Kano Bio Diagnosllcs AB, 
HuJJin^c. Saceiai Gorto^en 1®. Ne;^ Horizons Diairnostics. 
Colunibiu. MDf-^ 

Los rcoccioncs dc aElutinacidn son mas scnsiblcs quc las dc 
precipitacidn tIcNdo a la nalwralcra drrccta tic la intcraccidn 
antf^enn-porlador-anticucipt^. Dniclas la sen si bill dad y la capo- 
cidad de produdi^ en diludones urns elevadas. penniten la 
n^jlj/^cdn dc nicdidoctcs s4:n]iLLJtjnlil:ilivii!: dc antlj'cti'ns y 
onlicucrpos. tn cl case dc los onlicucrposH los rcsultados scikii- 
cuaniiiaiivOH pueden obicncr dcicttninarulo la mayor Jilu- 
cidn Je1 suero que produce una reaccii^in de aglucinacidn visi¬ 
ble. Los cauthios cn Cos irtu1o;h dc u^lutinacidn cn lav mucsiras 
oblcnidas dur^nlc la fuse a^udti > dc con\ akccncia pueden pro- 
porcionar im dja^odslico scrold^ico rcuospectivo dc inanciti 
similar a los metodos dc FC o IHA.^ '*'■ Para los ensayos de 
detenninacidti semlcuaniilaiiva cle la ffiocentraeiiirt ile 
nos, sc puede ci^mparar el tftulo llnal en iiiia miaescm de iiii 
pociente I]], cj-, LCR) ctm cl U'lulo dc ajluliinwidn final obte- 

nidu pjTU JilliLiitncs scriadm dc luiu prcparccLLm dc un onliyc- 
nri dc conccnlmcidn conocidjt. I^s tilulos de muestras scrLadnis 
puetlen leiicr una inilncufia tlineeia hoIitc la a rent too tlcl 
paeiente v vu inaiiejoclfnieo. Tor ejcjnplo. en 1 j itieiuti^ilis ]k>i' 
Cn/iitft (j. t. fts los iftulos deciccicntcs dc antj^enos 

polKaciridOii CapsulanCh cn LLR cHliin dircLlutncnlc nclaciona- 
dos con la respuesla lerap^iitica.'- I’orel contraiw. el aumenlo 
o la pertivEe-ncia eIcvada tie iCtulos de antf^enos son un niarcti- 
dordc pcor prond^tieo que itidica iideccidn ixirsisicnte. iclu- 

nicntC i! rccjid^. 

Oln> [jpo dc icacddii de a^]ijuiitu:Ldii es lu base dc una icl- 
nica denominada iniEroscopia elcctroDlea iniTiEinilaria 
(MKIL qiie Nc ulib/ii para ddeclar cn fonnEL visiiiil jifenies 
vifjle.h que [itj HI- pucdcri ciiliivar. ttniio ei virvs dc ki licpEdi- 

A y alguno.s dc los iiueviiiS a^entev Jc licpatiLi.s cn itiucslras 
Je filtrodos dc hccuH.''"'*' Sc ulilL/an anliLuiErpkSH anCiviriltsH 
especidcov para pnidiicir la agrefinacion dc Ins virnv; esios 
aiJfcjiatliiN se tilKcrvan por niodio del inicrtHftipineleuinink'o 
mas lieilnieijle que Ion tjrjones diS]vef\os itidividualev- La 
afi'Cfacidn inmuiiiKspccilica dc tus parllciLtkis sLialcs jumcn- 
|j Li detecL'ion pi?r microsLupiu cleelni’nica dc his a^entes 
si rales Ifm ;i I IN Ml vcx’cs >■ pcmiitc en con.seciiencia la delec' 
cidn tie I [twins lan bajos coitn'i lf>’' a 10" pariftiilav/niL dc fl’ 
inido dc hcccv. 


Melados de inmmQmifhis en fese sdiida 

EnzimolnmitRoanalltGls para tai ettkeej^ ds anUwrpes 

ni “innuntunirisis cn fa-se snlida" liacc rerercncla a la union 
del anElgcno O del Eitlliciicrpo a mia vaiicJud dc maicrialcs sn|i- 
(Icjsi. como piscilKw tic microtiibos de poliesilrenoo csEcras de 
plasULo. Piir cjeiwpln, liw iiintunoaniilisiNcn I'nwiiAlidii disei\a- 
itos para lu dcicccidn tic amicuerpofi en una mucsira deveono- 
cida ticnen los arligcnos nnidos a la fasc sdlidu (lijj. .^-41. La 
rcjcciini micial ocum: cnando la nnicstra que se va a estudiar 
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^c iiicuba en L'utitajcto con In f^se sultda durunle un liempn 
dcierminqcJo. Los nnlicucipos cspvcjTcus ^ unen nl nnti^cno 
inmcniliziido. Lucgo, La mazcliidc rcacci6n a Lava para cLiini- 
nar cualquicr nuKehal extritiVi. ce ngrcga unn nniiglohtiliTia 
conJugacJiL con unii ''mm'ci” y sc incutu cii el tul^ii de renccLon. 
Cn los proccdimienios do radlulninbinnaculisia IRIAI, In 
iluucii LUa LsuUipf? rndi:ii:liVo (p. ej., "*P o ''*[). rtiictUfa% qLie 
cn los mc^odo^i de enzinioinmunoaTialLsia (ELV), la maica as 
ona cnzimn. En los sistemns de El A que comerciaLi^nn pani 
la dciccciAp Jo atiLicucrpoN tiuiTiumi>:. cl conjugndo suclc ncr 
utia Lnmuimglolxilinj anliliuiniUba dc cobra iiaarcodu Cibti rosrii- 
lusa jlcalina o tun pccc^jiidasa del rdbano pjcanic. Si sc hn pru- 
ducidu ljt rCLiccidn inicial antfgeno^aAticuerpo. la anliglnhulL- 
na (con sii marra nidinclhn o enzimaticab se uae at aniicuer- 
pu. El pjso Tnat dc cnIos cn^nyus cs l:i Jclcccida dc In activl- 
dad itHlioclPvn u tiizimJIllcu. E-'sCu it ronllcii. itiptcLivaintiilt. 
con uii conlLidor de cciiltlloo qiie docccia eiiilsionts |3 u y y 
pur medio del agrejudu do an (ia^tniUi cnzimallco, quc sueJe 
producir un producto TiTial colorendo qite sc delectni en rorma 
X'lHOid n pur esjvcirul’inonieir/n- Urw rentti^^n puisiEiva indicii 
que c] j]iliciiarp*> estolu ptoseult tra In iiinescro ofi^iciol y 1 j 
intciisidnd dc la reaccidn ci proporcLoiiLd u la concciiiraciuii 
del nniicucrpo dc esa mucstra. En la figyrn 3-4 « observa un 
diai^fama dc un FIA paia la Jcieccida de aniicuerp^^ apLEicTu- 
b^ola. 

anlLtucrpos cfbnjugadns ultlieadci> cn las E6cnica:» dc 
El A CIO nePunn sdio pur intcraceionci aniLgtnu-ajilieucrpu, 
como se dcamcslm con el uso dc avidina. csinepras idina y biu- 
(ina. Lii nvidinay la »ln:pl;ifs'Ldiria sur slucoprottinas purillea' 
das a pantf de clar.i de huevn y dc Sfrrfjfinttytt f; m-itHnii, ics- 
pteldaincnlo- Ui biotina ts nn coinpuncnlt Jet csunplcjo B 
(S'iUniiau Q7). Los moldcuLLUi da as Ldiua piicden ajilr CMtcquLLj' 
nietncamentc los rciiduo.s dc biolina, dc manera similar a una 
inleractidn antitiK>Tpo-an[]^tn(^. Er lus EtA. so puttie lUiLizar 
tuiPu tuiijugadn uiia iijuliiilirm (auitiMlltma prinUJOiil^ on tobni 
qiie tiene uiuda moldculijs do biotina para delcwtar anEicuerpoN 
hnnuauM quo sc cntueniran unidiis a un onlifaiio fiiadn u la 
fasc sdhda. Lucgodcun pasode las'iKlo. sc agncgii la avidinib (u 
cMa^ptiividma) martsuLi tun la cn^ima- IX'spLu^s de la menba- 
cic^n y cl laSEido.el a^rejiado del sustralo en/.Liii^tico ^vnenu un 
pTuducto linal toloicado. I>c mancnaLlcirtaELva. la antiglobijli' 
na biminiluda puede detccEarse por medio del agncgodEidc jvi- 
diuj sin inartdcr y luegode un pjso de lavado^ pore) a^re^aJo 
dt la en^im'i bioiiniladar tlsla vo une a la avidiua y [lesputs tte 
un lavodo, cl a^^^do daJ iustrato cnzimilLco genera un pro- 
ductu final tokireado- 

Lj mjyudj de lus RLA uiili^uit un sivEcma de ensayo lipo 
competitivo. En la prueba cuantitaiisa pinra finEicLierpos. cl sis' 
icmu tn fuse sdlida sc tMandari/a primeru iiEiLii^andu un anU- 
genu no niarcEittu unidu y uiia cuneeDtraciE'iri csiiinJLir dc iinti' 
Luerpu niLiicadu con un radlocllvo. La mucslra dciconocida qot 
COntictK el aniicuerpo {no Tnareado) qcic se quicit dclcelar rt 
aj^gj al sisieiiia de ensayo. L:i CdinEidod de auilcueTpo marca- 
do que se desplaza de sii unitin al aniigeno cs prutportiEmal a tu 
cantidad Jcanlitucrpo no Eiiartado presenEe en la inuesira dOn- 
coniHjida. Liu concciuracu^tias de iUiEicuerpo cii ias nllJC^Ilas 
dcsconocidas sc cslabicctn pt^r comparjuiun con nna cur^u 
csiund:tr que se efeeniia delerminaniio el gradn de iTiblhieibn dc 
la unidn del anlitucrpo niEiTtado mc/tlaslo Ctm dilticithnes ile 
antititerrius tuaniificatkii no inarciulus, Cuandti se deteotun 
unEigtnos jxir esic intiodo sc aplica una e^traic^in similar, 
excepto que wr uiiliza un antigcEio naarcadu para cuanliHear cl 
anEigcno lihre cn la muesira. li) RIA ha aleanzado amplio u^n 
eii las dreas de quimica elinica, enJocriEioltigfa clfEMca y eeixi- 


cojogra, pern nsi se ]c hu cnccTJiiradE) una aplicacjdn significaii* 
va cn cl area dc la niicrobiulogia cEnica, A pesar de que ticiK 
unu sen sibil idj J y una tspceifiL'ldad exception ales, cl desarm- 
llo de laj! lecnicas de RIA en Ids laborarorios de Ids servieio^ 
de parolo^tu clfnica nuxlenui se encuenEru liTniiadu debkJo al 
problems inhere nte a lu eliiuinoeidn de Itis deseehos radiaclj- 
vicwt y :i la inc.siahiliJud dc cicilns radionuclldos. En Its ullimos 
lU ahos. Ids equipus comerrmlcs de pruebns eIc [ilA pm la 
deletcLt^n de nnticuerpos en sueno se han vuelto mas accesihles 
y, cn mtK'lii>s casos, hnn supkntado a nnKi^dimienttK miis lahtv 
riusoii y prnlunjjiidoi, cuuio la FC y la IHA |)ara ki serulo^da 

Los m/^lodos dc ElA son los discilcH 
recDtnendadns para Las pruebas scToltifitoi mus nucvaitr uomu 
las pruebns de cribtido pam In detection de anlLcuer|;>os anri- 
HIV-L y anli^HIV.^r 

Lus pruccdLinitnEos stnol^gitos para la dctcti^iun dc arli- 
tucqxRi LmsjiJus Cn la itLiiOilo^ra dc [^lA laTnbicn lian siJu 
mudificados con cl objeto dc intremenJar su uiilidnd como 
herrumientas de diiignoslLco especltlco o m^tfxJot de pinjchns 
torlnnannias, Un cjtnpki tic tslc tiiit> dc nvHlEJkacWn cs cl 
pfocedimiento detrun^^cteIlcindc Wcsltrn Mlev/ern bht) para 
LUiticuerpei anli-HlV-l [rij!. 3-5Enel prticeilLmienlotiri- 
giual dc rransfercEieia Western para HIV-I. se punfita parcinU 
MienEe HIV-I a partir dc uft uuIedvo de lejidus y sc sobibili/n 
pt^rntedin ile un trntamicnlo eon detcrgenlt- La?i priricLnas del 
MIV-L se scporuji .scgilnsu peso molecular mediaiKe ekctrt)ff>- 
rcsis tn gel dc poliatrilamida. tn qiEC las protciiuis dc biijo peso 
meleculur migmn tejos que aqucllns de alio peso molecu¬ 
lar y que I;ls glutoprutcmas. coIocel lucgtt ura membrana dc 
niiJtNrelulosa sobre el gel y IdS pmiefna^ dcrl HIV-1 stin inns- 
fciiilas por clctlroi'orcHls sobre esa inctiibruna. Pinalizada la 
Erajufcrenciu, Ij mdifibnioa se cunu en liras que sc tirili/an 
como la “Ease sdlida" del ensayo. Un sucro que da reactivo de 
mauera repciida cn la pmeba dc tribatlu de KIA ptim HIV-I w 
iiitUl^i Ciw la lira de nilbkelutosa. Sj anii-MIV- 

L cstiln prosenEcs sc uniran a lus antfgcnos viraJes ospecifLcos 
que su tEleuciiLrun .‘<obie la lira. Despues del Invndu. Ls iiru;> so 
incubun cehi nntieverpus nntihumano pmducidns cn tahrn qiic 
se encuentfinn conju^ados con peivtiiitiasa del rUbaou picanEe o 
ftjsraiasa Liltultna. Tras otor puso de lavado. se agrtga el sus- 
iratu tnzimnlico a la lira. En cstc mumento aprueccjiin bundas 
□dlomadas subn; In Lira ett oqUellas ureas dondc ittidalmenic ha 
Dcurrido la reaction antlgcno-anticuerpo. La posicion dc estas 
hundjis y la comparaeidn tun los pulrones lie nhii^iras de con- 
irol pusltivas pennllen tslubkcer la i tuttividad de uiia mucslLtit 
dcltrminada tim los onlifciiob vinilcs t^Lpcclficuts y renliZiir la 
iutcrpnetacion.*' 

Lj|s tctniciis dc inmuntamnsferencia lambi^n pvcden uliliZiir- 
se piira esxiluai' In especiftcidinl de tos iunicuerpiys conEra taros 
ugentes inlcceiosos. For cjcmplo. Ins LlA que w uEilizan para 
Jclctlaronlieuerpus tontr;i tt viiuji del licrpes simple fllSVl no 
pueden diremnLiur los jnEiCuerpOs CspCCffidOE f)ni[-ll5V-l O 
anti-HSV-2 (p ej., Vidas\ BitAlerieti't-Vhefc, Hazclsttxxl, MO^ 
Bio WliiiLuker, Walkeriville, MDl.' Ijjs ind^iodns de Iniiiuno- 
Iranirerencia pueden uilMzar^e paradiEcreneiar inl'et.rionos pro- 
vias coil liS V tipo 1 o tipo 2 analizandu lu rcaccidn del sucro Jc 
pociiinres eonEm menibranas preparadas con aniigenos dc HSV- 
I ty HSV-2 y hustantlu Lls rc.itciom*s pr^iiivas cim aqiieltos 
antlgemisi que stm e^peerflcos del virus.** Los mettidus de iimiu- 
nutninsiofcnclu lambicbi sc han uEilizadu pun dctcctiir anlkuer- 
pos cspccfficus jniivinis de rubdulu cn custrs cun jrfospccha dc 
rubeola congdnita.'^- La iecnolo£.ia de inmunuErrmtlcrcntia 
lambicn fiic cvuluada tomu Una pnteba de diseho para el diap- 
ndsiiCL^ de siriis.*^ IJEillzajidit csEu ensayo, lu pitscncia dc unti- 


B Est igma del dr. VaFbr Eso 



MetDdDS de inimunc^n^lifis en Fase sblida 119 


cuerpoK dirigido!; contr;) iinligcncK inmtini:Hleienifijr:intc» dc 
TwpitMittaiHtfUdNin con pc^cj in(i>1(x:u1ur dc 15.5: 17:44,5 /47 
kD:i JisijinC^slicu dc Kfriiji ud(]uirid:i cuajldo se ulKi/ui un coit- 
iuill-lgG.'"' CumJiJ SC atilLza Liii conjugado antl-IgM 
paia re^'claf Ids complcjos antigcnO'Sm(ii;ucrT»f> umdcs a la 
iTwinhraTw. cl pniuetliinicnno d^ imnunfHTartftrercncia iffi%ulia an 
ensayo Sicn.'iihle y especfflcn para el dlagn6sdco de sffilis cnn- 
gdiiita."^ Duda la rclEili'va baja hrf^n^ihilidaJ del ElA y dc la:^ 
nicas dc iainunoHuuncscctDcia. cl proccdinijcnta dc transfcicn- 
cia Wesicra lamhicn tia surgidu ctuno cl iticUxId mus scnsihlc y 
c.Hpccifico pjm cl NCTodiagn6s[ico do la eiij'cnncdad de Lyinc, 
causada p4>r Homlia kirs^oiffhy y sc tia e^lablctfkin cl crileriti 
diagndscico huKMl^) cn cl palT<)p dc bandwt {ibscrv^id*.* cn la 
iiicinbratia dc inmanutruiit^fcreiscia.^**’' 

A cauHJ dc Ij ^ruredad dc la enfermedud pur IllV-1 y dc lu 
nccesidad dc rcalizaruTi diagTid?:ikDcsprciiacn, lantn Insisisic- 
mas de RIA ctsmi> lu pnichu dc inmunutransfcicncia para I a 
dcteccii'pii dc amicuenvs 3 itni-HIV-| ban sufrido vjirlasi nnxlin- 
cadones desde sa isrijdciiicnladdn cn 1 ^}!;4."’ En un jniticipln, 
los fabticaulc^ dc Ids CL|uipus Je pruebas dlagn^siicii^ utiiiita- 
bnin lisados picpanMtos dc cuhivos dc imeas cclvhres dc linfo- 
CilOj* T iujcctadi’is cun HIV-1 ennut luenie dc antfgcnn p:u:t Ins: 
KIA de priniera generacidn y parj) los procedimienlos de jinnu- 
nulrtiii^fcrcncia. Sc t^itscrvaron reaccionn bicd^gicasi lahEi^ 

pusitivm debidu a lu rcuctividad dc lus linlit:uerpus dirl^idtiTi 
contra las proleuias de IILA lantlgetio leucocUariD huiriano) 
que expresaban las lincas ccUikircs linfoidcs niili^^adits pura cl 
crecimienlo del viras.’'^'''’ Mis larde. se nNumicron anitgenos 
rccumbiiianies a iravds de la clonacidn dc genes vj rales cn sb- 
icnws stc cxpffsion que utiltjiiibaii plibniidys cotno vcctuics. cii 
baderias u levoduras.. Lu utiU:faci6n dc Liiiligcnus die 

como resuhado cl dcsanollti de pmebnscDn aun mayorespcci- 
fid dad tpte liBi ensayrts ilc primcm gencradt'ju, e^ sUrcir, HEA dc 
NCgunila gencracidn. Sin einkir|o. en esilm ensayos, Iasi reac- 
ciunes ciiizadas cun anirgcnu^ buclcriimus u dc tevadums con- 
laminantcis pixlun iicr hi causa sic reaceiuncs falsas poslcivas. 
La purillcucidn y la seixiertdads'tn dc aniirtoueLdas dc tes anti- 
geniw rciTovimIcs cnndujcmn a la iiTilizacirn de peptidos sin- 
li£tjcs»s comti amrgcnu:s cn cl pnicesliiiiiciilo de RIA (ensay^w sic 
icFCLTa gencraLzidn). anifgenos so pueden produdr en 

granikii c.-iiiiiidadc.'. y iiiucntran cwana vwiahitidad cntr? I Dies. 
Como consecuencia de su pureza. Ia.s macdonesi indcicmiina- 
da.s o aiipica^ debidas a Ids compnnentes conlaminames pre- 
seme^ cn las prucbais basadiis cn lissislo't o am (genus, reenmbi- 
naiKes se cncuecitraji reducida^. Nip spbslanie. j^e deiiius[rL'> qtie 
las que ulilizun unltgennsi dc ctivultura .HinLetleoK puctlen no 
dctcctar los anticucrpcKS omi-lllV. | en puctcnlcs Lnfeetudos pur 
cepus virile^ niuy dis'ergcTilc's, enmti HI V-1 del gnpu O, 
Mientras que los ensayos dc primera y siegunsta genemeidn 
detcctabsici priiidpalmcnlc IgG. iw dc tcrcera geiicnicidi] 
dctcctuJi todu^ lu> elascs de atitieuerpos!: (IgG. E^M e IgAi anti- 
HIV-1 pnesentes cci cl ^ucro o la saliva. Los El A dc tcrcera 
generacibn para HlV-| tamhien dilicren Itgerainente de los 
ensiyoa amciioireji en sn mcuxlolngia: l^^^ anifgcnnx v I rales 
Ibtleos fijaJos a la Tase sblisEa “capiuran" primeio ls»s atitieuer- 
pos anti-HIV-1 y luegs> ^sto> son dctccti^dos fwr medio dd 
agivgudo dc anlfeeno dc HIV-E inureado eon cn^ima cn lugar 
de iinQ onliglobulinn marcada con erizima.^ Debido a :su alui 
espes'ificidjut. Iswcnsaysts tusatios cn rmu'gcTM'KS simthlicos puc- 
den slifcrcndaf I'jeilincmc Ists anUcsjtrptts aiHi-HIV-1 dc Ists 
amj-HIV-2. 

La dispunibilidad dc anijgcnns recombine lUcs y .sintdicsts 
que proiliicen reaccii>nes sensible^ y e&pecd'ieas lamhiH^n cun- 
tlujo ul desnrmlln dc mrevas pniehas dc crihadio y suplcmenta- 
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Pigum 3-5 T^Dk'n dc u ja^lteefiL ia i; iLr.i^fM‘i [.u^n la Lkii^Lijiuii 

df M 4 icurrprK An 4 i-}|]V -1 tin h. vini^ culiin-ci sx mi 4 u- 

tiili.^jit, ivc punl'iLart iKLiLialiiiciiEc y m.’ mniiicEcii :l un.i ckLMiiNli^ncsj.h inL^^cl ik: 
poti'k'riluriiiLjj j^kfio. Sk*- au Iliv [^itiijE'uiia.'v y ^iLK.'ui'iriNirfiiJ^ gior 

riKilf^'uldr Ln ^1 2. ks iinL/^nirv pr^»<-rLl[!-:H cn d ^^1 mhi "Lf4u:ib-lcn- 

iJlW~ pHv elfctn.i£iirt^hi. □. uqp. RKiTihrana qilTi>CvlLi|i->^ri. IlN iril-il. lucfn^ ^ 

L'lsn^ <is MFiXii dni^ y.Ki ^rtHKnots iw.TjbiKlas 3-J t-nn lu.^ pnr 

cvluJlir^Hiim.'iJ. Tr^i cl lnvodD pacA cljiiunzu cl irulcnii] ni¥ umdu. m: ailickicui 

im CNinjugisitni maj'cadci cinn ffiiima Cp!:i-'^'i 4\. hi c'inijLifiH.lLi %c vne A li'^ 

klKipiA dc lu ISLUC-bCEJ. dc alJCEU- 4 |iJc Ualctud a Ij IiElL E>rs| 7 Uira dc uLIu 
de lai'3[l(\ w arficiinnii d ^i^trnrri cn7iiTial‘icfi fTfimogmicfi y sc ol>scn™ Kin- 
>ijtViC U iLru tn kb Jc rTl-JjktJviJad tuikiaJ dc kb jnticuciE- 
pLK. lin i^nEc diaFn]ni;i, h" TniA^iInri Id vrj^'liviiiiiJ i^nn jrp-ll. p 24 y |i 3 | |n que 
Lii^mlit'ilU que lu. iUUcsIU dc khlecn nsilicrk iinEh:Li 4 :rpiis DiiLi«EHV-l. Repn^ 
ducidc^ CiJii UlLiriluL’iiki Jr Biiqdbcr iSlIII En: lilcViti] VI Jt. Ncllniaii S, 
SA. cilk. AIDS litkiiki^y, Dta^rKhb^ T^t^itLInc^t^ iinJ Prc'^c^riEicfen. la 
oJ FiludcIfiLi: Li|i[iiru:olE, L 2 :fl. 
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riajs p:irj l£i cte[ecci<^n de unticLierp<M anU-HlV-I/1-IIV-2. ^ han 
crc4i^Jo ElA Ti'tpiJoi por inmunalransrcrcnciA cn puntus idot 
fiht) (10-15 minutosi uijlizandoanl(i;crio« sjnt^ticoii y iccom- 
binaulcs. Gn csios cmayos, los aati;gcAO& virales esUn unidos a 
unj mcmbmnz cn un caduchfi dc rcac^iAn. Si lo^ anhcuc^cpn^ 
es.tdn pnesenie^ en el &uero por eni^yar fie unen a loj; a^t^ge]UDs 
subrc La mcinbrujia. Luc^u Jc un pa^u lie lit^'ado, sc agreed al 
CAdughc] dc reucci^n urta Einci-l^G/lgM hMirutne tonjug^con 

uDA en^cimu. Si cn cl puM) previo kc unicnin lu^ unlLcucrpOy, el 
conjugadis une a\ eomplejm Dnlf^encvajitieLLerpo. El conjuga- 
do que FtA se imj<) ^ climinn por medio de un nuevu paso de 
l4tvjHli;i y cl JigregiKh^ del nvsinicn dc iji cnitiin;) dit aurio re^tul- 
ladu una rcact;i(^n dc cnlur dircclatncntc: ^obre la niembriLtiu. Lj 
mavorla dc cslos ensayos ticnen manchas dc control posLlivns 
y negatives sobre In mcmbjnna para indkar si k prueba se rea- 
\ri6 contciamcnte y cstablectt su validc7. Uno de esios ensa- 
yiK hi pruchii SUDhS""! AbNui-Mures). ba si do iipnibada por la 
FDA (Frifjt/ itrhi Druj; AifmiHistrtitifw) cono pmeba diagnPsli' 
cu p:iri la dclccci^m dc OJilicucrpcj^ aulI-HCV-l. han Jc^ur- 
rrollndo olraii pruebas dc inmunoTransferenf in cn punlos que 
detectan anticueTpos nnli-HlV'l y anti'HIV-2.^' La aplicaeion 
dc antiECfidS sjnt^licos purilicfidos ea un pair^^n de batKlioi 
sobre linis de nilniceJiilosii ensainbliulas eu un soponc plSiiico 
Lainbidn cundujo ul dcsarrollu dc ensayos SLiptcincnlarios de 
segundn y dc icrccrn gcnciacion "'similarcB n k iransfcrcncla 
Wcfttcm” qnc pueden utiUzursc cn lugnr del proccdimicniTo de 
iTineiirioiraojitVi^^ncia hns^'uio i;n lis^^ vinale<i &ks pruebas 
sc dcnoniinaii ininumuin^lisis cn Kncn."''^"" Los m^nklos de 
quo uliliifan anllgciios nccoinbinames o sintclicos iambiifn 
csliiA rcvipLuclonodo cl cnfix^dc Ircdicit^aL del Labur^iorio eil cl 
diagnnsiticn dc ofras infcccioncs, enmo Ja provocada por el 
virus de Fpsiein-Batr y la sffilis.^'' 

Meiodos efizirnoicunimoliigicos ds captitra da aoilcuerpos 
para ladiiecciAn de 

IjOS melodns de E1A parti anliuiicrpos dcicclan principal- 
mentc IgG, Sin cmhirgOn m: i^cden uiiJiKar rn^Anlos rk dclcv- 
cidu dc IjrM cKpecfFcos puira ilifcrciiLiar ks infcccioucj iCLicU' 
tes dc ks pasadas. y.i qitc iaj TgM csian presenter s(^|n cn la 
fa sc [emprnna dc la mayoria dc laN int'ecciopcs. Los irWitxloH 
enpec^Ocos paja la deieccii^n de I^M obvian la necesidad dc 
njializar la prcscnck dc Igfj cn mucMras obtenidas duramc la 
fahc jguda y k fasc de coiivaicccneia de la cnrcmicdad. En Ins 
inrcccioncs congcnitais. k dclcccinn dc IgM cspccifican cn 
muesrras d^ nangve lemi o neonatal indica inreccidn nicriva «n 
lugar de anlicuerptr^ iranspLaccntaiios. 'ficnip^.r airds. Ins ElA 
disciliulos para ludctcecidn de IgM ulllizahan COfUe] conjn^dd 
un ancieucTpo anci-lirM cnarcadu I'oii una enziuia. Sin emba/go, 
si cn La nimna mucslra k cttcucntran presenter I^G c IgM. ks 
moicculas mis pcqvcrias y numcrosas de IgG conipiten eflcaz- 
menie por la unibo cou el amlgeno I'tjado a la fase sdli Jjh Io qiie 
|.u'4>duoe la klla de unir^ die! conjugtKJn luiti-IgM y un rcsullu- 
do falsu nc^ativo para la dctcccidn dc IgM eu la piucba. 
Ademas. cl factor rcucitaluiiJeu pfcscnle cn k mucstra lambL^n 
puede mlert'erir en el ensayo. Kstc facttir w comptiTic de ami- 
Ciicrpos. piincipalmenie de close I^M, dirigidON cnntitL ks IgG 
dc cualquicr e»pi:i;:iricidaJ. Si la niueslra tie csiiilienc 

IgG y kclor rcumarojdco, las Eunldculo^ IgG cspccfficas mds 
pequenns so utten al anttgciio dc la fasc s6liJa y cl factor rcu' 
matoidco, a su vcz, se unc u Ip IpG El ugeegadn de un conju- 
gaJo sintidgM muncack da ciuno resulindo su unibn nl fticcor 
rcuiiiaundeit. con k a^nsecuente gcncracii^n Jc un rcsuluido 
fpiso positive CLiando se u^nc^a el buslrafn dc hi cn/inta. 


Se han creado numerosos iiklodos pwa separar ks IgM dc 
las JgG con el objelo de Jeleclar IgM en las muestras de .suem. 
La cromalografiii rlc Intercambio idnico cn columnu y lu HIixq- 
cirin por gclcs veparp ks closes dc inmuTioglobulinas basadas 
an k curga y el lamuno de las irolfcuks, Tcspccrtiiiimente. 
Uti|i7jndo soluciones bufRr de fuer^aidnica variable, sepuede 
cluir IgM dc cstas columnas y scpaiar asi Ja^ IgM dc las IgG. 
Olrus proccdimicnios para seporor cstas moldculas basiindosc 
en el tamafin es k oentrifugacibn cn gradiente dc sacaru^ 
dado que k$ mokcula? de IgM h atravieiau anies que ks 
moleculas mds pequedas y livianas de IgG. Las mnestras de 
suem lambien pticdcn tralpr!>c con pniicucrposanti-lgC, In que 
da como resultadit la uni^^n dc IgG dcniru Uc los inmunocuiri- 
p!c)os y sc c^ita asl que icaccionon ert las ensayos para la 
Jetcccibn de IcM. Ln proieinn A del estafiloccco, ya sea nuz' 
ckda en fnrnia diTccta con la irmcsira de suero n incorpoTaJa 
en una coUimna dc rtliracibn por gele^, tairbifn puede uiLlizar- 
sc para "uniri* mnl^ulas de IgG presentes en las muestroti de 
pocicnlcs. Sin embotgOn ciilns inctodDS Jc scpnraci6n tlcncn 
Qiros problciras tccnicos. NinguAO de luii mdtodas es loul- 
mente eficazpom sepnrar IgM rk IgG, por Io tantn, k inlerfe- 
rcncia de k IgG c^tn la Jcfccei^n dc IgM piicJc aim seguir 
eonHituyendoun pftihleiria iutlusoluego del preiratamieimi de 
las mucstitu. Adem^s, IoiJeis c^Ijs l^nieas dan comu resultadiiT 
Ip diluci^n de la mucstra dc sucio. Dado que las IgM pueden 
cncontnirse cn mvelci: muy bojos. k diluci(in dc la mucstra 
puede aca^ionar rcsuirados klsios negatit'^i^s cn las pruebas de 
deteccit^nn aunque realirente se encuentren presenies ancietiar- 
pos c spccifieo!) del tipo IgM contra esc agenlc. Lu dispunibili' 
dad de pniehos de kbnnlorio pjCcinas y ciinflables para la 
detcccion dc IgM cs dc gran imponatKia pam cl diagnrislico 
del sfndnrme de rubeola cong^rtiia. > Q que cl feio iiere nn mes- 
go sustancial de sufrir serias daAos. 

Ht m^odu de cJcccii^n para k dclccci^n dc IgM cs cl dc 
"cnplum dc antic uerpos^' (vease fig. 3-6). En csla modiricncldn. 
IgG difipidas ciinini la-i IgM uilcn a k faw s^lidp. La incu- 
baetdn dc k mitcstrada eomo resullado quc lod.i^ IgM pre- 
seulCs en k (nucstm yuan a ks IgG innwvilifadas- Luego Jc 
un pu^o dc las ado. se agrega cl andgeno cspcciTica at pocillo 
dc la micmplaca, uniindoKcp k.-s moiccuks dc pnticuerpEt IgM 
que prcscnian la e^pecilicidad anii^cnica particular. FI agrega- 
do poslcrioi Jc un antic ucrpo IgG dirigido conira olno cpitopo 
del EiJilfgcno conjugadu con ima ciuiina conduce ei Li niarco- 
ciPn eiizimtldca Indirccta dc las IgM cspccfficas contra cl untf- 
geno. Id cual sc visualiza cemo un pnaduc[[> final ciiloicado 
cuarvdo se adiciona el Fustnito de lu enzima. HI factor rcuma- 
toidco o I os smiicuerpos dc clii'ie JgM tt»n oira e^peelficiikd 
anlig^lUCo rii’ uiien e] conjugado que produce el potduclo fjiial 
colorcado. 

Efi2iino1nmunoardlkls la eete«i6n de anEfgenos 

1j>s diwilos dc los ElA lamhi^n pueden modifiearac piuiti 
dclcclar Euitfgcjios cji lugar dc unticuerpoA. En cstc citso, un 
nnticucrpo dc "capfura" sc fijp a In faw M>lida (fig. 3-7). |.a 
incLtbacibn eon una muestra que eonliene a I anilgeno derit'a en 
la uni^n del aniigeno id anticticrptv Litego dc un paso dc lava- 
d(], la ineuliacLi^n eon antieucipu^ luareada^ erm cii/Luta (o eon 
biolina} dirigi Jos conira un segundo cpfiopn del anifgcno dcri- 
va en k unitin de esie antieuerpo conjugadc. Despu^s del lava* 
do, se agrega el siustrato cnzimatico to k enzitnaconjugada con 
avidina). El agiegudo del sustfLiUi cri/iinillico genera tin 
ductu final culoreatk Los in^tedos de ett/imoimnunoaniilisis 
para k Jeieecidn dc antigenos se ban utilizado para h dcicc- 
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FIgurl 3-B El17jniOIFiraiUQi^aD^Lsi& dc- C;l]1iuri lI 4 IgM El SLiem d^l pimlErEE i^\e fiuEdE mabner IgM EE CDcpcinE Jiundf faie xolida mruhiEnla. czm JialiLiJETpn inti- 
IgM hiUDBiia. CuiLquKr If M pre^Dtc «ii d u aaida a Ide aiuLcurpus LifiEi-E|iM KuinaAik. Lo^ pa.Nds MxlE>eiciKniE7h el cAsniu ( 9 dbCi^ Ue anCF- 

girrw viral concicido, -Sinticuffpoi JUCivtriD rnarcuku t-on eA^irtU y EUiblcalul ^ vcalizaa paru 4l±[Arrrdiiur iLiCipsL'iliddLhd iJe Ij IfM ciiptiiTaJa. La IgM L~a[74ijrula de 
apn^pifcj4 piaduciJii un rcKukuidci llnul cod vambiu dc cwIdi:. Lb I^M c-apturadd dc Dira npecarbcidjbJ. incluidu cl fa^HKr TcumaLotiko, no dcbcrl pro- 
itucii CMlbiO de ctAa CcmurENulEuda Bnid. K^fdihujoda de L.clojid. US. ClinkoJ Yinc>lD£y. EiliilEllla: SaundEn, ]9%. 
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Suctrota--^ Color vitibid 
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At - Eniimn 



FlyUNI 3-7 Tifk.'Dicii t[if»4uNL 43e 

OJi/UM_ii^NT 77ifh~ATiffbarjV Fin CKti] iMTiica, Idk .-inlLCUFqHi^; Jin^L;Li4 -TLinlrj «l 
q(K- •.c MdCH Idsd. LaN llltb^^CUL^ Ui: Iiimh 

lIiz LnvaJfH rn.hiccn'iviLlc'i 7te aJ tME:il]Li 11. LJJ i ^Dniudlb'^ 

^n:svTir?N 1.^ mix^cni UELi^fiiiii.il son "^apcur^a.^" [ur an]i€ucrpa>; dr Id 
iiLhc vMilLi. LLir|:47 lic lin pu-iu ^ a.IirniOb rl JD[k'LJ^*fpi.i flllliclrijril- 

dia L|u^ e^ri fonjufado ron inu ^nrimd JfviMh y qut rrdcci^iPiE mn t1 imti- 
Uiiudo 4i kiS lM1licU£rpf.r^ dt hi fjS« }^hU. Dc^pv^ Jc ^r.h ptL^Li dc 
dn, K fldlciitffin- d cvi^niriifk^ ipQ^> y k ckelc^a im «iln>T i Idhb 


cidn dc." ;intigcnuK haetciiantu dc numcrosos agcnlcs cn divvr- 
sos tipnic dc mucFiir^iK. por cjcmplo, capfiLilirt^ d/e 

S. ptieuinorti^e, H. i»JIuett:tw tipo b y JV. fnenmgiticii'i t:n LCR. 
anIfgcncM dc y S- en orin^u loKinaOi 

•iitnilarcij a Slilga pfoducidas por £. coti CDtcivhcnii^rrlSeicq, 
tiixina't (k C/ojrnJiHtn cn irucstras dc hcccs >■ ainiigc- 

fios de clamidiacn 

Rn viniki^ia, han dcNanrdlado tnetodn^ de RJA pan la dc* 


[Ctxirtn diracLa dc ni[avirus cn HIikkIe] cIc hcccs. para virui sin- 
cilial rcspimturiu cn mucstras dc la^ vfa*; aiffeaii haja^ y para la 
dclccclnn dc antigcno p34 cn sucro duronlc la mfL'ccidn prima- 
ria agvda por ” La disponibilidad dc 

pniehas de EIA para Ea detccci^n dc antfgenos dc Enionumha 
hmtitytica/tti.sptir, Giunltu fomitiia y Crypitin/nfridium par- 
vdiri'E dircuiamcntc cn inticsiraN dc hcccA [ra ]iCJ:bo quc c:^[a t^c- 
nica dJugnt^stica sc conserve con niuy pocas iiinovacioncs 
desde la implcmcntacirin dc 1-1 presen'yeton dc lus muciitras y 
bs i^cnicas de lincidn.^" En micologia, las dos dnicas 

pruebos octuales de la dcicocit'in dc anugeno ^inn la pnicba para 
anllgcno de Hii'tifpfa.'imit y de Ta criploenctw."''*'El EIA 
pan cripiwwos Prerater* <Meridian Diagn^Kslics. CincinnalL 
Urii utlLiza urta inmunoglobulijn^ poliilunal dc cupfLira y un 
aniicuerpo monoelonal dc dciccctdn y puede ncaliiar^c sobic 
ntucsini^ dc LX^R y dc K.ucro rt'^iucrir pasnv dc pnHrsia' 
micntf>.*^ En la Hgura 3-7 w presema un diagraina de un ensa- 

Cfpico dc uaptura dc anllgeno para la detect;idn de Chiatny' 
dfti tfUftnmatii!. 

Otro voriantc ^iguiricativa parj la deteccidn de aitifgeaos por 
EIA CK el cn7iTnoininuTio.'tn;l]isis wbre mcinhrana!s dc nilrocc- 
lulasa. Estas mernbrenas sinen Jiara absorber oi^dgcnos de una 
muestra ellniea. £l agicgododc cimjugado y .suslnito cn forma 
sccucneial da como rcsullado lu apnricidn dc un producto tfc 
ncaccidrt coloTicaJo direclaircnte -sobn: ]a mcinbiana, Una ven- 
taja dc cstos ensayos es la pFCsenciu de eontroles posilivos 
inlemos sobre la meirbrana Junto con Ea leaccti^n de prueba^ 
Estus n»nftn4cs x utilL^nn para determinar si la pjveba se nea- 
li^iS <n rijrma c'oirecta y sc deben observur lew resultados espe- 
radus diL-l coalTuI uibrc la inetnbnnm para conxkdcrarlii villitla. 
Actualmcntc k cuentn con pruebas dc ElA sobic membranas 
para ]:i dCECecidil dijecl:i dc eHlrcpltKOc(}s del gmpo A en jriucK- 
tm dc his^if^trlrts larYngenii, dc sinis sincitial nespiratono c 
iiifluen;^ cn secfecioiics de las vfas a^teas bajas. de r^navirus 
cn tnucfapasi dc hcccs y dc C. mxitmmisix cn miicitras endo- 
cer^'icalci. A pesar dc que Cfttns pnicbos pnoporcionan un icsul- 
tado rapidOn numerosos esludios ban indicado i|uc son un IS 
incrtLJS scnsiblcs y yue [iencii nreitor e^pccificidiidqitc Las 
prucba.s de EIA de deteccidn de anlfgeno cn inkruptacas. los 
ensayos dc InmunoEuorcsccncia. los m^todos dc dciccci^n 
mclcculur (p. cj.^ rocltxJoN de iiDnda direcca o de ainplificocidn) 
o clcultiso.^' Por ejempio, el EIA Cleanic^v® 

para la deieccit^n dc C. tmihotfintl'c <.Want|Mile Labdi'aindes. 
Cranbury, NJ) bii demostrado un rango de ^nsibilidad enuc 
62^f y 9S'vE' y dc especifietdad cnLc B6.9'S y 995. comparado 
enn cl culcivn cclalar. tns CTuayos dc sonda dirccta y la rcucciDit 
cn cadena de la poliircrasa.-’ '^ '-’ ’^' '^’ Ij mcnor wnsibilidad 
dcesie ensayo injiea qiie no kc dcEcciar^n cmre el 55* y el 3K5) 
dc Ta> inrccelnne^ por clamidiaSs micnlras que la baja cspccill- 
cidad sugierc que «ila prueba puede no scr util para cl diag- 
nostico dc rutin□ dc las infcccuiOcs pur ctamidiah, SObre Ifido 
cn las poblaciotics de baja presalcncla.'^ 

Utra modificacidn dc In?; EIA para La dctccciiVa de aniigetv'w 
Mkn Eos innmnoanilisis dpiictis (OIA, por su sigla en ingks) 
|Miia la dctcLVti^n dc cslicplcioacos del gmpo A cn mucsiras dc 
hisopaJos foringcos [Bioslar*. Bwider, CO) (\iasc limioa cn 
color 13-] j. Esic cpjiayo KC nealisa sabre un poitaobjctos que 
permlte la visualizacidn directa de un cambio fisico cn cl grosor 
dc uiliis pcLfeulas delgaibs que se fornun enmo resullado dc las 
rcorciones dc unidn ciilrc d anticuerpu dc cupluni sobn; d por- 
tiipbjctos y cl aiilfgcito dc la raue?ilia. Dcspuds dc En CKtrnccidii 
del i^iigcno del hisopo, x agicga aL cxtracto un anticiierpo 
fmitcstreprococn dcL A iruircadc con una en^ima. Esta 
mcrcla sctolrtd sobite] ponaobietoR para peimitirque cl com- 
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picjo and'gciHwunliOuciTvi una n los anticu^rpos anci^Mreplo- 
cuKOiifel A [{ue si; encueritriin <;obrt! el p(inanb|(!id?{. Tns 
tinu inculKicidfl dc diis niinutOiK ix vl subtnio tie La i:n£[- 
ma. [>(51^^!; del lavoda, sc Ice la miEci[»ti cxnntiitciiJu el ctittu 
de 111 lu/. t|ui: nc rtfleju deiule la s.ijperfieic del portaDbjetoA, La 
presencia de antf^eno de ef:triep4ococc en In mueivtra se delerml' 
na pur la nparickVi dc uiin inarartia purpura. mieiur<L'< ^|ue lu erm- 
Mrrviicidii ik uii coltv dorado subic cl pobaobjcloh du rcaucti^n 
inJjca la nuscncin dc ontigcnoSu La scnsibilldad y lu c&pccifici- 
dad dc la prucha Slrcp A OIA* licikcn un rai^^o de If 1 ny8.9‘i' 
y de 9S<it' a 9X,6ff. pespecii\aniente,*^'^-^'^^ Desde el lania* 
mlcnto dc la pnicha OlA pain cslrcptocucuN del ^rupo A, sc 
cuiTiercinlieati lamliicrt p*vel>;tii OIA piiru lu dciea:iE.Hr de cstrei:^ 
kkuciu del erupo D y C. JnicAnrrwri.T. I'll utui cvaluncltin del 
OIA pan C. iniLitfMntUis renlizada por Pale y cols, sc infenno 
ana scnsjbiljctad y unn espcicifickbd del y del KKl^ir, res- 
pecdvatnenie. cuando se hi compard con hi PCR.'’^ Pant la 
deleccjctu de e>ilrepii:)coc(is del grupo B en inuestris va|!inalcs. 
ninguna dc las piucbas rapidas (OIA. olnis EIA y aglutinueion 
dc pankulcig de Idtex] deniosird suticienic scnslbilidad pntn 
dciwinr bajos niveks de oolnriirociilfl cuaedn sc las eumparri 
enn Itis id^khIos de ealdo pecrMiiendailos por Los 
En consceacikcia, ninguno dc c^ilois nctitodos feoomiciHhi 
como prueba do cribado on mujcrcs embanzados para dolcclor 
la eolonizacidn pur cstrcpioeoeos del gmpd B. 


ri^c/ircas ds inFnmaffutmssBBem 

La ininunonuorcscencia biinda una nllcmatisa a Ids mclO' 
dfls de HI A pan In derecei^vn y locati^ac ibn de nnTi;cetios pan 
cl diainibstico dc enfermedades bneierinnas, iLlngieas. paras l- 
Inrias y virnlcs. Esia l^cnicn (umbi^n poede lUilizarsc cn h 
doleccidii do anl]CUcrpo^ pan el dJagn^stico rclrospcciivu de 
cntcrmcdiidcs infocciosas. L:i fluoicsccncin sc dctlne como la 
ndiacidin de encr^rfa cuando In hur de ccirtn lungiiud de nirda |]a 
loagitud de unda de ”cM;itacLbn"j cKciia los eIccLrones una 
mol^ula ii un cslado dc encrgia mayor pur un llempo nmy 
eorto. Ciiando cl clcciron regresa al cslado dc piccKcltaelon d 
basal. Ijl cncr^ia se liben conio luz dc una luftgituil dc oqidu 
mds lar^D. Hn Ins ensayns de immunoflLtniesccnein. el amicoer- 
po enpeeffioi csld conjiigado con im compuesto capaz de folo- 
cjtcitaric y locgo fltiorcce l(>nr lo gciicnd. dcrivadus dc isiniu- 
cianalo do fluoicsccina |RTC| o roJaminiO. lo i|tjc dn como 
rcstilijidn Ltn rrnradnr sensible cun una rcacrividod inmunolugi* 
ea innlterable El aniisuero ennjugado se agregn a las c^lulas o 
[Cjidiis £|ue se cneoemran subre un punacibjctu^. sc une a Ids 
aiiKgcnos y I'orina as,i un inrnunotjomplcjo cstnblc. Las tiiok- 
culas que no Tcaceionnron sc cUininan mcdlnnte cl la^Mo. 
lucgfi cl preparado se seea y m: dsurnlnu con un mlcrciscopio dc 
fluorcsi^cAda equipado eon In fiteitie dc lu? y lo^; llllntK de 
bancra aprr^juilos. Luh antlgcnos unidos cn Ibnna cspccfl'tca a 
Ids aniicuerprtH fluyrcsccrucs pueden dcicclnrsc conw.' objcttis 
brlllQiiics color verdc manzana o amoilllo anaranjudo contnr un 
rondo oseuro. segun d lluitiKicromo u[ili7.acln. Las i^ieas 
tnmunonuoiCvcenTes pueden set direcras o itidirccras. Las 
pruebas Jc jamuiiofluoresccncia Jirecta gcncralmcntc se pue= 
den utilizer piim la dclcecibn dc antigcnos y anlieocrpos (cs 
decir serologL'a], 

Ticnicas da InnivnaEliiiDrascaniiiB jrara la deteceidn ila anligenas 

Las iccnicas dc inmunonuuntsccnda directa (1FD> (fig, 
3-S| implicjit la uplicaeidn de un conjugado iiiarLadu sobie cl 



Delerminante 

antigdriHU 


+ 


>-0c >^; >^r 

>-o- y~°'- y-°- 


AoUcoarpos 
K oonjugadca 
con fluorascBina 



Flyura 3-S D^j^uru Oc uii iinutLCis ac ■tlitiuii.l'lIuitc-.LCitLis OilrcLa iltb). 
Tn cl mclndii clf [MX el imU'^rnn (p Cj.. mu^lru« reSpiialini.Ti (lunk tl SilU% 

siriLiiial re\|tirMiifh>, [iLiiiihd'u.'i, u[Li^niiulcs poll'd 4;l4cniiJLdsj jiC culivu ca cl 
pucilLu Oc iJn puclJCfbjL'ICK purj iaraiDhull'ULitnn'iKij y lclM.xiufuldim'[;ultrMC 
tan un LUiiicucipii nuKiortDrul dirigiJocDniM el jiiii^cni)i.'oniuf!jU«.>cvii llixk- 
IV’ite'fna, ih ]a incvlwiiSn y cl Jav^iJn, rl purmnhjftm tc Cx^niinn poni 

tih^oTiT ln>: poinifws flui'tc'iiwnrPB c.iRivkri'Jinii 


material que sc quiL'ic CAamJnar. seguido dc un perfodo dc 
incubacion dc 15-30 minulos cn un umbdeme humedode 35 n 
37 para permilir que ocurra la rcaecibn antjEcno-anilcucr- 
pi). I^iespu^s de un pasii de lavinln pjiraeliirtinar el eonjugado 
lu) uniJo, cl preparado sc scea al aim y se nronla paia su 
obscrvaciou con un microscopio con la rucnic dc luz y los fil- 
iros dc hurrera apn^piadiis para nuoresceneiu. Hn cl prucedi- 
nalenio de [nmunafluoresecncln indirectB tlFl) Ifig 3-9) el 
material se cubre prJmero con un excesn de siiem inmunc sin 
marcai'ilirigidoconira el anifgeno y se lo ineubsi durante 30 a 
45 minuton u 35-37 "C. Luego sc lava lu inucstra con solucidii 
huHfcr fnsfpm salinn y sc inciiba enn un aniisucm mancado 
(tirigido coutra la especie de In JnmunogInhuLina utilizada en 
h rcacci(Vi inicial ip. cj.. anllcucrpo anlihiimano cunjugado 
Coll nui.ircscc fnu picducidik en Cabru>. Luego dc J'cali/ar los 
lavados para eliminar las malcriales Incspcclficos del Ibndo^ 
la fluoncsccncia obsersada con cl micnoscopio inJicn la pre- 
sencij dc untigcno [.as pTveba^i de IFL) lioti ^lioipleii y r^pidas 
dc rcalizar con mcnos rcacctones incspccftlcas^ sin embargo, 
pueden scr me nos »cnsiblcs que los prosed iinicnms insEircc- 
tOh. Si bicc los itLcioLloik de ll'l son mJs scnsibics y produccii 
nua fluorescencia mas brillanle. pueden scr mcons cspcaTi- 
cos y eoconirar^e sujeiori a una mayor reactividad cruzjtda.'* 
Se comerciali/ujt teaclLsos^iani Indeteccidn de anligenos poir 
IFD y por IFI para disersos agcnics. tomo T. fHtfliifunt, C. Jm- 
v irus del hcipes liimpic. virus viiricc]a-2i3^tcr. virus 
rcspirjioricKS (virus inllucnza, virus sincitial rcspiniorio, 
parainHiienwij, T^/^errmf^fv-sriv ^amirrr. (7- Ififnhlifj y C- 

Algunos reactivos sc 

pueden utllLcar parti la dcicccldn dirccia dc microurganismos 
en [ttucsiras elinluas |p. cJ.. ftiitis cnKliiccrtiL-alcv ciSluliLs rris- 
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□ 


Dflhanninant« 

artijgdnico 




J AniKxterpos 

onticlQieiiTun^es 
ncN mar»4c« 

(p. ej., penflrodos 
fiPAdfO) 


1 


Lavack> 


U 


+ 


Tieiilcss de inmunaRuaiescenda paia fa delecEfdri de amticuerpos 

LoKcnsaycK de TFI pucdcn utilizarsc para la dctcccidn dc an' 
ficuer^piiA di^ tnaaera similar a comn apliean las pniehaii dc 
FC o IHA fflg. J-IO}. L4ts prucba-K dc 1FI w urilizan mis a 
m«nudo en rietr{Kpeelivr» de inlecciATkeit tlrale^t 

para deteciar seroconversion n jncrcTnento (Je cualm veces del 
lllulo dc anlkucrpcK cntrc las miicstrns oblcnidas durante la 
fasc af uda y hi dc convalcccncla. En cJ piDCcdlmicnio Jc IFI, 
los poitaobjctos con cclula.; dc cuUivos dc icjiJo itirccfadas por 
vims fijadas sobre los pocillos del poitaobjcictt pam pniebos de 
FA (flLtniescencia de anticuerpos) se cubren con diluctones 
seriaJas del Mteni del pacieme. Lu^ de la ineubaddn y el 
lavjkk) se agrega nn anticLierpo aitiiinmimoglobuliru humana 
pcodacido cn cabra c conejo maicado con fluoicsceina (conju- 
gjnln) a cada poeiJIn del poiianbjetQs que cnaticnc Ins anifgc- 
nos virales. Despu^s del lavado. se observan Ins porlaobjelos 
con un microscopio dc fluorcsccncia y sc determina cl punto 
ntial Cla diluciOn mis aUadc] suero que produce intnuapriiirv 
tescencia prislliva). Se puoden estabiccer los cambios en cl 
titulo nrediante cl c\amen de Ids partnobjetos con diluciones 
seriadas de sucro dc la fast aguUa y dc In cortvalcccfleia que « 
eiiMiyamn juniaseo una misma prueba. Tambi^n se pueden nea- 
li^r ]os ensayns indjrectos uliliundo conjugadns marcados 


i 




AnKcuerp4» acticone^ 

" 1 

(g«oeracK» «n cebrij 


cofijLJ^Bdaa 

«: J 

con 11ucif05c«riia 

Lavado 


/■ 



FigUTB 3^fl liHjfmnw dc m Cdp<9ir> dc innnmnniHKiWTervui tnibrcvtii (H-l) 
porn lx ilctci^cinlin 4le up BnEFf cna. Hn nu iD^biiD, Isi JiUjc&U-j I p. c}., oflurLu pum 
Lej^iijnetLi) w hiine iL^juncifktf iir^nii lUi £ 1 £chu df anricuetiKMii m diri- 

jhkM k^miec^ «| £LnEfj£]tfkK fkl dt Lbv^. Ji>h iUiKiucirpih C4:fijufL&lDt> 

tliJCircHiciiriu JlrigiJi^Ti CMiEni 1 j dt In rew- 

cidn joicijl (p. cj.. u]ucurfpo:!i -Bodeevneio ik lf<P marcsikw cm fhiorcvc- 
ftu pffKlticiikB «i c*hrn> ic colwim cn el forUn'hjrtrK pjin^ iivmvnoflww^crn- 
cia. lAiesn del kvMln. cl pcniwlTiclfK c^^mEnii pgrj nhnacn-w bi pr?'cntii ik 
flBCTTMCJIcil cipwrjicn, PtiC cjcmplfl- pam f h n imiLucqiui Je cmie- 
jo ivi imrciad:>n dtHfiLh^ cccim ufi numefo 'i;cfY>tipc>!^» piHdcn UDli7Jir 
pMA d pnmcf paso dd pnxrcdmiicmo. lukcAJiu qiK fUf-i d sCigunlo put^ a6b 
w ui\iL tkiici Ig da calm antioowjii maJCjAa cm fluorewfna. fii w vn 

1 4kLA.'tdr por dviIIo 4k nn jnatixlo ilc IPD. sc mjiKnjIin conjijgj- 

dm miTOKlcw f4in flpofcsirciiip separadcH pan cada scimipn 


padasdc la ba&c dc urui lesion vcsiculaf, cspulos, lavadus bioa- 
caalvcnLaics, hcccs diaircicas) y para la idcnliricacicn dc los 
aislamicnlcK dc cultivn (p, cj., vims respiratorios, varus dc her¬ 
pes simple y varicela-zdster). 


Paso 1 Anfficoafpoa 

3nti-CMV 

PDrtanbjffit-DH j;^yy"v"\ 


■f 


Antigano da GMV 

i 

ReADddn ^-ntigflnE^arrtkuerpo 


AMA 


Pfl»o 2 


+ 

Anticuarpo ancihLimana 
cjcmjijgado ccn HuDrfr&ctPfrM 



i 

Fluonesc^nda a^pecflka 


55 X 5 


Anb'sr0no-fijntiO4«rpo 


Flgura 3*10 inmuEhirluncf^cfncia inJlrvcia 4lR) pan Ia ckcfic- 

Lk a£Ljdq.iHtpLT^. Eft tL (p. dj-, ddlutu ik ciihivo 

infcctidfls pm ciliimc^ril'n'ini^ |<.■^1V|^ ^ fija Mibrc un portnohielos jwii 
inniuiiLiflujiircMj-cnLSzL v rcoL-iL-Umui am -cl lIcI pai:icDLc. Si Um -udbLUETptA 

arvi-CMV ^ urun \k 1^ amig^DCH^kL poruG^^jnoi;. Ltifpockl 

]raM ik lavadu. -cl |h^nujubjciufr vc sIuIhc lOJL lju cupd ik JdlLiLUCiporf ik c^tf'l 
imihumafios 4.^iDjupajdcK con nuores^re-fa^i. FMn da como ncsutbkdo la rtLirca- 
cim lk las L^lukh iiif£4:[aLld;^ cwci CMV fijAdlis ai ct poetiobfctoi e indKa Itk 
ptic^K'ra Jc da1ic4icffx>i inri-CMV nt li muesen ink-Jnl ik micto. Los [[talas 
44 pueikfl klertnirtAC r^jli7inLk> A JilbCH^rtftS a1 dd su±m y 

k^'cndch la majrutf 4li]liCH^?rL JcE huctu. Iu i{%9t di ttHiJctidiJ UD gridu j» 

vilidn dc flnLirciccflciii. 
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cnn enzima ip. eji.. pcroxidiisji Jel rnkim) picanici. en lu^iirde 
utilbjir rea^'iivos con nuimK^romo. Las prucbas quc 

uliliAun conJugaJot? con cn£ima±i prudoccn un prcclpilwJo col^v 
icaiti) quc se tsb^crva con un niicroifci^piu optico cn iuu:Lr Jc 
con un microscopic dc fluoicsccncia. Li mayonn do Ics late- 
mtnrio^ que ulilirun IFI para realixar hi Kcrologia anali^ian tni- 
cialineiiie los suerosen dLlucinnes l;K n l:lfl. i^obLiene ur 
rcsultadc posllivon x prepamn dilucionc}; ;lI doblc y cad^ dtlu- 
CLon sc prueba pur iFI hasla que sc alcaaza una diluci^n Jc 
punld riciol. La iriMirsLi dc In diluciun tiids oJtiL quo inusLit^ Huo- 
rosccncia cl tiluln dc esa mucaTn] para c] anlic'ucrpn cn Cucs- 
iL^n. Lii la li^ura 3-U>se muestra un procodimiertodc EFl para 
la detecci^n do anticuerpos anti-CMV. 

El dia^iK^lico dc ciertas inrccciuncs vlmkij'. conic la infcc- 
ciEin per cl virus Jc Rpsidin-BoiT ifEGVh sc iralixu Loiolincaii: 
por medio dc Ja dcieccidn scroldgica dc anltgcnos y ancicucr- 
pns poiiquc esic vinis net crece cn cl culinii dc lincas cel u lares 
cn mciriHxapii u[i|i?adas liahiiualinen.ee cn los lahoraionoK dc 
inicn>blo|o{!fa. EE ERV e% un micnihro do la familia H^rp^.vvi^ 
fhitic y caasa tnoiKuiucIcusis irfccclcbar Laicspucsta cspccili- 
cu cttnlri la inFccCidn Used eanureCTi/ada por la uporicion 
sccuencial de ciertos aniicuerpos, come IfM e IfG anti-VCA 
ianeigcmi ile edpside tirall y anijcucrpoN aniianirgcuri nuclear 
dc Epslcin-Ban iliBNAl y antfgcno Lcjiiprano{EA>(v^asc cap. 


22h Dunmee fase ajiuda de la ini'eccinn aparecen la IfM anli- 
VCA y lucgo ta IgG anii-VCA. en lanio los anticuerpo^ anit- 
EBNA csidn nwseiUcN duranic la infccciiSi aguda, jiparecon du¬ 
rante la fiisL' de cojivalccencia y sc miuiiieitcn dumnic loda 1 j 
vida. Per lo tanto. la prcsencia ^ anticuerpos and-EBNA cri d 
sueni InJiea una infcceidn pasadu cn lugar de una infeccidn 
■uriual. Como el HBNA se encnenlra en bujos nivdes cn las 
cdlulas infcctadas con EBV. para su dcLccci6n sc utiliza a 
incnudu la prud>a dc iiiniuncdliiorcsrciicia uniiu>inpiemen^ 
to (AClF) (11^. 3-11)."^ En csea pfueba sc ulili^ca una Efncj 
cclulitr linl'ohlastiCU infcclada por HH V como fuentc dc antige- 
no. Para esle fm suelcn utilizarse las c^lulas Kaji ya que expre- 
san sj6Iu andgeniii HBNAt VCA mi m; expresa y EA sc dclccla 
pcjcus vetes.'' Estas cilulas sc Tjan end ptinaobjcios y rcuc- 
L'Lorion con el sueru del pacietile. Si los aniicuerpos especEHicos 
anii'EBKA esriirL pteseiues sc unen al anEfgeno nuclear. Luego 
de nn pasn de lavado^ las celubs w ciibrcn cun compicmentn 
Si Ins aniicucipON espeefliens anti-EBNA reaccinnamn en el 
printer pa.sfl. cl conipIcnienEo sc unc a ]oj;L inniunoeninplejcM. 
Tras olro paso dc Javado. las c^lulas sc eubren con undcuerpos 
anLieirmpIcmenlo cs^rtjugadn^ erin nunrcKeeina. 1^ uhser^aciEin 
de fluorescencia nuclear revda b pre&encta de EBNA, que 
indicsi inieceidn pasada por HB V, | j pnicbiH. de imtiuTutnnores- 
ccncia anticoinpLcmcnEo ACIF sc uLilt/^ tuinbiiln para dctcmii- 
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niir cl cMudo iniiiujiilArLu, pan dclvctar aniivuicrpw un[i-CMV 
y pani dcmitsirur KnjconiVCniiun liicgL? cic uita inniuituic iun 
con una vjcuna ^ init (p. tj., vims "* 

Otro eniAdyo de jnniunnhuore.scenda denominadn pmeba 
de anlkuerpos flunreficenlrf! cftntni antigenos de membra- 
na (FAJVIA) c& de eledcion i.'t^Lra Jeicniiinurel c&iadii iiTriiuiiiui- 
rio cc^Dint cicrUKj viriLs, cnoio vims X'aricclii-iit'istcr (VZV). 
sobtc [odo par su extrcmada san&ibilidad.'*^ Ed cslc cn&ayo. 
X rcalizan ditucioncs scrindns dd sucro dd pndcntc cti poci' 
I Ion tk niicroplAca't > agregan c^lulaii ii\t culiivo iofeciaJaf, 
con WV a lui^ dilucjones del iiucro. Lucgo Jc la jnicubai'it^nH b 

intCKiploica NC ccntTifuga pant forj'^r la :ii:dimETilacL[»n du 

adlulu en cl fondo do los pocillos y so rodizaji dos Invades, 
con piiisos dc ccninfiigacidn inicrmcdlos. .Sc agrcga a ca(tj 
pooillo una dilucit^n de irabajo de dii andotierpo fgG aniihu- 
rnann conjug^ido coo fltiorescefpu y ificutvi. Liiejo do eeot. 

pix^cis pOKOS do liiViidu/cOnti'irufEiL.LUil. CusOChoJl las CifiLllkijtH 

sc fijan al poci Mo dc vn portaobjclos FA >■ sc OKaninan con un 
rrtiLTOscivpiio de tluoresceacia. Lit pnjeSa FAMA es mas sensi¬ 
ble que la FC o el EtA, pern requtere para su rcaliz^acldn cdlu^ 
las vivas infectadiLS por virus.' 

Las cslrcilc^as dc tnniunulTuon;s>ccncia y en^imoininunoand- 
lisls ticnen sus verrtaJaN y saN desvciiLajas. Los indtodos do EIA 
para la delcocidn de anlJgonos son venrajosos cn las labontoricis 
ayn gran volumeis <te imhajo<lot>k se anallzan mochas ntuesiras 
diarias para una liinica dclorniiiiEtct^ii {p. cj.. C. rrm'honKttiK o 
virus sincitial rcspiralorioJ.*’A pcsitr de que las. iiSi:niL:a;s dc 
IFD nun mis laburioNaN, Lina venlaja distinliva os la capacidad dc 
observer cn forma dirocta los elcmcnios cclubres de fondn cn 
ciericK proccdiTnicniOK do dcECCtidn <lirecla dc aniigenos que 
lierrniic dctemiinar si b muesim es Lidecuada. For ejeniplo. dadi> 
que C (nn.iur/nati.'f inlecia prct'orcntcnicntc las cclulas cpilctiLL- 
les ciliodricas cervicalos. la picseocia dc cclulas cpilclintcs pavi 
nftcnto&as y/o de ncutwfilos scgrncTifcidnK, critnxjilOK y moco 
indica que la muesiri es insLlecuadj p&m reali/ai el diagnosEico 
I as mueslnis adecuadiis presenlan ima prepondcrancia dc cdu- 
las opiiclialcii cilfndricsts y cdbicas intacias. Esio tw puede Jcier- 
jninar por medio dc la pmeba de antieuerpfs fliKutscenic direcio 
e i:iK:luir detitro del ttifoimie do laboraEono, to que le penniEe al 
medico evaluiir la es'idencia cUnica dr inltccidn por claniidias. 
asi cornu la posibilidiid dc que un ccsulUido Eiogudvcp RrHoje oti 
realidad uim riColcLcion inadecuada ilc muoslin riidoccrvical. 
Esto no so puede determinar con pruebas que no son vikuiiIcfl, 
conv> lo4 RIA dc captuiat dc uniigenu pom Chfumytfin irui-htf- 
nfnri.v y b mayorfa do los ocisayos moleoulares. 
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■/Mm riUii '.|I I rjiiUii C^iil »|ici.iiik:iv, I E ’Em kEi. i .•l*■ll it l'^2i 

49. (J<rr|c IR. hiichfcirLVi (a Ihfucipi'^n hllV infi^hrm iiAinj i-L^mLiipr kchriL|Ub. 
[□' &:tKkliKnLaa G. Clm^f lE^ edi. ACDS- Te-tlioif: A CofT 1 i]Jnhpzmi^o GlimI£ •r* 
liLhuiiiJ >Ei.'di% 4i'. 5<xbaL and MuMjccjiiniL Ktri '^'mL 5|.'JU!iinr- 

Vtrlai:. mA-.tt'H. I-Oil 

W. Cicrhcm Ai ^tnlwiqf S. I aRu%i4 T, Mffcii^m jp1itv*|io. In- -ijirikTlIj lirun. 

u^^MnniFliifi. C\t(n liu^ Vinci Iw^iJ.271-177, 

51. Cfi.mmiT'Bermn. V. lltiV JB. PH, (lpkrt.ik-6 W. MiiKv'kin;il -iTiliI'>(!>■ i> 

liMrHFi tcthJ fh^ETMli vni«-i™pi ■'Ir it'^ 9*1 M |TiT:nnr> SrJ’i-.i (m»^uiL 

hKT:.-i.<-:4|tw2Jl4. 

52. Gfviito Pi\. PciDu MT EvdNiidwi of a rifid MinviinD Ichg fordriLXlirif £n>Lfi B 
^ftcvaiKxicvi La pi n^imL uivniinL J Clin H ivj>.4>iul LfW I .K: L5.VA-1 .SJ!-. 

.sv Crtvh hi. K. wjU Fk. tnl *»f i^rtwiifrn aw4ayi fnr r3|>«l 

iicnjunuin dcAXtioA of lii^jnnl xmup B iicL:phii'«K>ra] nilanii.iDon. J Clin 
Hhh^m.'.] L99J_=H:7t^li2. 

.Si. 1111410:1:1 rX', JnAi FrirchCi F.iahurinih rit Fsr nMElmdn Nm K-npiraiLYy ■! 

vuito JclUL bjn. J Clin Mkrrbw] 19^021:1 L?2] ■ ]Ci2S. 

?i. KUnlfci^i IK- Conifiin-v^m oi S^rtf 4^iiii ii/^frirs; fcr dirwuolufl^ cr-rnjpinL! 

4if [I-!il';ii>i|iCii' ^ii I'nurviKLi brcim prinin ‘.U’laiaon iftd yjbLuhuiv pbk''^ I CJin 
Mkrohio] 

HkNkl k) 'li^iffDf J.Crc>%^h ClK. CC4I Ni.^. r^iMJopfiMl i:nmpiK«HH> ih^in 
L|iir liir iLL?i.'liaiii I'l ^Up Jk UiL-^:^'r.':i liialJ ^ :i|rl|lji .%it|i 

Viith staid;oiJ LulEurf nieOKhl^ J Clin MkiT^hiLl LS'91:5l:HjSi ?(Ed. 

S7. lIu'iMct IM* pi4[iHl'^-i^ nl ;ihl-iq4.i«E|aH|h Using piri:|'ilic fV-ii‘lMaif III Ii^fii «:■. I 
I^LkDiiH.s 

SS. E^rnrandl^K. WiS Plulli(i^ .■. ri al l>flKtini jnli^m viilh ukJ ^illir-u irrmni 
IK K'mrlfi h*i 3'Mkj.il'i4in;il m"iii4Tin|i. ■‘f tiHKA* rnrniirH-kVMvinpry 

v-mbs lyiK- I bnlKlHvi J Cun MiCMibnl 

.SSI. I hndnvr W_ | jcif ]). Rriihr M tfl gl S^nxlaarnmic uf Fp^in B-ur nns iri’LTiN m hj 

|l«n^nV^"ll6|i|*J|l xq|jJ V-Pf^^iJ-^lijLi?|kfrajj|^nfh hu[:iMln|iip-njh p*,nc Cm-sphi. JCllll 

MLcrotiHSI lmLT7:.tIN. 

llymptm-j tP. fip^A Ml Jr. l^rrilry JikT*ifiiaJlHM ^'^^nl■^^i^■^ll? 1rm'-irilf>J 

ji«:fMiiiEK iiru% (univk> tiy >*4^ inwiuw tI mm. 41 iitei.it'*HSi|'y. J 

|9Sil:]9-|7"'-|?il1. 

61. Ilwn-li DA. AUi<>b^\D. Svn B- ri al EvaLuAtiLaHif-H InJra purlkk jp^lulinriicai ni-'js 
l-i.ir ihf drtWlK.^ lij (yiiininilltr'iriii. Jyrtl^■■d^ iil f^pfknj ynww J Clul 
l9Kl:37 2H7fi.2fi?9 

62. Inpjm DL. Pc^kii Cki^lii^i AR.I?tlc4:bLHkLiJbi4.1^riaJ jr^ifLOMn K>d_v HuiJs 

v4icJ'i dt HVelli:i«jtii Miir^rr-f.'tin'll j^if^iaTTiir ti Vrn-pi'iiivirk'^LC prrtt.^7i4\tiU- ami 
A'wc^^rrm fh»‘K£nXiftsll'i. 3^S1 |j1C^ hfgluilJ£j|-4L Cr^ll I Clin- .Vdi^-N4T».i| 

I9^:L£.III9-JI2[. 

|ici K RKHnnitf E:h rt al.-Sfwifiv of 

nk crc|mvmi±ii pviih d lUBorbiul omihodj-. I Cllit Mkruhiot I492,!16 
C>4. Jinda WM. Wi!LL>:ikj LM. ^luridcE kl_ <1 uL CuEopjiisun uf iikLiDiKlLirujI uiu- 
■haK'il mvclKiil^ anJ a nhisJimal rik»nv;.'kw anJ K>l Cly AV^^trirjr 

ldIiufiJ Liiiiifc'li^ii-.iLkdi I'ur | C.lin InEV'-i Pils |2! 

17 7.13i4. 

65. JancB LL. MiMrr IT FViKkuEra anJ aL’lKiLk-L 4.4 IfZ in Injuiindi infrT'lii.in». Pnip 
Alknc> |9S:JI. I7!1-3?U. 

66. Johca^nn BJB Rt'bfTm-L Kli, Ruky RPl rt j] TirnKlia^Do^i-i- l^* L.yTTk: diua^^: .klu- 
WM,'h lH" q. E^ii- ik'p apprwb »»»np h npfr]l4-'K;i^ Ell^A bnJ- nnnmmi^liHiiriF. 3 
l-nka LHs l•Wl.l74..140•A^>. 

67. Kill* C l., ^k'lfiliKli K I'L'mir B. iM ai M^TKikud anlilvidie^ ii-ii Iflx' rapaJ iJiarTvinai 

cif ii'b|;iii.«iiitpry nvuyldil iirus nift^inia hi) LrtUNuikifliMirifM:cnL’.' Ilu^ XliLnrfi«.i| 

lnr*:C [Wv 


6H Kiuliiiirin !. L.3l^f:ikH*N mciluLi. j'oi ihc nnd ii:tfifirTTijiriim (if lyNlcm R 

msKXfu:^. rial IilAmI Li> J;i:5Z3-S2SI. 

69 KHjrnmh L, .Srkhuo A\, NkAiiina N. n il l offlporwiH" ci-flluiimimr cnmnwfciil 

PrcniicT E]A -Mid nic loiairuHniiiUifuN^kn Mf*!\ viimfikmenl n-'pciun r>H CiibyiiL-Hihl^ 

imji'aii^ imLl:<■Jp^^ J Cijn MicmNoI l'.wi:J.^:6IH-6-iy 
7(1. Kjiifiiui J., ^unijjnl F['. SpeL-idld idimiriL'EaiL^ itf mAluialk inf^inint 

(u:ivi h\ OKkkruLjLCSb iLnixIh^iL .4.i’.iij Rm* Mii.rofi>jl l9h7.,IL:209 l2.V 
71 Ktflk] K.SC,C incrlti II. Cmpin^atu^ tior Jincrnll fI^IhkI^ f.n- iKMLr- 

iLml Li| J C!''lii^ IWS,^^ :JIh--d]^. 

77. Kcllni^ J.4.i.\jlujn! vh.-djiw.E miijcini \h' [k.'Lj-nl..'4MiC inKro^ial puLAhtpcii fr^im 
kTwn n-Lf^raliTT- tr-arl ^Tvdmm*- mi^KiVd nif 4■■■|l:^*i|^J Ehr TT^ir^kicy 

suu^. Aisih l^iitiul L.^ Muil MAH];LLl.4dS^K. 

73. kL-Unm; ILa 5^hiniijl NJ.Udlih D. L-ciilriLr bK. .4.vli.-iifHplL-in:ni tflLllrvrpJ1IU^■^^^- 
ctAi-e LI^|| kir Jibiilkklj^ [ti liiJEDMii:)ii[cHiv^alL^nnE4 J Clui MkrL'hinl 1'9?7.6 627-612 

74. KJju kL, \-|..Sidn [?, EJalKJniy VLdta!. EvulLiiLk>a.djrCkifiio ld]%'-l/Jil%'-2 n^rai- 
tinwil Emimmi+iK hi^a) J C hn Mk-Rihol IV4h.41 2t»vyj6S(. 

7A Klii]iriiwii- lAJW, Wn3=^ JW. ^ pi. i:.jlhiiJiiM <il CV-mK^ iihJ 

Migw Lik Il.1l pnJjtfTvnM lIujlji Fr^cn'a, and clII olIIuil \im Lklf^jiiin <4 
C hhunydiJ lT!*rh.irn:iliii in iin»fnmal »j»minrn». I tlm MiLTid>tn| PNt1| 32 ji;- 
iZIil. 

75. Kidikjr Ci. Mchbrni t . C'LfrlinMaii-cuh^ iif ftjMjiJ cii'J-, scLTCIing ailitniJirs uf (tc- 
diirini'd Tfimlizily. Nulure l973:2Sfr49fl J97. 

77 KidinlP.-fcUlS.HolJirtpjCrtJ lil^ L1R4 u,iLl<idij 5 :>^j^,rf bLnc-^i^nibr fcm V-l|| 
iiublinly FL,IS:a risiilm. | jJh;LM 

76s Ludbcn fcS. Ci:ai|L* AB. IimJuMiuci cnzynx LainwiHia.iM^ bi a rm^LJ ao'ixfiu^' 
Ilh* fjM- kaHii.-4plaMrw^-( and blaMiifii>i.-iMS. Am ko Rc^jnr Lh-.- t'?|47.l?-f>-1'l-k-.ll9 
7'J 1 jljv‘-C F.ffc4Ti|ii'H-3 |i<tTnn-iriKlF>C |lJr<millxtd -lEhliiVi^kaktU lm-rt|h|>#K 
hufiun ftm-Kiulir hz3mik;pl nhciahronL TiaJi-.p4.iril ISii. I4h9.1.959 Mii.^ 

Kl l.siip.' J.fiiuilkinil 1 [A'din^ i4 irtiS.'diy TturlT*il>-li' KEV .^wr ]T-:4Lini- WLii»Jir> 
I-1 iii.rcaH'J |l■1lla.l:ll<l« id* iilV .in[i|i^|L I.KihXl MIKT;|.4-4i 
HE. |jiktiv.3 p, MdivfKr^ \, W.ikihd k, dc .iP. LVnifurKiHiiri li^-e aoci.n fiTanitichiY ii3 
Tarirc-lla jGorr ilpde and iho nunmfeii-3iiib.id^-to rtdnitT.inr ftnlifin Icm J CIlb 
«K-JL-l-iL-] LW7:2^.Z0i9-2W2. 

h 2. LaiiKchifrII, m Melk Cr., L>R\i'ui N,-£l al. I'.hLiluaciEvi \‘l i iinrmimlogir ht*-t 
fiijf rapii|bU4mii^i-iryii"i|iA kirri^vivn, tjK AU»*HiTFajkp»i SrnrfiA PIm J 
MkimhiL-J L9i5;5?:2Nl-2ftl 

H.^ I.nide:ilak T-L., l.indrn; I. ThmeyrniM I Chapin K. Ciinfiaiii-n ivf ihcr P.U'lr II 
■"■jy. anii4i-rK:jiiiir> ynJ Ckaivin* tl.^ IW u| Chlaia.yJij Irp- 

ffiimitiiiE ifb U[IhiW indKfT'.ifai ind uriAC -p^<imt*n^ J Ciin 

LW9:27:JI2^-22]9. 

H-1. LrluniJ DS. B«d] KA-Caiaiiadiaiu. EB. izl a]. EvaLu'jLdiiJ Jcu* nkLhhJ}! fuT dyUi- 
nTtyak^vinp-^ ivirin^ty it rW hy n Kint maF-mu' cjM-^ibihr %vrs)ct J 

CLun Mkrebirf L9^9.2:.I75-17S. 

H3. Lcdnelli: El'. LpCcin-Bon Vuu\. [a: MlutAy I^ Uunm bJ. PlaLki .SEA. i.i oJ. dil 
Miiwd laf riiaic^ .Mknibuihyj-j 7iJi fri \W±dkiHp^n, fMf: ARM fS«-%x IVJ^J.-'ll'■ 
■>JS. 

U6. Lc^is LL. 1-lhJE Lli. Baj^rn Kb. b.v,ytxujiKa ol inkJllU(Uflc4Sjll« M 1Sc%tcr6 Mci 

4lulvNi( i|b t\m! -djlfTKlnii. • ivi i^3tl^frcC)ira.r feyrtiilii, 1 Clira Muil^iml |'>'4.l.l¥;2'Ki kll 

HI. I jdii-iH^il-AjiLa. L 1.1 \J, CTiu>i Ml. IJJV-lilll V-2 ndriimig:iitml> in l-IIV Aublype P 
mkirlnl raEifrUs Lnntfl I994:12VI>J^«|19S 

HH- E.yc-vlb l!lM, NciiSIc lir?., El-vuni. [J7 eJ .aj bkilH^mVi l^t'riK* CCiuJr^iWxv 

JfJiL fV KW A'B TLS r. 1 Clin MkcpbKit I99X.15: | K4 ■ LV.I. 

KV M » Mli-if AMH I 44irl K Ei.b-c idi aail HfvvitinEkrH uF Pmnin- 

i_ luL tPh" bfij hifmiCT tlLU." b-n^ynttf i^rtin*mih4M>> ict {f\ nif^EKia 

■A;£h I’dnKfiKin 4bhijri*hke- liYiin i-produL'^if ni^i F {''lin K1i:iu6ir4 

|9^JE:?6lfi^lS^lHI 

AP. APrtkfflr Cj, lyEniiJiKiiM JM. cCail Coonp^hc^ s Piiv% r-fvJ in/ynt- 
knkfd imTfiuii^xnrhcnl aviny iii-Elh Inlex |mi:k agjl^linuboa inr tfu daifLii-nn of 
f^ii<Tn.i/ifri'.'ri? Ijpc b EiFiCLitmu J Clin SEicrdHvJ I4b.1_ll:711-7N. 

Mjpnarrlli l-A, Millir JN. Anitr^ 3F. fti^wCER CpriMrHrfKiivii;i p| niifi^iftTiK- 
bTp'.TKninI amhK'Kjy in fiK l.ymc Akhtc I Clxn MjLirViic.l I9*M>;2K: 

L27Ch|27'3. 

Mificani -Cr. raftmn^n Ar>, MwafiJfK Jk IniniMinnlwn^nl i.iu?ain^*ikin -r'JK«lfCa 
by MOdI■: radial in'diuiFudifFuikdi IrruimnachcminJir^r 1^3:2.115-2.17. 

'9^ 'SlAiiiii^ TP. J-k»knL-ski TP. MiHJcibcn CL. HiiJ HK. CkJinpari>-<.>ii LTamkci-Lialk 

imjLahk at^jyivu- ■im^ioi'iXKHiir -A-nh irfhdiLii-ihiL t^^i-ffYu^ol b-'Ni-s -ikiiE^-iiL-vi iif 

aiiiibudKM Lg Cfi^cnlhuJzi. ifjMMta. J CiiliMLcruthjI J99SJ3.94^1-94-1. 

-9-! \l»ci LlPj. Pmuirui I, 7iiifi,m.-HLi !^P, .il. l.VimvjjJicimritL in ihoJji ikriCiiMai l>f 
iJ^tt (r^wimFJJlj a^ailablr a%%:iy% wid <■|.■lP^k■FTli-^l liiaciiip Fbjpri Mph-p»Hi4 
IjilVxtDu. LKi:J.tS5-4-^. 

MtLVmJhd 1C. C^ucr^ncv' y\ L'lilily a rrcpirali^ vini^'piim.'l mviCaaninif a nTf>iiiK:lG- 

Hid ilUE^kly ^uul Inrf VLhnrhli^ iif n’kiSfaJiEi In rxHij^'nL 

^yriTrliiiL mruN suum. J Clin Mtcn^ihril |9S..^;.ir2tV]^ -^^l I 

96. MrKiigfi TM, CKn-ant (li, Vi'ihn' JC. rE -al. C4impan'4(wi itF ini:iha>d( r'lK Ibu 
dctcilniD L^-attibijJh Lo LyUjEirpailuhirv.. J CUa MkrutwJ ]9fl.SJ!2.1014-1019. 

97. Mfatjiti I, VJijb^fcccF I. Potjn<i. cr >\ hv#2ii;tlinn (4 iiyvj h rivyuK- 

for Ltu dc^r^dro of CijfiimiViii rioiViiurvr^iYj in urogdniii] hpi-chmoni. Dia^n 
NU-iuMul [liCc^rDi-^ l9y2:L?iU3-COS. 

9s Nf V[_ S'lram SA.("linisofKi RF,<( 3.| Rapid -rkit-^Eionnf /yLir^i''iiM v-inr. ■ viHr.'.'i’ us»iij 
a dim'l FluExcbr-nK< muTyxlmioJ i£nih.kdY ivliijn. J CLin -MirmbuL I990'JS:Z22£- 

91^. Nf VL. Ya^n DM, McFIuliI LSS', c\ al Fvjliciiim od nn indirrca fninn-u-del- anlih^iftY 
tfuti l■-l■l'tk1r^ll>m uf/^fimcic-LT^TCiifi'n^ Mi^raliin -.pc^iincns. I Clin ^9kii.»^4 
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lOt>. Ncwn.A TrtffmeiiiA gullidum IVi^fVftiild Rci^ahih dvfioup P^-il^fVf^iilx oJ 
TfupL-Dcmj piflklnn: pnifrn-i Lwaid urKknJwidiny. Chcii UniclurnJ. rvnKtiqnil and 
irTiJnufKiJii|[i£: hlhmIbiL'l Ki=v 

101. NfmiKvh RC., Tun NfR. (^I4(tein LC,«I aJ M^annclmil imilHitlin F^dia^nmid of 
tAiwwh n rHAnrtln-.Sskrh:? 

kC CMj: ,SJ. Oisn# MV. I.iu KH. tH- Hi* ctf Bht pihrmpiwdfnniiif 

ieunuBCHUJi^- fcf ihc dcECinjaa. of fa^Dgicnii: kbd BoapiLbjQSHik! EBlUTuetj bii- 
WAs^L-d. bi fuLoJ Truu H Sih: TiiifV Msd H >9 1946L99.24i-24^. 

10.4.1'^in J d"4Mly4c immiwclqiRiqiht C4 

SdiTie. CfL jJ SLfe L'h^i^ 11 1 6. 

14M. Pklh%? A-^.-.S7ruCh U. McLau^lin D. d al.Cmrip^ailVr fStJuUuil ixT & dnenulkuihJ- 
nciml PrfA [Tvhr ruid si FXL4hti|;rn l«iE frr tnfdd idcniEirK'«rian cf linhlfliLriui 
i.4p>uUiJijm J tlifi Mhrro1>it.d iy?2.3rj;5]tW-3ll1. 
lO^. a a, ^ilmrih fi, Snedud Ffi, el a] Tofr^rdme eiakucirm of rhenulunirm- 

t^ciM DNA DH>^ ukicnwilip'D. \r^ fm rigiiJ hknAfpr-UCioticif Bljik.nn}ur» 
JmiMIfflib flJhJCWCKiBldrt IJDCTlJfti. J-tllB MKWtttOf I 
infr. Pile- hl.^, Dsion Pft., |4udy K., ei iL E^nhiitiaDoFthe BioicaT Chliinjiii OLV uaiy 
uiLh ^iccuncEU frvm *uf!m i£LriHtvi|e ■ KAiutlv UifisniLQcd JiKDr k'lioik'. J CLil 
-M icniiiil lvyN:l6.-:iaV2(Kh 

IQ*?. TVinc GF. A !fiKilicpT>:hjiiEin FTKfckia ^■itli rhe^^lEbon apr ^ 

fiKnlai^wwttit- piwwiP>wMii, -Mri B- fShiMi. Pr J E^p ■ >: 

IMl-W. 

lOfl. ftJb:L DE, Sanun EIL. PMcin DC^ d ■!. CccfunuLiL^ uhi diiTcrailHtiEm of ubbo- 
Jk^ Lv tHiutiin ifnnluKKk[knK.V vlHb I JUJ I >ii.nL^ k ^p-hkUil a&jjy iK-Rldinfl 

■n-flrrJhwni anbfTrii ixfilKdir pcpiklc^ CldH Cfwrt 1^1:37 ITFl’i-l'TlI?, 
BTfiiuKT C, ikctnbiirj CkribcHi A, Rmidh TT. fmJiuljLW of 4hc uikcuiplciiicxit 
vrTtitilarW>l1uLTiSi.-trK^ H-il Iit ilLlCdPjn fif J Clm 

Muzfuhiiil 

111>. F-'niiuda hf\ bmrr JcJ. A L.DfnpirL-vcvi Lwd passive a^gtuluaiMi pn»aaium 
cni'me linIrcJ immun'K^rlvrtf ih-w Iit ruhvlla anhl^iJir Am I Clih PlJhol 

II L pjkic^y M. ^IweV^ PC. Rcc MH. fl aI . O-wiparraiif luniimi of kiii fcirr nf»fl 

dijEutisaf A StnptKoccul diieHC. FrdijtF lofeci Dii l9B5;4'274-2fil. 

III Kmi N. WdmiEcwjAi DT, .AnEEAua^ JA.cl dL tvAluiilii.ii lT ud-^^KDiriciDcnLJir) ■Imkif- 

ifiiyBwp4i-i^irMti<d‘«Vifl. J rUAUcrctih-il 
11 Rjciknan DM^ Klein C. CelJuIa k^LEilLubcw of an EpateLn Bdir vifui ijEDV iuacu- 
i(ij ccKyfikrwni-raminf inri^ bn inl fPin-prcOiA^r E^TTipl'P>bli^>bd <H\ 

Jiaei. Inr J Cmintw 1^7.1:1 

] J ■!• Eloc M. Ki^>PiVHJHm Ki. 4 J. CAimfmiiJD B^nUr A ^.>1A 

iniTnwit »y>. .ANwti 'lifi-Parti Phii- Srrcp A. arihl-njlMn: mh wleoivc msdi fi* 
dinfnofiLi of g^o«^ A urcfHoccecil phnrjiigiiii. I Clin MkiiDbii]l 199?:]J; LS51 • 1 5S'^. 
J15. BLalh Ha, Ku^hloiai Mb. Itiaia&.-'dClua -uf a l';rJnphn. 7 lr ^Mdiylxb pci»- 

isiH-r itnittiini>aViMiri M (fiiol Ciicm 

] |fk hokUt^m Vtl. Iltmiei M-C., SdinJb±BiiAen ? ReliihiliLv of emu k-a> Lcii Lilk fot 
ripid -iiujjHvns uf les^iniKTry virui uilcotkiiL J Clin .Micnibmil 1991:.^: 

] |7. iiinpiJhlfijL MO. M. Onidl L aS AKlb^3^JlKi% tuiOim T* 

I^BT^ihi'itr-r^iiju' rrtrm-irwm i'l-im .V-lltL in ^h^ u-nrni nf piMinnn. uidb Alfb"^. ’^PHre- 

]11. -SoKibleC. Zekaij I., PuiCTF. dl nJ. SwskibiviLy vi UmtrJ Slulci fcllV aoLibLily tcfVk 
In'dneclnTi L»f lUV.l fniypCI irdcfum^. Lanrei 1^3-13.4. 

]]4. lihiwIriL-f I, Jofie-i klS, KnibH hC, ci il. Evalujlian of ilv -CThLiniydLi lou 10 
dnc\i afid 'henry Chlaju^dla u-dKlHiniUL) jn uro^ehiul I Clm 

120. Sc]u|4iioh J. ZhHuJ. md Km.HilihcdcdrctJL'noFiDmwK'-eiifnpkAril anJ 
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L os microbidilogos siempiv han buscado y ctmtiniian 
busf-sndo fonsas mdii rdpidas y cncimlcs para dctec- 
lar y catiKtcruar microcifganismos^. Las t^cmcas 
moleculan^^, inliioducidas en cl labdr^torio Ttlici^obiQ|6^ico cli- 
nico ya hac:e liempo^ han side una de las heiramientas 
podCTOsas hatila la fccha. La migraci^n Jc it^CexIos dc diag’ 
ndstico molecular iiiodemos des4k los labonitorioij de iiivesii- 
gacidn dc cicncia bdska hacia los laboratorios cllnicos cojdcu- 
hacc mis dc una dKiidar Eseos ensayos han rcvclucionado 
el laboratorio intcrDlnold£]CO y han cambtado la tonna de 
deiectar. caT^CTeriiar y cuAmiticar lew microoi^anismoi; dii^c- 
tunente en muesiras bioldgicas y a partir de cultivos. En Ion 
ultimos quince ados, cstas idcnicas han pnogreudo desde aque- 
Uos vnsayos laboriosos y engorrosos hasla las peuebas scncillas 
y ripidas qoe, en algunos casps. permiEtn obtener l 0 !t itsulta- 
dos denEro de la hora de iniciado el ensayo, dlrectanvnle de If) 
miicNEm cKnica. 

Los en-sayo!) moloeulares uiillzadew |xir los primerus inicro- 
bidlogos moicculaies se usaban para dclcclar microarganLsmos 
con requerimientos nuiricionales cspcciales ijaftiJwits) o no 
cuLcivahle^ o para deiemninair la causa de brOEes significjEivos. 
Sin ciDbargOt coino eslos ensayos se vob ieron cada ve?. nids 
sencillOs y nkeno^ Cosloso^ sc lOs ha cmplcado p^ini lu OcEcecidn 
y 111 ciiracterizacidn dc micrvomiinisiuiXb nkuebo niiis eomuncB. 

Ijs microbiologi'a molecular pnede vepamrse cn lies caEcgo- 
rfas. La prijnera en la deEeccidn de microorganinmos sin cl uso 
de laampliiicaeif^nde dcidos nucleicos. Estas aplicacioncs uEi* 
lizan la ampliricacidn dc una scdal generada (por lo ^cncnit luz 
o color), que rc&uLia de la hibridacion saLisfi^CEoria Ue una 
sonda dc icido nuclcico con la mol^kula difuia de dcido nuclei- 
CO. La seaunda es la deteccion, la carncterizacidn y, en algunas 
instancias, la cuanlificaCitln dc micptwffi^nisfuos usando uno 
de lo)i vahi>!^ m^iodos de amplificacidnde jcidosnucleicosdih- 
poiilblcs. For lAltinio, los indtodos inoiccu lares sc han usado 
cxtcnsanKnic para dclcrmjcuir cl parcntcsco enirc inicnjorga- 
niRnios <tipiFicaci6n dc cspccIcfE). lo que los ha cotivenidn en 
utia herramteiita erfhea para has epidemidlogos ho.spjtalarios y 
dc lu sulud publicu. Todas csias EccnolojiraN. de una mancra \i 
opQ, uiilLzati la quhnicj Je los it Idas nucleicos. Puc Id tamo, 
comenzoicmos cstc capltulo con un repaso dc las bases dc Los 
acidos nuclcicoj;. 

No serfa pi^ctlco, y escaparla al alcance de e^te tibcoH repa- 
sar lodos los ensayos moicculares usados Cn la idenElRcaciE^ e 
invcsiigaciOn el manejo dc mkruof^anlsinos. Por cansigujenle, 
St desciibii'An con dclallc las pruebas qiK demostmron mayor 
utilidad cn cl lahoroioiiD clinico, Ijs quo csi^ci dispanibles eci 
el cnercado, y algunas nuevas paitieularmenEe promlsorias, 
Ahora existen muchos lipos die uinplificaci^in dc kadiw riiclci- 
cos, Lu dcTiominacidn itacciAn cn raikna de In |>:]linicrasj 
(PCR). aplicada para la prccursom dc las pruebas dc amplLn- 
cacian dc acidos nucleicos, y que se usa a k'eces en un sentido 
generico en este texlo, reemplaza al icrmlno ampLiflcacidn de 
acldos nuckiicos. EsEo sc hiz/> pttra darle praciicldad y fluide;' 
al icsEo. pciu cl lector deberfa sailer umbidn cs faclible cl 
USD dc ocru^ tipus dc quJtnioiPS para la ainpliftcaicii^n tic dcidos 
nuclcicos. 


Acitios nucleicos - Las bases dd DUA y del BUA 

Estmetura del DNA 

El icido dcsop)irriHonudeien (DNA) una moLeenta Ifuga 
compuesEU por dos hebra^, Cada hebra de DNA tS im poliinep>. 
t{) que sigaifiea que csid cmniweMa por subunidrtdcs siiuilurcs 


repetida!;. Esiai suhunidade^ repel Idas o ’'hloques" de DNA son 
nuckdiidos monofosratos. Las dos hebrai que ootnponen la 
mokcula de DNA ticuen una dircccido dcccmiinada por su quf- 
mica org^nica y sc orienton cn dirccciones opucstas. Las dos 
hebras de una mol^ula dc DNA inlacio inleractiian a (ruvds dc 
Ids puentes de hidr^geno y se denominan eompLementarias. La 
con liguTocidit Ikilsica del DNA sc repnesenEa cn la figura 4- 1. 

Hay euairo clases dc nueledtidns im>noftwfaiosqi.ic romuui cl 
DNA. denominados dc acticrdo con cl ripo dc base que contie- 
nen. Coda nucleoiLdo monnrosfato esu9 tofisiituido, a ku vcz, 
por ires ino1£cu]as: cl azucar deso;tinibosa, un rosfato y una 
base nueleriKdica ffifi. 4-2). Ei esquelelo de eatta nna dc Ins do> 
hebras de lu rnoldcuia dc DNA sc oompone de nioldculas de 
azticar dcsojirribosa y fesfato allcrnadas que » uacn dc undo 
omaknEc- Las bases nuclcmf'dkas sc c^tienden o partir de la 
molecula de azdear hocia el inierinr de la pane central de la miv 
l^cula dc DNA dc doblc cadena. Las pc^icioncs y orientaciones 
de los ikidos nuuleiuus se dcierininan por tonvencitSti dc acucr- 
do con la nuincracidn del dlonio de caibono dc las moldeulas de 
aziicar. La base nuciiooEiidica sc adhicrc al azikor cn la postcida 
I' del earbono. Las mokeuLas de Ibsfaio qua forniun uti pucnic 
sc adhieren a los earbnnos 3' y ft\y Ee daq a la hebra una nrien- 
lacibn poiticulur. cuya imporUuicia sc aclaia mds adclanic cn 
este (exto. Las. cuatro bases nn(:leditida.s pru!<enies cn el DNA 
son la.'; mol^la^ dc pwiTui. acknina lA) y guaninn iGi,y Ins de 
pirimidina, [iininalT) ycito&ina (C). Laputina odenma presen- 
ic en una hcbni dc DNA tbnna dos puentes de hidrdgeno con la 
parimidinu timlna cn la hebra opucsia dc DNA. Estus nuL'Icdli- 
dio!< ^c dice que -Hoii LoitiplicinenEurioH. Dc moth? similar, lu guo- 
iiioa cn una hebra de DNA Forma nes puentes dc hidrbgcno con 
la dtosina complcmenlttna cti la hebm opiicf^Ta dc DNA. 

U ewmclura del dna iueJe repre^entarse, por rwonci de 
simplieidod, eomo una esealera en In que los peldofios esiin 
formados por las bases complctncnlarius dc lus Jos hebrus dc 
DNA > lo'i liiEcrilcs repfesentan lU'i mulcenlas ullcmadjs dc a/lj- 
CQT FosfnEo (fig. 4-3l- El UNA en los scies vivos no e^iistc como 
una moldcula lineal c:iccpEO ml vcz de modo icnnpornl. Anwh 
bleu, ts una su|>:rh^lice: hi longiiud loEat de lit nvikeula de 
DNA sucic scr mayor que la longtlud dc la c^lula que la con- 
Tionc- Por eorsieuiunlc, cl DNA dche escur supccunrollado dc 
monera qua loda au extension pueda estar empaquetada en 
espacios nuiy pcquefios. La estniclura real del DNA cs La Joble 
hilice el^siea JescriEa por James Wiuson y Fr^inci^j Crick en 
1953 (http ;//nDbelprize.oTg/]ikcdjcinc/laurca(cs/l 962/). Lns dos 
ticbrus de DNA manEenidas Junius por pucnics dc hidi^acncj, 
como ya se describid, exJsten coma una mol^ula helicoidal Ic- 
tx^gira con surctw mayores y mcnorcs. El ctsuotimienio de la 
esiruciUTj bislca del DNA y de la replicaeirtn dc cMa mokcu- 
la fUiC rtindaineiital para el desonollo dc las pruebos bo^idai en la 
ajnplificjcibtt tie iScitJiis nuelcieos que ahoru se UEiliZuU con fre- 
cuencia, 

Estnicluta Etel RNA 

Existen niuchos tipo-s dc mcd^ulas tic RNA cn ia c^luko, 
pera nos limitaremos aqui a las formas mJis comunes, que son 
el RNA mcnsiycro (inRNAL tt RNA de Eratisfeiencia (IRNA) 
y el RNA rihrwnmio) trRNA). Las subunidadcs repelidus dc 
RNA sum siinilarcs a las dc DNA. £1 RNA Eambidn cs un polf- 
mcro. pero de eadena simple o monncitEcnurio. El esqucleto de 
c.sta moldculu lambidit sc componc de molwulas dc frvEfalo y 
azucar aliemadaKn pcto el aiiicar del RNA es ribosa. Como el 
DNA. las ba^^es nuclcoiidicas estdn unidas de moiJo eovalenic 
a la niokcula Jc azacar. Sin embargo, en cl RNA la base niicic- 
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otidica limina esia reemplazada por la base uraciln. Aunque la 
mayorfa dc Iasi mo I ^cu I as cU; RNA mid mum^^atcnarias, pucdcn 
ptcgarsc sohrc sf y romuii puenles cti; hidrtigvno cumplcuteriui- 

rins^ dc tal modo quc m: urigina uiia cstruclLitu KCCUItJuna. 

FunclOn del DHA -MmacensmleiitD de inlDimacidn 

Los gcncii quo codillciin ta gran cnayurfa Jc las pn^tcfnas 
rvrii:ion!|]o!( >' C.Hlruclui'uIc.H dc Ij CiflLlIu CHlun cunlcnidoii cn cl 
DNA cromoMfltnico. Si la c^ula raquiere mas prolcina paia sj 
dtoe:%quelelA n !Qi nece:;jta mds de una enzima para metalmlizar 
IIn aziicar, puede pmducir mds si ahre. lee y usa el men>ia)e en 
cl DMA i b prdxima sccviiSn^ Por lo tEimo. m ha sugeri- 
du quc cl DNA cv la cupia hcl LugriifiOJ dc la Cclulo. uoa ajialo- 
gia pcnincnic. Cuando una cclula sc divide, la cclula nueva 
tamhicn dchc tener una copin det DNA pnra presernr su 
cstmctnra y siis funcioncs, 

l:s imps>ruii)ic cnccndcr bs hjiscii Jc In rcp[icncl<^rt del DNA 
porque DiuOllos dc c.slos priilcipios sc usan cn la FCR y cn uigu' 
nos otios mc^tndos dc ampUricacidn dc dcldns RuclcicoK. Lii 
rcplicacion del DNA comionza con el aflojainiento dc la niolc- 
cub dc DNA siipcTcnrolhHlu, Luego. b poraidn ni(l« lineal de 
la dohle li^licc ^e separa panciaJinetite en do« ]iebra>i compo- 
ncnlea. E.'i como si los pcldailus Jc ta ''cscalcra" dc DNA ostu- 
vicraii scmichados por la mitad y bs dos porcioncs latcralcs dc 
1.1 cM;alcTa sc Ncpanirun (tig. '^-4). l-a DNA helicaiia cs ana 
en7iina impoilanle pcira separar las dos hehras de DNA. Unn 
]imilaci(')n cn la sinlesis dc DNA, que sc llcva a cabo por In 
DNA polimerasa. cs quo ocurre st^lo cn dlrcccidii a 3\ Por 
lo lanU\ Lina sola hchra dc DNA puede haccrKC dc un mudo 
continno en esa diiccci^n. Cotno se sintetiza de mode continuo 
y mds rapidamenle qiie la opuesla. esta he bra se denomina enn- 
duciota (adelantada). I^ hebra lerrasada replica en seeciones, 
dcbido a que cl extrernu .V cslanl disponibte para la slntcsis sdlo 
dcspucs que la DNA hdicosa haya ncalizado su farcion. Las 
poirionej, dLSConliciuas de DNA que se sirielizan en La hehra 
retra^adn se ligan n se liinden una con otra por accidn de la 
DlNA ligasa, que por liltinw hace de la hebra retrasada una 
hebra conlinua dc DNA. El rvsuliado final cn b rcplicacidn del 
DNA as la ercaciuti dc dus hebras Idjas a panir de una moid- 
cub dc DNA modre (fig. 4-5). Cada una dc las molcculas hijas 
nuC'Tis de DNA sc componen de una bchru dc La mol^cub dc 
DNA madre u ori^en y ana hehra sioiecizada de nuexvt que es 
oomplcmentEirla dc la hebra madre. Cada una de las mobeulas 
dc DNA bicaicnario rccLdn stnicrizadas son porejas pcrfccEas do 
la mobcula dc DNA inadre. a nicnos que suceda un errt^r en la 
rcplicacinn. La rcplicacion del DNA debc pnreeder a la divi¬ 
sion celular. de modn que cada nueva D^lula fonnada cenga on 
complemcnto compkio dc DNA. 



[>03 hobra^ do un polimero 
de dcido nucleico desoKlnlbosa 
qua intaiaduan (complamQntariasI 
formBn la mol^uula de DMA 
da dabie hafcra 

FIgura 4-1 bscrutturji tkrl [>NA. Li e'lrLK.mrii del Ub'A ruf ilfM-TiU 
uihL (h4ilc liclkc. Et l?Sr\ ev un [x»liiTieni irm sc cHinipniu: ilc 

n^ip'li^HxliK pimiD ti unidact ivpeEiJIiv^ Ictgt FiUvl^Lilldii't. a Ml v^y, sc inifn- 

[KwicitOc Un ariii-ar un fiftlatu y u-iia dc tvyrttv hsLses. 


Fund bn del RNA ‘Translerencia de Inlarmacl’in 

lECTURA rrnAHSCniPaCN] E IHTERPnETMidN (TnADUCClfiN» 

DEL CdDICQ 

IjOS iicidriN nucleicevs; y Ian protefnas dc la cdlula inieraizidao 
cn la fomiacidn dc protelniu nuchas, que rormon la cstrueiura 
y icolizan las funcioncs oclulaics. La primera clapa cn la shitc- 
ais piotcica es la "Yceu^rilura'', u Inlitvcripciun, del meosaje 
gcncllcn dc modo que pueda ser transponndn al ribosoma. El 
mensaje. qoe esiil coUiriCittlo por el DN,A, se trunscribe en b 
forma dc una moldcula de RNA, que se denomina (eon acierto) 
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Figure 4-Z Bjncs jiucJcfH:lJjL‘aAi,l£ IW.^ y KhiA- Lw CUfitfii ha-sts nudHKfdirjt pre?<ntrN en fl l)^A vin ackniHR I A3 y ifiuRina ICil y □mha'i ion imrirna^;. y ctmi- 
ii[| rT| y cilOUJia (Ck l]L>C mhi piiaEniJia&s. LHaLili? (U) call preunte cm cl RKA cd lugur iJc tiinmj. 
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I I i I I I I I I I I I I I I I '' 

AGGTTACCGTGCTAGT 

TCCAATGGCACGATCA 

^ I I I M I M i I M I I I .L ..5. 

Flgura 4-3 simplilicjJn ikl DNA. Lompleja fMnoura <kl UNA 

ur icprc^-nij iini]i]iricBd.i iHucMnvniM <<iinilar ii una cv^ilpnt. cn Iji ipe 
los pcIJartoi cstiB rcprrvciitaiJtin conn litt ha'ifs ^l^ iiu<.le<^1nJtn mmtfJenwiJla* 

likn. m; sintpliruu iniv .iiin > lu lvhi.i «u|x;tH.v Jc 13SA repcf\ri]- 

M fn iina diTTfcion 5’ ay tn pwnria dc h htturii (N'mpkmeniuria ila pn* 


RNA mcn^ajcro (mRNAi. Rsli) sut-edc: Je niodo similar a b 
Mnwsis del DNA, pcro tililiza im gmpn dil'crente dc cnzimas, 
lai hcbrj del DNA sc dewnrolhi y se ere;i una mobcula de 
KNA ni4>n<K:!.ilciiariu t|ue es CcMiljVlcillCrlCal'iu con los gencs i|UiO 
sc liLii] Irunscrilo. Cstt> puede sufi ir upi prweso adteitjnjl u iu> 
(prrKCHucnicnio tnLn'icrLpcioiijI)^ scgiiit el iLpo de c(5lu]a cn In 
que ocurre. Luego^ el niensaje sc Icc o cl cdtligo gcnctico vc 
traduce por la niaqiiinariii ccliilar. Hs,ic pnKCM) involuenp (Hn>s 
liptis dc moldciilas dc RNA. umui iRNA, rRNA y dixersas puv- 
ichlsis. La imJuccidii del mcilsajc cn una pittlcitla succde oil 
uiia supcrcMruclura eotiiplicada compucsta poj protcinas y 
rR.NA denominasb rltHisorna. El mRNA sc asocia con cl 
KiiiTui y sc prcwcsan tits l>:iscs al nusmo lienipo. Bstos segmen* 
u>H de (res pares de kiscs se I la man e<Klones y eiHlifican un 
aminodcido jiardcuiar. Los toJones del niRNA soil comple- 
nicntarlos dc tos aniicoJoncs Jc una penciun del (RNA. Los 
iRNA pjTiicularcs iranspcTlan o trLUisliercn aminckiickbs parti- 
cuLares al lilKkscvma, el siiio dc la sfnicsis ptnPeica. Las molt^- 
lilIus dc aminoslcidos se siiiian de modo i[uc los enlaces pepti- 
dicos puedan lonnarHc medianle la accidn dc cn/.iiiuis ciiue 
clkK. I^ir u11 111 ( 0 . se rornia uila cadcila de umhlodcid(>s {u n pep- 
ttJci), que a (ras'^cs dc su cAlcnsidn cotitinuaJa. cl plcgcmiicriin 
dc In csinicliira soeundari.n y las rnodificacioncs poNinulucclo- 
naks. se vuelve ima proleina (Hg. 4'fi). 1:1 lectnr lOlereNaJo ed 
ohieiicr un conocimicnui acabado de esios procevos^ deberli 
recunir a ic\u>s dc biix^unuiea y biologfa iitolccular/ 


M4todos (fe smpfiffac/d/r de senates 

Tjils isicLoJus (Ic ;uiiplLrL<CLLci6fi <k sciialc^ cJcscriios cciirbinun 
nlgunos tipd^ dc ;k]<U'»s nui:l4:]coM, pc^r lo general unci sonda, 
con In gcnL>r;M:i6n tte unci cefinil. IhT ^cnsil suclc mnpliticLits^ 



FIgura 4-4 KcjHkBCufki Jcl DN -\ )t:f}(ksu:idB Jeh DMA ^ ck-vaATollti 
LlErci:LK Cl 5' a Pi'f K* l4llkh WH hfliru, Li Jichia cuiiiWkifU rAkf-APlJ^Lil, w 
siiiccri/a cnnnniiamcnle. pii^pitin <4114 l:i tipucsw ihclin iccrasjdiii ^ 
cn M^Ufnl;nt4>^ iSc^nnniintiiiiu^s IrjI^^iiiciiiLik dc OL.i/.iki 



Pn-rwr^n QQn«r^don molflcuLns 



S«gurxJa generQcicVi de rnoi^o^l^s hij^s 


Rgura 4-5 Priductcbi d< r^plii^L'inn ikl DNA. ('uda ujia dc la:i ciiiilc^ 4 :ula.s 
lie DNA df III prirnen jjervniiriinii ciinhene ud:! de lil 

llltKJnc \ Ullii lichra revijifn ^irkli^i/auJa. Di-^ dc Uis iiiliI^luUi^ hij^ dc l.i 
iLi j-cntn::iL3nn dt: dc DNA ccmucncn una ik iirifjnalct y 

ikps bii L‘iMnpiintn ptir cnmpk^fii de bebf;t% ik DNA reci^n %jnleli/aild\. 


tried ianic unn rvitecL^n Sin emh:iTgo. scfibiL <lc 

hiliridacirtn in mIli dc (likiresccnda iFISH) puede obvervarse 
dirocljunciiii: dc spues dc 1 j tiibfjdacjOLi dc la ^cmdci miircudn 
L'CMi l'luoiH:sccjicia con sn icidn nucIcLcci dintij ccinipLciucnlaiio. 
Sc pijcticn uplicar diversas modificacrione^ qiiimicg^ y enzirnd- 
iic:iH a la FISH o a la hihrid^tcidn in nitu cmmcjg^nica se 
requiere una ampliricacid^a t^tsierior Jc la scrtal^ pcTo su cx pli¬ 
cae i^iii cslA fucru del □Icancc dc cslc libro. En csla jicccion. ini- 
Ijrcmos cuairo tipos dc amplificacioii dc \cnal: ioiida dc dcido 
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Figura 4*6 Kni.|I|Ci!1;i Ac Ui ir^inyrripvn-in y ilcLt Ii:^ihk.-fir»ci Tin 

|j ri;preMMiiJv.ii.in m^s WmCj?. <1 ^.'n fl t3S.\ 

ri.iriMi'iho iirjuiM-Tijur^iHii ^\1 HNA iLien^ujfn:i 
■TIIKNAi.. V,' LivjK'i II ip;i-If I M>sCr-Llii L^.iiJ. 1 :l [ijULIlliuIi iLi li'l- 
nijt'?iiii lIl' piiiL-L-iiu-H. :i [ijnir^fcl 



I 


Traduccibn 


:RNA qu9 se va despuDS 
quf! su ^inlnoclci(l£i 




nucicjco. cupluta ck DMA ck ciKtenn niiitificaJci a lii^ 

hridjiu^m in situ 

fi’ilMikiJt (|iitf In iiiripliflcucinii Oo lii Mifliil riiunoi 'icn- 
sihk' l|Ul' khs di? aiitiJliliL'a-Piuii Ji: nupkiCD^. 

UriJ cjiLC|)cinLk pmlrij Hcr b MSI [, nn In uual [JuLidL; iLLi:]]lLrLL:Lr- 
&e i[n:i unicna cnipin de unik nitvkcnk^ dkinik cii una crnn pi'itiLi- 
(.'itki ili; iJni'>i'i:lLiI:i';. li^c^i cIl" |:i MSh inuy Olil c(t 

nuicslr^s ck uii.iininfj (^cn inkvhiiji^acLC^ci, i^ii Ifih uuji- 

]c;i u]];i NUtp^'ibJackMi itiPiioi' do oolnks puodc k'lior intport^inolu 
oLilliCi]. Lus di: iijiiplitk'Liordrk dc MiTrblcN lii'ilch 

vcnlaj4s vibrc Ins moUHlds tie umplilio^oinn tie ueidot nuolej- 
ons. Rn CLiEiipnrjLiiiii OEin omoh irufcndns [nitlit'inruloH, oh itili- 
clin niifinw pmlviitile i|uo hts itfciiioai do ijinpliflcuoidn de soi^n- 
]c!i den losuiladtis fiibos pnsidvos |»r contLinuiiacLdn. Sin 
i;iTihaq:t], no K;* infnnrudy la onnljniinjcit'n dc la senaJ c.> cl 
(JeiTJiiie tie um itoAal fuetTC cJcmJo iinu cainara Je reaccidn 
h:ici:L una JclyLit.vnlo. 


Sondas dcidos nicleiccs 

I.LIH SnihllllH do CiCLlIlIS IlllLlOltakH fui'ldn I us pifilllOIDS L'llHiiydS 
qiio jusaton a etuuLiiK's on niucEtus lahurukkrto^. Liis MHidjLSs 
LlaihatLih ApeuPiMbcs'!), L'slan disiiEiidblci cil oL [noreadiik purj 
la tbtect'ion dc niiinertwos _niicin.kirQanisnios n pinlir ilc Gen- 
h(T'b(r‘:fcJ rSnn C‘A1. Iis[uv Hon simitijs tio [3NA i[iio fcin- 

liorun ijn;i iiWij i|iiiiiiiLdLliliiltisPL'iiLc v c|iii: lioilu'il otpnin hkm- 
ot) el I'RNA del iniejwrji^inisitui do intcies. que os un ijbjolivn 
litil L'l tRNA osLl'l p-^OsctlCe l'iI inuyui' cuiilidLiiJ ^UO Ins 

^ne.H rl3NA que lo cotiilican. Estn os tin ojempio do amplili- 
CatiLiit biohk^icn tk do ainplirioack'in ilo ml Eitrldo iiuoLciOii ejuo 
sdceilo durnnto ol curso nm'inal de los eveimis oeiuliuv't o 
soouiidiiriLi u\ e;eioiinii.^iUi del iniortxirgLuijsmt). Esin prufMcdiid 
quiiuioEL cs ulil pan dirorciici^ir la sunda liibriduitG do La nn 
LiibriduJa. Guandu el Ihibridu DMA-RMA esbbJc i(0 Irnta t'i>n 
lut Toaoti^ I's do dcCcvcn'in pnn iH[i>.. no prtKlaoo la In/ hL-cimdEi- 
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riii j una n:£icci4n ciufinicu. La presentJii Je uru eierin uanciJad 
ilc lu£ que cxccdc un valor unibral prc<lcrcmijnBtjo sc considc' 
rauna teajCCi6ct pctsilivu l* indica ]j presentia del rriicrunrganis- 
mo para el tual fiC JiscT^d la M^iKla para hibridar. 

APLICACIONES ClINICAS 

La* scMidas genetjeas AccuPmlie' csian dispnnibics para la 
deteccibn direcla de bactcrias en mueRtras clinicnR o coma uji 
mbUnJo rapiita y cspctiCica tie idcnlificiicidTi dc iiikruor]gaTiiH' 
■nos en ciilUva. Lus pniducids dispuniblcs pani L dctccrciiln 
Jircela de bactcriav en invcsiraN dfnitas son los pruJucios 
Pace (Gcn-Protc. Inc.. San Diego, CA| para [adctcccidn dc 
tV. jfMtotThofaa y C. tructtotNatiK. y «na prucha para \a cleTee- 
cirtn <lirecta de Sftvpinriunt.'i tie) grupo A, En el incimemn dc 
sn intftKlnceif^n, (os piMdiicHri PACE itpifisentaron m avatvee 
slgniticallvo cit >tej]sibil]Jjd comparado.s con las cnKivcKj eJe 
CMOS paiogcnos eon rcqiicriiricnlos ntitrieionnic; espeeia- 
Icii/'' Sin embargo, estos pnxluclos non algo menoR sensibles 
s|cc tii^ pruebu-s dc amplirccicidn dc slcidos nuelckivs con Ins 
cuales uJinrj dehtrn competir”’"*'’^' El ensayo i;le SircfiHf- 
ttitx'its cl frupo A CR una pnicba rdcil dc usar que dcnc cusi la 
mi-sma ^cnsjbiliclEid y cspccificidad que cl cullivo. Auntiac cJ 
pr^xluclo pucdc scr mav costoMi quo Ins malcriakH neccsaritis 
para el culiivo. el ahorro en el imbajo tnamial reqnerido para 
las pruchas dc i^ubcultivx) y coiilinnaci^^n, conio la Hglulinirciddi 
de IdlCJt, hoee tk la p^eb^ JirycLa (nam del jjrupo 

A (Gen-Probe) unu opeibn jdaciiva.'^ 

Hoy cn dfa, las snnetas genetieas parccen una opcior alii 
pnra In klemlfituciibi nVi'da de una variedait de niicroorganifi- 
nansen caliivo, rnijL;lu>.s de loscuale!! requerirfan pnrebasconi- 
plieadas v cuya coiillrniacibti llcva rniicho tlcmpo. La^ nla^ uti¬ 
les de elluH en muehios labufjlorios lun sldo laii dc identlti cn- 
eicin rapida pant micobacterias y ct hongn dimoit'n. Se cncuen- 
tran en el mctca<lo las hontlii^ geniiicas; para el cninplejo 
Myrtdw'U'fittnf taiH'iVNftf-'if'!. M. M, Utmionat y ^Ic] 

eolliplejo \fr 4:irj'w/rj’*'•**''Tanlbietl -He di?ipync 
de \ondjii genial icas para fiiinxpUr.frim Blasiemy- 

^■r^ ilcmuitiiiih-i y Cturitikffffr.i LI nso de csins 

sondas pani hi cnraclerii^addn ilc cullivos que cunlieaen niico- 
baderiaK u bongos Mi\|Keli(j?iov de ser dinurrrov disnitnuye si|!- 
nillcallvaiiieiile cl tlcjiipo jnsumida para ta idcntificacibn cn cl 
laboraloric^ clinieo cuandcj se cnmpjri enn los Hn^lodilH Itadi- 
ciotiales. A pesar de que son ma.s enros^ estop iretodos puede 
ithomir dincrvi ai lahonuorio sc etinsidera cl ltnsIo de kis 
]n:i[criLLk-Si iilis k cn^UUi de mbr;!. 

Tlunbi^ii >e euenln con tma variedad dc AccuPtob^es pjra In 
kJenlificucidn dc eienuH bucienjs en ciililvo. fistos Incluycri 
jinjebas para CtimffyttriHn'Trr, .Sfreiffocofcmi del j,TijpsT A y ■del 
grupo H, HurimtfiitHna jrp//Mff?.w. ^tresrtftcmrm ffitfitftttitjfw. 
SiatJftyiiHttLi'u^ atitvM, rtutruH'yiofi^mx.'i, y .V. ^jiwjo- 

rj'/|rJ(.VJC.*'‘' Cu jndn sc ri:ali/.:Lrt j partir dc CtilltVD.S, CSlas prucbas 
Tietien iiiiu senstbilidad \ ona cspccificidad ejiTn; cl y cl 
HKI^. Ijn venlaja Ue usur esioa erwayon es el alioiTo dc tlcirpo; 

ilesvciMaja e^ el coRlo tn^yor. 

Captura de hibriilfis 

La captura de hibridos (l^gcnc. G;iiihcnibuig, MD) es uiia 
idcnica dc amplirtcucidn dc seAntes i|Lie consisic ik la relencidn 
a-jplura)de un coniptcjo molecular DNA-RNA (un lilbridj) cn 
un tube o placadc micniiiiulaeidti (Tp. 4-7). Prinicro sc pnocc- 
cu la mucsim pum preparar el DNA. Las. sondns de KNA tica- 
dafi Ron complementariaf; a la molccula dc DNA del niioroi^r- 


ganiMtio en cstiidio, Ui dcicccidn dc un ctnnpicjo hibrido 
DNA'RNA cs iLilil, porque cs.te coniplejo cxLs.te Ffdlo do ntcxlo 
trnjiKiinrin cn la naiuralczo. cn cl prineipio dc In iranscripcidn. 
Si cl complejo nn cstS presenie, la mucitra sc considen nega- 
tiva. El hihridn DNA-RNA, si esid piesenie. sie intrtNJuce en un 
tubo u cn cl fondu de una plat:a, cuytis puK^les han sido rccu- 
biciijs eon un ouiieucrpct innnRK'lunat quc rcconocc un hfbrido 
DNA-RNA. Eslc anlicucrpo eaptura c iruuovtiiza el compicjo 
de mode que Ins Mros cohsiiluyeniesi de la TnucTiira clinlca pro- 
cc^adn pueden climinarse por lavado. Luego, se agrega otn? 
antJcucjpu que lainbi^n rctxmucc al compicjo DNA-RNA« pi:n> 
este antieucTiK> cstj inaruado con una nvjidcula capaz de gene- 
nir una venal cn ibrniu dc luz. Sc cnnvidcra una icaccidn pnsi- 
tisni citandn la liiz Rupera un cierto umbml. 

AFUCACIGHES CUNICAS 

£xi!^tcn ensayos dc capturadc hibiidos tHC> diiponiblc^ cn 
el mertudo para Lu deteceidn dc hn subiips>s del vims del pnpi- 
loira Kumano fHPV) de alto nesgOH iVt'i.t/teria g4tfUirrhoeijf> y 
Oifiittiytlut ii'inlivtfiufiy. y I’itomegalovirus rCMVj. La pructu 
para de alto liesgu sc ha cults ertido cn un ensay^) suple- 
mcnlario impotlantc para la:s mujcrcs con dlagndstlco citoldgi- 
co de cdlulas escannwas ali'picas dc significado iTwklcnninado 
f ASCUS). Uii ineTaiinilli,Risde(iio>.irA que la pmeba HCII tenia 
una ^ciisibllidod mayor y una L^speciUcidad cquisalente en 
Luniparaeiiin enn cl Papanicolau repelido paru la deicccldn de 
neoplasia intracpilelial cervical dc lipo 2 iNIC-CLS' ^) omiis 
grave, cuyn Papanicolaii initial I'lic intcrprclado enmo 
ASCDS.’ AdemoR, fUe ifiu'oii>irrat!n a la's recorTtendociones del 
American College of OhsteLrjeiiins and Gynecologists cornu un 
aatiliar para cl eribado citoldgleo cn mujercs mayores, dc 31) 
uik^s.'La solidez de esLc ensnyu surge (Ic su clcs'ocb scnsibili- 
dird y al(o valor predictis'o nefniivo.^^Algunos lo Jian encon- 
tradocomparable coji la PCRi iin einl>Hrrgo,oirus loeonsider^rn 
UitpsKV) ineiKW sensible.-' “‘Aunque tsie es uiieiisayin'Mreina- 

damente lilil, se ha CUcsliunodu teiilu su vensibiLidail l'cmiijo su 

cspccjficidad.^' -’’Dc Crcttioux y cols, mostriaron qtic algunas 
dc hts rcuccioncs htlsas ptisicivas ton cstc ensayu m; debteron ,i 
n?acciones cni^jidn.R de soniluR eon suhiipos HPV' de hsijio ries- 
go. tnicnlras que ouos aulorcs lo cxplican coitio 'Vumaniina- 
cidn dc scfLal" o derrame de sefiji lluntcsccnic desde pn^us 
ruertemente posilivos a un pozo adyacente que eontenia mues- 
traK negaiivas,'''^ Rcsta prtr dclcrminar cl papcl (iiic tcmlran la 
deteedrtri naultx-tilar >■ la elasi(le?ieifrn ilel HPV en lus exdme- 
ncs pcriddlcos para hicjuraf la clctcccidn dc displasta y carci¬ 
noma cn lj.s inujercR. No ohstanlc, scgdii poreec. la.s pruebos 
para cl HPV^ seguirttn vigcnics. 

Ln capiura ile hibrido laiiibkn se itqA con exiio para la derec- 
eidn lie A'. ^(jjdorr/rfFcud- y C. inl'or- 

tnu que este ctLsayu es mils .sensible que cl eultivu. Iv que no 
rcsulla sorpncndcnlc (),T<la la naturalc^a dc nequeri mientos espe- 
eiales de e^oR palogcnos. y m^^s sensible que los analisis de 
sondas gen^ticas.^- Ttxiavfa no sc ha rcali/ailu una toiJiiwa- 
cibn rjgupis;i enirt la captura de hfliriilo para [aileieeeitkidc N. 
fitfituirhcKvie y C. ffmcltixtinttis y Itw cusayos dc oinplirictieidn 
dc acidos auelcicos. 

Lit Iccnica dc taptura dtf hibndofi puede tambien utilizaiise 
para ileieclar LMV y HBV cn lit sangre. La prutha HBV cs un 
cii:sayo ciialjiativo, itiienLms que la de eaptura Jc hibridos para 
CMV es cuiiititaljva.'"'' La cantidaul dc .Hciiul gcrcrLida cn cl 
ensayo es pioporelonal a la eaniidaci dc vims pnesente Sc 
puede calcular In carga viral ctiando los liatov gcncrados se 
usan junlo con los cstandarcs ciianlilutivus pn^vKlon pur el 
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PIguca A-7 Tf«:n!ca tit Cdplurj dr hilii'idn^. La cjptara ic JilbnJiii>CN unu pructvi dt afnplir9jiu:ii>n dt .Su umi sc ha fCJic^ali/adLi para dcictur subtipon dc 

}]PV dc olrn rict^o y pura dcicrmiiur la cari^a siral dc CMV crt La unjjrc. 


fiibriuantc. La car^a viral tk CMV. ctilcuLicIa pt>r csk w 
iiii^l&dos. hu iido k^lLI para cl conliDl Jc packnlcs quc redjbid- 
roFi traNfldTItC (tc nr^anos y dc ccluja^ maJrc (mcJirra 
Cuando ]a cninpara con la PC^K, Id lecnica de 
capiurndchi'biitlo c'v I.S-2,0 log mentis ser^Niblc: la cspcdfici- 
(jaii tie la rCR y 1^ dc la capium dc hfbriciti Jiiemn del 100'^- y 
del rcipcctjviijncnie.'^ 

DHA ramilnaifq 

La kcpica del DNA nitnificadti sc usa f»jira !a Jeieeeiciii y 
cuanlificaci^n de pat6ge[ios. conio HIV, ilBV y HC\'. Hsia iCc- 
nica sc cciinpmic de dfverssis sondas dc PNA nirniticpdo 
IhDNA) y moltfculai indicadoras de ainpliflcacldn de <;enal, 
Las sondas de nligonneFcdii Jos hDNA opeedkas para el orga- 
nismu nc liibridan cun la mul^'jlu Jc acidu njclciai Jiana y 
estc complcju m: capturu cn Jii siLslrato strlido. Sc a^rcgun 
nwldciilfci indieadonis de oligonucledtidos DNA ramiricados, 
que ic conjiigan a cn/imas itnJicwkiras, I^stas, a su vc/. gene- 
nrt una seAal quimioluminisccnic despucs del jgrej;jJc> del 
suslrilo apropiado, Lu intensidad dc la .scAul. conu cn cl caso 
del cnsayi de Cu|H 11 I:^ dc hiiblidii, c^ proflsirclDital ii [j caiiliJud 


de dcltlo nucliico diuila. !a que sjgiiincu que Uw nesuhatKis 
CLianli tali VOS pueden produeirse cuando c.slc en&ayo sc nealiza 
win cslandaTies cuanlltalivtis.^'"-'*^ 

AFUCACIQNES CUHICAS 

A pesar dc que cs urtii ideidca muy dill y nrpniduejblc, luJu- 
via no sc ha dcsarrollado un gran numcro dc ensayos dinicos 
que l:i uciliccn. Se ha uiili/ado con bueni>s nesultados para la 
dcictxkMi > cuanEiticaLirtn ilc HIV. HBV y HCW’^' Sc Ini 
conveniJo cn cl esrandar dc vigilajieia par^i conirolur 
rcar las eaigas virak^ de pacieiitcs Infcctados con llJV. Se 
enconird que cl VERSA NT HIV-1 RNA 3^0 fBayer Diagnos- 
lies, Tarryienvia. NVJ es un ensayn aliamcnce reproducible con 
un rango lineal aniplio{7^-SOn copks de HIV-1 RNA) qiie es 
lilil purd L mcdicidn cuantllaliva dc la curga viml Jc HLV-L 
induce cuandci sc lo coniparu ctm la FCR-irunvcriptjsa inver- 
De modo similar, las cvaluaciones mull ice ntricas dc los 
ensayos VBRSANT Hcpatilis B DNA 3.0 y VERSA NT HCV 
RNA 3.0 encontramn que estas pqiehas > es(a lecnolngla enin 
repruduciblcs. tenfan un ringu dinamico ainplio y Jemostraron 
rcsuliudoh Cinnparuhle.s cuii oiras pruebas cimujitnicntc usu- 
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Aurhiuc k sctthihiliJsNJ tie IlIn iiniettas de bDNA 
pucde sec un pi)i:o ini^nur tjUU' \a dc \ii PCR. uiu iMkinii 

cofficlaiciDn cnlre las cargiLS viiaJcs geacmdai poj' eslos cnsayos 
difcreincji,"' 

Hifaridician in silu 

DuraiUc ihijcIio.h anoK sc ulilLzn ]□ hibrlJacion In itLtii cn la 
puiologta molcculai' para dcieclar trans.locai:Lciiics crciiios6iiii- 
cas (p. cj.. ty;22) v aniplitifacidTitii ycniciis (p, cj., HcrZ/iwii) 
y para la ukntitlcaddn clc agcnics infccdosKt';.*'’ nl^[c>- 
jiis. ep iurr- lienipt’ tniiipkjoH, wr» tada vc;^ Fikile^ dc usor 
^ scdis|Knlu lU: plal^loiiria^^.SLTiiiiiLiLciiilurl/Lid.Ls. LaliLbridacidlt 
ill ^iiLi ostd bL'puriidLicn liLbrldacidti in hiUi fluoL'^^ccntc (riSMj, 
en la que b sondni de niigpiuifleotido ninivrda nn 
l1uor<>]brt> {|iic sc dclccla incdrantc cl micrn-sciipid dc llui^rcN- 
ccn-L'ij dirtrcm, c hihridaciitp in \iiu cnpiiopdnka iClSHi^ {^11 
la [|uc lu MJiidu dc {di^oiiiJclcdllJu csid LiiafcaJa Jc Eal idnna 
qjc uiia rcaccidn cnziiiiulica genera un color (jiic puede vjsuii* 
tijcar'^L' con iin niicroscupiu dc lu^ iradifional. Van Os li.sILldiOs 
rccicalcii han demtsstrado la laclihiliUnd y kis ptijsihtcs vcnln- 
jan lie cn^^i^vos irt sipi L^n t:| lahuraEorki dc iiML'iiddolciijra 
clfnica.'*'* 

AL'^unos dc los priiiiicis)^ cnsayos dc hibrlducicii in silu se 
irsaftitiparLiladcicccion dc vinti iiwdijmtc b bihridjtrjdu dinee- 
ta dc^una somb dcutigimiitlcdtidoy Ilik Jcldcis [hh.Icici)h vini- 
Ic'i. r^ui^ Nc iKilij^aiXhn para crmririiiar lii iilcnliLfad dc lili viiih 
pardi'idar JiMScbJn con cierto crccio clLold^iLO Ip. cj.. CMV 
coiiio causa dc tma inclusion inlrajiuclcti (ipu A dc Cti^sdry), 
asi como para difcrcnciar qoc proJucen t’rtopiiti- 

cos dirccios <p. cj., HSV y V7V}.■’'* I'sc-.i TikuLcn tambieii piicde 
luili/iiriic p:ir;i ilifereiiciju' los MilitipOH de HkV de alio riesgoy 
dc twjo ricsgL>,^-’ 

Tainhicn lia dcriiostnidLi ^uc Lu KibrldjcLda ia silu cs Uila 
tecnica litil pHiracstablcccrlapnescnciadceicrlos siruscnalju* 
nas neoplasias, coino cL Hi^V cn bs dinpLasian o carcimnnias 
Cspinoccluljies []o cutdlo uitirlno, o cl surus dc Lpsccin-Burr 
IEBV) cn los trastomiis linfupndilcrjlivos pufiirasplaute y cii cl 
liifoina ^Ic Burkitl. y cl herpes sums liununo H fHUV-Sii cn 
el sarcoma do Kaposi.La observacLon direcia de las 
CcUllas inl'cellKb^ con vimK cn cl I'oCft dc la patnlopfa layada a 
conrirmar cl pupet clioldgkai ilcl [iiitmolyailisiiau detcctadit 
con ]j cnfcniKMlud. Auns^ue la dnlcccldii dc virus Liicdlanic la 
bibiidacidn Jn silu ha sidodc gr^m uiilidad en cl laboruiorio de 
pqiologia molecular, cl uso dc estas lecnicns no sa coiniiLn eii 
los bhonitorios dc virologfa clirica. 

Ui hihriibickMi in silu iJiiailii^ii pucilu usarsc pam la dcicccibn 
dc buctcrlas, niicobaetcria.s. bongos y pnrasiuis. En tales cusos, 
cl rRNA inicrobiano puede usaetc cmno sitio diana dc hr honda 
fie KIhridacibn.. lislo pricdc sev mis vcocajoso qilC Ullu DNA 
diulia por Jos ra?^ncs. Primem. hay inucbis mas copias de 
rRN’A cn laccliib ^luc copiasdcgcilcs codircajUfi poi Lisribi- 
soinas (rDNA), lu cjUic juiiicnta la sciisibilidad del ensa^Op 
Scguiidft, b pnrsetKia dc rRNA sen ala la pncscncia dc un 
nismo viable, ya que b deteccifm del DNA, cn pardcular por 
itHiluUrrs cooio b K'K, pmedc hacerse incluso ilcspiks i|uc ol 
cirgaPisLiio nil us viable (p. ej., micruorgaiilsjuus niucrios pur 
iralain ienlus aniimic rtabianoH} 

Allies de la Introducclon rclativamcnlc rceiculcdc U FISH cn 
cl bkiraTnirio de misTriblologia clltiica, esEas i^nieas lu^ron 
lisadais por microbidlcigos del mcdioiiinhicnle pant idenlinear y 
tp‘i»niai ljexffinftia. £ enfi y utttLs bdtierias en mueslras de agua 
y biupelioulas.^^'^'-'^ usi como por tiikrobi[.ilogos vcieiinurius 
para csludiar diversas enfermedudes.Eii histopalologia 


niultxular sc usd la futiritbeidii in sIue para irivesii^r lie{ia>- 
batlff ffiltiri nil las blopsias giWtJiLas, Chin/riyeliu cil unu vurie- 
dad de cslados dc enfennedad y iftH'timophiiit cn prc' 

parados tijadosdc luucstras rcsptraiorias.*'^’' ’^*'-^-' ’"'' 
lil ubjem de algunsiK pmchns ha sidu lograr Euia nSpida CaraC- 
icrii'acihn dcinicolisicEerias mliotuloMisoiiutuberculosas, Las 
lujcobueiorius sun cajididblas cxoelontos paru su idenlillcacidn 
pul inctodo^ mnlcculnrics, porque Jilgunu.s dc clbs cuusurt 
enfernicdadcs giEivcs y soa eIc crcciinieuro lenloen los ciikivos 
lA/. rji/vrtKdoTJ.r}. y uigunas tienen retiucnmicnEos nutricj<ia:i' 
les espeeiaks t.M. m'W^'cnse y M. fitnwnfiJiiUtm) u pri sc desji- 
rrulbii en incdlus artifiejaics CM. ft'pun'}. L;i FISH tjue lUiTiAi 

suudas biliridu-s Jrl JclJos llUOlciiLos-pi^lliidOs 'iC usucuil tlUCIIus 

ncsultados pui'a la Idcnljilcacidji riipida de M. jrr/»cR[rlo.rn cn 
fnnis de culti^ns micnlmeceriunos y dirKiamcnte en muestras 
respiralurias t|iie toniicnen hatilus aeido-akohul roisien- 
les.'^' Taiubkii so U‘<uJ^in uplicaciuiieh ui si in iraLlEolunalev 
cit sccctoncs hisloluuicas pura IJciitiHoar en roniia definitiva 
M. h'pnu’.^ 

'I'aiiibien loslioneos y los purasiuts lUericni caractfiiiutlos por 
rnerlio de hihriilncHin in siEu. Se iksunbicnm ensayrw para la 
idcriEillLrncEU]! lIc cspcrjics ik cuyu impurliinLiu 

cslii duida pLir lu ercolcnlc iioluriedad du mubos Eublcudus hLuli' 
nos no como £trjor'irT/EE y qiic 

son patogenos pcira lo^ seres bumanosy tienen pcrlllcs de sen- 
sihilidad aillilLLiLyiciis ditcrenies sIC los do la rULiyoriu dc las 

csix.'cies A.v>r’rji,'j7/ji.».L^I lns son espeebltticnlc impoi- 
laiiEC'^ euundo cl iiutorla] coiiado jui fuc si^niolido paiu cultivo 
o si Traca'-j cl crecimicilju del ntohu cn uL cuhh ri. [.a hihrlda- 
cjiin Lrsuoogeniea in oEu, que uldi^u cl tili^Il»Jl» dc jrilpliilca- 
cidn dc serial de In liraimda. tambicn se Eiplico pi^rii cl diagnd^- 
iLco dircneneial bistolHtgicanicntc dilicultoso cnlre lev^aditras y 
foil I tils hiruibrus a leviulurjs en lejidos Iminunos.'" Fstus 
uicLodu^ rLicniEL iiK-Lios seiislblc^ que iLLtinoldn do iiiotcjianiina 
dc pbla para La dcloLieidii dc algunus dc Los bongos, pern 
dciuostruioM cl dc es[ieeiricidad eon ideniirie:ieidii espe- 
cdloa do cspcijics/" Oiru liongo quo no Un osUiduidu usanJo 
Jiibridiieioii in silu cs rrtcwflfrt v.Tfis /rrrHXTi/^'El usu dc oMa 
tccriLLu paru Lu dcECouii^ dc cskim Iidiicon pucdcii leticr uLgunus 
ventajns. portiuc se pns'slcn delctlar tunEu lu (urTna quituka 
eoiiio iroto?oi'io, en ve?. de hdln b foriua qui^iEieii. qne e^ lo que 
hiiLcdc Cun ulgLinuh lineioiies liistoquiinioas,oomo lutliidr^n dc 
itielenuiiiinu dc plaia Jc Gofriori (GMS). 

APUCACiaNESQ/»l€AS 

La inayona de los irulujos Lespceludcl usr^ dc hibridaci^n in 
situ pura lu dcIcCoirin Jc micUiurganisIllus oil LthUCsinis cifnicas 
fueron realizados cji laborutorios de potologu moleeuhr, a 
men Lido en muesims Mjadas incluidas cn paralina. Sm emhur- 
go, csEa Eiknk'.'i CM prurnisoria por l.i^ espeocaLimits rpit despier- 

tujuu'su ulili/aCLdn habituul en cl kiburuEorirt do mkrobiologra 
eirnka- Jnnseii y colii. *'*y Kcjitpf y cuL.s. puLrlioaroii simullu* 
ncumcnle urikulos quo invesligan el uso de In hibridacLdn in 
■iiEii para la iderlificntcibn riipidn de mkmnrganismns presenicn 
cn IrastLis tie licrunculEisus posiiiww. Se iurt nnn %'iirieiluil de 
sundiis, Hubs ellus dlrigldas ouiLlra secuencias c.spco^fieas pie- 
senlcs dc rllNA buolcrbno. Algunas sondas- rcconcKcn geticrus 
y raniiliiis (es dec it, Lodos los cstafilococos o todas las cnlero- 
bflcEcrias rospeciivumcniej, mieiumaqneoiLras lueron espeefn- 
oas prira especies piirtieulareN, mtreH.f o 

Fjii'iiiffictiia La mayorfa do osUis yjrtdaS Tucrun tf.'liremil- 
dunjcntc precis ns paru la identificacion badcriana on Iuh hemo- 
eullhns pcistiivus. L'na oanioteriSTica utractiva de cstos ensuyos 
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fuci|iic 1^ cl4:[:L'ic>n de Isih i^ondjs. de liihi'idiicUiri in fiiiu L! utili- 
Klir puede !i;i.eerNe f^cihre la have de Uk de la 

(le Gram. Ocra cariicterts[ica iiii]i(iilu(itc fue el iicni|K> requcri- 
d4i pan la Jeleecion. tfue puJi? .vcr de siulo 2-3 horo-s. Kcjiipf y 
col&. cocnpiiraron ol liempo Insitmido pur la i Jcnrifccivcjon cufi 
la hibridasMiTi in sIm resprcto dc Ins mi’itwloH tradjviimales^ 
pura cikt cMuitianrn 11,1 l»CTn<>tuUiuM pusjfivujt, KnL'i>n[rartin 
un ahurro de lieinpu aj^niiiimado de 26 hi>ras parii la iJentill- 
caeidn Je entail tueoco^c (62 lIl' 62 iik'nlil'Lcado^ por liibriJiicii;^ 
in silu [1ST]]). -^6 Itura^ para e!itrrp[iKtw:[]\ (19 de 2l) iJcntili' 
cados ptir ISHr y 4(1 h4:>ia!^ pan bacilOJh j^rajUtW^alLvo$; (28 dc 
3(1 idemifieados por ISHi.'*’* Concluyeron ({lw enn un numcro 
limiudu de v(mda^ par^t liibriJaci6ri in siiu pN.lri'a IJentincai' 
III causa Jcl tie U>s heismeullivijs |itisi|iV(K denim dc las 
2,5 hura^ titienuas que cl cukivo convcncit^aal toniaba erUn: 
unn y dianV^ 

La hibridacinn in stiu lamhien se iiso pam la detcceinn direc¬ 
ta de hneterias pald|enu:s a partir dc n^uestras ctlnicasS. Hagardl 
y ci)l.s. la ulilizaron para dclcclar c idcnlilkar ta> baclcrias 
cuiuunmenle |irewn(es en las secrceinncs lespiraturio-s de pa- 
denies con tibrosis qufslicj.Keali/ajitn piueblLS para f*svu- 
JorntimlH ftt'fhHitittXil, Hurkilflidi^fM ce/idCtn. Slf'fiOll'riphtf- 
autna,^ maltophilia, kfafninphiirtx infltt^nzui' y SUtphyiivurnr.'^' 
tiftmix usandu htbridaci6n in situ. Fstos ensayos reiili/adii^ 
dircctamcnlc sobre itiucslras ctinicas deiiuiMrariiii W't dc >.en- 
Mbilidady dc CHpedfieiJad Lomparudos ctin lets Lultivijs, 

inclu&o en el inedioamblenie complejo de las sccreciunes res- 
piraturias dc pacicnics ctn Cihrusis t|iissiica.'** t':‘i imaginable 
que una haleria de sunda'i ite liihridacidn in situ pueda ver ulil 
para la dctccci6n dc pat6;^cnu^ que cslt'm pt^r lu cuinuii astK:ia- 
dus eon crfcnncdadcs piarticuSarc^i. como njeningilis baeicria- 
na y ncuciiUnia udquiHdaen la entnunidaJ. 

Se ha desatrollado y esia dispontble en el mercado i.Nnn 
metexJn dc ISH,t|uc iisa una stiinda liibrida dcackbs nuelcieus' 
p^piidoi (PNAj en lugur Je una !M>nda de DNA. LLl^ s^unduN de 

aeidtiN nuclciet>s-pcplid(if< licnen ]trihpii:Jades que puedcu scr 
nus ventajG&as que las s^ondas de DNA eon respeelo a la pci^e- 
rracion. ciwndo la hihridneinn se realii^a sobre microorg,T:ni5- 
puss intactos. y pisni una ditereneiaeidn miiyfir. en panicitlar de 
poliniorlijinuw dc nucletUidus siinpICTi.'^ Ads'unDx (Woburn. 
MA) cs un priAeedcir de Ins <;:(|uip(>s PNA ISEl pun tu dctec- 
c[6n rapida de H. tui^rCTa. CuHtiitla tiHtictms y VaiLua 

e^^ludlns ban unali/udo eslas pruehas } sc las cneontni utiles 
pai^ diferenciar A', uurfus de esiajtkx'ocoscuaf ulasa negativus 
cn frascos de hemoculthos ptusilivosi que eonlieneii cckus 
gnimposilivos en raeinios en la lincidn dc Gram. “***■''' 

Lu hibridacinn in situ UinbiLbi ba rcsulladu ulil para la iden- 
liftcacidn rdpida y la dit'cienciaddn dc letailunis clinicLmtenie 
imporiantes cneultk'tis lIc sangre pnsiiivns. Kcmpl’ycols, dilc* 
renciilfOP C. ii/hirtTirn. C- fi^ixhrtiln. C, y 

UMindu cuairo sondas ISH.*'*’ Dc mcKJu bintilur, m: ulili/6 cl 
ctLsayi* FISH PNA jlaia CitirJ/tki aUriiJtin.s (AdsunDA] para 
difereneiar C, ttfbicotts dc Ictaduias no C. itihiai/ti en ciiltivos 
de suiigre pitsitiviis-'"-^'(Jig. J-H). Ls irnpcjrtanic lu dil'crencia- 
ci6n rdpida y preeha de levaduras. p4.>n]ue es mu y proltable qiie 
alguna^ cspccics no CanJititt tifiwmt.'i. curtiu C. ghihrufn y C 
trusci, scan resistentes al fluLfmazed, un funnaco habilnal cn d 
uaiamiento de las infecciories por C. nibicniis,^^ 

La hibridacirin in siui con PNA y la Tradicional tamhien se 
bun ui:atlo puni la dd'crenciaCkVi rtlpitla tie mkohuclerias. HI 
interns en la identiricacidri de e^UM nik;n>(^ganisinL!s medianie 
ntcludos mulccularcs cs indudablc porque loii miembrui dc 
c.slc gnipu causan enrermedades graves (.W. iLthi;rrti{n.si.<i), 
miichns dc cllcvs son dc crcciniicnio lento y, al ntetios uno, M. 



Figura 4-6 PISH TNA pura ♦iftrcaJH. lai Ifvadgra s |a Kciduliila 

miirstrun IliitinrwcncLi verdr mani'irH y sc flrlcctQH ciiil fiicilidnd 
Liinliiiifl tHiiiLlii nqn ijuir usi L'l riSII I’N.A. |)ii.i Carulidii di£(iri'tUM (.AdyalkD.sl. 


ivprat', n-o crece en medios arlillciules. [.a tiibiidaLricin til situ se 
utllizd para dilercrieiar ,M, dc micohaclerias no 

lubcrcutosa.'i co cult tins ctm dcs^ntollo pcisitivo. asf cticno en 
forma direct a cn IroLis posit ivo<4 para la tinci6n tk'idO'alcohtd 
resiatcnii; j cn scecionci histcildgicus.'" 'Lu tunririnatiort dc 
M- irpme cn cones btslologicos tambicn se ha logrado eon 
hibridocidn in silu.' 

Auoque ne deserihleron algunos uses de la hlbridacidn in 
siLii parti cl cstiidio dc p[i^asi{( 1 ^ y dc cnli'micdadcsi piira.'ularias. 
siu apliciici6n cs itidaviu liiniiada,'*'''*'''’*^'®' Su nvi cn cl Iwbc.t- 
raiorlo de parasilologfa Lliniea es auii [iiil'i restringido. Se la 
util i/j6 para la deteccI6n de ij miciu«pondta inns comun. 
tvcyliKfiOft hh'Hfuu. que causa gastrocnicriiis cn pacicnics con 
SIDA."* La KISH con :U‘idos nucleiLOs-pi5plidft\ str usa'i para 
dctcctar iripuruKomas circulanlL's cn puctcntCiH con entermedad 

del Hueiuj □rrieuiia.’^' 

La hibridacLon in situ ci uua herramierttu dc diagndstico tno 
Iccular uueva para la muyoria de los Eahoratorios de mierobio- 
logfu clfnieu. Segiln la dispiUiihikdad dc los pioducios coiiicr- 
ciaics, esta lecnologia puHlrtu inlluir cn la munera de practicar 
ki inicrubioLogfu cKnicu. BL i;M:ttsu tiempo pttra lu dctcccidn y 
La eapacidad tie iicteecionar sonilas para usar dc aeuerdo eon los 
dalOii de la tineion dc Gnio 0 Cun las LOraLleriMicas dc Lj 
pobbeion dc pacicnics cn csttidio la haccr atrecliva enmo ins' 
Lruniepto diagiidsticti. 


Amplfficacl^n ita Pciitos mcfeicos 

Bases de la iBaEcion ea cadena de la polIrriEr^sa 

La react'idi! en eadena dc lu poliincnLsa, dcvcnta por Kary 
MulLiij cn 19^3. upllcft lu btoqunnica ba^ica dc lu rcplkaci6n 
del DMA con e'l Ohjetivo dc arnplillcar una porcion panieulor 
de DNA.--^-^” La pt’ircion de DNA que se ampliftca por lo 
gencml eontietK' inlormacl^n ulil destic cl punlodc visla diag- 
iidsiiLo, I.ijk mc^eb de PCR eoustu del r>NA djana puru la 
anipliricacjiin y la ine/elu maestra. Hstu. a vc/, t£ eompiinc 
dc cebadorci^ dc oligonuclcditdo^ etc DNA. cuatro nuelc6ti- 
dos irifoitfatDS. DNA poliineraisa [ermi>CMablc. cloruro de mag- 


I 
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ticslo y ugrua o una soluciOn ri::guLaJura. La rL'.acci6n ea {:adcna 
dc la polimcra^ consisCc cn trc& fascs rcpcdtivas, lo quc cons- 
tiluyc la hasc dc la fK.irCfun “rt<«;oit5n trt cadtna” Jcl mirobrc. 
Estas tres fascs snn: I) desnaturali^atiAn del DMA (o la sqpa- 
racidn de la!i dofi hehras de DNAk 2] hibridacidn del cebador y 

cjitcTwidn del ecbad<.iT(la ptjrcidn dc b reaccidn dctruk succ- 
dc la bfntesi^ dc DNAL 

La dcsnaniralfzacion dc la molccula dc DNA moldc n la vc- 
paracinn dc las dtw hebras jadi^iduale:^ que cmniwynen la inold- 
cula de DNA bleuienacia madre es la primera eta|wi de h PCR. 
E&lo sc accvmpaAa piir la clcvacidn dc la teinpcralura dc la iiicz- 
cla dc rcaccidn hasU apro^tim^mcrtCc 95 *C, A icmpcrn- 
[ura, cl DNA bicalcnaric; sc sepaf j cn dos hcbcjs slinplcs. Esca 
sucede ponque la energta lermica roirpe I os pueates dc tiidro- 
geno qiic rnanticnen tas dos hchras Je DNA jumas a lempcra- 
lura^i (ai\ baja&i- Se prefiene la desaaturili^acida ile 

DNA a la desnaturallzacidi] quiinlca porL|uc cs (dcilnicntc 
rcvcntihlc pur cnfrianiicntu. 

La prbxima etapa de la K?R, la htbridacioTi del cehadnr, 
cdmlcTiza cuanito la mezcia de ncaccldn sc enfna y bw eebado- 
rtfs oligv:iii]Clcdtid(.>;$. que se eiicuentra^i a loiy lados de la fotia 

pttr aniplifiCMC, sc hibridaii cud las hcbias siinplcs dc b mnlc- 
cuk de DNA niolde. Los oiigonucledlidDS cebadorcs son frag- 


mcnios conus dc DNA. por io comun dc ciitrc 12 y 211 nuclei- 
(idos dc largo, ncccsarios para inidai o cebar la icaccidn dc 
sfnEe.His dc DNA. Ln cebadar licnc cl minmn senEido quc I a 
tiehra superior dc DNA y sc tlenomina cebador direcio ifor- 
u'dnlL como se sel^ala i flg. 4-9L inleniras que el uiro es del 
mismo NCniLJu quc b hebra opucsEa dc DNA y sc llama ceba- 
dor inverso. Lots ecbadoncs sc hibridan con la diana medianlo el 
Eiadiclonal apjTicainicnio dc bases dc WaEson y Crick; asi. la 
lerrtperacura de bibridacidri del cebadur piidna scr rnen-or n 
igual a la o lemperatura de Tusidn. de k)s cehadores osiados; 
cn la priScticaH la la teniperatura a La cual jse tiihridan Los 
ceb^dpres. 

Cuando se clige un grupu Je ccbudurcii, ^c deben carLslde- 
nar diixirsos faclores iKnicn^, miicbos de los cuales estan 
utioru IncLuidus cn Uvi pnigramas infonniaticos dc diseno de 
■cebadufes. De e.sios Hiciores se ocup^ui los tlciUfricus Indus- 
trlalcs. mlcnuas quc los usuarios adquicrco cn el cumercio los 
cquipns para la PCR. La mayorin dc los dclalEcs del discflD del 
cehador exceden el propdsito decsie lihro; sin emhaigo, alju- 
nos ponuw mcrcccn una menciAn especial. Si se dcsea un pnv 
ducto de ?implincEK:3Aii dc DNA jiimpic. Eumbi^n conocido 
LOTcto aiiipliiLun, los tcbadorcs dcberiiui elegir.sc para liilirldar 
con una regidn simple do la moldcula dc DNA de inlert^s. £s 


Mol^cula 

ds dcDNA anginal 


5'- 


ll[|lllllllll 


1 


3' 

5' 


^ I I I I I I I I I I I I I ^ 



FIgura 4-9 Frawiiin fn tn j^ilimcrasi. E.i npctiiWi *rt c-jdiMi* dc I j polimcra^c^ un clcln rqv 1 ihvii> Jc l^iilfiitUr, hihcnUtidfl yeiKn- 

ik URt J dc la DNA lluliiUctTiSu 44ii|Ltl nu it Jnu^l>lr4k Lt eik b ^imducciiiii cxpiincnLia] 4 k rtkik4:ul!lih Jiue\'u.s ik 

DNA. el finncipin y el hnal ik lin ctia*e4 » Lkiemitrifli jvor bi prttinofir*; de Int diirecJnb e invertins. 
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imporianie iiue ctbadoref; cirO hibriden ct^n curiis dc 3a 
MMildc-ula tki mistiw organismo u am el DNA dc mras tispe¬ 
cies (juc puedart cittuf pmscnlcs cn la prcpiimciuil dc la inuc^* 
tra. Porcjcmplo, si cl microbidlogD molecular cstd [mcntiindo 
dclcctar lj>ghru’ih piteumnphUa cn mucsiras citnicas. dehen'a 
elegir una region unica para csEc micnxtrgani^nio (;uc no csld 
pffrSiCrttc en el getioma humano, Esto -ic ha logrado am 
Miciliame la !vcj1alj;^aci<^rt dal gen poicnuiador dc infcLlividad 
del iiiacrdfagD (atip\ que coutionc rcfioncs unicas SLificlcmcs 
para diferenejor L ptfamophiia dc oiras bactcrias, y no cs un 

COTVitituyente del gcnninci huenano.-**-'^ La rcactividad cni:£a- 

da con el genoma humano podrfa coniiuinir de mndo no espe- 
cffico Ion ccbadorcs y las bases de kis nudec^idos triroNfatw 
en la niczcla dc rcaccidn, y podria derivar, cn cl pcor dc las 
casos, cn una F*CR faJsa positi^a. segun cl slstcma dc dctcc' 
cion usado. 

La presencia dc tos productas dc la ampltficacion per PCK 
sude determinarse pc^r ei examen de ]o!v produclci« (>blenidofl 
rH.ir eketroforesi!) cn gel y ichidos cun bruinuru dc ciilo. La 
prcscncia de una bunda dnicu cn cl gel cs una buena evident:lu 
prclinitnai' dc la cspcciUcidad Jc la rcaccidn. La prcscncia idc 
bandas mulliplcs sugicrc que los cebadorcs no son cspccrfECCKii 
o (|uc las cuT>dpdur>CK ripimsas de la rcaccion nci s<in i^ipllmH-v 
<tlg. 4-1(1). En alpnoH casos, ta especincidad puedc mejorarsc 
ci;n uu cainbti) cn las ciMidicioncs dc 1 a r:jH:tii.^n. eomo la ctin- 
ccnlrucidn salina o la tcmpcralura dc fijacinn del cebodor. Lu 
miJs rdcil de camblar cs la tcuiperalura ck hibridacidn del ccba> 
dor. |..a cspccificidadde la unidn dc los echadoresa la rnn]6:U' 
ta dc DNA diana aumcniard eonrom^ la [emperacura dc hibri- 
dacidn usada se aproxime a la dc los cebadotes. uiiu condi- 
ci6n mds cxigenlc. 

La siatcsis dc ima hebra nueva dc DNA complcmcntaria a la 
hchra madre de DNA sc Ucva a cah<i' por b accji^n dc La DNA 
polimcrasa dc.spu^s de que sc eomplcia la hibridsuci^n del cchu- 
dor. El descubrimiento de una DNA polimcrajia tcrmocsiable 
fadlkd el ciclu de esta rcaccL^n cn un lubo cerrado, sin noccrii- 
daJ dc agregar una enzima nueva despues dc cada paso dc dcs- 
nalunilj^actdn icnnicudcl acido nuclcico. La DNA poLimenuia 
sintetiza la hebra complemcniaria nueva a una lasa apnnxiniada 
dc 25 ph/segundos. EsIC clalo Cs i mpdrlunEe deCermlniir 
cudn larga |^ria !ier por dltinio la fasc dc exlcn.'sidn, que se 
basa cn la longtiud del ajupliedn. Una vez Uranbcurridu cl Eieni- 
po ncccsario pam pernutir la cxlcnsidn coinpEcla del amplicoa. 
la cnczcla dc [caccion sc vuclvc a ciclar a para crlrn ciclo 

de la PCR. 

AsL la p<in.‘i^n diana dc una mol^ula dc DNA sc ampliricu 
cx|KiE]cncialmcn[c para ftirmar inllloncs dc an^pliconcs. Esie 
iiictcincnCc] cxpiincncta] Jc la regit^n diaiia del DNA cxpljca la 
gran scnsiblEidad dc la PCR y la capacidad dc Ja& pruebas dlag- 
ndsticas que iison lates metodos pant dclectar un muy escaso 
numcni dc pat^genos. E.s[a scnsihilidjid extrema ex plica i:in- 
biCn cl ^raii cuLdado que sc Uetv tenci ettiuidu m liubaju tuu 
DNA amplificadoL purque cada rnolfcula iunplificado, st sc 
libera qn ct mcdioambicntc, podna conlamirtar utva mucsira cli' 
nica (conEaminaddn con amplicdn) y dar lugat a isna rcaccjdrt 
falsa [fosiliva. Aunque parezea que una ilntca copia del DNA 
diana debena scr detectable por PCK. cxislen cn la ptticlLcu 
nuenemsos inhibiJiarcs dc la PCR cn Ixs mucslms cKnieas que 
lltnkan la scEisitMlidad de cstos ensayos. Aun cuando la extrac- 
ci^n del deido nucicico nn sc tralc con dctaltc aqul, es probable 
que el proceso dc preampEincacidn dc las muestras clhicas, 
para cliniinar dc clEas a los inlubidores y prcpunirlas para lu 
amplificacidn Jet acido nucicico. sea tan imponante conto la 
rcoecldadc auiplificaci^n cn si misma. 


2% de agarose (GP) 

1 I 1 4 S • 7 f • 11 13 



Flgyrn 4-10 AmfJiflMciAfi no espw^ifep d^^ niicki<rm. !^«a amplifi- 

LSlLll'lll [HltlSc! CtLimir |a l4ILLki.'i4'«l Cli L.lJcild 4ic la jKlCLlI 1 C IJSd LI UiC LlltTUn 

kk iikipMiicjci^ df dekkis nucicico^ Ifk^cchodL-im hihiidin ertn 
un aliciTun^o unen cum y fiinruji d« iirnpli- 

C»p«^i]fk:4 y 1174 di? ^.‘cK-^E3n^ pui^li-^ r^Lluc iEKi:! me^oiuc un 

dihi^mi de ensayn CLiiJjjdiiMi y li ^^ptirni^^iac^n efe* Ills cnrhJicicineN de leaori^^. 
Lot c-orriliEi!: ] '5 mue^trua Kjuidjc^dc JinirltlK'^i^iiin iw cipci-lTita pci^s nu^ 
niicnriit fn el carnl S (firrfhvr^. 


AFLICACIONES ClInICAS 

Lu ittiruduccidiEt dc hi PCR cn cl laborutorio JiagFidstico 
rcpncscnla un usance signiflcativu cn mcJicina. Lus pnicbu^i 
hasHtdns cn les pcrmitin a Ins tahoratorisias dctcctiir 

inicTKHtrgAciisinos quc no p<itlfan scr cultls4Hk^!i„ Asi' conw los 
(M'jn rcqucEimicnEos nutricionalcs eiipecjales o dc eiecimicnto 
lento. Sin crtibargo, lu^, priincnts in^tudtis ^vira dclcLtar los pn> 
ducEos dc la PCR fucron labortosioi y consutman baslantc ticni- 
pol vcANc "Analjsis dc posarripEiticacinn'^ mils odclantc). Pirrlo 
tanto, cstps ensayos se reservaban solo para los patdgcnos mis 
impodanics. L.a apuricitlnde las pluntillas de K'K uulomaliza- 
das y vemLauHtmulizaJav y los m^loJtw cada vez mSs f^lctJcs y 
cunvcnEctilcs Jc dctcccion iiicrcjiicnlAFon cl umj Jc Csla? l&nl- 


cas pula ucta vurlcdiul mus uinpUa dc pau'»gcnob. Cu^i todus los 
microorganismos de mieres cEinieo ban sido detcctados y estu- 
diado?; por I’t'R. 

AOceiilIs dc Ja dcLcLCiOiL^ la t'L'K provcc Lil invcMigaJor dc 
una licrnunicnta pan ciuminuj la prcscnciao la ausencia dc clc- 
mcnlos gcEiclleers pnrlLculares dentro de las poblnciones, y. 
cuando St Mtopla am l» sccuetKiacirtn Uc DNA. permite anali- 
zar la cojupitsiciAn y vatiabibdaJ de los genes en esiudio. Lit 
K.'R transcriptasa ii ^a (vi^asc mas adclante t pcnnile detec- 
tar virus RNA y me Ja respnesta gcnctica (cl inRN'A) dc Ids 


organismc£ y [ax 
Lts piuebas comi 
la FDA. eslan disp 
dc tran-NDtlsldn sexu 
t/wwjrJtrV.'™ *''■ Aunt 
gran .scn.sibilidad. q 


s cucariontc:^ a divcrstis c^iliniuloK. 

ales, que ban recibido la aprobacion de 
lies para detectar dos de ta-s baeierias 
a3s a>miincij nmcfnlft/rae y C fw- 
mn cxlrcinadajncnlc ulLlcs debido a ^u 
cxccdc per mucho a la del eullivcr, nn 
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SU41 pcrfccta^.''* Ku ^specifictJud no cs iie\ In qat si^nl^ 

fica quo on uau pob] juj^in de luju provaleiioiu tl v^Jni:' prcdioti- 
\o positive « sub^pliinu y pueden uLUitir rcsuliaJus rulsos 
posilivos para Ins que sc rccomiendan pruebas ccmflmialo- 
riasi.'”"’-''' Atkmiis. Ja pntcha dc PCR p^^ra jV. 
dispnnibk en tl comervtti, tamo coithi \a pnieha que u^a aiiapli- 
Taacidii cmi dcsplu/amicnio de hebra (n^sc ad^lante) haJi 
iriDstrado tener la capacldad Jc rcaccidn cnizaeJa con cicnas 
cspcctcs de Ncissi’ria no ^onoedeka. que podna causar unu 
n.‘3irciAn falsa poviliv^i.'Las pruchas de PCH apanhibdaK por 
la FDA sc cncucntran cn cl mctcado para la idcntircacidn rjipi' 
da de \t. en soLtecit^nos respiratorian don fmli;: 

posidvos para bacilo dcido-alaDhol icsistcntc.'" Las niodiih 
ciseiancs ufunbads.'! pnr la FDA que usan PCR de cicin r^pidit 
cstin dinponiblcH para la dcleceidn rapids dv Streptofoci-as del 
gropn B ) S. utireun resisiotite a la rueticilina (v^ase 
''Amp]iric:u:i 6 ii de JlciJos nuizlcicns ea (ieinpo real”, mAi ade- 
lantcl. Los ensayos aprobados por la FDA que usan EKTR-RT 
(vease mas ahojo) cslsn disponibks para la Jelcccion y cuanti^ 
licscinn de virus de RNA. cotnn HIV > HCV. Rijsien otros 
ensayns apnobadrH por la FDA y una amplia vaiiedad de reac- 
ti^'os especf/icos del anjlisis (ASRi dispnnibles eri el luerrado 
y cquipos s^lo parH u^u cn invcMiguci^n i RUO> para cl cstudio 
de d[versos pat^^ccios tiLunajios. 

□bes m^lDdus de arnpliFicB’ClIin de jcidos auclelEos 

hall ideado vurlns m^b’Hlos de ainplineaLidn de dcidiis 
auclcicos, alfunos para evitar los pa^os Jc putcnlcs de lo PCR. 
Sc cncucnirsn Ji.spnnibiJe^ coTTien;ialiTu:nic cquipoN djajincisti- 
cos para sarins paibgenoq microbiaaos. Utio de los pnmeros 
que sc comcncializi^, hace poco licnpo. ust^ la rcaccion cn 
cudena de la ]i^a^a. Estc m^KxJo fuc cl primer ensayo J—npli- 
fiCHiciun de ;kiJus nuckko^ que rci^ulLu sntpliarncn iMsdo 
por:i la doCeccula Jc A’. j^nfiftrriHKzif y C. tmt-huttHitii. Lo;: 
in^todos iu PCR que esiin dispcnibles en la actuaLidad en «1 
mervado el de anipljfieacu^n bjsuda en la seeuencia del 
aciJo nuclcko (NASDA) fbioMcrjeu^. Durham, NC> y la 
umpliflcaciiiEi de la itanscripci^n con furmacos (TMA) <Gcn 
ProbcH San Diego. A), que tKisicamenfe son la mi sms teenies y 
el de HimpIllicacitHi con desplawtmicnlo de hebra iSDA i (BD 
Diagno^ik Systems^ ,Sjiarks. MD). 

La rcaccir^n cn cadena dc la lij^asa ca su fontia mas pura cs 
CD rcalidad una reaccion dc ampJificacidn dc sens! que kc sus- 
lents en la union a coneKidn de dns sondas que se hibndan en 
contiguidad s^bre lahebra de DNA moLde. Estn teenka. cuan- 
do sc cumbind tarn la cMtnsi^ia limilads pof DNA p^^litlieili^a. 
fue Is bsijc dc 1os pruJuctns Abbiiit i pruebas LC;i Nciurria 
jjtwuv^K^cTJC o LC^l Chhtnydio tracliotffiitis. Abbnit Part. II.) 
para la deiecci^n de A'. y C. rriifhormiiis. El uHt 

del sistema de dos sondas cs neoesarin fumi s[uc \a li^a^a Citfl- 
iritHiya a su exccicnk sensibllidad. I 41 desvcniEiJa de estc ensa> 
yu fuc la falta de un control interno. No se tratara csta tccnolo- 
gfa mils odclanlc dcbldo a su auscncia ca et mcncado comcrcisl. 

Tanlo NABS A comn TNI A son enssyos Jisipenibles en el 
tnercado que consliluyea ejempins de amplitlcacida mediada 
par transcripci^n. Hstas pruebus isuU^niiicas usan Ercs cn/inlais; 
transciiptosj invenia (RT), RNasa H y RNA pt.T] jmerasa depen- 
dknlc dc DNA T7. La en^.itns RT hiicc uni copla de cDNA dc 
La molifcula diana, que por io general cs RNA. El cebadnr que 
se usa para crear la hehra del DNA ccimpkmcniartn a Is mnk- 
cula ik RNA di^na conikne la secuencia de unibn a la KNA 
poJtmcrasa T7 sobie cl cxlicmo S' dc U molccula. Luejo m; 
bitlroli^ la poruk'in Jc RNA del bibiidu DNA-RN.\ por Ja 


aeei^n de la RNasu H. Desput^s se une el scjuando certKlnt y 
erca Ui ficlwa complctntmuria tk la moltkula de DMA, eon lo 
l'ujI iic eoinpkla la molccula Jc cDNA. Es|a Tnc^lcmlu ticnc la 
secuencia dc union a la KNA poLimcrasa T7 mcorporada y 
sirve enmo mnide para Ja RNA polimerasa T?, la cual iranscri' 
lie numeiosa^ copias de RNA. que piitslcn dcicciarsc mcdianic 
virius tikiodos. 

La ainpLilicaciAn ci^n dcspluzaiiiicnitP dc hebra ca una ncac* 
ctdn isoicnrijcn quo sc basa cn la capacidad de La DNA poll- 
mcrasa para dcspb7.ar una hebra de DNA cn cl sitio dc una 
mclia monocatenann y prooeder a. la replieacion del DNA o 
atnplircucirti cn esie eit^sayo. Emu t'Mniea. aunque et'icionte. 
roquicTC CLMtdlciones cspcciolcs y enJonudeasaii que gencren 
una mclia en una sola dc las bebras dc la nioLceula de DNA 
hica]cn;ino. cn ver dc pnxluctr on cone a travds de las dos 
hebfas del DNA. quees la jnnna de atclAn parii la mayoria de 
las e]idiriitjcleasa.s de lestriccidu. 


ARIIIACIQUES CLiHICAS 

Se dispone de pmebas coniercintes jprohadas por la FDa 
pjrra In deteccidn tie jfojtorr/'jrtcrtr y rMfftfWFirfrji que usan 
TMA 1 SDA,' Alaiuniyii y cob, analizaron mis de 3 SCX) 111 ucs- 
tras dc orina mtllzamlo b prueba BDPiiibcTcc-SDA*' (BD 
Binscicnec) c inrormamn una sensibilidad del V9,2^^. una 
eflpccificidad del un valor pitdictivu posinvEidel 

y un Villi IT predictiv'o ne^HL[iv[» del ‘W.99f. Ctui rt^pcci« a los 
dJierejites ensayos de ainplircucirio. es4os autores. como otros. 
rceomkndau la neccsidad de conrtriiiiir los ic^ulrudo^ positi- 
v[H, dado cl s'akir pmdiclivo pmjtiv'n. La piveba BDPmbcFcc- 
SDA^' tiene un control de ampliiicQcldn intemo. que es diil 
para idenlilknr i^acciones poEencialmenle i'alsns negaliras 
socundaiias a la inbibicidn ik la umplirieacidn. 

La Ifoca dc pirMiuctus APTIMA <GeD-Probc( csta aprobuda 
piw la FDA, .se cricuentran cn cl coiticnrlii Lab prucha.s TMA 
para la dctcccion dc /V. ^-tJFiorr/nk'CFr o C. (ntt hfimnii^. Gay dos 
y I'dlb. cstUJiajVFLl cL en^iuyu AI^IM A 11 lOcnProhc^ y ci»itpa- 
raron su senHibilidaJ y eNpeeifiekbd cn inncMraH de cscobilb- 
do cndoccrv ieni con [cspl^.'tJ a los e.siudios dc otinu."^ Pura C. 
trocijatfituts cnconlraron unji sensibilidad y espccificidod dc ks 
escobillados emkKcTvLeaks Jd fJ4,2SJ- j cl ttimpar^das 
con una sensibiliiLuI y especificidad de la primera muestra de 
onnudcl y4.7^ y d[ Para A' cnoontraion 

urtu sc nni bill dad y espccificidud dc cscnbilljdo.s crduccrvicalcs 
del y el y unn scnsibiliJad y especiUcidad de las 

muci^tras dc In primcra orina del VI y el respeclira- 

tiiciik, iJts jimebas APTIMA plf tienesi uii control imerno pai^t 
La umpliliCiicl6n. sino quo usan un sistemu ik cuptura ik la 
diana. con cl que, Ncgun Gaydos y cols., sc dim inn 'virtual- 
Tnentc la inhiLbieion y no sc requiere im conlroL inEcmo. 

Li prueba Nudisens HIV-1 QT es un ensayo aprobiulo pur 
b FDA que usa b tecnia NA^BA para incdlr las curias virdlcs 
dc HIV. La prueba NucILscns CMV pp<j7 para cl cunirol dc los 
nlvclc^ dc CMV fuc rrtirada del mcrcadn por b FDA. ENla nc 
cnmpnri enu una anrigeneinia de CMV en un estudio de recep- 
torcs de iraspbntc de midnia Asca y se cm'onErA que es un sus- 
Eiluto tfccesible dt b pruclid de amigeneiuia. niuclra inis bb<v 
[Lusa.'^*'Rc cstuTL hacknJe ensayos eon una priicba basada cn 
NAS BA pam la dcleccidn rapida dc enterovirus en liquido 
cctalnrruquLctco (LCR). Sc hau diseiliHlii diversas piruehas de 
pre]wacidn easera nsando In teenka NASBA y cl Basic Kit 
(bioMirieux) que valida cilaii pruebas y que cstan dispniijhlcs 
cn cl comercio. Evlas lion slrlo luuy titiles para b dclcccidD dc 
s ims de RNA, como Ins cnlcrns irus y cl virus del Nilo Occi- 
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dental, pero conui cn el caso de TWA, NA,SBA tambien sc us^^ 
puira dcteciar hadcrias. ptir sci)ali/JK;i<^n dinxta <tcl rRNA o dc 
t>ln)s iiiRNA espccfncusi.'* Landry- y cols, la conipara* 

ron con k RT-PCR para la dclcccion dc cnicroi inis dc mucs- 
tras clfnicoH y cnotmtranw qoc k pmcha NASBA cm un poca 
ttids sefuijhle y que ten/a un tiempo de ejecucidn jnis eoftoJ”*' 

Madilicaclonss k rcn 

Sc han hccho cictljis mcKlificacumcs pju^ cstaridariy 4 ir k 
PCR, que expandieton el uso dc esia l&'nLea amplijuido el 
espectro de Riicroor^anUmos que pueden deieclarse usando 
cslos in*!:lod(V!^ molcculancs.®^'^ -'*' Muchas de eslas mixlinca- 
ciotics estfin bicn C.s4iiildali££iiliu. y kc Kail inL'tnpOd'adt) COIIlu 
tccnicas habituoJes en cl kboratorio cllnico. Entrc las modifi' 
cucioncs, iccnicas que sc ctesenhiran aqni son RT'PCRi 
PCR dc amplio espccim ihrofui'mrtgr}. PCR mulrtplc y PCR 
anidoUa. La tTHxJificacidn mils reciernc, k PCR en tjempo real, 
se detalk cn otro apanado. 

irr*PCR 

Los retrovirus .son virus de RNA que. como pane de su ciclo 
vji4i|. fahrican una copia Je DNA ik; su genoina RNA. Este 
hccho se cuiupic por la accidti dc k eti^lma (ratLscripliLsa Lnver- 
sa (menre transcriptiLir, RTl. £1 a|regado dc iina clapa RT 
anicrior u k PCR hacc posibic ampliflcar y dctcclar RNA. EnId 
puede suceder en una reaccidn lanto de un:i como de dos ela- 
pas. En la rcaccit'm RT-PCR dc dos cuipms sc usu una enzinia 
RT sepuradu ante.s del ugtcgado de la DNA polimcra.va, mien^ 
Iras que cn la reaccidn dc una sola etapa sc usa utia dnlca DNA 
polimcnisa Icnnocstabk que tambiet] licnc aclivjdad RT.^^ El 
cDNA cnado per k nunscriptasa inv^;t^a puede knonurse 
usando cebadotvs oligonuclediklos espeeffiens a hesdineros 
dc oligonuclcdtidos al azar, Luego, sc rcalLza la PCR come ya 
sc dcscribi6. 

La RT-PCR cs muy util poja detector virus dc RNA. peto 
tanibien puede usarse para deiectar otms mtcfoorgani.smfps por 
serlalizacidn del RNA ribosdraico.-*-^“-''‘‘ La deteccidn de 
niRNA cjJ vtiliosa para esiudiar k esptesidn gcrdipca taitio 
dc levs mlcToorganiMncs conic dc las cdlulas huispcdcs huiua- 
nas. I>c] misTTKi mode que con la PCR, sc pueden obtener rc-suL 
tadns cuant j tativos con RT-PCR, y consiituyen k base para los 
ptuebas de caiga viral para HIV y HCV con ewa i^cnica.^ 
Oiras tdenkas dc antpliflcacidn dc dcidos nucicicos quo anipll- 
ficafi de in^hJu prerertneial RNA. como NASBA y TMA, com- 
piten con k RT-PCR. 

APUCACIONES CUmCAS 

£s probable que la dcicccidn dc vim;; de RNA haya sido la 
□■ao jinportuiiic dc liis Ltplicacioiiics cLfnicas dc k Rl'-I^R hasta 
lo fccha Las pniebus cuamiiaiivas de RT-PCR sc hail convert!- 
do cn un proccdimienlo cotniln para k detecci6n de HCV y 
naluiulcza cinintilativa Jc Ja aniplificacit^n tk 
^ido nuclcico, cuanda sc citipica Juntt) con esLundirr.N cuauU- 
tadvois exiemos. sucLe usarse pars determiner k cantidad dc 
esfos virus ptesentes on la sangre del padcnic. lo quo se ennev 
ce como carga viral. Los daios de la carga vjral son iniportan- 
tes pam cl coutful dc la rcspuesla del pacienle a la lerapla. For 
cjcmplo, un fNiciontc infccCadu nm cl llIV debena tener un 
aumento del rccucnto de linfncitns T CD4 y una disminucinn 
dc la caiga viral cuando sc Irak con la lerapla antiiretroviral 
adecuada. 


La KT-FCR lumNdn so usd para la deieccidn de las causas 
virales de k meningilis y de la meningtvenLefaliiis. como los 
cuterovirus y cl virus del Nilo Occidcntal,'^"’'^’^^'**"^-^” Va- 
lios cstudios domoslranin liu ventajas do la cloioccidn rdpida 
do Ins enterovirus en cl LCR de pacientes con meningitis.-™'^ 
Se ban esttluado las ventaja.s de k realizacion de esios ensayos 
on I'orma rdpidu para c^'ilar prdcticas inncccsarias. como hos- 
piklizocioncs. uso dc amibldlicos y procedimientos auxiiiu- 
rcs, para mejorur k atcocidfi dc los pacientoji y rcducir los 
costos. 

Los virus del dengue. Hantavinis. mclaneumovirus humano 
y comnavinis del sindrome respintorio agudo grave ISARS). 
entre oims se ban deled ado inediante k RT-PCR.“ Uis 
idcnica.'i do ampIlTLCucidn basmlas cn RNA para la delcccidn de 
rRNA cn buclcrias, porastlos y bongos pueden scr v'cnlajosas 
mas pllii dc la dcieccitk dc los genes rDNA por ]a PCR tradi- 
ciunal. ya que k presenda de RNA esk mis asociada ctvn la 
(iresencia do un organ is mo viable. 


PCR DE AMPLIO ESPECTRO 

La espceincidad dc un gmpo dc cebadonfs sc dclcnmina por 
di versos factores, Algunos de ellos son ticnicos. como el grado 
con el que ]os cebadores se hibtidan con sus dianas (avidez). 
que sc deterniina por k coniposici6n dc k luczcla de ruoccidn 
(conccnlracidn salinal y la complcincnlaricdad dc los oebodo- 
res con respecio a sus secuenclas diana 4 l(K)^ de complemon- 
tartc<kd = apirrctimicnto pcrfccio]. La cspccirtcidad de una 
PCR tajnbitJn puede reflejar k singukritkd de k socuencia 
coniplcinenkrlu eon la que se hibridun Ion cebadores. En nui- 
chos casDS. es descoblc eJegir una sccucack sumamcnle singu- 
kr (rubrical, si sc csk ixitcntando dcicclar un microorganismo 
tinico. Por ejocnplo, sc ha domostrado quo el gen que codifioa 
el anifgeno ospecffico de CfK'ddunilet es Util pan k Ueteceidn 
ik CuCLtdioilti' y para ditcrcnclar cslc organismo dc otros bon¬ 
gos.-^ El fracaso cn la produccidn Jc una prueba cspccifica dc 
espedes pueden dcrivor en una rcoetivjdad eruzada indescable 
con especiesi muy relaclonada.'iL. £$to es lo que sucede coo do£ 
de la.s pniebiLS de amplincacii^n de Acidos tiucleicos disponibics 
en el inercado y apri^budas (Krr la FD.A dlseftadas |Mra deieciar 
jV. ^otwrriu>ttic. que sc sabc que pucdcu dar rcaccioncs cruza- 
das con cieria!< cspccics comcnsolcs de jVrrjjcrr'ii,^-"' 

Pot otTu IbJo. puede Cxisitir intends OH deteciax un gran gtUpO 
de mioroofganismcis en ve? de un ilnico lipo, Ijos cebadones de 
tal prueba sc diserton para detector lodos los microoiganisnius 
del givpo de inlencs. mientros sc inienlu excluir k moyor can¬ 
tidad dc mictoorganismos quo no cstdn cii esc grupo. Esto se 
considcrana una PCR de ^omplio espectro'". Por cjcmplo, un 
grupo de cebadores que deiectoran uno de los muchos 
enierov irvs coptieeN de eausar trteningiiis serfa dc piko vahir 
para el diaimt'ktiro n k exclusion de menin^ilis entei'owLrul. En 
esie CO-W. k^ rcgioncs quo cskn ODnserViidas cnirc lodos los 
enterovirus cimicamcnic rclev'ontcs Knan posiblcs sitios para 
el cebodor y el tomplado de ta sonda. Tantn Ins cebadoxes espe- 
eiTicus como los de amplio espeetru son dlilcs. segdn cl inlc- 
rrogunte clmico pmtieular quo sc dirija pura k prueba. Exislcn 
miiclias veatajos para el uso dc ccbodorcs dc aniplio espeotio, 
pero tambicn hay limltacioncs. 

Ija razdn niS^ jinpori&me y k principal ventaja del uso de un 
gnipo de cehudofes para la PCR de amplio es|)ecin> es que se 
puede dcicclar oJguno dc los mlctnbros dc un gran grupo en 
una unica reaccion. Cuando sc oblicnc una rcacckn posltiva, sc 
puede fijar el ampliedn por m^todus multiples piira dciermiiuir 
qu^ miembro del gmpo particular esti prosente. Hsto puede 
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iraliziif nicdiiinlc uiniiiis irtiltipli^s comi^ ^;^j;acn> 

zunuinmunocn^avo (ElA). por sccucnciaci^n dci airplicf^n o 
purunijliiiis dc niicruniutriccii.'''-''''''’ El an^l^^^^ dc lacurvadc 
fuai^n po&aitipliticacicSn fs un ni^coJu niii^vii pura r4!:ilii£iir ]u 
iiit'crenciscion limit:uin seguida s ima PCR cn tiempo real y de 
ajnplut eKpeciin> (viShvc '•AmiiliOiHicirtn Ju icidos rntckic^>s en 
tjcmpo rca[ in^ aJclantc^^" La liniilacidn dc aid tdcnica c±i 
({uc cuanlo mayor ?ica cl gmpo del cn»iyu diis^cnado pom \a 
dclcccidn. cs maH prcjhablc qyc la rcaccion iitrnbicr; deicclc 
inicroorgaiuATtKifi relJcicnaJos Jesde el punto de ^ filn^- 
pem que no necesariamente mn. parte del gmpo de inte¬ 
rns. Pur ejcmplo, m nsr ona PCR. tk inniilin cs|it?cim |i5krn \a 
dclecciun dc toda.!; Jas micobaclcria.sclLnican]catc Imporlantc;, 
pem lucnbicn umplilleari cl minnio scjpnento dc DNA dc 
mocha-^ Otras hactena^ I'lcah ep G-C (^uanina-eiiOr^itui) que 
esian niuy relacionadait con estc gnipo. Lslas limilacioneii se 
puctlcn aWdar con huciKr:^ ncsultado^ mcdianic cl uso dc ^on' 
da!) Jc situ cspccificidad^ nin cmh^irgo. algtinus lintiijicioncs dc 
csic iip[] dc jpliCLicicSn pcr\i\[cit. Cuando ifc ampliliLan iiiierci- 
organismos multiples haj tin. consumo auticipadodc Losceba- 
dores de K.^K. Adema;^. a menodo es diflcil obtener infomta- 
ciC^n iJUl de la -lectjenciacii^n de DNA ixirqwe re^iiilur^ utvi 
scciieiida me^clada carcrne dC sCPtido. n nacno^ que sc pueda 
idcnliricor uru Kcucncio con^r^ada cn cl grepo dc inlcrfs que 
no cstd presence lert lo^ inicroorgarLL\[nnM contaiiunanles. 

APLICACfONES CLihllCAS 

Al^ian grupo dc micriHPrj^anisiiiKK rclacionados. nilcmbms 
de los que licnen inicres cli'nico. son candidains para la PCR dc 
amplio csipeerro. Como ya meaeionA lo:; cebadores de 
smplio especlio han sido uElies pare detectar Ww enrcrtiviru}{ 
que cau'^an mcningilis aseplica ***-'"^‘* Unn limilacidn dc algu- 
nos cnsjyos dc ainplio cspccun pura la ddctcifln dc cnlerot^i- 
rus e\ ]j rcaclividad cru/aila dc los ri nov Lru.s.' Ehto no debC' 

■ Til conjslituM 111! ptiihlotiiii litiiii'iflJtnCi.'' r] rii ikii.iljr;! rc^Io I.CR. 

|wrr) puede haher rcaccione); fabns poiiiivas si se anali7an. por 
cjcmplo, hcvrectones rcsplralorias. 

Puslblcnictite las iTiol^cula?{ dJana mLi> usaduA para la^ PCR Jc 
ampliocspccim han sido Im genes que ctM-Iiricnn las sutiuniLLiidcK 
libOKdinieas {rDNA} pamsitarias;, fiin^icasy bactefianas.'^''”'- 
Estos genes son uliles para la PCR de umplio cspcctKi, asp «]ino 
parti la catcgori/acidr rason^^mU-ii dc mici^xjfganpsrihi^i 
liencu tamo rcgioncs Vtirjables cipnp^> aluimciile conservadas. 
Las rcgiuncs conservaJas son sitios cxcelentcs pani los eebado^ 
res de amplio cspcctro. micnlras que las regioncs vanabLc!ii qut 
m: c:ilicnJcn encrc clbb pueden uiiarse cocino silios diana para 
sondas espccfficas de especie o pueden conirihuir pare, la Sc- 
cucnciaciOn dc DNA. Estas aplicuciuptes sc tiaii uliliAKto pare 
detErntinaj la CLiu^a de pnenMlgilis bacterianau cndocaidilis 
infcceiosji y hjiclericmia cn pacicnics con cndocarditiH infcccio- 
sa y [liras infrx'ciriocs bacteiiiirtas.'^”'^^’’^-'^-’''* Comoer el caso 
del cultis'o, la presencia dc bactenas ctmlamirtiintes cs ilrt prtt- 
bk'ma para la inicrpnctacidn dc los rcsulttidos de unc PCR de 
amplio espedre-^'"^ 

Nu cs sorpienJctuc que cstc Cipo dc propucstns hayan sido 
usodas por diferente s grnpos pare |a idcmincaddin de micobac- 
El rtnAliHiH ptKanaplincacidn mis comun ha sido 
In secuenciaeirei de DNA; sin embargOu liimhifn sc oHuvieron 
buentM rcMJlladoh para la identilicacit^m con sondas mdltiples y 
anfllisisi dc niiei^maintcji. 

Lus siiaK diunj del rDNA cortsiiluycA la base de muchos de 
los s isle inns <le identilicncidn ba-seticis cn scencrtcuiN usadus 
eomdntnence. El stMcma de aJentilcacidn nilcrobiarHT Mien iScti. 


di&portlble en el merealo. iLsa los ecbadoncs dc amplio especin) 
para Jirigirlos al 16S rDNA badcriatio y a la regibn D2 rDNA 
fiingica (Applied Biosyslcms. Foster City, CAX Ekspubs dc la 
arripLificaeian dc In PCR del bongo o haclerla desconocidos, se 
obtiene In seeuencla y se In eompara eort unn base de daios que 
mantlcfic y iicLu^liiM cl provcctlor. &1a ba-sc dc dittos ha sido 
evaluada por di versos grupos eon ic^pcctip a su uplidad cn la 
idcntiGcacidn molecular de ima varic^d dc patbgcnos, desde 
hiEKiiqrias hnsla demwloftlos,'^ 

^ ban usadu oiros genes diuna quo, coitio Uh genes I^S 
rDNA. cemtienen regionej; variables y regiones niramerpte 
scrvudati. iiiatii la idcnlifleacidn ik micnHirgunismci&. Esins dia- 
nits iiltemativas para la tdenllficaeidn mediante PCR de amplio 
espcctro tnciuycn la RNA polimernsa (>;>fi£), las prolcfna^del 
choque i^nnieo (Arp) y el factor de elongncpiSn Tu tm/)/-’' 

La caraelerijaeidn de mienxngnnismoi, en panicular de mico- 
buctcrias, medianic el gen rfUiB presenin uti inlet^s peculiar, ya 
qtic cl antilisls de csic gen tambi^i pnaporciona inrsinnacidn 
Lull rcspcctu u 111 rcsiittcncia dc lus micuhacicrius n la rifatitpi- 
cina.*"^-"* 

PCH MULTIPLE 

La PCR mtlLlipIc cs un in^todo alteniativu a In PCR de 
antplin C^pectro pura la dclcceidn dc palAgcnus miilti- 
p|pj^ En los ensnyos simples o multiples, hay grupos de 

cebaJortji multiples qae sc usnn cn una I^R mutiipk, enda 
uoo Jt los cuales suck dirigirsc a on pat^geno pankular. 
UnsaycKs multiples iriiis cumplejus pucdeti user combinaciDnes 
de grupns dc cchsidoTcs cspccfficos dc cspccte y dc amptio 
cspcctrOn por ejemplo. La ventaja de las rencciones multiples es 
que sc pueden dctcctar numcrosns paldgenos en una reacci^n 
dnica. ^ algunos easo^. uno dc los grupOs dC CCbadorCs inclui’ 
do^ ett lits pcaccioncs de nniplificatl^n pwde csiiir dihgido 
Limtm un gen huniuJiQH ccnr\o p^globlita q icida nucleico que ha 
sid[] aqnccadn n la mucttlra: e&to& funcionan como conlroles de 
amplltlcncit^n inlemos para In rcncridin ^ Ln ujnpliLicaci6n 
de uti con trill intemo « impiyrtiimfi para asegurarque h reae- 
cldn dc ampliricacidn no cslaba inhibidu y ayudu a garanlizar 
1 j citactitud dc los n^ulLadOiSi negativos. El etisuyu PCR coni^ 
p<rtiiivo CLianlitativo es urt metodo para ohtener un resultado 
ctiamitfuivo y cs un npo dc itaccidn multipk.®’'’^’” Ijis limita- 
eioucs dc la PCR nttiliiple son en gran parte secundnrias a la‘t 
intera4.>:loncs enlre los dircrcnlcs oligonuclc^lidos, que com- 
preaden la sensibilidad dc la rcnccton. cn particular cuundo sc 
Lontpora eon las reaceiones de ampllficncidn individual. El 
disePto de en.snyos mulliples altamente efreientes que tengEui 
iotCTiici'ioncs de oligitnucledtidos rnTnimati es aimplkado. 

APLICACIOHES CLiNICftS 

^^uchos cnsnyiK mulhpics sc discAan para dclccuu micrT.ior- 
diTeremas qua eaiHan el mistno tipo de enfenviedad. 
For ejemplo. sc tun tlesmTollaJo ensayw; mdlliplcs paru dctcctar 
S. fiiftmtimiiie, IL infJuenzfie y N. menin^tiUiH. Inscausus mi» 
comtincs dc nncningilis hutTeria^a^.Sc dc^iCribiemn ensayus 
mdltipJe.s pom la detecciilin de los agemes vitnle^ de In meningi¬ 
tis y In memng)tM;Ficcfalitis.''"^-'^' PCR mdllipics vtui psuiico- 
larmenic dtiles cuntxin el mimaro de pntdgenns posibk«i es limi^ 
Udu. LiK etuayus imiltipjcs tnmbi^n sc han ustidD prn dctcctar 
y difcrcncinr Ids poliomavirus que infectan a seres humanen. Ixs 
hacicrins qtie caustm itikeeit^n del oido medio, bs agentes dc la 
neumonfa bncleriann tipica y de la ntfpica, y las causas dc 
irtfcteioncs del iiparntu respiratorin."-'"**' '”-^'-^' 
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Pof inlentiedirt de Pwitesse* (Waoltcsha. Wl), sc cncueniran 
dispuniblcs comcrcialmcnlc; divcrsos cn.uiyus mdlliples. 
Ejcmplos dc prucbai t»oci loscn^a^'cu multiples c\ue debcc' 
lan los virus icspiratoriDS coihlidjcs y Im caus-an- 

tex dc lu ncumonfn boclcriana alfpicru (Pncumoplcx^),^'^ HI 
Adenoplex* dctecta la amplia sariedad d« subtipos de adenavi- 
n.L!i que itirecian a ioa Hcres huuianiVH. 

PCRANIDAflA 

I a PCR anidada es una modificaci6n ds la PCR disenacta 
para aumentar la lienL^ibiliJad de la rcacciAn itcl ensayo. Eitia 
mndiflcacidn connn de dos grupn^ de cehadoies Uiri^idos con¬ 
tra Ta inisma Jiana,’^-'^ El primer gmpo cle cebadones $e desa- 
rralla de b nuincra iLsuaU micnlras que cl segundo gmpo sion 
ccbadofTcs situados intemamente o anidados con respecto iii 
primer grtipo. l,n prcipioia iradiciortal para PCR snieJada fue 
rcalizar un ndmcni dc ciclos dc PCR+ por 3 d general mcnos que 
kn qae cunicndna una in;UinclncninplcU)L y Luego abrir cl vnsu 
dc icoccibo y agnegar cl segundo giupOn amdoda, dc cebado- 
' Como se puede imaginary el maj'Dr problema de esla 
metodologfa es la contaminacidn con ainplicon cn el laborato- 
rio y b consccucntc p^rdida dc cspeciFicidad del ensayo como 
piaiel^a clfnica, Rcticoiementt sc han inr<>rntado ensayoi do- 
ccitos CDmo ceaccioncs PCR nnidadas dc una dnica elapa. 
donde aiubos gmpos de oebadores se agregan en el vaso de 
FCjcdi^n iniciul y kc rTalixa una PCR cnilcndidu. ^tos sc han 
r»|j 7 ^(lo en un formaio Immogdiera o en liempi^ real (vtase 
iTbii adelanic) y han clejiwsirudo un irKremeniD de h sensibili- 
dad sin eDntaminacidn con oniplicdiL^ Las vcnlajas de amn 
lipoi dc oplicacioncs mis aJLi dc las rcucciones no anidadas cn 
el bboTulorio de lutina todasia [jenen que probanse, pero po- 
drfao usar?ie en el fuiuro pam detcciur moL^culas en muy beyas 
cuntidades. 


APLICACtORfS CLiNiCAS 

La PCR anidada se usd cn nur[H:rt>sos emai'os de PCR en un 
mtenio por mejorar U sen^ibilidAd del ensayo > resulid valinsa 
para la deteccidn de miuniorgflflismDii que pueden estar cn 
cscasa conlldad cn lu iiungre y los Lejidos, come 
B<inonfth y TnicroDiEaDismas similarcs.^''^^ Tambien w disC’ 
fid pam la deteccidn de herpesvirus y enterovirus a panir de 
lx's y se usrien el exameo direcio dc la sangre cutnu iin mudo 
de dcicnnjnar la oauia de lu bacteriemia Los ceba- 

dorcs dc la PCR anidada tambldn pueden imrse cn una reac- 
cidn multiple pura dctcctar herpesvirus difeientes, eomo virus 
del herpes simple (HSV) y CMV.'*^ Esta modalidad lambiun se 
usd para detectar M. lub^rraiiviity que puede planteair problt' 
mas para los sisiemas de deieecidn basadns en lu umpUncacidn 
dc dcidos nuckicos cuundo hay cscasa canlidad dc bacilos.-^^ 


Aftilisis fiosampliffc^cwii 

Despues dc que se complcla la reaceidn de amplificaeidn de 
deidos nucleicos, debe anali 2 arse el ptoducio dc amplirie^don, 
Lcij; de an^lisjs del prnducio amplificuda van desde la 

simple deierminaeidn del lampfio del amplie^n y la preseneia 
de algun Dtrrj producto dc aniplilicacidA inedlanlc clcctrgforC' 
sis cn gel bista b deicnrinacidn de cada [iucle6tido que com* 
pone el ampliedn rnediaine la secuenciacidn dc DNA. Algunos 
irkiodos dc artillms posamplificacidn. como los ensayos de 
proieccidn do hibridAcidn y los polimcrfismos oonrormaciona* 


ks dc dobic hebra no sc iratiin aquL inienrras que oiros, conio 
el an^lisis de polirrrorlismo de longitud de fragmenioth de teii- 
iriccidn IRFLP) sc Ualun mis adclanlc cn la scc(;i6n subre lipi* 
ficacidn inicrDbiorta. 

irailiclMiaks de delectidr 

AMAIISIS DE ElEEfROFORESIS EN fmjSOUmEFN BLOT 

La clectmRjrcsis en gel es una dc las /unnas simples dc 
udquirir inrbrmacidn accrca del ajirplicdn. Sc pueden usar dife- 
rentes tipos de geles para la ekctrcfoicsis en gcL pern a menu- 
do se usa tin gel simple dc agarosUr Bsic gel Cs reeiungulur y 
tienc huctfis o p^xnllos cerca de un exltemo, Se lo coloca den- 
tro de unu uaja de gel y se euhre con huffet: hay sisiemas dc 
eleeirofofc-'iiis cn gel mJK rikfev'[i& de un iltiicu usu que uu nccc' 
sltan la odicidn de bu^cr. Para rcalizor b ckctnoforcsis cn gel, 
los productos de ampliPcacidn sc mczclan con una curgu de 
cojorance, que es un liquido tefiido. viscoso y denso. Esto 
ayuda al usuariu a vjsualizar la colucuciilin de b mcEcla err el 
inicriur del pt-xiliu cuainlo se process eon pipelu, Pespuds de 
la carga^ sc posa una corrienle continua a tiafs'ds del contenido 
de la caja de gel y el DNA eargado negativamenre migra hocia 
el jnodo. Los trozos miis grandes dc DMA se retrasan por b 
matrix dc gel comparados con las porclunes Itl^s pequenas de 
DNA - Por lo bnio. lu tepamcidn ik DNA ntcdianie ekctiafo- 
resis cn gel sc debe cn gran parte al tantafio. Ua grupo dc mold- 
culas dc DN'A de diferentes tamanos conocidos^ que por lo 
general sc Jcscrilicn cuiho “cscaltra" (.liiddfr\ secolocan en el 
primer carril carriks y se desplftzan en fonna simuKiinea con 
Ian mueiirrjiSi. Mediunle una companu^it^ visual de la migracidn 
de los ainplicones dc los cuniles dc las mircsEms Icl drea debm- 
jo del podllo) y la migrocic^n de Lu tnoldeulas de DNA de 
lamafiD variable dc b escalera, cl operador puede cstimar cl 
lamaflodc Las mokculas dc DNA amptifieadax. 

La prcsencia de una banda dnica del luniallo esperudo es una 
buena evidencia prellminar de la CNpeciricidad dc la rcaccidn 
dc utiipliJkacidu. Pero los inlcmaganlcs pcrslstcn: “^,C<^n]D sc 
puede estor seguro de que cl produclo ampllEcndn cs cl pro- 
ducto deseodo y no el producio de umpliFicacidn no espedPtco 
cjuc juslo por casualidad cs del rnismo La rC-'tpuesta 

a csXa prc£unia usando los rndtodcis trudiciunales se ulounzd 
mediantc el use de sondas especiricas dc oligonucledlidos y 
rralizando un SciurAem blot. Restimiendo, despuifs dc la clcc- 
rnnfotesis en gek el producto amplifieado se transfirid a papel 
dc nEtnKcblusa y sc agregt^ unu sonda de oligonucli^iltido 
riniioniarcado. Luego de un liempo de hibridacifin opropiado y 
dc ctapas siguientes eiupav de bvoda para cllminar la sonda no 
urudo, sc expuso el papel a una pelkub dc tayo&X. Si cl ampii- 
odn esperado esluba pnesenten b sonda ludiomaioada hibridarfa 
a sti secucrrcia compkmcniuria en el ampUcl^n y producirta un 
ilreu de exposi^iidn iijobre la pelfcub de rayos X. Si el amplio6n 
liohlcK sitSo el rcsultado dc ainplillouL;ii^ no cspecllica, b 
sunJa no sc uniriu y sc climinotla por Iflvodo. y b pelkub de 
rayos X noconlendrfa un dnea de expniticldn en desaurollo. Este 
procisJimientD requiriO dos o tres dfas pam complclarsc, fuc 
i^crucamcnic romplkado y su uccptucidn cn cl lalxtruiorio cll- 
nko no Tuc satisracloria. 


DETECCldN ENZiHATICA D£ PRQQII11T0& AMPUFICAOQS 
La Lecnologb de enzimoitintunociisuyo contu mflodu para 
deEKtof cl pr^uclo dc ampliJkucidit rcprcscnrd un gran avon* 
cc cn la dcteccidn ripida. de productos dc amplificodon espe- 
eificois.'" 1,^1 rcaceidn cnzimijiicji paru b dcteccidn de produc¬ 
es ampliricuJos .se realize en placas de % pocilios. Sc pueden 
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4-11 Eftucn luiMhrK puiTt ilfvvtnr tin nmplicnn 

ciucima^. (A] Aifui. tuuiau ^011(lil4]e fdpLun pirj rel^Jier^l JiJii(4iiVmtNpe- 

(JTifn. iM pwdrfl climiniT [wv l-nvatln w^iin ^dslircs y iljiin mnUTnl 
ampliftciidn rti c'pKffKtH. fU) Ltiegi', fl iimflic^’n relfniiltH^-Jcmfii ctm vtut 
oli$oi«ih'k44«h> y if pcDcn luu KfUl u^iinJo uir In^ mvqtiji* tkl 

li 5tf nvi 


u^ar Mi^irc^cinn y .sonti^Ls as 

Q]L|;onut;lot^liJn^ hihrid^diiii. Sitiiijnbar^n, s[ rcsulloJu final c!i 
quc la s4>Dda hibriJula f;uc no ha iido climlnada por bvado 
genera lina ^icfial ilc Iu7 n tic 4-11). HI luo tic unn 

^ondn de oli^ofiuckolido aiiiricnta la espcciUcidad dc la ncae- 
cidii, mien[ra.<i tfiic el enlace con una reaccii^n en7imdlica 
aumenta la scn!;ibi]iJad dc la rraccidn."* LncnntiJud dc serial 
genenuda c.s pniporciniiuj a la canritlaiJ de jniplicun piescntc. 
Cuando sc usa con cslandareii calibnados. sc puede otutcnci 
informacidTi cuantilativa. 

APlJCAClONESCLiNICAS 

Miichos dc ios ^slcinu'i di^ponihlcN en cl Tnercadu Js-jn una 
rcaccidn colonm^trirn paia la dcteccidn <ls Jos pmdui.'los 
amptifieatkis. Htibo uiut conversion rdpida de^de et Souihern 
bk4 niu>' labi^rioso > i|ue innuine mucho tiempo hmia La detcc- 
cidn cruriindljcn que siguiO a la introducciOn sk csin rdenica. 
Esic mclado dc dciccciuit sc usa cn varios sisiema^s comcFcia- 
les y con una variedad dc pnoductos qnimico!: dc amplincacidn 
dc acHitis nucleicrtM, Ufi dfltoft dt cjirga viral cuantitaiiv^i, ijue 
sc gcncran con reguladdnd usandis csins ^iMeiriiis, se t^blkncn 
roediante esEa Ic^nica. 

HIbridacldn Invei^ 

111 Sonriiem hht. auncjuc elicfu. es lahtiritwcT e iiisnnw ipu- 
cho llcinpo. Aduiiinls^ lai^ sondas millLLpIcs u la s^uciicLLJOLOn 


lie I amplicon sen'an neccsiirit>s si el ik ;niipliricaciOn 

fucKi sccundoTLO d una PCR do iiinplio cspcclro. Una piupucK- 
la muy cRcajC es inmus'ilii£a.r rudas lits sundus dc inlcicK cn una 
lira dc nitroccluLosa \ luego aplicai cl amplicon a la lira y 
deienninar qod i^trulu hibiitLi cl »ntplic(^n. E?ilo hc dentv- 
iniru hibriJacil^n inver:ui. (Km^nc el ampliocin se aplica a la 
Mtndj Ljuc csti iiiinuviLi/.jJa cn la lira tie nilrtKelulosti. que e^ 
lo opuesLo a coniu sc reall^a cl Stutthcm blift. El cnsayu lam- 
hicn rtcnc Ja ventnja dc qnc usa nna rcacci6n croinogcnica, cn 
v'ezde railiaeiividad pai'a deiecior la hihridaciAn (fig. 4-|2). 

APLICACtDNE£ CLiMtCAS 

La Idcnica Jc hibiidacidn inver^a ciiita Jisponiblc cn cl ntcr- 
caJo como linen de ensayoa con semdas iLipA^) |Jnnogeneii»H 
Geni. Relginni, and hayer Diagnmticii. TjiTyuittn. NY) o liras 
de LraniiEercncia en manchas {Joi biot) punites (Roche 
Molecular Diagnostics. Indianapolis. IN). E.sEc lipo dc tccnioa 
NC ulil i/[] puj'ii difi^rcriciLir l[»^i Ji^cinlns Kubripo^i fcnflicciN Jcl 

v]rus de Ja hepalitif; C {genoiLpificacL^n del HCV), una prut^ba 
que provee int'ormaciAn importanie de prondFstico y tralamien- 
cnctiri™ que el INN(>-LiPA HCV II* (Bayer) 
CO t’oiriptirablc con la sccucncjjcidn de DNA.'^" La hibrida- 
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FI^QUrs 4--12 Lli Lm ijehibiidKkL^n int ers mueuni 4 |ue [x^ibk HlcnurKir 
Uik inic:^bt!i.ic|{'nLn% d? vn?>'-nr inipnrlJLJici.a ch'nii ;'3 niduulfP I^R m^e^uiIii pur Ij 
bilriLLitiL'in insLT^ Jel jrtifliL^^r^ Ali;UDH>i ^innl^'C}! ^on 

Llcbcrininoj Uki ^^cniTlIpLi^s dc- IfCV y fllV i.'tM) mih frccu»fncil. 

I K'iii^fTdili:i i\&\ livt bihnJFUion irwen-;i <\e V2 !'NN(>- 

LLPA. ln£H.i}jeik'UL.''3. Gbtfic. 
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ci<^n inverse lamhi^n Titsij[c6 uii] puna la dclccci^n dc lits muta' 
ciuties itidN cumuncs prcMrnies cn cl pcnunui del HIV (|uc Ic 
cunEicren t'cslsstcncia a Ic* j^cnle^ anlirrclrtnicalnit.^**^-^'”* E] 
UPA* cs muctiD mtSs ficil dc ncaalizar que la sccucnciacidn dc 
DNA. enn unilisis poNpnucba md3i NimpIcN. Sin cinbargo. a 
difercncia iJe ]a secuenciacic^n de DNA, la hibridaci^n invena 
liene en cuenia una contribuicifin de sdlo las secLiencias para las 
cualcs lia)? ^oradas y no pcrmilc evaluar mutacioncii nui^vas. que 
podrinn scrtanlo silendosas coma cirnicamcntc importarilcs.'**“ 
La hib/jdacitin tnversa tainbi^a aa us^ para delaelar il IIPV e 
idenlificar los subtipos que esidn asociados con tin riesgo ele- 
vado de dhplasia y pcwlecior Ade- 

piSn dc 14-^ iiplicadotic?: vimldigicwK. la tccnologfu dc hibrida- 
cidn inversa ^ utiliztS jiura identifioar micohii[:ieria!i. hunfus dc 
imporlancia mcdica y mutacioncs asociadas con rcsistcncia 
micobacleriana a la 

Aunque i^umamente ciraclofi, los Li PA* micobaotcrianos 
fiingicos y p^ni rifaiTiptcirut son cnscosos y no cstdn disponiblcs 
cn Ids ENLadu^ Uiiidoii. 

Secuencladfin de DNA 

La scicucncjaci<^n dc DNA para cl aniUisis dc un produclo 
amplificado cs ahoni un m^lodo comun dc andliiiis posampli- 
i1cajcl6n. Aunque util, es una i^cnicu coitiplicada que la 
hihridacif^n con sundae; simple y u mcniidu rcquicnc que cl 
operador tenga expeiiencia en alineamienio de secuencias. 
edici^n de programas inform^ticos y bases de dates gen^iicos. 
E5 muy valiusa ciiandu sc analiiui ub gnipo dc mienuurganis- 
inos prara dclcrnunar las <ircas de confervacidn y variubilidad 
dcnlTo del amp1ic4Vn uJ^tenidas per PCR dc amplio cspcctno. El 
analisis de esas regiones %'ariables nc convicitc Lticgu cn uiqu 
tierramienla tiiil para la idenlificacibn de micrnnrganis- 
m^}; r.iw.iii.iii»i»7.i»j,m..'wjs*j«j73 ha resullado eHcaz 

paru cl andlisis dc mutneionesi gcrnfticas dentro dc los genomas 
virales, que pucdcn scr pulimoriismu^i dc nuclcthiJu unico 
^SNPy y conferir resistencia a ur l^iimaco antisiral.*"'*”'-^' 

SECUEHCUClliiN HFlADlClONAL DE DHA 

La socucnciacidn tradicional dc DNA. una hcrraniLcnla 
usada alguna vez sdlo en Laboratorios dc invcsiigaeidn, so ha 
convertido en una practica habiiual en muctios lahoratotiDS de 
microMologfa molecular y ilc paiologfa tnolctular. Esia i^cni- 
ca, que usa \a sccuenciaciin tradicioilal dc Sanger o sceucncia- 
cidn por tcnntnaci^n, funcioiia mediante la incuiporocidn dc 
didcso^inudedtidos en una hebra crccicnlc de DNA. Cuando 
se incorpora un didcsoxinucicdlidocu Ea bchm dc DNA. csta ya 
no puede eKtenderse. El anHlisis de los fragmentns de DNA que 
rcsullan. que son tan numcrosus coino los nuclcdtldos que 


corttponen la hebm. proporciona infonnacit^n de ta seciicnda. 
En cl pjU4ido. cslo sc huefa con grander volunrcncs dc gel ver- 
lidus entre dos plucas de vidrio y muldculas indicadorcis radiac' 
tivas. Hoy cn dEa. cslos mclodos han sida modificados para 
usur mulcculiu i ndicaiJurus marcadas con fluotvseencia eon un 
sislema de gel mtSs pr^ietico para el usuario o bien con elecEro- 
foresLs capilai (fig. 4>I3K La sccucncia dc rcgioncs largas dc 
DNA, lie mds dc cicn pares dc bases dc longilud. puede dctcr- 
minarsc rdcilmcnlc por cstns mdtcidns. 

APLICACIONESafNiCAS 

Una dc las aplicacioncs dc la sccucnciaciiin dc DNA cn cl 
liiboiatuno dc micn^LulugEu mulceuliir cs lu gcnotipiriLaci^n 
del HIV.^-^ Esio se ba heebn p^ira dclcrminiir. cn un paciente 
panieular, la preseticia de mutaciones adquiridas en el genoma 
del HIV que podnan conleiir nesislencia a los ngenics anlirre- 
trovinilcs. Es tin ensiiyo coniplicutlo y que consistc en la 
ClltraCi-i^rt del RNA del HIV. seguida dc CLLuCn} en-sayos de RT- 
PCR, eada uno dc los oualcs sc cumin [la con la seeucneiacidn 
Sanger. Antique la dctcrminacii^n dc nuelcdlidos cFUd cn gran 
pane automatizada eti niuebos de esins sisiemas. lodavfa se 
neccsilan algunos ani^lisis dc scoucncia manualcs dc las 
sccucncias gcncradus. La sccucnciiicidn dc DNA Eambifn sc 
us6 para demostrar muiacioncs asoctadas con la rcsisicncia en 
CMV y pam delcrrninjr cl genotipo de 

La secuenciacldti de DNA lambi^u se aplicd con buenos 
resuliados para la identificacibn de bactenas, micobaderias, 
y hongos. Los genes que codirican Iwi subunidadcs 
riboiri5iiuca.s dc csos mietDorganibntos son los mis usados paia 
la idcnliricacidn basada cn la sccucncia. Uno dc los usos mds 
comufics dc ciiia pnipucsia ha sido pam ideoiirfcar las causas 
de la endocarditis bacleriana.'*’""^'^^^^ Sin embai^o, la 
idcntincacii^n ba.sada cn l£i secuencta se ultlizd para determinar 
cl agente causal dc otras diversas infcccioncs. incluidas la 
sinvsLiis y las infcccioncs urinanas.'^EsIa Iccnica csla 
revoEucionando la forma en que sc idontifican microorganis- 
mos de cnecimienlo lenlo, cotno micohaclerias y nocar- 
dia."’*'^^ Tambidn sc la utiliz6 para lu idcntificacKin 

[lc liongos patbgcnos,A i>esar de que los genes del 
rDNA son los nids usados para La idcniificacit^n basada cn la 
socucncia. otr[K genes Ijitibidn ban jiidii valiostus pam In camc- 
lerizacidn de microorganismos, como los genes rpoB, v ittf, 
cm re otros.^-'-^"-*”^^-' 


secuehciaciAm poh sintesis IPIRDSECUEHCIACIAN} 

La pimsccucnciacidn cs un metodo rcbtivanienlc nuevo dc 
secuenciacitVn de DNA, que cs la secucnciaeidn p«r sinicsis. cn 
coniraposiotdn con la itecucnciacidn por terminacidu eon dide- 


FIgurd d-13 C^l IIIV. Aqui kt ».in.i vecocn- 

L^IJ Jc [>NA defj HIV K^uidj lIc Kl'-l'C'R t|Lk! 3E hIMu^vip ninbun- 
Bc- U pof ttmiifucii'^n Clui i^iicrx ijLiijn iraJirin^ 

Eia] Uc Siin^rl. Liis di^ tfciHnciacibn mis uitailiH fiir 

tprmirww;^ U capiltir y lew fEhJikt- 

pin^ MipffTle^ de ;pcl 
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&oKiniicle<Uido o itecuencjaciAn de Sanjer.”^-^'^ Esla l^cnicii 
&c utilize cxicnsaincnic en aniilisis dc pulimorfismos dc nuck- 
diiflo Hiiitrti (5NP) usOL'iackjLSi ctm Lufcnticdades y nco* 

pbsia^T coma laitibl^n pom la identirifandn y difeienclad^^n tie 
miCTTOtianiNmOct.'^’”*^^^ A JifvrcTKi;) dc la ^ccncnciaciOn ira- 
dicicKul {Kir tennin^ii'm, vc hafUi en Li incurporaci^^n de nucl(^- 
dtidos cn la hcbn de DNA nccifn !iinlcEizajda. En rciiuiiicn.. la 
iiioI6cuId dc DNA amplif^cada par PCR. cn la quc una dc su& 
hcbris conticnc una hiotina icnninal qiic sc unc al cchadjor, sc 
inmovilixa cn cl podlla de la mECropUica. El piticeMi crew uny 
hebra jnmple. El cebadof de wcuendaddn y los, react iv(M se 
agregan a cnndnu^tdn de la adkidn aut^^matizada de cada gnrp 
dc lo^ cualTD nuc1c6tidob. Si c[ nncIc^Jda agregado cs cL prd- 
jiiino ncccsoria p4ini cl crccimicnto dc la hebra. k gcncrci pira- 
fosfato (un subpraduclo natural dc la incorporaeidn de nnclcd- 
tidnsj, que produce luz a traves de reacciones cnzimdticas. 
Mediiinte el Tegistrr^ ti^ie eL iti^imnKiiial obticne deestti lu/. se 
dctcrmiDii In sccucncia {figr ^14), 

Las limilacioncs primarias dc la secucnciacidn por sfnlcsis 
son s(] capacidad pant gcncKV s^lo j;ccucncla^ rcialiva:mcnlc 
mnsfi (-3(1 pbL prahletnas que ocai^inna una ftecuettcia 
cuatHk) e^tjl presente la estniotura secundaria exicnsa y una 
incapaetdad para caractcrizar con ciactilud rcgioncs que can- 
licncn m^s dc cuatro nuclcdlidos igualcs cn idndcm (hoEnopo- 
li'mcms). Las vcnlajas sOn la faLilidaJ dc lUO (Ll lOaccidfl dc 
f^ecuenciacidn sucede en uma placa de % pocilios), que la 
secueitcia generada esti presenie en el eonte;ttc, es deciren el 
medio, y que pueden usnrsc ^uertcias conocidas como una 
vCCucnciACiAn cuttdsd. La cliive del uno de la piffisecuerici^icr^ii 
para la idcnliricacidn de microoiganismos c& conocer Ids penes 
especiTicos que proporcionan inforTiiacid(n MiHcicnlc pani la 
direrenctacidu de los nfiicnxirganismrK^ de interns. 

APUCACtONES CliNICAS 

Sc cstan inlrodijcjcnclo aplicacioncs qnc u^ar secncrciaeidn 
por siniesis en el laboralorio dc iricrohiologia clinica. Las apli- 
eacioncs cd idvCMigacifin induycn la idcniincacl^A y hi llpifi- 
cac]<^n de baclcria-v, comc! Heiiuibiit tet-pyit?/i y UxieHa 
tytofirner, lambi^n sc ban utilizada para dlfcrcnciai baclcrias 
cn gmpos cliuioamcnie imponantesj*^asi codiriD para 
esludiar la resisiencia a lineznlid en Ins enlemcocos.^'^OtiDS 
usus litilcii para la cKnica serian la idcniificacidn idpida de hAC- 


icriiLs que capsan infecciunes eti lecidn itacidos y de bseterias 
que causan meningitis. 

La pirosccuctiHciycion hu sido liiil pura idcntificar hongos dc 
imponancla clinic;:!, nncardbs y tidlcobucterias.''^ Medialmven- 
te una PCR de amplio espectno que usa como dinna la pcrcidn 
de ]bS cDNA i|ue contiene la regit^u A hipervariiible demostra- 
mf)s con la pirusccucncLacLdn una caccIcdec dircrcnciacidn dc 
k gran mayona. de micobaclcrias dc importaocia clinica a tra- 
s(s, del anilisis dc urw residn que sc compnne dc solo 30 pb.’^ 
Varisw griipoK dc troKiju han dcituiiSiradD que la legid'a A hiper- 
lariahle iliil para la direrenciaciOn gen^tica de mtcDhacte- 
modo tnilar. se han usadncutmo illana [hiicio- 
nes del gen de I bS iDNA que brinda Infonnacidn laxon6iiika 
para. Ins cspccics f^ocapdia y k ban obicnido tcsultndos caco 
lentes.’^'^'^ 

Bsta t^cnica tambijn ha sido v^lirsn piira la diferenciacidn 
dc ]n^ vints. Se ha desamdludo un ensayo pant deicmihar cl 
gcitoiipa dc HCV uliliz^ndo piruscencnciaci^Ju-’* Ewte piSioUa 
se ha tisado pandifcrcnciar Ids pollomavirus obticnidos de leji- 
dos bumanos y liquidos corpnralcs,'* 

Mueba.^ de Las nplicaciones de pimsecueucjacidn descritas 
por loR [ahoratnrins de niicrohJologfa clfnica usan una PCR de 
amplio espeuiro para Ids microorganisiTios dc inlci^, suguida 
por la invcstigocit^u dc una region swiablc cfwnpiacta que hrin- 
da la infurmacidn genftica. EKisten muebas posiblcs aplicado- 
nes de La secuenciacidn por sinlesis para el diagnostico de 
ent'erriKdades iniceciosas o parz la caracicii/acityn dc lofi 
rnicrourganismos in reclames y el hutfsped Estus aplicadoncs 
pueden incluir la identiflcacldn de Ids agentes causantes dc la 
infcccj6n y la deleccidn dc mulaclDucs gcnthicas asociadas 
enn nail stencias. Ademis, la curactcriLtncicVi dc SNP u otms 
polimorfismos ^en^ticDS qne pueden aumenlar el riesgo de 
infecch^n en el hudsped lamNdn sc puede determiaar puf ula 
idcnica. Lamcnlablcjncnlc. todavia no sc tucnlu con cquipos 
comcrcialcs. dc niodo que Im u^tiajias deben CDnCiar en ios 
cnsayicHi artcs-LinulcA D de elaharajcids casern, con Id que se limi^ 
la la difusiiln dc Citu Kfcnica. 

ANALISIS DE MICOQMATRICES 

Una gran voriedad de micromatTlces^ a menudo coDocidas 
coma ^'chips g^nicos"' fucroin usadns durzPK imichos ahOK cn 
las clenclas b.Vica.'i para diversns pfnprtsitos, incluidaA las 
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emfeimedades infecciosas.''^^'' E£sto& dupositivos; tkcecian unu 
multitud de sefiales en forma simull^nea y pueden usarse punt 
Jelcclar difcrcncias gcTUicicB5 (DNAJ o dife^rertcias en la e^pre- 
btdn <inRNA).^' Dclcrminaa quf genes » expmuin y eudleii 
cst4n silcnciados cn rcspucsta a difcrcnica cstlaiulos. E^tos 
dcsicubriiTucnlos dcmaslruroD su valor ca una amplia variedad 
de trastomosv desde irtfecciones hasta einecr. Losi prudiictoK dc 
l;t amptificacidn dc 4cidos nticleiccn, que pueden serel resulla^ 
do de PCR de amplio espectm o RT-PCR. se aplican a las 
micromatrkes. ^slas cunslandc miles de siliux de hibrjdjcidn. 
cadu uao dc los cunlcs provee informacidn con rcspccto a la 
coTTtppsici^n dc nwlciiSlidos del ampliedn. La scnal generada 
de$dc ]js mictomaTriccs puedc ficr fluorcwcnic o ciccnica. El 
principal avanee de las micromatrices e& su capaeiJad para 
analizar miles de neacciones de hibridacidn en forma sirnuHd- 
nca. Esia caractcnsiica tambiin ccinirjbuyc a una dc nus mayo- 
rt¥ Limitaciancs. es dccir. la canlidad de datos gencrados a par- 
lir de una sola microniatrii puede ser abnimadunt para cl iij>ua- 
rio y por lo general requiere ordenadores y programas itifor- 
mdeiens avanzados para e| an^llsis de los Jaiits. E] costo del 
andluijs dc micromalhccs iambidn hace prohlbilivo su uao de 
rvUna por nhora. Aunque cod scgurldad las micromalricc^* sc 
usorin cn cl cs^udio dc cnfcrmcdadcs infcccrcnas, cl ftjturo dc 
csia l^cnica cn cl laboratorio de microbiolcigia cllnica todavia 
no esti deierniinadti. 


APLICACIDNES CUHICAS 

Los formates de micrutnalriccs sc ban usado cn di versos 
descubrimientos: para identificar bactenas, micobactcrias, 
hongon y lirus; para detectar los deterniinantes gen^ticos de la 
re^iHiendu. pant e^itutisir la rt^:pucMa del hudspeJ a la int'cedtin 
y para ticscubrir nuevm fdrmacufi qne curen las infcccln- 

icspccio al EHV, iwnica ha sido 
provechosa para cl estudio de la cxpicsidn gfnica viral y de los 
cambios en el peiHI de expresidn celula-buesped despu^s de la 
infccciOnJ"’ 

A pesar de su valor para la invcsiigaci^n, las micromatriccis 
loJavfa no han nidu inuvducidas cn cl uso habimal del labwa- 
lorio dc micmbiologfa clfaica y no esidn disponlbles adn cn cl 
cocneicio para el dingndsticD dc pacietites can iiifecciories. 
posible utilidaden el laboratono de micTobiologfa cimica estl 
pue.sta de jnanifiestoen el ifttilo de un articulo rccicnic: ■‘Chips 
con todo: mtcncimalrices de DNA en enfermedade; jnfecdo- 
505*^.’' Queda por ver c6mo y cufmdo csto Idccica sc voIvcrU 
accesible para cl uso cotidiano. 


AmpiitJcscidfi ife ^cidos tttisf 6 }ec$ $n tieuipu rsnl 

Dos avanccs tccnaldgicas dcrivaroi] en cl desurrollo dc la 
ampllficacion de dcidos nucleicos en nempn real. El priirtcro 
fuc cl dcsanollo dc mdtodns de intercambio de calor mds rdpi- 
dos (calentamicnTo y enChamienio rdpidos) dc la c^mara dc 
ncaccidn.*"' La PCR iradtcional, por Cjemplu, sucede tn m 
CKlodnr enn bloque, cn ci cual cl bloque x cornponc dc metal 
o de aigdn atio material sdlido. La velociclad a [a que cl hloquc 
sdlido puede calentarse o enfriarse a las temperaiuras [tci:e.sa- 
rjas para la PCR linrita la vcltKidad u la cnal cl clclo puede 
avanzar. La imroduccidn rdpida de airc caicntado y la climinu- 
ct6n dc airr ealicnic (cnfriamicnto) que puede logrorsc medtan- 
le instnimentos ventiJ adores en tiempo real penrutc que el eiclo 
de reaccidft avance con mrLs rapidez. Los voldmenes de reac- 
eibn m4s pcqucAus lambiin coniribuyen a que el intercamhio 


dc energia termica sea mix riindu. El seguitdo ivoncc tdcnico 
cstuvio dado por el dwwTotlo de una mezcia de reaccidn homo- 
es declr^ una mezcla en la cual Ins molfeulas fluonv 
g^nicas que se usan para la deteccidn dc los productos ampliti- 
cados cslln presentes dentro del misnio vuso dc rcacciiin cn cl 
cual ocuirc la amplitlcaddn. Ademds^ uoa CDatribuci6n dc la 
nunresccneia de esas ntol^ulAs sc ablicnc, habiluolmcnlc, mc- 
diante un instrumento una vez porcicio de ampliticacidn. Pnr 
lc> gerteml estos ensayos se denoininan como PCR de liempo 
real porque la ampllficaeidn se desarrolla duranle la reaccidn 
PCR en ‘^empo real'". Este tjpo de deteccldn del ainplicdo 
leprcscnta an avance Impoitanle cn la qufmica dc los icidos 
aucleicos, porque es misrapida que los metodos tradicionalcs 
dc Jcieccidn del amplicdn, Ademis, hay una redueddn sigitiH-' 
cariva en la probabilidad de cnaimniiiiidHi^n del ampllci^fi en el 
laboratnritt, porque el vaso de reacci^ti no tiene que scr abier- 
to para analizar cl aniplicdn. Sc dispone dc divcisas plutaTof' 
mas pant la AmplificAcidn de ^cidos nuclcieos en liempo roiL'*^ 
Ademis de la en tiempo real, la reoccidn NASBA ha sido 
modificada a on fotmaio cn licmpo real con la ^icfccci^n que 
u.sa xcfiales molecularcs (vdase jnis adclante). Exists In posibi- 
Kdod tk niudiftcar alguna tccnologfa dc amplincacidn de dci^ 
dos nuclcicos a focmalo dc tiempo real. 

Mtlcd(» dc deteccldn de produdDS de aiDptincaclAn 
en tifrintiD real 

Exislc una variedod de molfculas fluofogdnicas que pueden 
iisarsc para la dclceci^n dc dicidos nuclcicos nmplificados cn 
tina reaccidn homogdrica a en tiempo real, j^ias pueden acr no 
especlHcas y detecioi cuolquier ikldo nucleico ampliftcado, o 
cspcclftcas, 1o que sign Ilka que sen oligonuclediidos e hibri^ 
dan con una sccuencia cspecrTica pccsenie en el amplicdn. 5e 
tratardn tonto la dcicccidn do cspccll'ica del ampliebn usondo 
renJe SYBR cnirto los rres m£ii:}dns ruis usados de dcleccidn 
cspcciftca del nmplkdn. Estos son el 1^Man& (Applied 
Biosystems, Foster City, CAi o sondas de hidr6]isis» las sondas 
de tronsfcrcrieia de eneigfa de resonajicia Huoresoenie (FRETi 
y lus balizus moicculaics. Tambiidn sc dispone dc olrus lipos dc 
muldeulas deleelorus. pcio su troumjenio cxccdc cl aJcancc dc 
este libdtv. 


VEHDE SYBR 

El verde SYBR I ca un cohuonto quo sc ime al sunxf merH»r 
del DMA bieutcitoriD y que cmitc muy paca flunrcsccncia en su 
estado no uni do, pero produce una Huortjtcencia coirtiderable 
cuando estti unido al t>NA (tig, 4~J5). Esia proptedad to hace 
Lltii para (IctcrmInar la presencia de un pnoducto DNA amplili- 
cado. Muchas mol^culus dc verde SYBR sc pueden unir a un 
amplicdn unico. de mtidu que sc convicne cn un nkiodo sensi¬ 
ble pom la dctcccihn del ampliedn. Ademas, es muebo menos 
enstnsn qne las snndan especffica-s de oligonudediickK que ite 
marcan con iluoidroros. La deleccldn de amplicones usando 
verde SYBR cs util para opliinizar la PCR (dclcmilna la con- 
ceotrucioites dptiniiiu dc 5 unda.x y MgCL). Tambi^n lo cs puicq 
deietminor si la amplitkacidn ha sucedida anie.t de un m^todo 
delinitivo de andllsis posamplirtcacidn, como la secuenciacK^n 
dc DNA oel an^isis de micromatrices. Su desventaja principal 
cat su incspccificidad. Eislas inol£cula:s dclccloras sc untr^n a 
cuolquier DNA dc doblc cadciui, cniic ellov lo^ pnKliJcliCli.>; dc 
amptificacidn no especft'icos y los dimeros de cchodoreic. Este 
mfiodo dc dctcccidn carcoc dc lacspecificidad lograda con el 
U,^ de una sonda de OligOnucIcdlitloK (dcscrila ttiIs adelante), 
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Figurja 4*15 Qufjciir-iiJtl ■hVidt SYBR. EL ^0^x4111- 
-hTrclt SYBR T ^ ucic aJ ^IM¥0 inttiof ifcl DNA Jc 
dobLf »iJcibi. CUark]^ c] DNA c:s tic simple 

Uhl h jy Kimn incniir. imlci cl RY R R ti(> 
sc wsK ^1 PNA. ?^in A* la 

Ctdib M ^ t\ ^rnk SYBR 9r 

pvKlc unir y cnM[ir luz 4^7] cn ^ la 

iFi\ El vctJc SYBR cs im MttLeMC 
que ttIkIc ta ^rncrmi^n ilr iimplk^lfi iri ^pc- 
clliccjr pon|ue Lji miyar cjatiikd ik DSA iirodutiLfu 
f<tr]a PtTR di ir ttvii kihdci mayor ■z-sidcidad 4I0 siui?% 
de union y. pi.v ]□ iajuli. cnlui iluoi:e>LieiKU. 


Por «:si3 razor. nLinca di^bcna lisxltsc la detccci^n chdb verde 
SYBR CE^itio tlrtiLii iti^CEidodt JetOEXirr cn un cns^iyE) clinicEi. 

SON DAS DE HIBRIDAPfiN 

Pueden usarse difc;renlc& tipos de sondas dc oligonuclcdtidos 
marcadw p>r d^lu^icKccncia pain'la dctcnii^ dd amplievn cn 
un ensayo de amplificacldn <te ^cidn^ nucleicots ^ liempo neal. 
Las (PCS qiie trniureiTioN m\ las ir\&s. U'iiuias y i^viven l(}s aspet- 
to£ ni^ impodanlcs dc la quTinjca dc dcLcctiii^n t^n liminpit Fual. 
Ellas sem TaqMnn* o sandasUc hicJnLilisis. las snndas rmnspor- 
tadorafi de 0 ne[;g[a de neumancia lluorefif^nle (FRET), y lafi 
hialixas mulcvul^rct:, 

TaqMsn o soirdas Las piopiiHtades (qtifmicas dc de- 

teccida dc TaqMan o dc ias sondas dc hididlisit ba&an cn la 
iicTividad cxonuclcaiia a ?' dc lu DNA polimcrasa. Bsta TutI' 
cidn dc DNA pnlimcta^a hidndiza cualqjicr nuclifdiidn qnc 
piicda unirsc a la pon^ldn mnnucalrnaria dc la mol^Liila dc 
DNA por la coal la bcbrii oiiinpkniontartii e^la ^tenda sinieiL^ 
jcnda, En la nalvraicza, cato ayuda a asc^uiar que sc [neorporen 
sdlci lets nuclcolidos aprcipiadfvs cr la tichra dc DNA rreien nin- 
nciiMda. TatiMan a las car^jCteiifiTicai quimicafi de las sonda^ 
dc liidnilisis apmx^chan esia propiedad do la DNA polimerasa 
para general una scdal dclt'iclabic. La sonda dc hidrdiisLS sc 
iniirca cun Vila molccvla dc y una dx:l cxtiijlnr. En 

aiucncia de La diana cspecifica, esta intol^cula se pliega cn un 
deno sitkU). que coloca al cstirlor muy ccica del rtuordforo dc 
modo qtie lu mayor camidad de alguna seflal nuoresoenie emi- 
lidu NC ab$OFtiO dc ininediatO'. Cuando esla sonda sc unc a la 
porcida complcmcntana del DNA que lia sklo gcncinda poi los 
ciclos prcviosde PCR. sc hidcoliza por la DNA poLimeiasa {Hg. 
4'I6). Esia hidri^ltRiK faciliia hidifu^iE^n del fluordroro dc 
U inol^euki e!itkn(<>rj y li gcncrai^idn de luz. que, ptw no istir 
extin^uida^ C!t detcciable. 

Saaiin de tmntlefMcfi de energii de rCSeifSfKte ffpottstetite 
(ntFTJi. Koodcii FHET Turicionan mcdiantc la Transl'erencia 
dc energfa. En calc sistcina, u^un dos sondas delecEora!^ en 
lugarde una. Eislas sondas se liitiiidim una ccrca dc La olTa cn 


el ampikdn, con una breclia de dos a cinco nucle^lidos entrc 
ambaF. 1,^1 snnda que sc uhica corricntcnnihadcl particne una 
mol^cula de flunn^ccfna adoiiada a| cjiiicmo 3 ' y pnctlc tlenoi- 
minarsc molCcula donadora. La segunda sonda en el grupn 
FRirr cjjlu siliiudii corricnic ubsjo cn R:la.cidn enn la prirnCTU 
sonda, lienc una iitalfcula aceptora, por Id general LC640 o 
LC705 cuando sc usa con cl slFtcma LighlCycIcr cn el exlremo 
dc la mal 6 cula. y puede llainarsc molduulia acepiorj. Sc puc' 
den usar otnun irtoL^cuEsis ^ccpiora:^. pero deben icnci la prnpie- 
tlaJ lie ser excitaditN por la lipngiiud de nnd^ de la |u^ que cillLtc 
la fluoTcsccina v oTra molccula donailora y, a sii \cz. cmiiEir luz 


DNiV pQiimorasa 



Figuri 4-16 QuriuLoilc f.Ak Ln pniiFuuiJihJ ik Ut ini.i- 

l^nlt cxcinlura l(/'};i la niolraila ftikmescrfitc (Z*). inthtc iidiKjwhc n ti ^nnilo 
ik liklrC^LMh ifilJCUL, dciivj en uiui nuDreKciau Jc ftindv iiNkinia. ID' La 

hidri^liiip ilc -innili pnr lii uctivitbU ck pinnurlriL^iL de la flP^A pnLtmerj* 
sii, i,'i>iTiU' siKtr'i.le' en la fiLLun^Uki, pnivi^-vL l» diliiaci^n Jet Jckte La 

rmUcula. e^ELninni. ik mudu quc U ruoKsetikci) 'fiuolr uiccder cmfKki' fl 
nucr^tnro se cicilb lie mmht apinfikaiki. 
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de otrE lorij^itud de oada deleclahle. Ademdi^, ft eKtremo 5 " de 
la sondd que conlicnc cl accplor dcbc cstar rasfurilBdo para 
iiupcdir la CKleusida de la sonda duranle lu La deicccifin 
con las sondos FRET funciona dc la sigiLijcntc mancra; si esla 
pT« 5 cnlc la sccacncia de tiibridacidri dc la sc«nda apropiada cn 
el las licmdas FRET se liibrtdarin cnn ella. Al mismn 

tiempo, la molccula dcTiadora <la fluorcscc^cui) a* VKcitadu piu 
la encj'gfa luminofia que el equipo inlroduix': cn cl sistcinii,. 
Cuando la moldcuk donadora CKciirada ^’’uclvc a su csmdo dc 
cncrpa inicial. libera luz dc una Innsiilud dc nnda particular, 
Esia Iu 7 . liberada exciia a la nml^cuU aceptora maa cercana 
11 X ^40 o 1 X 70 ^). k> que completa la transferencia de erreegfa 
de rcsunancia. La mukcula aceptora « a su vcz cxcilado a lid 
cslado dc mavvi cnci^a. Cuando la mukcula accplora rcloma 
a su csladn dc cncr^k inicial, libcni cncrgia que gs dciccluda 
pnr cl sislema 4 - 17 ). La detecciiki que usa la quimica 
hasada en FRET es por su naturEleza mu^' espeefika. pnrquc la 
unka kvTTia dc iccibir la i>cflal ik cncr^Ca final es piL>rquc iiucc- 
den cljjiiu rcaccioncjs independienteis: La hibridiiciiSn dc lus dios 
cebadom que producen la amplifkacinn y la hibridacidn dc 
coda ima de las sondas que prixlucen la deteccidn (fig. 4 - 1 K). 

Las sondas FRET lamhkn le permilen al usuiirio realizor un 
andlisis dc la curva dc fusion poiian]p]iricaci 6 n. Cslv Cb ]>o&iblc 
pur la nuturalcza dc b intcrwcii^n dc la !«tfida FRET y pnrquc, 
a dlfctciicia dc las sunckis TaqincmL Ins sondas FRET no sc 
hidTCtlizan duranlc la dctcccidn. EL Icclnr rcccirdard que ]o.h 
enlaces de hidrt^geno mui reiipcnsables de la hibridacidn entre 
las sundas dc oligunuctediklos y la hebra de DNA compIciiKn- 
(ario. Cuando b cncrgifa tdrmica que sc agrega al sistema c\cc- 
dc b cnergb dc las enlaces, estos se wmperEn y la sonda “fun- 
dird" cl DNA compleitiCrttano dioiiiL. El punto en el cual la 
milod de las mol^las de sonda cslan unida,^ y La otra mitad 
esri sin unicesd punltide fusWn del otigCHiucleikIdn. 

El andlisi!! dc la curva dc fusion iic rcaliza despuis que sc 
mmpictu b PCR. Al pirincip^o, Ja mc/clii dc rcaccidn sc cnfTb 
E un punto muy par debajo de la de Las sondas FRE1' iodiv^ 
duales de modo que anilus hibridar^ si esld presentc el DNA 
amplilicado Ep>napiadu. En esie punio. sc introduce cn cl insini' 
nicnia un impulse cxcitairHio dc longilud dc imda lumiLiasu y 
se genera luia seAal a parlit' de la rcocddn dc FRET que se pru^ 
dues entre las sondas yuxtapuesLas. En cl prd.ximD paso+ la 
TTiezcIa de rcaccion se calienta Lenlnmentc mientrus se toman 
tnedidas continual de la nuftrcscencia. Cuaitdo la tne^jcU de 
Tcdccidn alcanza y linalufienle cxcede la de las Konda.s 
FRET, habrji una pdrdida precipiceda de Kcfiuil Huu^ciiccnLC (Cig. 
4-19>. La primera dcrivada dc b pcndicntc dc cstn euiva cs un 




FIgurJh 4-17 TruniTcrnK-ij Jc cncigluputr [noDUDLEn [liiiimcriHc. SufiJKiv- 
^^aria^Hir^s s4K}iJa.s Ruircadn^ un flucir^fom para ln>£nruna HBn^fcivncia dc- 
cncfgj'a dc rcboiiaiiEla ^]uLlfCaLCfUl^ (FRET}. fA) La UicigtiuJ tic oihb dc cKc-i- 
Udmi iyi}dc\ IJunrofnm dnnadnr cIcvb cl dc- cnwjfn dc In moW- 
mU y hc [jt-kIlil’e iuli 4 nLi!$i[)fi tf2[- EiUi niri alctta p| lliw^(fc[ij,jts flcejHur (i 4 l 
luajkIq la^ im »E&d hidruliJAlu pcirquc i\<\ cfiift muy ceiva uiu de 

^xra. ^B>Ckiai)iia laa dwy j^uf}du.-s b^bridiin y sc Li^oAarmn cemM? cmiMn-^cn- 
c-iadc UD afarcanaLtiiiD dc dc WaucKii y Ciict, c-L fUutdfoit^ tlocLaJint cuii 
ccrca tk-l fluMdfDro La luz e-jviilidz pc^s cl HucwcVhki dnuckv cxciia- 

dci iF2) 4LCLU CDEno cQcigti tlf ucUicbdu piua cl flLtordfoiro oizcplcH. ljuc a biL 
yc/. ciTiilc una lonpitud dc onda pamculardc lu? pmftia {fJf. La iwscucli dt 
li. crni^i^i <rJ)dG l.i fixjD^ula tuptura uniicviiJimciideque buooufriduJa 

luhirHLaLrM'vi ile in KiHiija 


pko (fig. 4-19). linea peq>eTLdL'Cu]ar que puede dibujane a 
irav^s dcL ccnirc die csie pico mpteKenia la dcrivada de T^. 

Exisicji al cnenos (res usos iinportanics pom cl un^isis dc la 
cLirvj dc fujii6ri. Primenv, dcberia haber un^ icitipcratura dc 
fusidn cctalkvamnltc prcdccible pam cl uinplicun Cspcrankii, que 
podrfa eonfirmai^ usandc estaridones conocidos, Ln demoslra- 
ctE^n <tc la icmpcratura dc fusi(3a adccuada Ic ayuda a I usuario 
a confirmaf que In idenLif'ieaciAn es correcla. en lugar de ohie- 
iicr iTHTdiunlc la amplincacidn y la dctccci^n una idcntificacidn 
errdnea de lui organismo iclacionajda desde cl punto de vista 


FIgura 4-ia Hcflcrionfn pgaci-vHK y nrgfltii'sisdc PCR cn tiein- 
}Hi ird- Lju. rd3u;ionC} p)»jiiv.tts nuKslnn un iiKicjiieiilu expu- 
niHicial ea In fljdreKtnida, mienims quf tnt FMccintwt (wyjiri- 
t^iMucnaa m'iIci Eliv^kh biiialn biaj^MtlC HuLic^nLirncIa- 
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FIgurA 4^14 d? fii}i4<i 4'Aj y dch^iiMja dc l« rii^v* ^k fuuuo 

eii Hh (It: UTU mclc^tTu jNCitliva y uiu m una PCH mi dcmpn ical 

quc JcbBLia (iMnw 4e Aiuli.'i espfclEjci). 



B 


Temperalura 


la\on4mico. De est« itichIo. el an^lisiii de la curva dc rLJ!(tf)n 
pu:>aiTiplil1cacidiii puudc usanc para Jifcrcnclar or£ani!tma!» 
cMirXhATHcnic relatiiinaniuH. Pnr ullintd. \a iJcli;c(;i[3n (Jc ihkIc- 
riildofi mal aparcado!^ ciitre las sondas FRET y «u concspon- 
dienle siilio de hibridacidir de la sunda, liirnilar a la u^ada para 
la difcranciiicidndc mii^rudrianjsnKNK, pucdc U!«arNe para dciet- 
lur otro& SNF clCnicamcnte imporlaniies, cpit'k; quc pucdcis 
cotifcrir fusisiletuira a lus antimicrobianDS o aqucllo^ cn cl hui^s- 
ped quc puoden dcnolar scn&ibilidad relalN'a a la infeccidn. 

BatlZK tnolKtflSfBS. IZ! pniximo lipo Jc molcculu dctcctc^ru quC 

b: Irataj^ es la haliza moleL'ular. Esta inolicula, igual gue la 
SOUda TaqMiin la M^nda de llidruli^is., [Miniielie unu m(»l&4ila 
Iluaidrocu y uca moldcula cxtinlora. S’m embargo, la balJza 
mnkculur nuiyur quc liu (iouduH dc hidnSli^is cipicas th) sc 
hidroliza por la UNA palimerasa para lograr Huaresceneia en 
presencia del ampliicdn aprapiado. Eisla mol^cula, en forma de 
"palcia" a ctjnfiguracldn en lallo y hm;lc 

tpg. 4-201. La patcidii del bucle a la parte de la molteula com- 
plcmcnlaria a una paitc cspccifLca del amplicdn. El tallo cs uirm 
e^trvclara dc ucidl(K> mieleicrK cumplcmceuritiN discAoda para 
mantetier la molwula cenada (cn lla configuracion de paleta), en 
ausencia tie un oinplicdn espcoirico. Los doii eKtiernos rcspccti- 
1-05 dc k bdiai [THiIcCdlar y dc b molceob wnda sun los sititw 
dondc sc adosan las mokculas dc rluordfoco y czdncora, El 
{]ua]tVfon> esui yuxiapucsco con la mokcub CAlintora cuaFido la 
baliza eslA cerrada (cuando no cn presencia del aniplic^n 
apropiado). Ctiando la haliia csi^ ante cL amplict^d aproplaclo. b 
icrmodinimica favuiecc la hibiidiKidii con cl oinplicon a pe^ar 
del c'tiadu cenado, scmiautolubridado. Cuando la baliza molc- 
culai sc hibrida. el fluoroforo s^c separa del czlintor y la fluo 
lescencia puede scr dctcciada por cl equipo. Las curvas de 
fusidn pueden logrwie con halizas moleculares. pero es mucho 


mds diffcil obtencr la misma calidad de resullados de curva de 
fuslliri quc la obicnida con la:i hondas FRET. 

Puede paiccer dilYcil para cl microbidlogo molixular elegir 
qii^ tipo de mokcula deleciora user para un ensayo dc uinplili' 
caciOn de aciiUi aucIciLU cn licmp(.> ccal. Ehto pueJc c^iar die- 
ladn en pani; por cl tipo dc inisirunicniat quc hay cn cl lal>.>ra- 
lorior P'«r cjciopTu. sc udquicro uo SmartCycler® o EasyQ*. 
serfa pncferibic una baliza molecular, niicntrLUj que pura el 
LightCyclei^ son prefertbics las propiedadcs dc la soiuda FRET. 
Las plataforraas: ABI* (Applied Biosystcms, FtislcrCily.CA) y 
Roche iCOBAS) TaqMar 4K'^ (Roche Diitgnosties, Endiand- 
pf]liSv INIu-san sondas de hidrdlisis- AUunas pbbffjmws. 
mo la RiotorGcuc’^ fCorbclt. Corben, Australia), son indisllntas 
desde cl punto de ^isla bioqufiracu y .sopoTiap cualquicr quf- 
mica de sonda. Se pueden lograr los mismos lines (deleceldn 
tb micnoorgariisTnos) rncdianlc dlvcrsas mancias. El Dtn> factor 
importanijc ci> b dctenninucLi^n del tipo tie sonda para usaren 
un segmeoto particuiar dc DNA cs Lacomposkidn dc nuclcdsi- 
dos dc CSC segmento- Entrc los fitctorcs quc pueden influir cn 
la seleccit^n de la sonda sc tneluyen el eontenklo G-C de la 
region y la presencia de cslructura secundaria, enlre otros. 

APUCAiCIONES CLiMiCAS 

La ampLificaddn de deidos nuclcieos en tiempo real, cn 
especial la PCK cn itempo real, ha coniribuido dc mtitltt signi- 
ficativo J b impIcmenbCLi^n dc ensayos cn tiempo real para 
una aniplia variedad dc niicrDorganisiuos de unportaucia eb'ni- 
ca. La mayorla dc tos microorgnnismos dctccttidcH: cn cl pasa- 
(Jo por medio dc la PCR iradicional se bun dctectado reciente- 
mcnle usando romiatos cn tiempo real. Esios ensayos se ban 
usado para detcctar pai(>gcnos eon rcgucrimienuih niLiriciona- 
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cspcvialcs quc ptir lo general sc «lu(liabiin ct^n PCR y para 
otr^s agcnics nids coniuncs de enrermcdaidtrs infecciosafi. 

Lo» ctisayoM cn real para vims dc DNA tneluyen piuo 

has para virus Jc berpes, adenovirus, virus dc la virucia y parvo¬ 
virus BI 9 >crvtcc E! wijlisisde Licur- 

va de fusion posarnpltflcacidn se ha usado pan diferEneiar HSV 
tipo I dc HSV tipo 2.^ La tiaturaJcu cuanlitaliva de esca^ prue- 
bas sc usA para predeeir cnfcrmedadcs y cunlrolar la caiga viral 
cn lespucsla al lrutundcnta*'"'“*‘'« “ Lus ensayos dc RT- 
PCR Cn (ictnpo real y NASBA pan virus de RNA ineluyen Ins, 
ensayos dc ampUo espocuv para enterovirus que causan encefa- 
litis viral y ensayos multiples g in(lividi4aies pan deteeddn de 
virus respiratorioA.^^-'-’*^'*’-^*^^^^-'^'^**-'*^-** Los ensayos en 
tiempu rc^ larabi^n sc usaron para dcteclar rapiJamcnlc puldgc- 
nos viralcs cnict^ealcs y iccifn nxonoeiJos. Cunao cL mdaiKU- 
inuvinjs huinuno y gl enronavirus SARS,.Algu- 
nas dc gslas prachas esc^ dispoitiblcs como eqatpos dc rcacli- 
vofi can espcciftdd^ de an^tsis (ASR) a solo para usoen Lns cs- 
ligacidn |RUO>. 

Sc dcNcribicroD numccosas pruebajs que dclcclan baclcrias y 
lo* genes asouiodos con Eu lusisiencia. Dos ensuyos de PCR cn 
ttempo teal ban reclbido aprobacuSin dc la FDA para utilizarlos 
cn cl sisicma STnaitCycler un ensayo de Stre/ffocflccus del 
loupo B para la dcicccic^n prenaial duratiic cl ctnbanM> y un 
ctisayo ofcicnlc para invcsligar la colonizaeif^n por Staphyh- 
ctKcw auirus rcsisicnte a In mctieilina I'MRSA}. EnCrc lus 
equipos comcrciales de ASR dLsponlbles iiara la dctcccidn de 
baclcria* esuin las cquipas para linltTvcacLin (cti especial, 
enlerococos resii^lentcs a la vancomicina [VRH]K Stat^hytoco- 
ccji.s y MRSA. HsftaietfNmas y Baciltus nnthnicih. Atlcmiv. la 
liicralUfii espcfialiiadj replctu de. cjcioplos dt ciisayo« de 
aniplillcaci^n cn dcnipo rcuJ para la dcteccldn y dircrcnciacidn 
dc diversos microorganismos y genes asociados con la 
tcnciu. Muctios de csios ensuyos usan ernno diuoas micnjnrga- 
nismas (radiojociales que no cnecen eti un medio anificial o que 
son extremadamente de cultivar. oniTM las e^pecies de 

J! wfuppdiL y El anilli!»is tie la 

curvadc fusidti posampliflcuddn Lunbi^n sc usd para diferen- 
ciar las especies mas comunes dc Bartoneftn <11 g. 4-21 >. La 
PCR, cn los formojoA cn (iempo real, sc Ka vuelio mib; acecsi- 
ble y mis fScil de usar. y sc e^iJi aplic^ndo a bilcieiiaii que no 
sc cncuenlran comlininenle y a sus mccanii^mos dc rcsistcncia. 
Por cjcinplo, la PCR cn tiempo ical ha resullado un iti^todo 
eoafiablc y mas rapido para la difcrcnciacion dc S. aumis de 
csmIiUvoeos coagulusa ncgali^'Os cn frescos dc hcmoculUvos 
posiiivos con cocoit grampositivos. y es un in^iodo confiable 
para la deterinjnacidn de rcsi&tencia a la oxacilina cn esus S. 
wircur uislados. 

Eiitrc li>5 enuyos cn licmpu real paru hungus iic incluycn 
los ensuyes para microorganismos que no poicden culiivarac 
en el laboratorio de micrabiologla cllnica de rulina, como 
i*. /mov'cc#, y pura lostJi; eicci niienlo luntu. Como H. L'uftsulu- 
Qtras uplit:aeiDCM;s son la dcicwidn dc 
bongos liliimcntQsos {mohos) invasivos y dc infeccioncs par Ic- 
vaduras en pacientes inmunodcprlmidos y la dctcccidii dc otros 
pnu^genos fungicos dimorlos sisi^micos, como C/Kridhiiiei 
immitis y PtfnkitiiiMt 

Otru apiiL'acidn imporlajKr para cslos ensayus ha sido U 
detcccidn rdpida dc juioabacicrias. en piittlcular Af. tahmah’ 
sis. Las micobocteilas son candidotas eKoelentcs para la deteC' 
Ci6ti c identiticjL'irin por milwkis raoiccularcs, |wrquc son dc 
LTecimiento lenifl. algunas causan cnfcrmedadcs graves y 
mucncu y la luberculosis cs una enfennedad transmJsibk; j^ara 
lu que Sc pueden insiiiuir lucdida^ dc conlrol. Sc han dcjmrru' 
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FiguTD 4-20 Lb bulp£u. Tnal^L'iiLlr di-icAiula pkiEu 41 i;IixIj.e ci| pi^KluL’Iii 
iTqpliEiE^id^i i\r uAi K'R. arnp^iri z'^kCU\^ pwi Rc iki 

DvcbulHlu^ y liciK uru miTi^rKi^ UJIn-l^dc- 1^# c&Etructurn 
HuiVi'^fiin'] Je ly nwJ^cilla r-l^linlnrh lif ihbr^lA U 

buli/d JduLciLulif lUesAi hihiiJjid;! lud !hlI di^Ad. ji^EDCtJElii (iJ l^^lcx ni:;CiiEi¥Bi. 
CuaiHlo csid pm^fu-e t\ ampbtiChn tprapiado, It unnHlininikCB favDfcec Lb 
bihridjcldD m pcaBr dc lu ouriQ;uracidn taJko-btick,. It motfculd hc tbnt y k 
hihridii. y |j ft lititc perc-^ittlble p«rqac tl f1iJi?fiijfcyfo %c Kpam 

dri ctliaLor. 


llatki varios ensayos cn tiempo real para la dcteccidn ripida de 
Af, ttih^rrsihsi^ dltcclameruc dc irmicslias clmicas. Sbrcsiha y 
coin, dcscrihiewn un ensayo LighiCVefcr* que detecta y dife- 
natcia M. ruJ^ernu/ous de inicobocieriii'i no (uberculoJMi'i usando 
tuidlisis dc curva tk Aisidn pcskiniplinciicidn.^^^ Taitibi^ hay 
ensayos cxccknlcs para la dcicccion dc M. ttibftvuhsis para 
qaicncs utilizan SruiurtCycIcr*' y TaqManV’**^'*’ Sc han dsa- 
iTOllada enJOLyes para la dcieccrii^n ripida dc icsistcneria a fEir- 
macos de uso frecuenie. ctirnct isnniacida y rifampicina.-“'^^'^’- 
La tieleccidn c itienlificucidn dc piir^silos tombien sc logrd 
mcdiartEcr cusaytia dc amplificacidn dc ^idos nkieleici.i$ cn 
tiernpn n;4t- Se descrihicron ensayos para la delccei6n rdptda 
del parl^iio TtixQptv.'fjm gitudii, de nim modo dificil de dclec- 
^ jt.iM.iH utjiaii aplicacjoncs son la detecesdm de parfisilo* en 
las beccs, como CryplospondiutH y microsparidia, la idcatifi- 
cadbn de porlslto-s iLsulores, camo Leishtmmh y Tripafwtorm^ 
y la dcteccion y difetenciacidn de las especies de Plasmodiaiii, 
entrt o[ra* muchas jipjicacicines.^*^*^'^^*’^ 


Tipiticaddn de espeefet 

Los cpidcnni6lagos y las micTDbidlogDS hospitalaiios pueden 
neeefiitar deierminar cl porentesco entre bacicrias u bongos de 
la. inisma cspccic para saber .si la trunsmi^ido del inicronfga- 
niseno sucedid dc una Tneneru cn la que puede aplicarsc cl coo- 
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-4~21 Anoliiji dr Iji Lurva ilc pimicupliru!-uLjdii £J 
4fuh;iL-^ ct mnTi pucdt usar-v ^\i\i diftr^nciOE' 
mluDiam^r^Lh^iLKi^i. Ed cjcjiipLh,cl4itcn[G:CJ.iniil dc liiMtaiLh 

c ;i[dL'hN CHli'Uhi>fN hxrTr^^iir, hH cL^^io^nif dr 

8a^jiM£lLi cjulniiimi usaj^iln [^nk^ 


TempdiTBEijra fC) 


iml dc Iq infc4;:cid[i. P^r cjciTIplo. si !ic uiMa Psfutlormma.i fTfrtf 

dje cuatm en unlduU dc cuidodoi; inicnsivas 

neonatnle^H el epideiriolosn de] hoi^pLlnl puede de^^ear iiaSer H 
scpii CNpetiCN t>»acriarta^ ^[ue han ^kli> [ran-^ifcrklas 

(Ic^de ui] puiilu tic origcn o .'ll sun cspculcs difcrcntcs y l\i infcc- 
cidn ocurrid pur siniiplc azar. La dctcrminacidn Jc (juc ludas las 
hqjClcrias sun de ]u miKina rclucrza la idcncia de quo 

hay un puniu oomun do uri^en de transmisidn y do quo oi[i!;io 
on pmblcmii on las t^^niua^ u cn la higiene del porsovnni quo 
puedo coireeirse. 

Los m^tcxlus ronolfpicos dc lipilloacion dc cspcoics cntccc- 
dicron q lo* mclodos gcnadpicoSn pci>J mixhus dc tJkw canc- 
Cen do] atio gniclo do diiiCnniinaOidil quo SO puedo iDg;raroun la 
lipilicaizuin eenotipica. Algunns otrus, cnmo la liplfiuacinn por 
t^occiic^ragw. roquloion uit ultu ^adii do ospociali^ficidii do lu^ 
cxportUN y o] iiunlcniiuionlo do roourso.s cunsldorabtoa {ouloo' 
cionc^ dc b^l^rinfa^cis). El pcrUl Jc ‘icnRjbilidad haclcriaiui, 
aunquc no tan dofiniiivo ounio algunos do los niiftodos gonorE- 
pii'us do caraolcrizacidn, cs valiosi^ y us;l lnturmaci<^n quc a 
mcnudu cs ^Kccsiblc pwiiuo Ita pmcbtis Jc scn^Hlbiliitid so rca- 
li/.an pani guiar hi lorapli. Es prxibablc quo lus buclcrias quo 
tienon muy diforentes perfiles do scnsibilidad aniimicnobiana 
n« scan iddniicas y, pnr In lantn. nn sc jusiiflca la lipificacidn 
^onolfpica de ospocios. qtie os iniis oostosa. 

Loi prinicra^i ititonlus muIccuLarcs para dcmuslmr parcntoiscu 
omrc gfupos difcronios do buclorias sc ouiiiplicn>fi cud osiudios 
do taibridaoidn DNA-DMA simplos. Lo^ grupos do bnclcrias 
cnn allo< gradffii do hnmolog^a dc DMA, cnmu ]ns dcicnnina- 
dus mcdianio ofttudiiis dc hihrid^icirin DNA-DNA. w cunitido- 
raron mis rolaciouuJns quc lufl ^rupas quc tcnfan puca humu- 
lugfa cn cl DKA cuandn sc lus ciicnpanibu cntro si. Para la 
mayoria. cstos ostudios conj^nnanon la vaJidcz dc la pnicbu lb* 
notfpica. Porcjcmplu, Iw csiu(li4>s dc hibridiioidn oncio Sinpiry- 
iftcfycfus y A/frfTH"^«Tw.T. quo son de \i misma fatiiiliu, pudio- 
ixtfi doMiitoiintr inuyur butnulu^a quc una cuinparacidn cjiLlo 
^/ ii^j/py/iULVtiottr y PstMlmbfttas. 

Lo>s pldsmicLoH son pcquunas molcLuEas du DMA cirCjliir quo 
estin pnosemtofi en muchas bact'Orras y exislen en Idrma indO' 
pcnJjcntc del DNA CTonKis4lmic<t, Son impnrt0rlc,s punjuc pne- 
den cunicnrr genes respytUiijblos ^ic !a virulenoia iiicluidos lo.s 
quo imp^cten toitsloncia a leu antimicrubianas. Tambidn puoJea 
difundirsc dc utia bacteria a otra mcdfanic la cnnjugacinn yr pur 
lo latktu, difiomirtar esus genes. BE desaiTDllucte las ticnicas de 
electroforesif quo permifed lu sepantcit^n do los pl^sinidtw dol 
DNA cTotiiusdniieo y la diforenciacidn dc Ium pluinklos entre 
sC hizu po^iblo la Caniotortuoidn do las pluf^niidos coino unu 


Rinm primitiva dc tipidcticiOn do cspccics. La eEuactcrizacidn 
do pli-smidns fuo unn dc Ins poirnems metndos uudns pqni 
dolenninar el pfirontesco onire eRpeoios. 

So <toNcribiorun muehns nWinJns gcneticos para analizar el 
pareniosct) de lus inicTocn'gaiii.sinus. Entiv las inbtodw quo nu 
so trdtardn aqui pero quc han sido dtilos sc incluycn la ribotipi* 
Hoaodn. ol unilisis dc DNA palimnrfo amplificadD alcalorio 
CRAPD>, j utros, Ltis mct^idos dc tipifpca- 

cidn moleoular pu^p «r catetf>ri^atliK cofiin aquelJt>s que 
roquicren ampliiricacidn de duidus nudoicos pura ol pnve^u do 
tipiricaoidn (ntduxias bassilas cn la amplificacidn) y aqucllus 
quc nu fmetudus bnsaJns cn la no amplificaci^nl. En cstc cap!' 
Tulo so doscrihini un mi'tntto hasudn en la na antplilicucit^i lu 
elcclroforesis en gel de campo pulsado (PEGEl. cnnsidorado 
par mucthasol osiindarpura la tipilioBcidn miorubiana. Sc ira- 
Cilfill dui m^iodus do lipilit^ciL^n bu.s4id[7s cn unlplLriL:ui:i6n: 
PCR-RPLP. quo onrnbina las vgnjajas de la PCR con la tipifi' 
cacidn por polimortUmo de langiiud dc rn}g.uieii)ob de rostriL'- 
cidn. y Kop-?CK. una lOculca rolatwaitunic nuevu disponihlo 
cit ol nicruadu quc usa. can ol proptislEu dc iJpificar, clcmcntcs 
gcufticas repotitivos quo so cneuctiirun naiuralmoitlc on las 
bacterias. 

TiplTIcacidn no basada en la ampliricad^n 
EllCTBORlflESIS E« GEL DE WMPO PULSAOO 

Buisteit jtiUrticruuiS m^Lijdusi dc (ipineaoidn dc Cspcoicsi, con 
variacionos cn cl grade do disorinuruhrioii do detocoidn. cn cl 
cnslo >' cn la faoilidad dc wo. Muchas w basan cn cl ui;a de un 
grupo de en/imas llamadas ondcnucloa^iiLN de restriccirtn. ^sias 
son crudmas quo oscindcn nalurabnonlc DNA bioatcnarla ba^ 
suJm on sCoUCML'iiis palticulurcs llanUidiis silins dc rrdxiucidit. 
DistlTilqs enzimas pmducen cscisioncs basadas cn diferentes 
secvieiH:ias y unq vanedad de ecutanucloaos de rosiricddti so 
encironiran dispi^niblos en el meivado- Cuandt^ las en 7 jnaa.s 
cscindon ol DNA. lus dos c^ttrcinos producidos pueden >cr ru- 
mos a tchcr pramincncias llamaJafi c^ircrrioR cc)licsis-os. Cuan- 
do sc eKtrae dc las oi^anisnios ol DMA dol plo-smido o ol oro- 
masnmlca h4iclenana y se OKpenen a una n mas ondanuclcasa.^ 
de rcscriooi^^^^ sc csclmliri de ^itiienli^ cun lux endnnuclOiLsjis 
dc rr.slricoidn usadus y o] lulmoru dc sitio^ do ruslriocLH^n prc’ 
sonlcs cn cl DNA, Las fiagmcntos dc DNA quc rcsullcn vajia- 
Tun cn tjmann y pueJen soparurso mcdiunljc clcoln-ifuiOsis on 
gel y visualizarso per tincidn can bromuro de ocilo. :&itc cs un 
anali^js RFLP. pmbublc quo la« inicnKi^ajiLstnas ouii ol 
niismo patr6n RHLP esiin oilrechamenlc icluciunadus. micn- 
iras quc aquclJos con patroncs RFLP muy difcronlcs la esten 
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inenois. Attncjuepiilronc^ RKI .1* win altjimcnii; rcpniduciblc^ 
y Miiij.' cxacuvi;. cs fKisihlc ijiic Mirjan pniihlciiMii cn lu dcicniti- 
nadi^n du rrj|i;iui;n|oh tJtr DKA i|iii; pucdcit tiii^ihjr- 

iv lJu: lij dL^c>(itj[i qu(i |>jxhJiicc Iu di; nfslt'in:- 

ciori. i.L| PFCiR fu? idcaJji coino una nunCrj. lii: si nip I i I'll jc' la 
lipdkHLil^ri KE’l.F. 

I .:i PKtFi es coit'^ideraLlii p^v imicho^ Iei tonria eslnindar cJe 
tipUlcjck^n di^ es|>L't:it:s con lu cuul Jcthrrian L:{Miipjmrsc ki> 
tiucvoh ni^lcKliis. Kciruiiiicniiu. cMii cutnicn/ji; c<ii] la 

i:\li'JLciun iJi:l DNA LTuinu^uiiuL'u baclL^riiinu dtr lab cb|H:L'iub 
dt] inlcrc^. (]uc w cxpnii«n a ima varwdnd cte ciuhiuicl{!a«;nA dc 
rtihlriccidn. Kl |i|Hi dt; ffiKlc’ninLttfuha Je rL'slriLLiL'iil Uhailj nutfli: 

i!Mar diskrtiiiruJo p*.)! cl 11 pit dc bucicria l|iic sc Liiulr/;;i. husiH 
docn iioa in^c^li^atidci |>rcvi;i ha hictlir'scria dc 

LhlJb Liiifiiiia'i. CulDO Nc cxpasu aiilCb. las (jndotiLiclcubDLv dc rc.s* 
trice ion cortan el DNA cmiinrsdniico cn cliiierstr! J'raemcrios, 
begun ct numcni dc bitios dc nrsEricciun dc aiiucItQ licbra parti¬ 
cular l.os j'fuj^inenk'Kdcl DNA crt>ini.mtiiiicii sc scpnrait luc^o 
usando tin lifKtcbjxiciali/atkidc clcclroforcsis. El pcrfil dc rcs- 
triedon cruiiiowmico rcsujianic dc la PFCrE hucti: prinlgcir 5- 
20 rfuciucjitos lioii latiioAos van'aii (inirc HI fioo kb''*' 
(fig. 4-221. Esitos fragmentofi sc visualtKan, sc TotograEian y sc 
sunielcn a ariillisis dc imagen. Lucg4> sc ttliliiTan prograni^is dc 
conipuuKUirt para ilcicriniiuir si las hebras cn amtlihiii ■nm ilis- 
tiiiguiblcs o iiidibllii;^uibEcs y cll grjjditdc Jiilccciun. El priiucso 
ha sides dcnoniijiado liucllas del DNA cDNA /jViirii'pF’jVrfwj,i;3 
cuando se coinbiru cl proccsii de RE-LP con III Iratislcrencb 
Siiiiiliern hlot y la hihridticion i1e 

TlpilieaclAn basada en la amplilicacifin 

Varios iiK^iodtK posainplitkacion da analisis pticdcn usarsc 
ptira la lipHkade^n niicmhianai cl nnalisisdcl pcsliiiiurlisino dc 
cunrisniKicie’m monnuKcnsiria. levs polinmrnsiivss dc Itsn^icud 
dc frugmcnu.M jiiiipliftcatliss, !□ PCR cctiiida aihiirarianientc. cl 
Liiialisis dc liHLP dc! FiriHiucUi dc la IKM (PCR.RFLPl j cl 
analisis de Ins eUcmcnlos repetilisos pcesentes en genoitias kac- 
lerijnaos ohleniilfss p^■^^ PC.’H (rtp-PCR), I;l Jeigllc dc cshsh 
mcuidw cxccdcna cl atcatK'C de eslc lihrsi. pir lo t|Lie Lmiare- 
imss hicvciticiuc los dw [ips.s?i Uc aiitUi>]s iiitiv ceciciiics: PCR- 
RFLE’ y rcp-PCR^ cnniu cjctiiploh dc niclodoh ]>a.sLiJns cn 
aiiipli:rKaeis>n dc tipillcucidn iiiicrokkina. 

PCflHFLP 

Al liciLipo L]uc Ijn ciidoiiucEciLsab dc icvtiiccidn pucelcil u^^r- 
se par:i Jigar cl DN.\ cra]]iosojTiict>dc la bacterb, csias cn^iinas 
tjimhicn pueden uiili^iirse pura cseindir el amplicoTi. I.a selec- 


cWn de la £> las cndoruclcjissis iissd;^ con K’K-RFLP ilcl>e ser 
ei.iida(l£iba jwsi'rjuc cl ^driplice^fi cs iiutclio thus |iet|iicAi> que el 
LruiiioMsiOLi h3Lii:natiLS y cs iiieiiLs.h [linkable t^ue coriLcnga 
shioi Jc rcbtriccidn aK;ircsw». Las cit^imas a tucnudLi m cligen 
basdridose en eE coiicxHinieoto previo dc loi sicioh dc rcstriccidn 
(]we estjin prcsenles de moslo Viiriiaklc cn lr»s anipliconcs y, por 
h lanli;\ pueden iisarsc pani hi coinpariiciim dc hchr.ts. HI laina- 
I'm del iiiiipliidii y el Eiumcro lEc |x>sjhlcs sitios dc roEriceldn 
kpjc puede cfinlcncr imponen 11 mil at I ones » Ihh capiiekbtlL’ji 
direreiiciLLdtsms dc esta ICLilolueta. 

V 

Rl niidlisis de EiFLF tic) prcxhictn ohrenislo por Pt'R te rea- 
U/a ptiT 111 cisitiLiu meJiiLtite ensaycK dieijridoh concni el rI)NA. 
C-u;indis sc iinaliiFia [>isr RHLPcI priHlucksishtciiidis psir WR dc 
un ensayu dirigid<.s al iDN'A. >e pucklc llaruai riHolipiru.-ucii'ju 
-E’CR. IcLL’lu.so cuLuidu sc aiiali^ el rDNA. es im[>.irljiitc iisar 
enmo dininas ikcas p<irtieulnres, p;ira k>grar mformaciiifn espe- 
til'ifa de lipip.'**' ’ i^'H-k|-I.P se li:s usado parii lipifii’ar [odo> 
los LiiniN de iiiicn.mrg.iLeiisniO'.. incliiidas kstlerias coiro espe- 
cics dc Cutf}i>‘:ivhiti'ifr v BonvUu y luingos alipjcos. conio 
PistiHKtifystis AlIcihiis ik las ci»mpaia,tiones de 

esjiocieit. Jok painicies de IK.'E{-E{rLP ve pueden usac [larci la 
irfentillcacidn de inicrocsrganismo^. Este tipo dc aplicacibn sc 
hHis;i cn cl iisn dc echiidoTes de PC'H ahaincnlc espccilkos. I-si a 
i^tnicii. [Hsrcicriiplo, sc ha uMidn ixiru idciKiHear batlcriascon 
rdiLiefiiLicLiUos iiuirblLsriales especiales, cotms L's[)ectes de 
(JitrSottflUf. y piUtisilos difictles dc idcnEitkiir. conio aiiiLiiiilos- 
lonia^ y fiEnrias, ' ’I'Limibien husidu s alioHapani l:i dile- 

reiKiucioiT tie espocies tie .'Vnmrr/Fn, In ciial es ii]i|H>i'iLinie 
desde el ilc s'lsta clfnico ikhkks a las dlfca'ncias cn la 
scnsibilidad a I os un Lin licnob lanes dcniie dc esic 
Loh genes tio rihfksi'inpctw que sc pueilcn u>Dr pan F*CR-RR.P 
son lo^ genes tie in.LiiteiiioiiL'iLto i/]4ia>r.(;rr/'/pi!!,0- eomo rpitti, o 
algiin gen i]ue pueda crnilener inronnacion especiE'icn Je espe- 
cic [111 ra uii gnip^i parlk'ulardc niicrixirganihinds lE(1^|,■cnL'^ ijiic 
CLKtifitan Lis cnziinas ^c^plmsablcs dc la hidrrdisis del [ii]niniti.> 
de Ctitrfixtithilijfirr 

lep-PCH 

Los cleincnEos leiwlitivos del l3N.-\ del geiiimiu pmcaritmlc 
ctmsiiiuycn b base para el rep-PCR. Eslys etemcnU>s rtpclilt- 
vos SOLI Ills NitiiiQ de liibciJaetoii de Ins ccbaikires usadiFS en el 
nep-PCfc. Por ampliilcacion dc la PCH, csfos echciddre'i. eoiii- 
pleinenEarios a las sectiencias fe|vij[jvas intereabdois, generan 
fniigiEicnkis iJc 1JN.\ de taiiiafii) Viiriable mite puedL’ii sepsirarse 
piTrcIcttnifiiTiesis cn pel ihp. 4-23). Li>s p.itrones ckcinifLifcli¬ 
ens pueden uhin se p:u'J: detcrmiiiur cE parerilesco Jc Eus cspceics 
hHicterkmns ftiie se comparan. Se piicde usar iin unico grujifp de 


le CO 11K) 

; I ■ ■ ' • I * • . I ; ; ■ : I ! ■ i I I I - j .fc .1 I 

jiriir^ Aislamlenlo clirrixi 

Esoecie de la mascola i 
Es{?ecie de mas^oia z 

--- j j Especis ccnrrol del latseralene 

Figure 4-22 .^lulinncnhi |>iik>^t'nH'>i dc Mic^i’ciirri'ifia mitSlofrjLi IlI iiniiLisiib i\e un^ julhT^^iicn d? f\{%Utifrttu 4chVii-tfni f^ie ^f-n^Frlcvt- 

EikuaLe indiaiLih^^jfebl^ dt )^cr^ dikii^jiECh dc.sJi: cJ puaiEii Uir vi'bij [Liiu[f|iLLi dc /' mufitH'uLt LihicriaiLliiH dirl p:it4] ik'l ]Mi.'lfiTlc afcctaJtv ul^Jir^in^nlc dislin- 

guihlc de Ij dinlmnl jIcI LihHv.|ir4>fir> 
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Figura 4-23 RejvPCR dc «pft( clc SiicT'\'ni(W¥n*T. Kl «i 4 liKiAde 

IcK fiDtniiniLis }os (taiiotics tk las handas qM prnliictti 

cfi e] ^eI dEt|iucs dc nr[t'PCfi. Ld ^itculii {Lztfti] ] t ic uia coma ocfEMtkcu 
ooniparaiiva. IjH fn^mcntot. ik- Ik rcpss quc se mtu^traa en los Lamia 2 
y 2 !iOQ lnillbi.inj'utblEi. naicDlm i|uc uiti cLunnutfue Jircdniica Je Um |]ca- 
ducidcH per b cepn qiir te cnwiira m H fanil 13 . 


cehnclnres para una variwUid ^\c batccTii': Eiainpositivafi y 
^rdiTlTieg:iliv<m, o in^;; Jd uti gmpe? dirigitJo adistinto^i eJeiren- 
tos rapetilivoi. Rcp-PCR sc infA paia lipificAr £, coli entcrolic- 
morruglca aisluda pura irivc^li^ar la [nLTi-\iilni!siun anintal a holn- 
CcHtm oln> lipc dc tecnicas. -se utiliziii jnra pesquisat 
bactena<i grampostiivas y gramnegaiivas resifvtenieF: a. agenteit 
anlLmi4;rabianos y dc iirp(.iTtjin(;id phira In cpidcrni^tlri^fa hoSpi- 
141 irifi>niiacidn genorada mcdifiJiitt: rtp-E^CR 
tambi^ri puede utilizorsc para la idcnliricaciori dc mierwrga- 
nismos. Esta iccnolt^gia. prr cjcmplo, sc pma idcrlificar 
fnicnjorgani.HmiH y analizar la di^ersidad con Lo!^ 
.^TtrfutwnYi'}; y para identillcar especies de 

APLICACIONES CdNlCAS DE LATiPlF|»ClO»l MlCROBIAtlA 

Las comparadoncs fvncCicas dc iriemorganisnios sc han 
itsado para im'csligar brmles n epidcrnla?; £n tiospilale^n ciuda- 
dci c incluirfT pa/scs.’"'* "'**^**Es cirirun que |iara 
iflvo^ti^ar biro'tc.s huispitalaria^ sc cmplccn iii^todcN dc lipifica- 
cldn penclica. Sc sosptcha una po^ihilidad dc brotc cuando la 
fracucncia dc alNlaniiciiiu dc Liit Tnicroorganisiiio paldgenn 
excede ]a proponcji^n usual dc ivcupcraciori basal. Ei;io puede 
scrcji U 11 lugar cu padittjlur como por cjcirpio cl numcrc dc 
MRSA aisladus dc saii^rc cn cl huspilal cn genera] o cn unu 

sala cn particular, ti pueJe hci* cl nurnen? dc Suf/riortcifa.'; oJsli- 

Ja.H iitronnada^ pata un rceucnic del dopad amento dc salud. 

Dchido a la I'rngilidad de los rccifn nacidos prcmalintts, 
csias i^tnicas suclcn empleanic pam investig^r hmlts ert las 
unidadc.s dc cuidadtvs inletisivos nctiiiataJcs,''’"'’*'-*^ Los nilU’ 
doi dc tipifitjcidn molecular lambicn m; hsjh pari invcHitgar 
las infecciancs causadas por bactenas rrrsisientcs □ lo^ anti mi • 
crobianos.^'-''''*'”"^ Hn [ilgunos cawis. sc Ins utilizopiira deter- 
niintir cl pinilo dc origen dt- un liriiie. \ .m Imiies y j;i irarismi- 
de jl/.. infrdn.iiittjir.'i estudiuJi :i titcdiudo osando jni£l43dos 
dc tipiricacidn 

Rn I OK RsiadciN LlnidoK, Iok epiclcitii^Jugos csiiit csdaburan- 
deentodocl pals jiiura pre^entar Ja inrormacif^n^ obtenida de In 
lipitlcacidn cstandari/ada tie cspccicK tie baelcrias qiic eiiiu^im 
enfciincdadcs inmiioUidiis por alinicfnoh, cn Orta basede daios 
publica tia^Ljonal cl) uii jn'ogtaina denutninado njl^cNct. 5c 
pnrsentan los patrones de huctlas del DNA pnr PFGRdc parti- 
tipaniet de bw jit] estados. PiilseXei se di.serid eomo un siste- 
ma dc afarma temprano para las cnfermedatlcs trLinsmisihles 
pur alinicillos, Sc puedc oblcncr nids inrormiieidn accicj dc 


esitc cfifucriti racional para pesquitar y rtducir en forma ripi- 
da e.sias eiifermcdadeK en www.cdje.gciv/pulsenei. 


Cmtctmidn 

El nilmcni dc aplkaciopcsi rnnkctllHPcs para la dClCtcidn y 
caraclerizacidn dc Lodo lipo dc niicrDorgaitiiktiioft aumenta cada 
ano y &on muebos los comcrciantcs intenesados cn la aproba- 
ciort dc sus pmdoclos por parte dc la FDA. Ekiilk oplicacicvncK 
incluyen numerosoR m^iodos de ampliRcacidn de seiiaLque en 
muclio.s casofi pueden no ser tan senfiblcN como la PCR, pero 
tjuc son simple^ dc tisar, pueden scr nrenos co&losois y iiobnc 
cllos. tvi pesa la st>mbra de la po&jblc ajntuiiiinjieidn del atnpii- 
cdn. Lo$ ensayos dc amplificacidn dc dcldos nuclcicos y Ids 
metoJos pamtkiccljtrins pnidnetoK Jc amplitlcacit^n ban cvev 
lucionado nlpidi^mente en la d^ada pa.sada, que culmlna en las 
ap] kaciuncs dc ht PCR ern licrnpt.> i£al y dc t(h;nit.'a^ silnilarcs. 
I^r dlLiiiOH el u>o de la itpificacldn gcnitica de mierobiDS para 
dcjDDStrar ct parentesen entre Ids ntiermrganismo^ continua 
pmvcjendo informacidn liiii eon respeeto a la iransmisidn de 
enTermedadeR inrcceiosas. Uis m^lodtiN cstfindapcs, como la 
PFGE. siguen siendo utiles, pero los ensayus bnsudos cn Li iim- 
plificaciiJn, cuino la rep-PCR. aJitJiH di^ptjjliblc cu el mertado, 
cne^jFitrat-jFt ptiibabletnchtc ku nietio debido a su uliltdad, la 
fncilidad dc uso y el bie^'c tiempo de realizaeidn. 
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eIiMi l-I it-jy^Lil'U-lf^jJ. h\ ■lllfilIjivLiiiili l'i| ifENA. J C!l:|k I'.F^l,ZK. 17AI > 

I7?9. 

7?. liiin-in 1". f? 111. Vlii|i|-Ci.-fc rr^l cir-^ I'VP. amiiv f^-n- dciccfciLTi I'f ■mnwrj'" whL hiiniati 
rev^iAiiiiy hyriLSEuil L=iuwf4. J Clin \[y.'iL'ihiL4 2lRIJjZ.-l^-^l 
j^. Ili!€nu l[J. EC j\ i>i[>£n'«nli:U 'n -i-iiu h^hrbdiyilnin fiir lurpn \ini^ in 

n'l'im- 'b=i' hwjTnic^ } Vj^J Mvih I ■.17 *IJ 

2T. Tkik.^ k, Hi^JaII il lEifid Vi Jilifn=il''kL''£Ci.in kA liA.tfL l ii^ii ^ iu.i- InS 

rlEN'^ ^Pipiinvir^'[■nniCT^ Mh.nihn| Rn ISJ-Z^-Zft 

IS ftiixrlli ^1. rt jl. ["i.iiiLpaiivin liilviccni H%It'iiJ luplLKL* II ml jEiIvnicn ■.^f Lluln ic.ib'- 

l>iii KHjIb ■in'kiiij! L>,,irrjfrt al Iuvn ii^k kv fcn-LCjl ::iJKir. Ann F.piLbinik I 2lHbl. 

29. 11 liU^I I- l■.•lLT.ulLbl d.j^lH>^iL' • Jtl L l•l^'_Jl l^uir.i klkjji^H ^ieI llk>i.LiliI^S . I.||ll% Lil LIu: 

cuTL'nl I^17^:171 sij LhLUii rn^cbem il-V'Ki :i>.>3>% aniil iinurL’Li hi; \-ii reallim.? 1-^ K 

j.L%>_Y« 4~ll|3^3lL|lll1..ll^-lh^L:1]lH,•><;:l5 ^ii. 

-V2. B!cl£b C. cl al. Ll JiLiUhin ud i iral re • iblajuu Ui aw ii ui 3LI]|:I^'’ inlLhili ia 1KI [ 1 

a|i Kl^^'l T^IAI%vf fi^i.’Eilh. hchiC :i^>l ^J'yr ^ rbninlfn rfi| h.T:|pU-in- L^p.|hlc 

FjI llwinfb. IkJiLE I tnFd^C Ui •■ 2 I.IlII J- l7? a.9CZ. 

Ut>unL Prh. aJ. Viilh Lici-hlhaa^. L>S.-^ nl}l:nlallJ^-l m mCn.'OL'u^ di%cavrv. 

l-iik-cr riiiuh.r [>s 2iiM;4 ll>y 11 I 

M. C..bljjaiLi AM. til dl. ChmiiufLkiiLNzf fiialfLuLbr iifhU fiii Lb-lA-MLii :i|ul ^|u.ifici| n ^li'ii 
kif LvIl-r-^Kirlcd •.•jli^iicyaliMirj' J ( lin ^CkT^hiol 2'i|.l;4| -1VN. fci. 

C~iiL-> V, r| Jl Jlahl Iilni1|ii.-i ip| ^'kEq-|iik'i|- i-|l'lIdi^i bvl-P Icwli iiIy.iII! jKLi|jk'^ 

Lif E!^^4..^41Al:lL■^l■^CJl£■ iii V:cmjjii AnliiisLihRi .V.fiin; ilc-ii|Ef[\'r >7.W- 

X7J^ 

.U.l Jbd-muii A. "‘I II iLb^i* J jS-'ni'ihif Tii-lkLhl|^h. |iJa3uJ ['.«M Sk: ■ ZiND IE kPl ^ 1 1?4>- 
^^4J. 

t'lT-ijuiflu C*, ll ;il f 'KirArfcrp^aJqnk Lif r|>i4l! imilultmH. in ?:lirnpin rL'-cji-iinl cliri<..i1 
riM>ll1E^hHI .Af-kL/7ui Jr^lfhi^h lu^-r.iLu/c^-krl Irun tLi:L^> by Una ■H.i.ilj^rh.ilLE rUkl Ile?l- 
g>TVdH :i%KaL if l|. Mxinhiii:iilZ:J4i.Jl'^^-lJ.l>. 

Oion Jk, <1 id .\ iiuilh li-f ilk* a.i-'hiii.iJiiLrfi sil L-^ml'iin iLur %ihui VhiiJi HuFkaii'i Ki^- 
gi|iHii± in:.uri.iije in a ChiniTi: pcfhjLjLKiin. Ili'^.iiihJliuJn^^ I94.^:l0:l.'9-Il^. 

,A'^. -C 'hPOf 1^'N, v't ,iJ. liO v'rpE:<B|H. 'iii^.i rlni n|mi’ Il I pJii|Vi|-i(-jph it^i?! Iff^.r- 

JiLi iiifi:c1k>jn. J AIcJ.A-hxl Ilfl 7.11 ^.Mi. 

15. C^Dpin XC. Ulaki' r V^iIiliSLH l^crfCKTtiPiKi «:lutaLVft-4K% irhJ ulIleuIuhi n\ ri;]^J 
uci^ennE^I E>NA p'l^*- ondLuliim kv hl^^^cirkbL'd' fr^«i,i i urE-iiikLv.ci ■! xni-uf. 
cjrr ilitic J Clin >rjikrLJii.il2LCI.J0.42Ci7-42l1>. 

k7i:ipi^ K ■^I’li'-ifi.ii! hi bs pIi-iihW 1 <!!■ clifrt h^■|1■ll.1■^ I-**! Hif J'inr\'l idcrri3n-a- 

1 ^ 11^1 Ii^n kl fmn [^i^ilis L' Kood l U \\UTi1¥. ) Cl h ^lnThdllLil I^KI.l. 

4|:4_\:4-4i:7 

4-1. Chru'-uTLin iJ. iT j 3 Ri'-jf-ci lit ■qu.^nfimAC ^'CfC Jnt nnab'-i^ f|l:^^^S 

IrlivIbTi'' irf malaria ivvn'^iln-' IccZinii^JK Hi||iijLi,in sjhi .ii'plk'^iona. .Slid lliiK:hL'iib 
Kir-iMiH J(I.IJ:l.1l.h.S-':H. 

■11. C%fmliil K. I^^FiAfL^ F Viobviildr LiiafiyAm. nf fLinivlN-jr. iJoul 3ii^li4\h.-il'i-iu {~«cj 
l^iin Uik-hi Pi^ Zl»n7.|fi.77-rii 


4 1 ChcmpJf DS. Tlw -tifniflc rra« nf Flfh' binl load au<yy prwi um' % rrvi#^A rt ll^if piic- 
Irixll spn'il1hnLivcl!i.oL rau ti'iramiiiil 11.111 J" fhl A'-fin; I'li-hkluh Adlfi Caw 
.(7iw®gc^>:u>!;l:I.Ll-I4ii 

4^. -Llkipra P, MiMfii LS, ^«i|:li V hew il'Uf ur^clb foi .Vu-iJ^icVi onin Enfvn iiriiti'i 
ll^ljll J hTmd ft*ZW.ML-:l-'l. 

44 rbitc JH. \kii<Tlilnr rf HVv F.Kr<-.T Rf^■ Diiga :i^J2:Mn-4 

•15. CLdiic LN'L Sima NES. DdkJccu BI.el jL.Cooipd.nMn of IIk S)H.a ^^iL'lc■Tr4k nuii- 
nir niirttanuvH^ ^h 1 Ckrt IS^ihi: I >iLh icJl iblulrr fhW diJ^ihCMb of 

CAj.fjjiTYif|Vi ^^.u^^iPUiEjp :nlVtVli-Hi| in liifCi-fTTvi iik'nLT ifunuk ^ifhc^iL-vl J L'lid 
MiLEHSfrjfll jy^>J:.'L.9aM.-97i. 

4+* C‘'LT^^■I r, rl aL Hyhxid rifiturv II. 1 nc«. 'rti-^qlii-T If^ for hiinniri paprH^imaviru'^ 
dctceGkxi LLTnpariHLx: nilli h}bn(.1 Cjpftlic ] ahil l\‘K fr^l.iTl'L ih J 

^lin KiitiiN 3SHS:5i:?>;-T4Li 

47 Clrjir^ TJ, c\ .*il E.^.'^iJ uid •■pfcific dfifEcioiiof^/h l•^ih:Ei*rJ.■«f^Eu^^'AAJi-■rJd byucirijc 
die SjiiLfI C>eLer io-vlrunicn: uiJ 4 ^p^el[u‘ fluunipciiis. pn.-bc. .1 CLjd Mj^icR'icI 

ClLiuJIL.et.Al Ei-jIgdr-aLm-inf ynnial Ef^TibcMimjl DNi\'n|geneiv|f fm-kkniifivj- 
licci uJ iKJLUiJja bs Lc-^ln^ L&ic Mi-LFL>!ia| .^dO MhMcnl ^iLh adch|'>dlikkiK1ala- 

hM JCLin MifrerlHftl ^ :A:i -^7R-.«JU 

CkHjd JL. cL al. Jdcalificnlicwi ^hR c^kJcicfTkiii spp. h) b eoniEncEb ioL l-kS 
nhiniinul [INA ^'1 aJcUEiiH'.LS w^EMicii.p Lihrinf^ i^lin M>.iL%blL>l 

2nj2:*f:i m jw 

JO- Cwn DM .Villi'.ii*l Diup Rr^i^HiLr .^m N Y Av^^5 Vi L'wn.filOiIZ^-ZiT. 

5|. ['rn'..'nirk'' If| qL ..Hik'Cfillil HCV ^rcii^finF'-d nLi^k' fpiled aril Irv^ virni L\aJ 
•.[VLiioLru u^inf an IDC%' RN'A quaJLialiic i>bajr bi^ en. Iron?cnfKi 0^.1 mcdLatinJ 
uiipblk'iEHXL III eciiiuiE/liLiL >iMdi lLl- Ibcprbibc av\j> J CILa Vuul Z00.1_!S. L4-Ifi. 
^2 CLfli-Lh Cf. cr jf TA:n*L<'iri'^''^l jluniiiiiiiil.B“nMl-ii:Tif*‘'flT.p['P frn ily [k'u.'C- 

liLYi of LfiLfri'i irjh udl 3 juieeluAiriLi. [^N.\ \u CST' loJ dinul nWiAi >afiLp-lES. J MeJ 
Vri.4 :i.HZ:67:3i^-:^bl 

ClH'iLhi D. l^i .ad. .Xiukif^E'^ IC'R iVrr iijid o.'kJ ditYi^nijil dijpiki3>i>-Li^ ■L/li.i r^kijiru 
iLaJ L7 iEi/.t^^J.li p.viijnjixr'Ljf 91 Erptiuluii- iBJcLlLe^u. Q.ap Mx'iobk] 
Infwl Ui^ I'Mi-tiiMl-I^Uik 

5-d. Jhf.el al. Real 1:nic PCR Fefe di^p^:s ami f^UnA cl TLACfil.iuarciK l.i» 
liCii ^Rrf illoipcrjOA: ^ilrai h.x[l LJaiL>pl:;mLibin] lin;^ riLhMC^^'E-nCY le^iiih^ ^iin^v 
iikOhfcT hil^iihiiJLiBi [;iiii>i • I Ol'ii Slicii+»iii4 r'li"! IS 

CnnU SLC. Ul ul. a-miU^hK I llJ-IJ'S • fu'fciiyplll^ b_h hCK-'klLI'^JUJl > 

-■i'-^'r Pnfiiii^'^’infii prt'i rEN riTicafcd i^-ililc-* fnim. Hlk'.inlrv4cd i’jIilt;!-*’ iri-Elinli- 
ni^h lAiJi J l=ukii/^i:E:^iLLCLtiiiM:i)aHjU5iip]*iirAi7fii)v 
5b. CiAu !L.-llKLiV OiM'i-Jif'i. ChHiiparud^a c^aljjilcti liE leal-Liini: LCJL L-kUisfLi Ji.ii!l’ 
IkH of iht ISjniiLl -YirlapiiniiRyAriii-. J Olnt hli'criihcH 3fiHI.Y.4l ..if>1]-Vi.'5 

^7. I 'uniihLii^-^ [~A. r| j.\ RiJuSflrlL^ il'i. ur dintin^-xlih=d pnlLci n-h i?! ulh-hljidaxl 

fLTif liy%-: OTkl hi-n! .iiLipl 31 i.m J JGikidryit 2 HU; lNA:l 4h4 ]4«;I. 

S-K CuTTiiran^L 4sl TiiklinJll Rapkl ipc-i-niwiinuf rn^iiir3.''i»tpnj i F^n in li1.^l^^ 

hi iiiil-iniif; iVft. M.H Djivhrlifc PjIdnIoI W.V 129. .W.VI 

Uii-t"^.,fl jl rkpiE,il*^.ilia.icHM nl ihf rOHAS Ainpli^rt" ric-flircvif'-i Jrw ii^j- 
luripg KTum CIQV DNA nod Lnmpiriwfi i^itb LIk (^inniplri baan^hcil DN.A i-iynii 

jni|dir-rj|H*K^--i^ ioTjiwjir j ci-ii P^iJvii ;ihi 4 57:i-:|-i45 
Nl rfjlj W (“Irlfm M...ScUin Kl". fkwh U'M III. I'!(.■■ nf n}i4ir TwsnrKliciiirn'.*-L>NA 

pMilifh IniulmiY L ii| llrii-utHOIC^*- l■l■■llcl^^-| nf-iJ'ii' ii^M- i^ir.Piuip^i-^A.L 

in/^h^h^.v- JCkl /-.‘HriffLVnJN lUi i-pp Inim ^Fiiirk' p.HK'^li h iih i^igi|i\an inltc- 
lic-ni. J Clin Mi^ix+ii-jl 1^1:29:KO.iiZ. 

'll. P^^ih [.41. El CiTii|}^ll'i.>^ Lif l-i^-iK- llOniiJ ^^41vr^ Z jjM si'^i-hhllniiil cullurr 
i^ir ik'iiL'cltnn nf (>f.Li?-«^rir4a .*fcirJi'ini.*,'ii n*i.1 A.'u»j'rfrf in ffnrK:il epe- 

einicui J ri„, \:irri4'>i| Z.Hi2:in-^i| rt-U 

ol Oji iin Lil. CL jl. I.vjljxiijrii liE iIij IKtii'Hl C .ifiluiu 1 l^l.'LjL** [ThA ui-E iu.1 ill? 

Slc^l-- Ir'vii nv Mnir nj-Vu^^Hirjl^u-iJh cf\'LnrT.h.i' Sex Tru'-T.i 

ZIXJ].Z'> ^7^ 

O.i. Diiih {it. Ihfuiilh 1' 1 lai-i El■^ll■^T^OH jtlI L|u:i»i-»fKL“x‘-i Aji J Mi-’d l*f^.i.|u7it^Ll.i: 
217 ZhS 

L^ELrV D. cl al L_'lMlaLk'il.^ilii.i^ v\ CMV-ri|>c lfr:.i likLiina^Lh ul cIduliI lUarO? ul 
P^MEue nifjhili-i- and ,'■<t•*LMl^ 1 Jlll i-^iljiifil \i¥ zixjr hiipdinh in iIh* p.in^ 

jceii J .■^rvlirpih r i4i- Chcirt ilhcr Zfl'iZ: Ffi M-1 -CSSr 
h> [5r Ckrtb-"!* ]'. rt a] hl?iLiLTiii Ilf i\z hiEii^i h.ai'^urc 1 HRV DN-k k-il n* irii-jjl 
hJOh cr H.T^L'iiinf' i sIjlI^ Sj. ihc J-rEKiEh S^ilic^^ L>f CIiI'il iL iiiJ-i^!^. .^in J C'lin 
Pj|fKil2vHy.jZn4nj.4'» 

N- Ihf Oliirirj Mm oi ^| RnpiJ^kirvuceiH whsijihy ji^Jinsi ii| i^a'.Nc-fl 

Lfiri^iji .<1 n.iv-h :.'if>i n eE.-mi Tmih ^raj'iliAn p.niLhiih i n*\%*r«c |4i««e 5vlii-iiii 

.'uJciiii a^h^|.. J hCiLiLdiKil .\k:l»i»iK :i P lA, J II- VC J. 

07. Svrik'lin.'l-N. I rt jI Pf rf'-KTruim f nt tK’ VI ItV a ST l-I IV I nf-.i^rii-.x* il aPA) 
fiT lll■lL^^i^y ibhi^ [^•iEhiniii.v ill t[HTap}.-puiho pjlieKH infoticd ■^■iih 'LTkiEnl liLV I 
mihi? pt-'h. I I in^^um-l \kd M ;l^^.^.^9. | 1:4 

hk JV«iiFiJin 11*, rl at Y\BiipjriKKi rifthf .\f]l 27|iJ %)«Vfii l7ii|Miiii Jiil«:L*ii'f^Eiii\c 
I^ K kii ^luiLnCirM^ii-riid I'ifil JA UNA la i.|xji’iiii dining IfcpAihliiG nl tulvr..ii!i.n.ii 
r < 'l:n Mi.na*iiol | ^WK: l0‘ I '/04-1 -JN^ 

W Ph.iiiAiil T rial [Yclcrtiiipof fS'|inFn|9^ri'ri'i^^ii.i':k^«Ai^.ri'i"^ n fJl it^'A'Ik ivp 
lli:,.’lilt^ mcU-liL",!' JCLn \:il;-.4MiI 19'>ft..^^.<--W-ft t4. 

70 pitmcTi l>J. LiE'npjn MIX l.chfl P Confim-jl-iin b) I^S- rRS'\ Pi'll iif ike t'ErtSAS 

iXSir[.[[~1hlC ET '^c; K\r Uii L|ij|iLEiNic Ilf .%■ t-weMpr/kif-zir inkiliHiii in d U'v. 

;iiii alcikc |^l^fuLdllL^^. J1 lin hlLzn+iMrf 

71 Pi^miT \K cl ll HifMl i>knhlinrr4v n-'T irx\-iiirii.ifri.il ■^v.Tif-: hy WR amp’incaaiiiir cvf 
^■■'PvfX.li luhir 3fiK iHNA umr pinmilfi icp/LHi. J CLii .^Sil rilMhil LVi!^i_14 HfiO-VW 

72 IViutr T>V llrndLcc JA, Merlin IHp, HnK'krhtr Uh iLnpiJ Kkriiilic^i ^'lll nl "fx^~ 

.‘^K-Ii nnw ■Iif.kiji ViVnpkA 111 L’nI^OC ll-uiij P-NA J C|in ^1ih.nihiifcl 


B Est igma del dr. VaFbr Eso 
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!7S. 1>^jjiL 11X11 u-l 1x1 r|.-^^|3 pfTi.- Ci^iClkv-^U^J iiUiiliru'i/ji.'tai nf tCI«»Nv Glpr|.|iiiH,|iiC 

COO oi I Ilf \yntT2 f-i /.■I.■|■I■•I||■^I I‘»r iifffir.'Xii inil* 

i f iiii Xfi%r< I >1 

7-E. l>:jil!L L'lSlI Thi, Hjl^iIi f]. p- 1 ;xi^| IX'':il| IwiikiiM liI .'^Fi^vA^ iih ^ 11:4 

^fiecU'x J f hn Mii.'nih>:il 

75 C>*«<ilj^ Dll. J,i)ki^ LA Nikiicic uciJ u;<{iKfKi: t>ji^’JLx!iipl:lV:LiiLi'ii IW ilif ripi]i£.irhl 
■HiL'ilmc iKin D'lJ^. J Ait^IiciI Miuriil k'l l^^}!^yy 

I ’-J i- 4 

7||. Ililjri.iJ' K <1 mL. 3'iilIIjii tkli^ l^••a%LJ*h^ LIkL IiiliUvUIkt' Jr'l ii | 

r-TTFuni Irivri puit'i'lh an s iL^wr- 

.|i lurinr \|i. 

77 nii^^r.i I. cE ii!. Ii:i|tfvr- im-CjfnHim h-ii|ys ir/v-iiiicl m JxiMi.,-4i" .. hi'Om-is. J Cili 
Mi.Tx-hi:>i::iiiM-42:l2^ I »2 

L?-i'i L.ci :il [\lm:i>nii:ii-fi«if ficpjLiiii' C a inn hi P^rii^~'|icik:iMf- J 

;uK:liP:i Ti-i?h 

OciLI cl il N^L-'Ufiiva EM.A.iuiv'kn I'Kilio pL'rkH'in.mL''j I'hjnLtL'rivliri iifllh! 

M=jlS ^\TII« V RNA iliHNAi I Oiis MnsEnhuq 

hll-kfiL 1,el :■! 4'>cn|>dri-iii'iL'Mniilyi'^^ III V I lk«««.l :i-i is ^^l ■•nbL^^jv qi'ir/iH 
raEhin- l^»2i<l \'rrs. !!■:;( i I I'H i ^0--frv?i% Ki'.lib' Anplr.^jif I H\ I ^E'.xiahic i-tr 

3^. P Ui|mM I<v|iHj-k l>^ nw ^^IAl# 

l ihfik I', I •illi.k R.S., Ik'irngn' S llj-.illh fSLV iriliKrnt*^ prr-.pt'-.inv iif s-r^fc ’.■{x»;l 
J..., lilt- \ ins AM RNA Hiixirt Rev \l.A L’lijL-ii 1\K)1:Z\Z75 

lii^ 

FtM.-Ii MA. Ck'll.ii^l r>. SniiiAfc II Rf.-.-i;i H<hiinf “-- ihc p'lvnoiM’s‘>i^ <1 i>i-K’|i:iii 
|fttv’tsv.|.^vli!!ur |99l^’:3;3<i^l 

K?. F'jh"L' K L‘i 2 i> 7 iiTTtp-inlivc Ji'-w^'-Tn.'iil nl f.ttk fiin '^Ml ?^C k v'ich nrjliip“in WiiNunf 
|X'P 11 % |>j rilC "f •rtt'n I ikkVli.qi U< I|W iiH’kCjlu' .|iJgnfi%^ n| ip^^iE-kij Ir-i’i 
TJfl Ur|V2l 

3'inL' 1 W F^jI nn-'in-^ AMI-I iR V-‘?<vi'iVjJ ?iWhifT^Mi.if* 3^ K ia«-irif ^ppTl iir» 
ic.l IfR biJ IrtS iTh^NA K’R. j n!ij>:iaLh.M J 
•*f 5 |-'ire'll !>•. [B a I \|ik%-|.Ui LTiik’nVfc.!-i|-j i:ii>li{]tsi’'i jln rni ^'nri»'iiiF- 

■Ini-/ ullli hiilh I^liil El I Jivl Ilk'E'i Al nmliXJi^ lll-k.lMl:Lk lU-Jhl-uuL'. J {'Jill Xfiiri^Hul 

l>n4;0:2KTrH 

S(h I'xnv ' WKt. k T.P I Ei'isKTh UlTI'^iiii^ Cii| .\j'ia i.‘';Fiii r^AriUK III .|» ni['riMn I ■ 

li. iiIiIm lulljh TrCtfU Oll^LcnloJli: \UiLiCjlbl. .iR L^JUilliipn IlKlIIU El!JL-t nikLij .llill 
^•:i|.'l i| iL-nlii 'I. IV»!x>l»»/v 2** 1 1 _l .* .2i 401?. 

K7. Ljitk'II M Tii>-liy J>-l. l!ri>4:i c-liin4 JLS.. lm a\ P..ipi>.1 MEiiiir>L.ini 'ii nC hv 

l*»K'v<:\picjK.i.«^ I1J5A. Suji [>ii:pii. X\\v-\. 

hnJElri t i. rl il Mi. i1i&i||i c!Kfci'Ti I-tii EIt ■■i-iulUiKii.iii-i L^ktla-ii: 

EVil [y|irii^ Ilf |mU III nip Iril* JE', [1 k j;h.l S\'JII Ll^A jfi lIiiIb _il hiuiVykh J ^lIliI 

Mvlli eIv l 57|^ 

SO ^.■|^.^l, If F'. n vl iJiiiinliiiilLv^* i3fl<^ni’yi ivl I MpK*n.T:= ■u.h.pplri HVA h\ ■k'lil irne 

\K S J n.n ?)n;. |ii | ii^i i:n 

•>l. hffjy r\ s%r|ii^! LSTlucr^ V. v.’! iil Hriufcsii**^ I'l Int* ^rulli hi ^L'ptiiii^i ^'il'f lnfs 
cixii-pL-ivi^iii>n Tf'linLnNE-m 1 'J'i>,m'i ll^kJ'^ri^ 

^l. J .-^Iil: SLA, I'iikj'Li' ^b. r^lMiJiieL Li:l. MiLr.\ji[Lj. xiLhlih** ^if ihz i'l.kL'^«&aLiV/h»ir 
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R iVpti ,.DiVA piiLi'uuri-j)- ujidl^si-*- iisui^ ^■hi-^ijl lli-js! EJi-K-jifin Diii|^hs-< 

{ nni nun Jl • H-; ^ l-l-’ 112n-1 MJ 

l5i. liJ^'d-h fiJ. cL jl Rj^lJ hIl-IVjiI K'd[ll^h 1-4 lirk-'^ElxL ifci l-kniil lUILuIvh hL LinIIj^ IIiJl4l-\- 

(b-:iillL UL'tLUitlipjiLJ^L-v-lLd riv>^v^ JCliii MiLiGituil l^vHA.=^fiNI-l-H LT. 

I ^'P. Il•|ll^ TA ii I JIU pfn.'Jklh;^■•n-r^L|r« 1 ii:/.-iJ^Mt«'uihiwrii»i •p.^llhElY-iriYI) :^^l ni(,-ftH. 

friiini paJicrih nilh i-inimiij- I>c:ir1 Ji--t*Hi. Clin Infc4l IN'- ['>^h2?:^‘S-^’J2 
lf^.p. J±iLi V, fi Jl P|v|hiEL|?i< ind ililk'i^^iijiicm'll C 

leti fmni Au-^lriin hmikr {.imw: .i LLinfuri-iLC^. Viin Pjl'h'I 3^57 

IC>I. Jaui-^ui LIL. ci. -il. LX~iL!]upliu:nl a icnJ-liciK' FCR fin ^^ctcLlh^ k*\ 

Pi*Li>^-jin^d ^i/ivi'ii in [K-j, ii>| ls*-iir\ J (iLp .^iKpihiit Ji>ll;^i 

l£il. Jiibtink J.ii jl. EA^Ldl.ipiiieiii it( lEj] iiUM- FE i^\Lss Iiy iIil L^jdiiiuiiSir lir^cLiiuih 
lijiikLT-baji Lini-^ u]iJ Ls;mi^i.u.l rlll^^. I'^^ipscMin d\ T:>qMun piuk-i. iim^ 
lyLiki'iitiE fv:*i-“ii|i»■ J Slid tk-ijn 1' ill 

I Elk Jilh^lL l^'iftAlLI J.\. VliiiJ\ ?f. Kaf«J likL’cljii-blulii ul IdLliihid Lib if.d l\*i*n L'I 
|'■‘l)^T^■:a.M: I'hujn f^jcli'in-uiT]AlWd nh?“-im£l FJSrt s|'QiCti pnlv ttiiht^i hin-' Sj\\r 

E-JMLhlh .Mlbllll^ll iJJI *>'2 

.TiL. Jbi:;^ J. 'J-i:iiiLnuV. JJ hiLlui Js jAL J^ljI mwk F*t k ilapki jv-iMV Ut KuKtrf'iUt pjip- 
iftHiji Jip jfHl Kitrtlij nc-L-.IITtriiK Ajin NT So Mi-. 

L6.S. Jilurr. C. El oJ liiiziucifKicinn l-J EJ-uinriollj iRi-blijlLiniA.i!h ^iMLiu-i- iiiihih^ fji^iuLLUi, 

p:inVnr}:-ii.i'-T b:iLlm-i '»«i LIk -li i|ic i'wI'mI 'cipiLiivi' =lif ci’Jvid^vnlA^v 

p?iv. J rii n M iE K.hi*.| 1W* tliin. I 

tiVi. Ji»^^ ,VTi ii'l|irii»ifi RP. Mpum CRi rt «l ^-ifk-iuJv. tk->>ca\, irxLT^r ii him. lipl-^-iC 
ll.^'k fia dbr»c\tJcrol luhk \KcLih:iLltriunt iitVTciilc»>n. J CIjn Mict*iI“Ic»I 
llhl llfi^. 

|f^'- h-li-kf fc«v»^'li'IArinfl NF. hL^ii. kv-il CilIK iHi.ililfllilii^; l^'R jF^I FiVrCK I'^l 
:in:ilyLi^ I'f' wjvm'ltj, t rcir/i-ii ki-mniL f \\ brnhinl Alr'chisU Ji I :-iS: F H-l I ri 
[fiR K4T.E^kpir-i^LMl W. |i| PrL-L.|‘nixr Jil ciihk^ -^ml llAMiioin Mni'- iAfcLliim iih 
L-AiT-niL'iixj! nm^r£- and iijp^icvl 1U B^ijiKuL J .A>mxU|xi|i ThAiliiiMl 

^Kl3^N|r>rtJi.|01J 

Kiic*' 5. cb if. R-euI t=iiic rCR Sn rapd dm^itc^ib- I'T LnJtcEiv jikJ cffiKi-Lrjii i nkL'LiAHis 
^^lnf LJgliCH'kr J C. lin ViM |fMi4:2y-VU-kU 
I7FI Krmp^ Vi\. TreK*-uiii K. Aiftrmi'tb 113 FluofucEm in lihi h)hridijininb nllcT 4 L npirl 
iLk^^Eirn-iiuHi III IIb^zi-i-v^iL:ii-iiL^ iL| tlL^11dL vLiiHt*^ 30iii ^lirPi'f^d JiVYI_1H Ryi-f1.1H 
lit. Klijiiiih A. 1 ^ a I l\t[ii!r>fu L-^FrpnR ^^picrFLiif f-rt idrrvifivJliiYn nf Allpin nnd 
|k»Mra •pcL;u%» d '-Ir-Jk'fv fvr i*kfc.*«'ii>f JiK.’aLmLnriCiu' |■»J^lfP^ v;i{wcrLCb- 

.^ppl i;r:L Tiin MiLTi+hM JLXi.AfW-fiT-KI-fi7->‘? 


1^7 X^Libriliiw I. |-| |l MrnlirL-i| >^11 ^'1 'hi* hinliTi-Ll -ul L':illi.ii.‘‘rji.'b‘:ilrLC riKlr 

bpfill % hs ..M'l bll.^-ulK'li .Jlii -L-qiJWI-L ii^ c-l J -^-.iJI lillO^.'III.U h.S.A LLIIL. L>l.bpil 
AlK-ni'iir.l Infft*^ fS\ 2ifi^--l^i:k M 

\2y Kili| PJ.f^ vl Di:VEi'l*n''-"i ii^'nliri.-idibni-iil .hPiibi^sii !ivrii/ii liiP'i/.|w*'*iri L%ii:iJ'k'x jIkI 

ni-iiiiik'Kiili-Li-- YiKN*b4';tcnii Ss ikpU'"'- i'l k .i^-ov ||•■l■n^ ihi \^\A p-ilj iicpj^l jt-tl 

< I i'l .a. irini ^V..7,v».| 2^KU:i: I-.'r-i- |l|: 

n-F IsiEMIL^LJ \. Ki Pl. KilMiJ- Ji-?ps'-l- -if am-llafc. i||iM-rt?.ni:Nll fj i/m-k 

h. i-i(-rsTni I "hs iiL*K-*hJ i-iMj nvrj-.t Ln.iip rp.ib-l on .\ti \iirp 221 n.7l. 

XkiLr B. H al. IXt-l* ipiixAi diiJ LL-nkal Lb^luiiiii'ii nf dhiLhh h^ p^Uj-.iE W'^ ^v*- n 
■c lijfc'iiJi/ ilKNi Ink- jii«-ilv Ilii (JcirLiii'h-iiKl i\k i-I 'ii-k-iii-^i ik| .hh-^l-iIiLiI Mjiii.ui 

pj|Mll.^ii:iMrin jriiii \Sii fo^^il ^^^T 

1 Kl^il J. dL hi. LLJ.I:IL£iLUI "f Su.'lt'-bdllLLlUlJ 'JUIpjl'? Jll LLh.1ird.'l IL- |Y:h'Lll i.ilX'l 

n.'hl --jniplL ^ I 'I iJeIclIi^ki hif I >''E:'ii-.vlif^ PTii Jvjnii:Pji. Nti'-^bt^i jiivi.bh h il- k-. ■’ikl 

I'ni hi’iikiiiiih hJ._rjM:|!iH h_ir pi > 1 ^ 11 ^^blujs rvii.-l:-Mi aiiii-fij- Vm-nicii EiMny lh ii'iiK' 
li: ard^%. ?k.'b. ar*Jb-in l^i' !►! ' 

1117 KviiTifliTin Mil r\ al Cjiiaini.j.libc' ii>al hme ik*VLlL-iii it r;i:^:niaT^ P5^ [1%.-^ ill 

I^Ij^iiu. 1 'rjiihjiMLMi 2m>J,4-I.^J7 ihk 

I7K ^>ilnLJ.ii Jh. J Jl.nd FLJ. l.ijiiiu JJ.Skill Tl. MjIecuUi bTidLniiN ik> ■<! INLii 0 .iiih.» 

n-ii ,Tfir.^nj[ lirr^TTninC'l ]''!> L-hjin ivarlH-m ilIhsI-l i'it.l- J [‘li.t XIil ri^^^iial 

2'4<? 

IKHirnidi C. ^^'1 al. l:IU-;iiJyiii’il i if ^bii.iiftr^jls'Lin>v b|i^^*.i'^ rr-:iiaf|i-'c |:i jn FlIV-l- 
fX^iCn^- |kilKlV. J [JbiilrMJIJi.Tid <4f? 

L^. i;ukn.bi:id h.11. IJl EKnfMJ- FEb. M'/iLki-bjJULlniil NJL. Mi.-k^i^ln ciiJli ui'k^'' •-■F 

vLsIiTi^iL- nlrLiii'ii Can-i^-if h) j-.-^vx w irb :i |L-jih-fnk- no^urjl ineiktit 

^■lc^-^ll|ii liifrcl Ciiiilrnl ||>n|< |-.pikiiLi.il 2l»IL;24 
I kiila^ij .*». o al. iJi-Ler-iiy ibl .l^.vi^hn rLJ-<r.7L'i>fi4 ki-Iluj:-- iii :iii niuiii^rnnl 

pffwil a| i.i|L- n- L;kikT iif:iii-n1 :i f'ni|.ni-ln- ^-Fibi Ain J1 piiU 7 ai|i-; ;iri-E:l.^'i i :||7 51 i 
LHZ. Kuir;u Jl. cl Jll C'j^CIpIlllU I'JlIcNl "F IJ-IvS- rrid iJiMp BCM'itli. E i-l 

Salni'iwlb r^-pl*.! in ] u.lh.iiina diinii^ I‘fVF-1 ‘i^^.pj Inir J \Ln.l kf^ 2)!H»I.|.|,(* l?*^- 
I 

I'l.^ ^ as'h AV.-^.'I-iii k5;|:l |!nJliii1 i|tl |lhb.kl^v:ICl-.< fibl--illv"^ i|K b.5i p.iT- 

ri^l l-tSVluV gene -JLq^ujTk-c^ vsiEhin Ihc p^nih SAP^ifiii'ih iJi - in Ini I S*>ii Fl.x“kni| 
|VJ'I..F<S|> J|J|H|-'F2. 

Muhui U ClbirC. I J^^'Zii'ib .iIkL li4!.dli;.iihiMi %N ,Uu i-r/'/iir-.a iVMj^-u!.-Ldii-/.*Aa- \ >\ \ 
III luiiiK Ikmi ibjiuTJ.II ihiLLiL'd |ii^'i ill niu h^hiid.^Jihir u-hiiij j 
UMcjpiuk-. ScLM.ilh.ll hJ'l'A.'iEi.»<«-3ri 

J'i5 L.ai. inin RS M-ilcv'iltr :iTipliii<.ii-4sn jvjbii lnr Ihe Llrti^-.ini nl -ff.nmnjw- Al'I* 
Siru- Res * 1 ^, 

5Wi. I.OMilfi Ml-.UiTScf K. I'^TJU'i^i |J CiiniipaMM.iri ^'1 !|w >{i% liS^iPi kii CNjlIe'^s' 

■\vi4 Su'iMcitc-■l^-L'il Ai'.plifi-. uwtiF nnif ifrt-Arpciw Eli:i--*-*k Finn CiviMru-Ms 

Rn-:i-«i: TEMii-Mjiipiii’i^ rCR F«'i laiiAUkLbXi-.im -il nikii'i .1 n' |EN.-\ iiinIiii/^-^F 

^FAXrirkn'' JChn Mukibiol >rif3-^"|-l. 

1^7. l.iih/ S, el dl Eb jl jjLiiiihoi E^k in LK'-TiiP.'>l:LubrdiU 4 i'hiM>- in eiKK^rxiSl:^ J [ 7 ik\:L 

I.SR B. \i .-bl fuTirr^ivini tip k.s 1 fy^tifnl wnl ni fcbe;il •■v-xinbibhiii-i 

nidih' - in ahi'L'ciiUa Sin. p^Linib-Leb. Librt-ibJL-J--JL-^L'ii|K.iii->- xic |‘fit^i-^L'.l Nv I!il >pc\.i<» 
SlrLpl-jniiLi:^ Linm-iiicLlui. ^ f.nrjJiiH- i Mifii^U'Ai: i. rTJi*r.*iKJiir'_ ^ ,fii^nifji:n!in 
V I iiinmn Ati.l i ^vAri#i-Y'iirpvi'-i-.d. SvLl AiJjfl i-fbH J 2*Xh| 2* •• | 'PI 

15*^ Larvn EIH. l'L uJ. U:'>.Lk-]^i't:i.L -•! 4 iL|kd cluI Un'-: EXliC y->!Kj> J>n 4 UJJb:iLjlihVi -I 
i-jEJA ^ifcL riirp^i/ f H""-J ^ IjII '^IkTi'h^l 2ill'2.-lM 2^M4-2iS‘i| 

I'Pil l_iLi L.l'. b-l jl il'jI-I liiL.-I lC S A RN-LUd'/lLhH-iliJh-liH.'i<l pM.uJLIiL Llftp4E pc li^ pEr 

jcipkliLjLAm. b.hkilfiii i3L•Jp-l1l^ k-ESCuniinuii 2lHjJ..U2:l2yj-I2'.hk 
EOI. l.eY ^H. EN][.^bA.'lcrb.^llH in qil Jfjk'r.n-fi^j Jq/ryifi/'-priT KTfiilii is.'^llle-il fl-.bllb k^i-ie:i 
b> iDV.\ rsiuLncc Jiul.i-hi-*-Jib^l rCft RFL? JCdlvi-i^ i^irt i?Si is1 iZ.JSi MikT 
^fiiKT 'F^k^F piiiF'lk.'hiii-. Fli F NyM Lsi't Mi-irvhiis-l h 2i 

J')Z. Ljc^lie FJiH. nI. An j^iL->4nbei:n nf ihk* RixIk .'^mpLic<v I'A/cMinJii? Ark«~Hi|iii„*i:P 
.Vii34^rii-i j.j>'^iiirAih.'L^' iiLjIliplL^ l'L R ii-viji ij^ MuLinc ^hM^iN^^ic Lind«Mi:l'i of 
•fV'iLinMnjpis rLbinmim lJ| 4 irr^il ^73 

1^3. I Mh 1 Jr Kicef |E, [.IUlIiI TVE i. (;L .bC. I |il ci-jlc-lkie Ib-J l-uhlJil firpiilli'lil j.b LIUi I LJE'3' I 
LiiiLiIjin^ :ind In^'tb iJ^qijcriEb liF inb:ll:;ik IIE'N' pLUdivi'i^s m bunun nnnmn-'iik:ri 
%'prrvi '■mis LnlVmicJ '^■::mcn Rr-i^-il J Clin SEi(.iHiN«i| ■fRF2 S!Fi»l|- sliJI I 

1^-3. If 'A'ih J-H. FdLUc {]-, EL £[ jI FMie^E IlN.^ ]VLl»r nv.li Ilii .AViLirriiJ 

i/r* in plurL npeiil and nELl&l 'psLinKni. / Clin MicTs'^’hnl tWl,M:2'K.' 27^^. 

I'J*^, E.i IP, vl III l^Cj|ip.alliih it' hL-ni-ili U’ETH-b lilh- v-.riJ' Ij-r^* 1^ V||svill|a |-nib-nl|l-|ail 

i. lI)\ iatid. ^m-diLulir AjilfLlk; ^iLifKii luII>- i[ kji'OkjN ^:ln.XJll:.l k.-HiLin \i\ in :inu 

h)lvi(?=/:|||i^ Stii I F'rlflii; MLpi;|,iK.|1,n ]tjv| 

I'Jfi. JJn 3^11.1C ±i. Rcul -lLlIkJ ful L|Unilil£lLie-ck-lLi.'liLri| lie f iM-L 7 >^/j->mir J Chdi 

MiLnJ«-i| 2UJ1P:.^MI2I-II25 

3^7. Jj^x-ltler I. ei kI. li^hicifiE jhii'ty i/F j'jie f jbn..''i.Eir s[S.-eih aji .1 Lnher ^^.n-is by 

E-j^L Lh-jJn icjlMjii -VIj blih ^]i I hHbii.di^ihiii. Ifwai NEiLi-iH»^i| lnici.1 l*\* ZiH4l.3;^ 
^117-212 

NR. L.iK'ns X, el al. IVfi'jrtiiin i K .Ifi-ifviiEi^Jk'iii/ii' h} re^Uime Tikleic leid 
vcqucOiC-biA'oJ unliJfx jOy*. J CJ.II Miui^>jI 2:HJ>.-M.-H4b -I4N1 
3‘J'J Jl(. 1 ,'i Jl in ialii d^f-CvTH-H ■■•I c|i(- .ajiq-llf 4bF 

nn.Tut£jii; kc[uP']4lkKLilili^ 3n bliciinp. .^pii Ern'in'ii MiLji.4HLi| l'.P4Ei.t(l;.1-lli^- 

ZiHI. |jiingL> O, lm ciJ. F> Fu-rfriijiB.bn fmin fiiphjh jr^^iJLiiij .irLvuLkL-imduj 

-^|Vlle^ b\ ElIR RTU'' diJLiJy-j-lb. Dij^ih .^li^TLl^iiiJ IiiCitlE Dis I'.>VL.I fc-:L.V]b. 

2 ^ 11 . Lnrsih SS. El at ^LX-uei^iii^ i f ebrt^akpih»^irii^l L^7 n>E aiVhLril 

neihhijnLe iLMiiiL^. j\biifiiiL'ri}^ AfLii-^ ClbenuMlur 2^11 .•1-5.2775-2'rf^k 
Znz. M«iL>-|i.HbjU [7M.CJ -^l. -Sf/ ilSiih l•lhOI37.IL7 LniLhiciik lirbkcJCiii siI.imu. bi-kh-fi 
Cnluinhin, C,ir.A-l!X IWSJ ffeik-ininl IfikM ZlHMi132 2> 

2fJ3. MicLay ]>[. RLil-ihinc FUR i;i ihr ini;E^i:Uic) IjKiroi.iiy. CLin %Lib~i'.ibiLJ [n£b:C 
2WH:J1XJ7I>2L1 
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isa CAPfTUL0 4 Mlenolrioiogii moiscuigr 


I.Vl.n yl. \Meajlir n-iSLy^ fcir-ilisiHTicnq^ humui mriifHiciirTuvi.nrLK P<'li|i 
MirwJhinl rnn> II:KIIV|0.*v 

2 u.i. M-i«1l\KhP J. Cl hi. Rc^J ckif ptn r\t k'F hmMifc 

nr<ftipikiirp''ii“irj'«-c I rnm 3 II known jienrtfcc J Tin MirmKinl rOi>4:42*WI ■ 

Wi. 

2116. ManiL-n-G. ZcflAfoA-^lbrnun A. ti jI. L^NAfR/t nit l?iniwwa%M^: ftttfiai rert><rf 
fnr iteDeirnn^ jim^iLK nf j'fi|'yniL''r chun rcoiiiinb. Tlin flitjn ]Wl;!47 
201*. cL jJ In tlCu L>initlJKaLKifi orLqjuijEllK'CJc uhiii; IbS EELMA [KVicL£JdL- 

fiLh|n*£lriaildt rroNcs tikj Ci>Yirr'-74l li^rF rthlbilij |V;k-iV4(.r^^ HU7C4iif^|i"ity 

iw.sj-i|..^.5'r 

J 1 I 9 . uSLid 'W l1 oJ In ^ilu KknriifiLulion bjh:L:n;i.!iiK drinljiL^ 'A-alcr acJ uJp- iciiiu hu 
lllnih. hh lij'hniJi^^iiTi wilh 16.^ -tni rKNA-^lirti-Bi^J pIp Ht-ULVil* 
pri'f^. A|i)*l \1iLr<iht^l IV^M,5^224.1-22^^. 

2F.A. Marl4iuLK< P. uh il. ljKir]i%iry dijyn<>(i\ I'l ■L'-nriam'Q iVrpf’Vinii-< '.nhscLiimK o\ Lnc 
L-riili-al ncrVMU-h i^hItbi □ TnliLlipilE-h. I^IC uu.iy J (lid. Mii^'h.ihin] tI-IH l^'P 
44.12. 

^|C'I. J, n ^1, JiVlicjrK'J-Inri'i nl .iij»Ljf.r/urn f|rii]n ^gitritfc 

cilfi]£4N6y =cbl limn PCR J Gin Mkrabic'l 2]Ut.l;<I.l2*H-l29B. 

211. ManapLii:t V|||amil J. i'aiirll JJ. Kdi^nL ^3. <E ilnL^TiiLLs! jhrJLi!^.ii:j£ 

im'nl-ii.'nwrn-vVl ujf^-picT-n-nav^iq hY-rtikahr Spctiinb-'ill h*- pyE^wijuciKhlia fVKvr 
pei:viinuLli>i« lnkuii.'L-iPi-bt^vr^ S^kioi} I'l AiuLriua.-j I :hi .Aiwiuul S1 ci:l:iij CJLi«>h^.j 
9-li. :i(i1. Sai^ l>r(n. 

21 I, 'M.inlJa (', vl h^, 111 ^ I'CK hucJ luv fill Arc Uisjy lul ii^'hi iMl'sIii liI 

E'uib^J pulhiipcib'-. J Clin J-?!! 

2H. \1:iaini.'Hi F. il ?l On-fluipi^kTl 1 ^ :1 H'K Un -nk'hUlic-Jflii^iir-niapilH |^h>,vi ni 

uiid kpl.k:i±^.]f\cL^. I rJiA Mi£.^iAiiiil 2u l] :V^.2^-F| 

214. Md-i{<un^ HR KCV (!Licnpjn->c-n FfH rin* <■! alif a^Hjnl d\ 

l»vm:in ^iinukicjlif fhiirhi^Kj-i An^kLn~M p1inj^fci‘slTitiikni ) t'ln^ 

2i>l.l.4l 

21 ^. McN-C->'^l A-^l F.nquhir'^ MA- In ■■i-lu hfyhp^^iJinn^nd vs .ihip7ir>-itk:3f^if.ih>:ins 
in P TdII^jI 261. 

216. Nk'kltCi'^ W.l_<.-| ;d. STkcE fiA^iik-iX r^'l^nKC-^sc ^.h^LU PfA4.lKT» K~llt>c Jiyhi'iJL/^^Llnii 
line z€cht m di^rect nml gem^'pe n limnd -■•fvitrjrTt nf hunua pLlplll^^¥i^i^JS 
C‘liAjL.hl eSdluAj4iiiLM3 up-. Aai J Piuhnil ]^m,I .1471-I-17H. 

2IT. .Mi'kuikfic J. Fl al. t^^lujtiLin id* a Ltiar^ rdZhJlixin tuut<f TiybnJiuMnn 

linr k'r 4M upfpdjlk-^iinn c4 iiviljnliy i5|nfi.irf:pii ■fmiEl in 

lvi^r>ii^kq^rfje IIkJiLs. Mi.hJ Mh^L-l iTJCII.41 :Ci.^ 7l. 

21 ^ U."li:mi [- fl il E4 j."jI kmc q^anhlaliVL* ?f. R a^ia^ Ic^ /^n/nm'hn j/m jTnaivnr Jdn.'* 
lifik 3 L-iikjr^il Mi:n>hji4 2t.1Ci:i_^3l Stvpl I. ' 

2|4. \kirni3np A. il 0? tiii-iJiurvfl HiUUM. HKni-Vvj. i»;iai*iii£ ■.ir‘fMi;c^ m ih- 
mn^CL'iilar ■;lriiiirirKi'>n pf ,V*'i un^^i tpftLr<i. Ini J 1-lfil MiL-rnkcd ^■ 

.1^0. 

Ti*\. }. rt il. |ltfcClipiT^‘<i| of ^ K'k P^^l^ll^l^^:l^l^H■■l:k1c^^i^d^ iif 

/>K .virvjj|rt|jri L HI^A J GL-^ M-iTESthul 2H>.I 11: J 410 141^. 

221 . Mlj^-W.cI al. h^aluulDoii-iJ a^.'uiiinK'JLijI Jiii^ pf 1*60 a-KViji. iJcr'.iJk'aLAiii uCinh^ij- 

|-ULi^~ni:m 1riT|i ]H[wid JA.i (ilkUTr FliE* I 4~'Un \|iCnYl^i4’l Ipvl^VI 

2]LK^2Jl:"!y4-SCl2. 

242- Mllliir U.CI lil. MmLil-ILiI Lliiipn.i>ii> i 4 ■irL-L.lmc-uniLK-unlLEk ai n.'-ri IlgEf''h <t|v 
rUin ^rj^\ | Cp^-F 2i>1l:^.^ 67^1 fdjr> 
liy. .\liJ!<:! M... J] Ckiiil nliiuLMLihipi- m\ j ^lvk:l'’o.'.Mi.ioulxcil id 
IJiH I W^-IV-JT. 1411 3 SuNk LuPf l>r^ 

2’I Millor N Uljm.*- Gciry 1*. nvnJuibm of llu L.iPA MYC'Olt-^miE.rA f-Tr 
iHlcElif1i.ulum af lu) OL^viLliinuJ hkim. B.-^CTEC 12U lajUk-^ I Gin Mi^ !■. I ■h^l 

2i(Kk^|i:iy|SI4]y 

225. ^[|rjlKLb-Muk ^In G. Fl ilL Ah uiilhfCtL liljc li^ MFir4/j4EHJ in a nHWiiul 

Lnlcii>m<' 4.'zic mill lypi:J by 2 -i1j‘< nukrJ kK'kl ^l \ rkL'iM'ijbinc'^i' ^iki|>^p1. A\%h 

22ri. G. cl aJ. MLc:i.>.aT.ay baacd -TikiuiLkjLhm. ^ti Kh.'hriHi Ln kEinkoJ sampk'i by 

sunlaJ-rlmM- K’R alnp^llicilion =»1 2.-^^ Tik^ulWl l»A !ir44ntno^v | MLCTi'-hir?l 
^MM:4:;I(MK.|0^7 

227. .Vlihlmne.^b kJ. <t jL L>cb:L4L>jii ChfuiiTi-i^ ^niL'Xh.imi^i'j- ajid 

ijf in inab ■•.■jwiirx'*v>: "h^ khu Hybrid 1 11 :md PV.'f 2 frii lnL' ftilid pnnhr i^.|\ 

^ 7 . Trmnrn Rii HIM 

T2^. Sk'^Vl^niM'% L, i/l Alk’f^z -hjvcilicrpdb I^H xxoivi 4k~'ri:i.lion L-f liraEapin-ccs:^- 
ksil 51'■'■^riciT.j'J'iitir iu^'m'iah’^i'r i|i Kpiiluni snis':|ri AiilL|iiirn»h Ajrrc'd ['Ihfhii cIb'i 

2:m^1;J|T:22.i]-Z25.'^- 

Z2^ ft. L'l al. An.'llL-ili« '.H ^ KUJ-cirftf [wljniirJW fhdin WKWfl ^kli mkr- 

jul |y/i:iiiv-e oordnil for dcctcCiiDfi jnd •ipjantillr^tipn of cnk'icn inr>- in kn’cbriifTjral 
Ru-J. Cvi J Gih Miilqiln^A lili«P 2m:.:i.5>;.5.1t 
2.^3 Mnfiuc'-n h. kitpnur-llMlrS, lmavHi.ia 7 KapiJ niokiiLliTiL^Lnlir'inniLiR And 

piig nf fl^(n '/Ihr sa.-nhk'-Vl Juhl VI 

rEpMm>. tE-Mi .MkfubrilLill ZWl.J^.E. I(J3-|IJT. 

2 M» Miir.^hnig ('■ Ti ^ 'Kircnsin* and limiiilKins af Lnninxr.'Ml hfJi hr iiqialitiLr ^inj>- 
kKA4fUJi4jrh:Edlc<L Jaia}h!iLn>binl ZW4.J14: L^2.^ 

2.^Z. Mulla-i Is. ThL-M»irik]Pcwpi*oi ilk- pnlyrnfrwF cfiam iriilmn. Nn Am 1‘#Vi3t2fi2LMi- 
65 

V Mijlin XJE, I zJuiMkh I'A. hfM.T:3fLc >;• nUh-'vis uf DNA irt ^iCu '*‘14 J 
jcd rra^LKin. tilTVn^'il 

2.W. ^[ll4ul(~b:, I'kM- l.2i, !ilij.Liruui J-, hkiburl^OD. liliiniriLalKon lI* niyLohMlfri-a fri^m 
LultuK bjf uuis ibe Gcn-Piuhr faptU h^sJCM kif ,Vn i.'ii uii 

iin«|ik'-^ irJ WfcviJ»ji Jrnii* ron^icii J flm L'^K:Hi-2P?P- 

3121. 

2^1 Myen TW.CMPfanJ PH. Pt^i.T.r irnn»^r^rii«1 jn-l PNA impHfitKbm hj 3 Thi!niiiL 
|lHTiiii.iplu]u- D>Ja pt.4^iL-unv\ niKkimi nry \ .MbTA^I 7666, 


>?.h. Miner \3. f 1 nS ^ n^^wrrml PViA H^qut-n- 

■pLih a commcrciil kiL JClia Vlucmbinl 240V4 J.B:26B!^0. 

237, >iik P'6, ^ dP c.'linh;i] q:vAluju«i-iiP 1^41 i^c1bLO^ Jor V~ 

fUL inal^ cr; of chc V nor^odinij' rq-jden. ] Gin hlieriibu' l 
2.^B. Nord^tiurn T. cL al. Mrlhcid imibuinc. fnrv^cijKci-[in^4jri fkxjbk EufLlrd DiN \. Ami 
BHXbcFn 2LFXk23l2: 1 <>.4. 

234. 4~!iJiS e\f^i K, «[ ll I>I-FlC uln3lirH.'Pun I .ITiiyiliiJiA m^ii i uirn-u i | p-iprt Tfi-niliir hjiHad 

LLillun: tkAJl^h. J CEm .^Sicrubwl 2n>.\^ L4fB?-b^1. 

?44l. OliWirs K- li il. Hripld UfvWilk-MK^i^ iriT^ihir«Yr-inrr4iff'f;T^ lin'cvE]) lo-nn bliK-^.1 
cutluFLR bh rLiarc3i.i:iir ia kiiu Ij, imili/JiihiD v iiE| |MJ|3tiL!k! Au^kic M'ki pinli^'H I G>/i 
MiL■Ts^bM^2WPI:4)i^:247^1^E. 

^41, (TlFrhfgrTL R. ri jJ PillcTTiiip^iiTi nf Omi^iitr iT-lftk'rw^ md f.i^iifr^i ^HiNi'H^nFFP 
lEpireri.^L)C Ul JifU Vi-dk IMpiiJc MlIcjl a.IJ iquIes. 3 ilin 

mH:'V4b4n!t4l4l.‘ 

^42. LVrJrin 1-13. rt al lU'ri liwwFWHlrd muliqi^T rf.H TiTlkr A*icqiiK> itP Uqp^i-irTiplr^ 
virud-lypL-^ I ajutZ aiut hajL(.ic)la ftiudi- viiua. J .Shd Vlnil >.PU-^.7L:557->t4X 
■24.*, rV|rtA-L?'*^iX<-A Tp. Cl *1. Nt'lfil s^ilyfllf^^*- siHlii k'^lnq hif .AfwrJ^iH rFmioi 
.'iincniiA^i D\.A ikLcLlkvi in J^llCC•U 1 aiai viirei'xis Lif puiciuf uiili uvciius. Artki 
-'rtcdHoi2Ln.lL4.L3fi-JI^ 

'24I. F-^I-I-l i-!. (I j] EsahiOllim 1-4 J OuiTnLf-JVT feyhnikfilMP ^kkav iisrpy prrfiik' 
□uL.'k:i- jLid I nr Ld^iLaiiii-diKiii ji%d iLll.iciilAii«.M u4 EuhdiL4irLiu>> p^.l 3«iii 

tiilvfsialiHK in>^ifiii'kii:L m li^unl ni^iniM hsrr J Gii ^-liLTi^i:!! Inicrl IX< 
245. E'alladirhi ft, li iJ. L.kc l 4 ry.-jl-tin>e li. K uiuS Ihc LlySnCyLlcr ^y^lFin Ji:a LiiL rai-En.! 

lIctcs'Cnvi 111 /Wrjpjn4 VLii\ tftnrrjS |i| TCH.pir;4|iKr^ i-fT-Timh-n l^iHiin MirriKol In^iTl 
l>i4 2il!J[:3'>.2.1.1.2.1Ci. 

2-ili. fsi ft.fYik CIl hi1oJn.iJLf joJ hLocbcmiL'al chmiiccrn^jfimi<iF a imiu- 

n'j H^ictilk rili.rcc InCoiL Finmnn IIW5.-k?l 

247. H-pIkIn^i 1^■l I. |3iil-P-Liili-a P R-pPhJ ikT s'^^■ lik^-il-inuk'^ il4rv^|ii.m an 

transpinnE pdluiHk hKpqTl Res' kkd hii|:n 2l?34;4*2^1-242 
24B. I'aik CS. Kkai J. hi1i.viliHkt KT. IXuLlinn ri Ai-pcrgillLLi iiKiH^niiJ R2iA bin- 
[InylAksI L'iksvim.'k^xk' Diq;.'^ Mi.iI Pfilk?! EWJ7_fi:235'2hlJL 

24M. Pari J!) ot al Sc^LKHLC-kikiJ tdenfli'fiL'aiPon ^ rAkii-ryrmi^i ii^kny chc 

3^3iLCLLftcL 5Ch^ IAS :I16^\ h.k.lcrul klni^i Hi- jfcii in -kSH.Icin. J Gin \|^,'r4i6iit-l 
H<^>:h:24Ci.25l 

^Sir, ri -si N h^jh nl laiNg-] nix^-i-fvs-u-ii^ V|VS»r« L-ik-nlETu-il hy I4i^ 

irfioly s,limk ^eiyuin^ .l-L'dli'iilu iiL’^ukL* Airdii:^ iii j. Lliu^iJ v.f. 

Einv Am JGmr^il2lHi1;'i:ii 5rui.26fr 

I, Ptwciia Lrilriulai^lii^jl ilinlnl-uEHm-^ ^ 4^ I A I -I- R5J.V Jii^in^/j^pv-ni'iiwsrj 

lvi/:j i:;ndRHni.OLytr inier^txm in smnp: ^ qiL'diiiucis^ 4>l i|hF hvil in|EN \ 

fiTrtem hj- in Mil hj-'^Tri.lifil'inn J liiiL-vy^l Micwo^hd 20(0:4” 2fM-27^l. 

252 l*tfrJ H_ fl -JLl. l-hlkrf in llC Lhii|ii^.ilS ajLI rhiilulHn 41 I hk:|.iiljlL-s [■ 

hnkvchvi :rt [sinrni^ co-Hifeek^l- b^' 1 ^ 4 ^ Tim^n imm.'iiitiiVfk'Kn^'^' s~ 4 %< E.iin 
llicn.'hml Iris'll 2iHiC2Ji 557 

2.^2. I^oriijn C. •;[ nl -aid ^:Ki>pin^ -urp.iiJiuD ppilludueiiiis UN.-k bs SF'P'IIU 

jnd i^l'^'f^l k pnm^^•- ii rersKal ci\\s laLen rn^ih uomer^ rutK^diDj .■ 
lLiJl. J Mod X-Ljul 2 (Xj2 67:246 252. 

2Sj. PVT>*np E> Pnk'Pipri'e chain- rv.^'l:^kn: fTertli'^ lo Vnehn 3 CCin ^^i■i|■^^ll>i IWI; 
2U:]^K|-|7kS 

255. I^LkT JB. ftoidL IS. .^Sul[uu1a^■lu.■^xJ \o\ ipj-uhuf^L-Di! Illv ^imL li^bj 

f'iiifH E >j^-.H4i>K ^hki.lM 7S2'> 

25H FVlPTii H iHNA lfi|u^^^^^n^ m ihc PilcnlHknl^nn-ol mn BiibrmiU'**! 

;||>LI+Wl«l u. .6i:luid J Inkn. I Ihh 3^Jfl.1. 1&:.11 5-5213. 

257 [% 2 ki .kS-.Fl a3 liijfnfH.is i»l irmswc PTirld injd;.'licci bs rFal*1icTK'<|Ujnkil3Jiw PC'U. 
Am 3 Gin PLlhi'l 2111^: 11 fliTW-ii. 

25^. PaJUk hi. LUk bit'. ^'JlllurL'^ E^. LiNik JLf I.Ji.i-iniiliHP^C s^fUifEriibse |hi3ut^^ii<^ 
fboii lYKTinn Knracoin'arr-i^jrriilJlinnor'IIIV DNA :md RW ■•puric^ Flii^TrLimi 
i\\K I'W.l.S^-TIl-SI. 

255 p'Kiri Llr-':^r .'ll Ik'fLLlhm <W S-VkS-L'i>n>niMnis in palk.'nti. wilh %rsi:rr ikuIl rc:>-piT.i* 
iiTy h-jndromf by LrnrL'nbiinnl' jiiul real iisir c^ianihalnF ri'^vnr lnnK"T.p1iifiihP*.lt 
r?ii^ Chpj:i ;cn4, yHY fiT-T; 

I.U f\ -]E ShRS n^nmivL'uii xirdclmnbe real liniij RF-PC.li. 

J Gin Virol 2«>:iL:B ::i>2.ia. 

5>l. K"_ rt M L^c^eli-^mieni i^id lii;w.iihwi oI * iiinluplzi Pt.^E-liI^®^I ao lor ibd 

tipfvr rrspijT^rory irscr KnciLTial pjl'hogcns yf^idJi/ih^ri'HJC j'npnifnmf, pi^iriK'-i'M.v 
^■ni Mn^-i-TJiiC. ir^ 5f>in^^ffE-l ■'|i^rvfr4ifHi. Pinpn MXHi, I ■ 25-I'i 
2til F^ranyjLhulh|rur ■C.,4:l jJ. I>cs'f JupvnniL arid rvaluaiufi nl \i unjc-Lalv SLnum:s4cSl I^CK 
JAspjf jm iJic dgk'^'lBin anJ iiL-nlikiL'riL-i'ai i>-f iVfiM ilkuin nhlrOCClei. Nl’iL'S'ikF-^ 
3ik.i2.sp.- a r-45i. 

M rtfifluniTp Pircpirwi LliuOn IPfi" IrKLiterKeor fchnnsrpTR^ liircs-^A-S^Miii-ifti.vsn. 

[Jni-i.'J ftlak. iftt2. MMVfR M™h Mcwinl IWie Rep 2(X\:\52 :^l/> ^41 
2U. I'bccim A.M. FriiLris CR. L'>c <if PXA u1i;unL>L:Lci.tJLkb- [be id slIU JcICs'lAkJ 
E:-a.'h4Tislii:i h^\ in M-nl CtM [1 2bI-2bi. 

Zii-'i. F*j\-4.c T%3, dE ul. Raf^ U^idkiUiAHi uf fuB^i Mi/MEKinp 4hc ITS I jad TTS2 
TCfkins n^aii^ an auLucuuk'd c-ipiLlary rksIru^bLnCi-K ^^*^ 10111 . MeJ Mit^il 
JlP-Hl^l .ly-i-iSi. 

2Mi Piy*!::!! 1M, cl Jl. Rc::3t linic .au1m.TUkKl |iibBin--iso oKiin itaLiaun i]X~Rk Iv drlwl 
f'^rkiWJEa -af/jiircinf urtJ DNA ill isjbil: Irfri iujcli-nk 

fv.iMT#\ Pi^y.n M . c.'-^ii'l kiki-r fli-B ZlW^iiT 4S7 i'jh 

2bT. Utiiiii KR it il. Ftcpaiildh- C liruk- bI.scJ ^oiLd^pN: pudl.zv'k-i.^l in ^lienii ■.Kl lurnh;:*- 

diqKsi-,. f Virp| Hrtrt^ 3lTh1tT:l54-lbft 

2Al.-QiJb.1A^ ol- I^irr:t iikcciQulin uf baLicrin fmm pu^ili^c blm.'MCvdlw^b^ tlirfli- 

riL-aicYi and j^ijucrit ing of ilw IW iK>A e^iHuiirw nti ^2»u:i usa- 

nuiTicnr bnre-ri. iritis' r«ii! fake pc>iiriv-Ficn*ll-i- E Clm ftf*tiT«-'ii-I 2WH: 
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rfv9. -Qin K, LinLht K.II. Pirr .\nd &rqiKiKLnf Oh Inikpcniknl ■Crmrik: FprUw 

Di^iiiifa t>f Cultui-r rH-c^Bliic DiLtaul Em»KanbCi^. Dupib Ml:iuLiii»L iiikLl Dib 

^711, C, (>ifefni'^iic tJiiJii;\ o( i ■]ulii[il!-i. hcrpK^iiui lOt ainii}' ficrrnnn^d 

viiilh, ctfiebru%f liul HubiI iJVjmliLiirui] iinriiHKHlcr»L:H!iiL;r L;r.iT' iiikL‘U:J fisdiciiL-* ^t\i 
Firwmi|i»rirjil liNifilfTH. 7 Cim Vin-rtfthwi| >^^L■ Vjfi? 

21*1. Qkiiiic Ci, cl M oi IcjiLiia |U|i0k4fiaL‘iiiJ-* iiifciL^L'mi ui lcfnI- 

Lai inJ bNip^v «;pccunE!iis bj funk.Tul MtlMh IX'k and tlP\ ipvci'HvFiiiu J 

PWtwirCW-C-.hNSI-ISl 

37:. yyaM> lU M+TiHu Ml. nr eiiic9VHiiiit|lN.V.tis I «u -HlD/k 

PTp. Sc?nd J njn 14 * \ ^Njrr:fl7-J I-4.]^. 

17.^. 0uic4ii MS", cl nl. "Rnlr nf IIP^' DSA k^ln^ ir> prrJwlinj ^rrsiv-jl intracpLilKlinl 
L-i.-mlfyjrnJfi Of HU HPV nUfttf J5H HK^’ DiJ^ Uywpaihol 

17a. Kjiumiu III^. cl H. Riip^ dctD^^iuii oT cDlBCu^.ini lafcdicii hy iUL4*u1cd k.VX. 
L-.(CnlLl]iHi^ trtl-llPitf pWftSiinZr HL'K J fbn I’lfnl rOIIJr.25;n5-1M. 
ICji£A.ir)iL:i V|, v1 J-l di'i^Niiiun .ui'I iitLiHifiLUiLdi idilfrifnb iryponnMiinnL^ 

lluLtriDCDiT ill i-llu hi-biLdiJjLvin %«lUpep(l4! diK'kiL icKipsub?^. J C1nbMim.d^jl 
2idi2;4fV42‘>^-l>97 

.^7r^ ILunLTq C, lL jI Inipk^.! of ± ilii{^M>icii.' uLMtbMi^pinfcJ IliiU cijviuv irush f^ihP3frj.-k: 

Lfuii icMiW^ LCSI Lib Iiaikim Ptiu>^;^icnL. JAI^I.^ :L3iK>::^>;2bMi-2rjL?\ 

277. RjnJQkf:4cLLKJaljrvi ci ul. ^^iTiiq^iumiurivr dbvctiun h>^' rcjJ-riznr P{~R .iif A»pr- 
^lilus rulingjl<js in tnciiK.lh^K'ciilir hnncc fluids bu^»^y sf^ininiH ki.KiK 

pa^h^nfcq v^bllb in'invi-h^ .i^fifr^ ItfNis J I'lin Mivnd^nl 2lM?l-;-lp-^<l.:44'^l I 
27S. RjnLiLc4£k.D-JjLi.i'a 'K_c1 □! Dinvh aoifliilcalion uJcflNA grrws in diapioiis of tin;- 
(iTliJ uifcUNJia^. JCIiR :LW..-US.Ji-3!?. 

274. i^b|ir.pjcL^Lr»-l K. Inlnvd J 4'^inii| DN^A i-L(dn:u4i nvill^ frc id htK ■ 

Ci'vi* ifl LFiniLAl ApejiKur-b hf<\kS laiK# l-^.R. I riiii XliLiuliiL-J 4^1 L- 

4317. 

He MC, rt al. Aii^l^sU nf ll|V | 4r-i|j Ir'i^linl rwmiqivinn. hv lii^: pn-'K' ;inir 

ihrcLi ^^\p^Lbr»|t lib Ji .i^nlhML iiE [luMJ|?y naj\d ItLV 1 i-hldiiuJ Lzjali.iii ;ibciciH.s. ]!M<* 
MiL-nd™ii:rWI:l*34. 

:H|. R^ikI hi. M.MieIUI., E -uL £-^ m-U-rk-E Pr H Ji.T |hv h^uiwSi-r't dbn,.- 

niisb< i]rl ^nmnim iir£| iiirL^LlJkinA qrf ihe cLnhnl fUTb^^ii- hLMdin J I'Sin hliLTi^it 

^1. kdliLhl l;, cL jH. [~liMR-iJ ^LJ^EilLai a:Z Jii ^UKriiuicJ AX[P1J(.'[iH M tM 

iLvfiy In' Du^lmj Kf-pnLwy Jcd mmrfk^r3l>.in.' J Ulin .VfiLnikhil |^N>f: 

.10:34i.^3"2Wdl 

Hrli^vJii r, cl oJ. L*<bd iil iptifl |£dl^ JrLlf^^ih kil iklciEliMi l±id nL'ml Iil jI..hi i'I 

Rarli-vidllj 'tf'cxnci.. J £'11^ HKT.'diioJ :i<i|-.i4-4Ui-J^7. 

7JIJ, RiMjIU S^i-M .d. r>. ■li'ITMlIi^ai nf |rl3|i iifllULl K'i|Mn?Ci in 34 <-lK tiCnspiiup^h 

ni£ l.«:fL>jih:lliLLk:. L|:KldJiiK>l lnu:L I V7ti;] lT;^ui ^Ihh 
2H5 Rip1i> S. ri bl rkiiiiv-4.'iMitT in-sinj h^hfidi7jdim'K'idipd^idL*-nucleic ^Jt:\ pnsKh* 
i+liid iilcrtifi^.iii^in ^l■ CijcjPVUi bLini I^lh^J rjltirv bv^lLlc- I Clin 

Ml rrv^ihsl 2M(g;44l;: 1 h;-; 

ZHA Rindi l«clai. A fval hn^: Pf.'H a^viy CrriklLTli^n I'f i'vfinf.iid rLt-i^laivi' in IfiiV'-S-k' 
Ur^^n jir^HsiT wliihN-Pl i-Mil^iC^ I Mrtltitihiil McltUkls 777-M«3(] 

2K? Ripf M. .>1 t^pf^^ k'queiM.'oif Inridn^iijcnriofi of rapidly fmwin^ rnyccti^v-- 
ria. JClin Mi;ivbiol I'WiJ.i'il-'IZ SST 

2^^. Kt>btmf. Swr.l^CIA. .^Fulliplcrt-'K lOf -Of AltW-ltfMKM L-rtFilflrrfcmis- 

cisinm l^mpEvr^mfl and I'^h ipLi*<me'..H I riin hCirTH'dnL^I 
.Zli'l. R.HMJii^''.L-&CLa4L]s MC. cL iL CkaLiiuL fui^TiTiniip:^ iif BjilLodla b|Ki'Kb b) 
r-fpnnsf K'R Kir ^^rpihfunf arid i'*)lairv j ui^ MiLri+F>t 

IWy^U: 1084. LW.1. 

2*K. Rijniiiiclli F l'ulah~iijh il. Iluiihui JDbniurVbkk'riLX'iK'h bl[;u^^l]^p inb-laah.'c Il.iIijiu. 
•uu- nf ihi; jn in ^crvc^^pi.'' DUii ph^^ncc^'pw. ic^cinj nf JNi'^riiiti/.i ^ hri^pirLX-i^'.rj-. 
rv) 3tTO'-3H.‘^ 1-1^7. 

Me. UnwphL M fNn>^|iwKirv sibcil* lijJii oi\ UN.A O'tiMlv Kt^ ?KIIl 

lt::!-ll 

342. Ri.iim;^' >] lnificn.cLI p^:lfunrur1<.< p^b irjMi|unKl;if u>lDp sui^lr s<ia>iJrJ DNA- 
Kndiih^ r*win HhKkiJ* :f«i:2Jvh::s2-^K)i. 

Mi. Rdudiiii S. Lt jJ iTi'MzIcfintLnrf and apjpJiLmLon af Bcal iiinr 11?R ah.-.j^ fur qiiJiriiiil 
caAiijn L‘f .WbL-u^GhT^cni//! MA enm l>.S"V J Cllbn Mk-iuhiLfl IffI.U j 1.42.11-12.^'. 

M4. Rl'Kj(iiji R. 471 iil It va]|iAlain nf rtv^ |\.^4.|j^.A £fif. i*^siiy lic^aiisrhybruluifinn 
abkX). for die iLmuhanenu^Ek-lii^iLcihif Aliib-^iui rrnrJvJi r^^rJin^iura I'liiirrplLi J|kL^:i 
£rhMuk.c(«» mhcnjif^. Ajikmicirb AfniL\l?-KcAHiLlKT l^'*T.4l :3W?"2l^^ 

MU R-i^htuii RR.ei il rJefLurji-rfi urtikCcn-iOfla in Liih.-^yin 11-3 4 b|'anni.-^i |^iaciii 4 .aEH..L 
fur inrck-ijh.c -cphlwaivliij 4 . usiih^ inii^ci>il 1 ^ cRNa pruiK'i'? in n iicLviiLanujuLLJ 
i^b^un r^'jrLiitn.kv^i^ J lid^n |9 il l9^i~l4T7.|(i:i| 

:46 Ruddy MC". rl :il. Ojidnril. >.'■1 i'KKiLarid rL'^‘{lant buhTfculriMd in. dckIIi Lundun 
"niijfa.t 2l.M.U:14 179-:,H3. 

M7 Riikr M hjI I'Jirfa d^n^rl inn Aifrurgiin-j*.i I’^rmi^jkl-rrsiLi^wi l^}LL^K*1i^^H^h 
Ivfimult^is i« .■\LEafiiiiK-EUKKJ.in'uiK-jw>>9ii'>.e ipalum peLimens Ei'.bl'hnbL FCR. J 
Clli Mi^TiiMrt 

Mf. S-aiman I.ei al. An naihviLcrf ni«tiiciLlin.rLHii^iui[.Sn^/ivln4n4-v.i lUt^at ub 
iHlal uTtcrM'^'c bJic unil. Inkd CLolnd E|HilciLiid 2CC]J_3-1.317-311. 

M? S*l«Tbm R. hindhkimn biquiuirirji-hc recent iTjrKnplain pi’-'vincPi^r tkjin ftao- 
liui>. Oiap Mid P^l 1945:1 El-tl 

XI7. SaiKhc/ JL. ISfiJrL'h £JA. Mullif Ir^.^filajIfklJljLir. icaJ-U.niL au> loc L>t<it%f}£ak) 

vifK arkl humiin DS.A I Tl:^ Micrrihkil 2^.¥l2;40:2X81 l-Mi- 
3fU. ^JiK’bcz’-fV'caJur ft ^Icinpicn MS. L''jdua MS. RupbJ Lk:»riLlujiJiuSs:i:ai ilulIuia. 
411111 kif drlcLEk^ ^ TbM-l lM:L4-la^'lninaii:-inc4lukiJ |vnkhlllT; itsislun- 

ct in .Vi'iriirMvi JiFhI ^-idiE-r biLrivii J" C'liib MiLi-iib^iiil TUM Ifi I'fl.^l ■ 

I4.3lt. 


5a Mpasanj! A.ct al. iLi-uXiaEicfi oKRTrCR a^ a ■.li.ipK’M^ I'f bCi'^ifklir } ^ w- 

pnrviiua- iiifnlLon. Jpn J InCevt Dis :i1J3.56 J[l3-21.W 
311 ^ CMl. hnyj [IH. kwin EJ. C«nprf[ifnMLic irVpcifiLiimn I?1 cnrfclairaiilly 

cbiiMiJial |xm]l> in Miiccbj^cena Prnc Nall j%cjd Sci C.I5A lffH;.4Kj32r]:7l7- 
12717. 

ilVI t| dJ Diicd wkn.‘ir> Aiiin rf n'nIrmi MRVRil^T bUtI If? Hyi- 

i\ih LnwipiiTjaisc c-Niik^iciLic rif (%io l4S«iuicel ial paoTv .iLiasi. i Clii. MuiEijbiul 

^b'llatl'ln' J. rl al .Ah-l'Ey nf 'hr 4\pr=tr liiK^d wiv^arr El fca cci iik-milj* 0''.‘^j»nc/«.4 
p.> 4 ii buthiiLi ilhiJ Vj-LiJri-^iij nM.uTpAiv'jir in 0 {:f\HuJ Apiiiinisok. J riLb Mii.iisbiijl 
IW;i7illl'ViM.^A7l. 

336. Schina/i ILF. iihLLh.-lci V-'iTj S. Sluy'-crC. Diilj ikkrii-nn i-tf rnhc«| 3|g|.7iiiHvi hvWv- 
kij hb urtirri/u-ardl i;^isfi< IL MIV4nlftk(3 pnnwpv ritnnn lymph »i>i;. Amhbr 

L^cnbOKmuhtr 2KlOl,l2iSjpf>l li:&l fi3. 

.VjT. SI'llnudrliaid J. rt aJ. DL-L-^tiunbcqui siiuplcb vuus-t^pL J. bi^riKSHinipIc^ virus 

ripe J aoif ^duCLllJ jn^ifT Mrth im ^Lln IcsiLm^ Fl'k. 

ud l-^H uid bibii^ iujhiiLin. J f.'lin Vital I J£l I2t 

50b. SlIiuI.^ a. cLal. fMo-L>jii. JIMcrniLi.tAk-iL and LfuaaililJrfhJii rf kNiiDntn 

orgjuirim^ hy 1 Iliinnfw^TWL' PCnmni't’-crKi'iy [r.m'fci'-hnbcd rval-iianc f'i’V. u<^y. f 
Cli n Milj^ol :0D.1.H: 1 f_U. 

33V. scbuurirdn T. rul hocccuic Mudv fir the « KH urTVIilkoiicm jnei <i4ucrK mi ^1 
LhS-rfbfhotTuI ly's.A fmri verehrncfnnol filial fur dLi^iHNib iiflwknnl mminf^lK in 
J rILiih'il x-llinu. J Gin NU-JLitiiil :DrU:42.7.1-C 74r>. 

}W S<iiiirk:k S, VMMrarirW, Sinliano^iM i |nS-2.^^biftNA bnkix-rL^'-'^iniibraufii.'ci 
rCR and rejvEHbiueLlri^ak pakndrcnik PCR anslysesLTf Ls^h^rk'liia L'<ili iiiLlei ki 
uJcEfity iiLi^pmiLl kLdJ AppI Ec%tfi.ii HiLitiiL'] ZfiO-.O^.+WZ-lV^I. 

1. S|i^[>CYliLry.>nfio cr ai. Fffevt^ nf HIV- [ Scl rHl * l-J p^^s^i^■al piiiii |rt I 

dlHsniL-cl ^Li 2lK)2,'9:lO 

.il2. S}ufT¥iunisr-hnrr<dilil.. In.iLa-iL'iyp nsLitiniic l■'■aJl^n1[l^4l(:l3uJL'nh^4■[tlnnl ■ll^];a- 
ci'c ■Tjiani'^nh i4n'I:rtod j| * I iHii^in u.;.N.hiBi^ hi^pEn] ZliKl, r A^iiiiin^n+i 
i:iiLnb.iihLf 2JKI4,3I:H]»-»2^ 

Shumui M. c\ nl Rjp»-I dricLinr', «l miilak^m^ in TpfifcE fUDuM^f nlunpu.-m K-ti^iLjit 
In mI^ |m|.' ;i.i-u.^ |nd J H.r'i ^Cfl-. 17 74. 

iMCI. 

.^1 i. ■^ln'E>0la SK.. El nl. Ikli'LCiiTi icWl iUlL'rrrtial'hm ci| ..i^vi-'r^rr-vm ,'r^6|-nj)r£>r^ii ui'd 
niriiiUilk.-jLiiiiiiLi hihLi^ULiiffi^l i-vfiljnv^ EriJ iijih: E^~H. J C!Ilii kCkriiJiLLil ^HKL.4I: 
SIZMl’h. 

.i| V 'vhmiha NK. ci al RapidiceMl:.1i.Enirvfi n\^^*\^r:v». •■■■ I'Fi^MirMf undLSi nK'LA.peiv 
fliifch llacrr.bl LHI' Min-I .^1 aic hufLk--- N\ U-iLny IJ^ I J)£f^>E.~bvk'i J f'lin 

.WiLTiikKil ^^J^3::lr-^^^fl4._V4^l. 

31 h HinLli'ir A. Aita'IJC. Wm."JEi.TJ N R4i^id ikivLlkin ind CHliinirfirvi bj p^ri'ic^ium- 
Lwip i.i' 233 rRNAftmts ^nh i Mrifk nwlftnn^i ri.HynMnjkt'jnttiik^nnp |.ncAi|ii.l 
Etsbhianfe in E-JiQ^oiwvi. ArEiniiemh Apennt (""nenb^cr 1005:4-7 
317. 5«iplb DV |]rsa|»k's PCR. fur EJi-iU dblcL-li^Ni L'f Niiuk-iK-c Eb.p Re- M>»1 

4 yii 1 -7s-l 

51P. Skmnihrib'j 01. ci h] Tjpin^ oF.lfn rrffhrH rr^vfr^liti k ^tMiins i . ’ii'iani tonfam 
pi-.In- alNJ i:i-Miidiid t>>’ i-n^^kiur-ir lhL4i^a;:uj rOrflkryL UuLI iUp Bi-i| Ak-d l^lftl-l.llr. 
271-1 

3]V. 5midi.AD.ct iLipiJ daLcLcm uf inJlucnu .A and D bizuicin Llinii'nl ^pcLininib-by 
LidhL CjckTlcLil link m-I^R i CLm VmH ?l-3k 

^2fr. 5inii[ilC niyyV VlA.flbiL' 5l". A'JCiiiil-lLlhhi *1 n OuiCikL'^iL.^ KiiL-d-muhrpL'c ft R. 

kr '■JiL tibLiTdiAin.' - 1:411 dlrmuOim of coiamin btiJKiLbJ pjlhuiiiiziu. J kk>l Mn.'EL^^iLsJ 
Ij'llV lLT 

-^2l. Silfi Ibrijhlhl Al. rl hI. HjbJ !|i:ir pGl bhu^ Li -iL'Il^'I Mtuilli^n S|hl'i. J £'|iei 
.Milti»6mI .U.IV. 

522 H^llf JH. rl al OctLSlH^ i-f \iT^r?AK\f{h -A 7 if|i \A flic bliK-sl i-d |'cil=.Clfk -"llh |T-rb<afLl 
Il'yet piihIni.'r.aH:01-11:11 rc^ciin. J CLin .Mmr^ihbLjl !V'I.1:.H. I-E.lv 1441. 

3i_i. ^(-omern 5A. CpI^htLil L>.A. HLrTln|LCL'-4i L5. llifiLl’iii-LliaiaOn lH hurtUii pupllk'H 1 Ll^l[f^.^ 
[S pthk Ln li^ and kipk ^tiuIiJ LriVicJ ujiLm-HnlL dkTuJ^lmi bji m ulu iJridiJ’.^lii rt. 
Diaf Mul j^ulhil aVJVrk7:L]d- IZt. 

.^:4. Hrir^^ Hi- rl □! IX'vrli'fininit 1 ^ a. Ll.^tiKVilrr R'R 31 -at £ 11 - Jc^’cLiun moJ Lpiaidali- 
LaJHilLLif i^s[K-t.tlfl'4^ InlilijpUk PNA ■■ rlviivkl -kirlpF^^. Tkilrt. h^-glli ij^-wilv ^irj}lk. 

J tlhn MjetcCihiI 3J(I.I 41:FKI |-|h:k 

'^2.^. 5[Tin.per IL tI al T^ri Lulljlhnrilibe fchub ™ irtYrtiikilimi iH 

bu ftpJkTulM i-ciy^ ribmHyriL' rrciSN»d>. J CLn Micrul-MJ lVJfi.34 Z'Jfi-.KI3 

32n. SkL-Dpuhe \ i\. rt al. Rjpd iiLMiiiLlcmicn iti l li nically si^ndiLun tgiAriei- iJid uh a it\‘ 
amih*; -miniTii) L-cICH. inEluilmF ALli-inTH^Vam ^Jlk■.wllil P9 iiu5xixcu-h 

Mrf^n.-vtscfd aikL f-iaiLiinuai-riiJ by uinpIblkuiiSHi aial fii3i3L^~ji u cbJu* 

J Gih Arkk^hol 1^971*^ HI7-K17 

327. Sleinhou-hEnj I. n il. IdeiufiiiauEMb 4 ^* ihtfinLfihiliL' fTHrr^LujOikr#^ L^ip j4i^- 

Hid BTuk^Lulu nii:1bi>iv J-A^ipl MuLtubiul 2iH.id :'::h.i -i7iJ-47U 

.52fl Sncli^i'M R A. b-i al I>m" i^q^-l w vMrrtairal RT-FfH n^siy i.-ri ■•Ik -rliaif^-npi- flf 

JK^fcic kiEllllbELlUA JIhJ |kt1h!E:£ nUJUfrfCMbL J L'lirt ViriLil 3 Hll-Z^l S-i^ll I ii iiJii. 
529.5lLndi.7 H. I'NA FISH: un inbllipfri -dain lor rs^nddaicrmsEh nf iildLiLCHis-diM^-^. 
F.K\x\^ ^^l| i>,ni\\ 6^5 

Skihkr kl.4jl uJ. Djiu\:L dskm-iin aikdiLkinlJlL^kiii id Jhfii.ju-«ii li-rjHrri lUh-it .xfinii jn 
HinL~4i (a-i^rivr •piitiinl sa-mpfo^ hy IIikve^cl'tilt ni siiir tryhrkJinhnn iHISIh ulipv 

pr;>iiLk .•iML.k-k .oairs il liit-r. Iiil p li.^miiil| iinj I Ms I'H-J ■ 

3H. SinkJcf IL niJ I'htiVcsciniLi' in -.iv.i hshriiLia-Luivi a^va.y u^ny pepukf nik.'kiL' icui 
|nr LfclTvrotriiT4m K'^'cv^ CwhcrvciAms ;ind I'snluhcn. iilLius ir.yniHwrknnni 

«|acc»ca ill-hlliiidli 4if il1h4.Lilrtj.[^li:ciuiih ^.uLtiJi^H. J G'm |V'^^;37 Z7eO-Z7t.U 

.552. Shictinr M rt jI. AiiiiTmMLsI dEH.'chiin ut Eul hjni.m hiTp-i Lipu^, I iN.U -by d •iii 4i|' 
lr4yhc£"]-clErl‘£"K ■•:i»i»pVFnmlcd i^ilh ■ 'in,gw niuhip?4cbnkrTiaiknffr1ni| I ClinVip^l 
1TE-L7f 


B Est igma del dr. VaRer Eso 
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3^1 SSntr] IlKx.hcrni'^sn ?lh td Nnv Ycvrt: I ry.'^rns^r. 2riiV 

Sunritr \l. Jkl E'iluj|»iiii vi llx LiTAiriV I KT *>'4^ ^vn'^i-in I; eLTiipufi^m •t\ 
Jbi«J h.r^rJ prlH^'Pil'i- jt.'|i:i Vird Si[sfi| 

/I l■54v^_■*^72 

335 Sjii[x% py cl d (UpiJ iJviiT'lKTiH-'fi li" |f K^z ic-cl 

M V jrtlibx'k-ni h ctsliv: In trzJi^jikn J t'liii SCuruhtil ^'5(1-1.3 J: 

JiT" 4SH7 

33 ^ ^ui 1*. ^-1 jl. MeJiiiiirria i>Y ^'Ui k|ii^ £^i\ l Il,-|iii 4 n'l-' 4-1 ll>? bd^in ^ll 

iMlh S|U V-frki^fhj'jl'^ I Vlt'il Prniilnl 

33'^. TjlTifi SN. cl ut. Ei'iiFu-alivn it au.l linir fvlvinn'd.-'i: c3.Mn cc:ii.(i*.‘^n fiT vin* 

|i;ni:ilKrl ..'il y irt^jrrAoiw ill c'lin:L'Xl Ic^^rd F^'i'itjvr W llW- Et-TK-hf 

T'iiKjis Amg^liiije jcssiM Si.'L T^Jiii^ IiiIc-ce ^il-lyU Fai ll 
.Mm. IdlJ \ \\\ J'l L-C'iJp t'dl-Jlll^ bLI. \li<liX'ulaJ iLhiCEIu^JJLU oF lli['L^UL.-LLh 
ilmMv:n I 2 m:i-J iHh' 

11V. [a/i L.,-dC .i] Cirl|L'l^ il^'-L't'kdiS U;xJ JxipiiLilli '>JKk4ulr l-1 iaIvii Jirrrkir^ .'Ji^rri >■ 

^iiijv III f a \|-.ir-.^.':.Li ciiy vuih hij'h mLiili!Ti:c pI lL±un:ii\M^ I ^.'lin 

MkTi K«ii:iKU:j: ih| .Jfrfi 

‘^111. Icixuri rX' AfKrl R1), C H i£r:n|c R\ cl jI ]iilci'|irrl:i!i^ c l^ilnli-^'ili.i! SINA fcxVi* * 

ii 'tn p^Mc'.n^'pnci.lLjs'dfl h>i ^ilM^iS-r'ielJfLMtrSc^ctnipKyrv^K' LTiLdn.i Tit hikiETLiUmin 
1>pmF ? n XI MiiTcHihil |■Wl^.■^3■::^3 22V1 

VII lu«i^ i'V. i \ 4l MjIi|.'{xjc p.>Js iLR:dJM! :fcuvi iii!iK..i>jti ll.i 'Ik: ^i>i:iijjui'^di.-k LLk-^cl'jih 

LiF/lfsi ffiiiiim4;irH'iiipji^ i|if-. ( Jiii,-^7'.i.!i.i;T^t',-i^nfini'.|<-. jjiJ r '^Ainnrif.fj ii^iVLn 
piriCirV uliiph h 1 ri;ia Kikil 

\Al. ]iiiu.p|i U Mji'-tiifciii A. hliMPJirf lie Cl. Li'.alii3iiiU uf IVSCi-l.iPA M VC~bCI-Afl tIjl.A 
\2: TTNcric hyhridlmCii'n irulhpio bSA pn'hr Icr nvycnlvKl-rra] 

ji3^iiLirjL4ui^h. J CLiv MLi utiN L I {•-l•h2^.>. 

*■11. liiiiiTiilHi AMl Cl- hI TIhj I:mi»^iJVh 5 ^.l1rt■l^:;kl^CI■nn 1'F Vli:ilik-il Mjvi-|i»tJ> ibkM^LJ 
■^unrs I'r^JiiLjiLlcdllcnLn h.:jh .uid fiuifol bUVx^|Xjl'i liTh JUII^m-i r^TFal blil ilhkiJIh 
i i-vcl^^^ JriMi bliKkJ. J AjilJihJLZi.^ Giliii^IIjli ZI.I'J.^.52.61'3-Cjt2. 

^J-l Tnikl^k i^A. cL 4l Xli'Uviilik'icshhjiLM'^ I fir oirrL'nr ikwi^h and [vrs- 

eidLD^.%. ISiiy J liJc.l Di. 

.v4j. MA h-.v.\ipCi^V. Ihc CupkJ idfirlilik.jLA'in >.'1 nHi-iif ^Ink*^ MyL;'it'xiUCTil K' 

r_i a*"-riipiriiii'in^: ” -lJ:id k'AAC"' AC-ltCjII^^ fiJh ('A. 

VIA. L.'iiiLi:-t.h til. di jI [liuji:ii:rl/jii>.i:i ol j^iuihil'i: iijklu.ai rL^upxbir Lknu tt*u w:\h 
iW;?j.idr \|,n| hiacheni Parjr-ihil 

L'nr>cnlJL3 El. ct nl P>"r^LW]U4.'ni:ing nKLljt^l ^^T7 fruupn|z vf Li^fcrii niTiH'K:jft:i- 
bl/jiiir*. iMiil^r him-. ^>r siPiJc^lOiClcTlklf pii|bi|iH'pl|:-.nh ifl iDlB ^yiif App-1 
|->nH-III Vlicml-nl 3hM.*7 3.11^-'ll? 

VIK. CriL-a AES. 1 Lul n T, t'blLd FJ. ul h\ BaalH.I:i:iJ D^kA UatfllLik jMi'la Iriullanktlb kil cKl* 
-hEcnilnr, Ukim dElcx:^infi| liurn^ui hi:pujli>-viru.-<u^. NuL'k'tL A:iJsS^Mh 
iJ;ig7-ini 

.^'J. t3i'r ] iji. A A, lii nl. Pjjiizd iiiL'.bLiir^ini'nc-b ^if l{L.uC^bA£J^x' hi:pJj:is 0 mfjs DSA 
in- viln'j »n.i -t^nini <\t liiTi'^riic b:;pr ilJi G pi1i:r4%' i~ripliL~.aliufv^ i4tln> jh. ihYlv- 
skvii, aircTi. J Gin Sin'S 

33l)..V^ii IXjc ISi] tl_-:C :^| tL'»rii^|ii.Ki nl lV diC^K llvMwl .'^yinlr II "Airll lit Rjf>d 
f nrfiff«-?isvit'niirf i^ivxTHHi of rWiPHiiAVe miJ .Vh js-ti'^i ^la^irr^d-MTh*. 

J Clin MiLjx.lHul :ufl:.kj.A.^:sa-J5^3. 

551. vji^rvi IMEtt. si l#ihi«ii n:)C ilv i|vuJi«ii5i m ihv i c Kix.ti .^MH.h c»4, c-|..sx- 
cmI t'nr .V^i'jcr^iid ^i^jiiitJi ir^Jr by n.lL'-=tinf npcLTni'n^ ^ith a^uriiv;il tviJI-v J Clin 
:»iri] ym 

51^2. Viii IVxil* ilk, dl ul bfICLiBiHi ni L>f>:hnL nuLiLiM t^T^^'iilcd viilh Jii^i l■:^cl i^^- 
nr.iri ^ rv«i^:ini*v in ,ir^<«‘*^<»rrr-jai.ra inAt^/i'.vJiXT i? iixinf ml ;i»iir PCk KvhiVi- 
itiiti 3' iiL.iH.-d hiikfiL^ Una inXilk:^ J C'L:II Ackrubii^J 2i/J.l.-ll 

33^ \'fi\ ]Xhi|u |.I. vc j| [ii,'iiic_hpi.iij liF hLriiijn pipilhyiijiiFin iih liquid Lyii>lnf> ccni- 
%.'jJ ai-HJi-iDiiLb' Lij Uhd iC.MV Irinr I'kt a.-iuv ihc SE'FctCiMicK puV4'^^uy. J Clui 
Mitrt -hini 2iin2:4oyTij.dK 1 

33-4. VaJLTSV lilI AB. lmi aJ. CeClulv pLne ripnupon hucnvn inrDVjiiMlL.'brirnry i iivL 
Ijpr I inf-dLtiuifcsir CLMi - i-T-lt]I liilcy. J V,ri^| ^^77 ] 172-|4J->2. 

.135 Viscl MA. h-iJii’ A. ‘Vl-fis.t ] VI, ,Nisnfhu\n|i.uJ f-irciiwimi -aiih yniplBLi-^ an irx 
rclij:ljL>iiLl4pLii LpLlcIc-jEiur Lini:k..'Ki^n Otu kliin Ljiyn 17^7 ]-iK3-LB 554. 

.15a. Vrliinurj JN. rt aJ. Iti k 11> hYtrtJilMliin fc IJC»k^UDr apprui, h lit diipni-^i-^ 
iJm.*- iiiJudi ivpinilAb piirasic! .^nkn-s'u^sth-in JyrMrJidd. Elun ruhrl I'>^:'Ki:.i-l--5f-. 
J^T. V^co^kPib-MiXjiol^ MA-cl-kl. Du^SHnix uf cl^Jc^LM■a^ LnFc^li^iii iulhc 2 ImmiX^ 
III |ilc h>-ma-lmt piilirtKTW Cfl*ih itXUftc <'liB hf-Zfr 


.■^5K. T-LT-Jrqim WA nnsTi-Hifk E'. SImETis AH. hHali;.ilTiw cil :i nir*J ruil-liTir kT JS R 
j'w’jif* ku LVULli|i|iiif ^-nUri-n-siVi-FLM.^ in vnTh|iis|HrMj fluid spf\ in>crP" ? ClinS'i|ii| 
Ji.ilj.ZLVraFlrill.S.in^^-ll. 

^54#. N'ii|dsl«b.iniE VI, dr al J^iffcrmi palt merjtvf^ t"!^n iraccim-hn.-k.'J fcv zuliaj- 

rL-iiq;jlnr nnJ^vunliU'^ c-iu^4:d ■>) ¥llc|'<^sc^\^■^ pfic^viHiciiK -Ihpgi'J J LiFxaI Di*^ 
757.75^ 

WF Viikcnn- L>. rl I* ^liilrriijar rpi^jV-nifc-ilitSl.- -1^ p|i'irinr.x:>- |ii|-i(TMi|ni-|i m HcIft^iIc. 

Cliiiral .^th-h.i. J C1lik M»LiLilri..? 2III3 l4I..11T2-E.l7T. 

Vi I IV'j^jr r L]ini(cl hyhriihrjJann jrd □n^liriikii-.'-m ap^fliiriiiKvi': k'l'ih>.' di^ni^i-i^-f^l 
iiiftfcLi:'Us JikTJM;*^ J CFin L-nb .-Sr.ril J*!; 1 \ 2 32.^ 

-V:. w,j|iiKriir. L^i 4 l LtruiiruJi.id ^uIsmxoF Ep^irin-Uwi ^iral ki 44 l in pli^nii iiKJ 
7 k*ri^*rjl Mlm^iI maMiHtiiL'kur I'd.k of [umipljdtidil pici^nis hi i-e .13 cinid- piilynirf-i- 

^o-uL^ji [L'.h.[iL'rj- TiTAnKiHjDLiiijn 2im2.7-4:b5rii 

.W.l 'iViiiH 7,. d il. t.lldilh- Ilf ^.Liniaia Lni-nun-v.ldricKrAri iinn lyp-i I «ir> iilKKrylu piTU 

chpcxLliili imil IjIh,Iiii4i |E-4diiliai eiiV iei tKUc^Kiihhi->^;TnEiis I XclKiniriJ ZIKII:1CI 
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VJ. WjrJ CL. fl ]| Fklifn >rxl pvTSinix-irtc lci-;iry af ipi-an/lilalixr rc:il lime EH'R 
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1Vjckij.^-K oA:i 1. rl dl Riip«J dl^'Or^is ^i| L'nlcri'i. irui i|i:L'Ll'nni-‘!i? re3i-Lin.ic Fl"Jt 
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yv-HSt?. 

V7 WfiijStfi 7 Ss'ln^L Fl. tailler K. Vhik'nil.ir nrd^lwiilN Icr r>1xrfTvt'3kilims Nur^n- 
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.172 W-n^ K'. ri LLfFullt^s nl r|t M x lu^(ij MU ] WS nhirHi.-«hil LLVA-bjhid >vti:Wj»l 
Kklifllit'-irHvi ^ysk-rti |iM iih-iiTif^ralH^-III -Lluls'jilj ^ijchiFlL-iml I^ktiiiI i^i*ii 

liukf-Ji^h l*ii ■.Il'C iic'kl fls>1ik'h. I Clin ^ iTi.L-l 11 i'?ll> TT01 
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1G2 CAPITULO S G^cteriobgia mSetica: taxonomfa, moHologia, riElologb y viralancia 


P a*.fidos iniLv de Ire;^ si|;ros desdt' (luc LceuvL^critiock 
(ibvfrvorji pur primcrii bacicria-'j v I^kh praUt^Ei- 
o& con su microscopio primitiv'o. sc tia acLLcnuiado una 
grsn ccntiddd dc conocimicntn itccrca {kl mundo bacccriano. 
I.m injcrivirg^inisinnsi hC cncu^nir^ti irklos ]ols atubi^nt^, 
incluidii't el el agua ^ cl airc. Son ciipaccs Jc punicipar 
cn luJaa las funciuncs viliilcs t|uc sc obscrvan ca. las fonnas dc 
vide supcriuics mas compicjns y csidn cn anocipcidn cim cl 
□mhicnlic incric y c^in Ihn d[:MTiii\ formiis vivicnics. PoriiUi aclE- 
vidodes en esins Ainbienies, son una pane irtEegranle Jet equi- 
librio de la vuta. Lek pnK'eso!^ gen^lict^ y ttloqubnicc^s cjuc {)cu- 
nvii cn I(x1as las Tonnas de vid^t se ban d]lL>oidHiilK» nsando 
nucrou[;g4misn)^>s y «i(^IO' ahora «ic cstin apicciamlo por cumpLu- 

IciMJK icinumcnihlcs funcioncN cn I{>‘e cllIdh dcL mcdjuiimbicnLi:. 
Por mzones de espodo, los siguientes capimlos se ocupan de un 
numcm rvlativamcntc pcctucAo dc micTfHiTjiamsmos cap.ii'cs dc 
caiisAf patulo^(as y cnfcrtnedjulcs en los senes humami's. 

Hatij lliijdes del siiily m\, Louis PuMicur derribu dc tinjdo 
experimentaj cl mito dc Ij gcncracion cspontanca y Robert 
KckK, cnlrc dcmcisEn"! que Ioh [tlictt»Lir|jani!iiniiN pudLun 

causer enfennedades infecciosa^s conn carburco y tuberculo¬ 
sis. Aunque las tunicas iicluulcs pcnnitcn aprccijiciuncs mjK 
dinciias dc la vjnjicneia y la palugcnicid^aJ inicnobianas. 
haciendo que lus poilulado^ originulc'i dc Koch Ncun casl Ina- 
plicahlcs^ cslns principios rundamcaLalcs l[»LlJ'^ia son la have 
(lue espllcji la conexidn incquJsoca cnire micmofgflnKmos y 
enrertnedadet inlecclo^^as. Los pcMtuIndns de Koch se resehan 
CJ 1 cl rccuadro ^-1. 


Taxonomia: clasiftcaddn, namemtatura e ideniiti^cf^n 
bacierfanas 

l.a laxononifj de las haclerias sc ncncrc dc inEhlo cspcclfLco 
a ires conccptu5 bi^sicos: clasiricEicidn. noinonclatunic iJcntil- 
cacion. Lti clasificadun cs cl procoso dc disisi^n slslcinalicu 
dc Ins nrgamsnins en gitJ]K>=!: la espeeie es eJ nivel de Jivisindi 
infninioy el mAs deliniln-o. La claslftcaddu lambiCu se reticle 
a] EigrupamicnlO dc las espeeies desciilas en i;iJncms iiiicJianLc 
fantilias. iVrdcnes, clascs y filos. Histbricanicntc, sureicrori cn- 
pccics nucs'as a parlirddl ncconciEimicrtEo de eepG^ Cjue lieneji 
earaeterislicas fetiodpLcas dlEerentes de nicjuxirgariismos simi- 
lares (p. ej., otros miembros de la (amilia f-'nlt^/Yifym-ten{n.'i'iii'\. 
Estos aislamienlns sc euinpanm luc^o toti ntros urgunismos 
u^ando una gran buterfa dc pruebas rci]e4rpieas. Las Liplicacio- 
jies aelualcsdc las tdcnicas mol ecu I arcs fp. qj.. bihriditcion del 
DNA, secuenciacion del DMA y jmplificacidn hisadLi eri la 
raicuiiu en cadena <le la pfjhMierasa [PCKl t ban permiiido a los 


Rtcimdic 5“1 Pc^iiJsdos de Koch 


1 1 Da mlcnvMfiMtiiiraii) dade dthc ruBf present; en loJos Lw d« uraj 
cnfwniKUd mrewni^Jj detenAininli. 

2. Loi. tniciwfjaniiinKK pwden seriudiulcH cn trtiicivai uociidns con 
nfl «Uldp dc CIlfElTIKdKt. 

1. La jnrvulKiAn ckl miEmorf nnisiwi aisladu * aJiienulES 
piubee uni enfaTnoIid umilar. 

4. Ci ciDkrtKj i-dJiiiSKri^fdiiiuo U4ciKU> ;nn Ic En^cnucdlvd puede ver 
<n moKtiBi irprrHiiCitn'is d« aniiiiilcu infcdwlns de Dvsdfp 
eXpcvimcMil. 


laxontiinislas Idenlificar socuemeias inicrohianas eaneterfsticas 
y [)(rus clqniqncns que csiabicccn el paTentesco gcnciieo entre 
dlfcrcnics mieroorganisinos. Sc podna proponcr una nues-a 
laxoiv^mia ba!;ada cn cnmpsiradones sislcmiincas dc rasgns 
fenollpicos, quinuotaxorti'pcnicos y gen^ticus, Rl proce^o de 
denominaeidn de Ins microorganismns se estahlece nted'ianie 
rcglas dc nomcnclatura. 

D^nomlnaEliin las baeterlas 

Los inlcnios pnr cndiEicar la laxonnmfa y la nnmcrK'laturu dc 
lashsctehyscEaiien/aton fnrniBlrtieiJleni prineipioB del sigln xs 
eon lus trabajus de CIicsIcTh DLLcliunjii y Cii esc 

■xiainanlo hc jcunicrctn comiLn dc miLmhlnlogOM intcTCsa- 
dos cn organizar In laxonomia bneteriana. pnra decrelnr Icyes 
retacirmiidas tH;>n la salklacirtn tie Ioh nuevns ntirrihivs y c>la- 
hlccer prnccilliiueiiios enn cl Iiil dc eiuiihiar la nniiicrKlaiara 
(vease recLULlrn 5-2L EZ^los debates diemo Itigar ll la puhliea- 
cion del ftiSintaviontt} i!f Nomitn'inturii t/e Bttcifiiui 

eu Lu reviNion Neeuenelal itc esic ducumenlu t'uc publi- 

eadn por el Inlernalionnl Commiltee of Systemaiic 
hac(en(i|o£y cn 145^. 147.1 y [yyi.iireK [.jn; prioridadcs y las 
nc^las pani la dcnnnUuaciurl ik urla bacLcria sc cMabIccicion erk 
printjjj-iiE ql L' dq rnayo dc 1451: ql 1" de eilcro de 19^0 sc 
public^ la priiiiera "Lista aprobada dc riombics Ixielcriuiuis'' cn 
el Jffttrttal tif SyatctfifUif Havn^i-iiihf^y (USB) 

hsia llstu fue [uego enmemlacla y publicada nuesainenie en 
I9S4 I'- Las cdicioncs irinicstralcs del USD fahora liunuKlo 
Jtiuntiil of S\'!itefiitiiic mtil Ei ulniif.vbtn Mi- 
ctvbioti^f^y. IJSFriM i tlifunden listas con Ins nnmhres de Isf; nwc* 
vus CHpctics tliMas lie vqlidatidn}. L;k dcseripeinnes dc la'i. 
bricierias nuevas iMieden publjcarse en IJSHM o en otras revis- 
tas extranjeras y nortcamcricaiiLLS. Si la doscripcibn sc pubUca 
oil ULia rcvislu que no sea 1JSEM. cl numbro y la rvreneireia a la 
hlblioj^fTa quq Comicne su dcseripcidn pueden aiKtrcccr des- 
pu^s cn uUe llsla dc validai'idu dc IJSLM. AI comienzo del 
Jiuevo inkleitko hjli apjiccido 4 nonibres dc csjK'cies pn)- 
cariontcs m In "iJsUi apoiibadii dc minbrcs battenarns“ dc 
IJSEM, o eii i-Ai. Li Mas dc VLilldacioii dc USEM.’‘‘-'=' I face 
poqn. so hun pinpoicsln nornbres para e^pecich acTLiiilmcjilq no 
culuvabLes, pero que ban sido caracterizadas por m^odos 
mtdi.'qnlarcs (vease ma^ LidelaTUc )/''** Qialquicr insqstigador 

puede pfnpoilir dcsi^iUiciEMlCs Jc iwetiis tspCties u rtsisjupcs 

lie la^ esisicutc.s, y ci'lLcrios pm^ lu ptibljoLici^n incluyen cl 
aainbne dc Las csjKcics nuevns tdc acuendo eon bs rcf bs qi|a- 
diisqn el rreuadnt 5-2L l^ dcKcripclon dciiilLudade las caraclc- 
risticas genetioas. bioqu/mioas y morfolt^giuis tkl micpitsrgii- 
nismdn y la dcsigntioii^n dc un cullivo vivo ttupo la "tcpa ik 
rcfca^ntin", Cmu cefw de rcrqicncia sc dcposiiu cn (a.s coke- 
qiojics dc oiihivoj dii pcfcreneia (p. cj., la Amcriran Tjxks 
C ulture CoUecliDn ]ATCC’| y Ij MaDnn^l Tii'pc CnJture 
Collection IMTCC'lk las nneias especies eslaran disponi 
bits para [itnts inveshgadote'^ Se |>i>nc CP tela -ile jiilLitP la vab- 
de/. dc los riuinbros de espocios jiuevas mcdianle la puh]ieaei<»n 
de una “solieltud para una opinion'' Jc la Judicial Cinunussiun 
of tbe [nEemationa] Urtlon of Microbiological Societtes. Bsla 
comisiAn per lo gei^eral remite la j^olieitud ii comites mis 
peqnehos que >.0 ocupan ilc £njp<is c spccfljCos dc micriKtfga- 
ni sinus, ctiiiio /ItnwurefJuft'tje. 

IdiiHlllcaclAri lenDtfpIra de las baeterEas 

LjOs frrsx’edimicnhis dc idenlilit'itirtrt fcnoilpica euntinilan 
sicriilu cl prineipiil nt^todir de ^delltitieaeL^^n de la mayona dc 
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RQQUadro 5-2 RcgUia tic la ntimenclalura dc las bactcrias 


]. I jilMi! u’dii iL^I EKifTL^iiL’' L'i>ttCw|u pxro. Lti 3;iL:niLjrpzjhi3i:iti^. hW hiLni ixu';i b ipl£ip 4 -^»i'^^Ln:. i\*znc jniuridjil cun in^ uliU^-jLd^^^ 

Ih'- iTitiilci oct^UitoL sicinLhT<.'s p--n5riii'''^i'^ V pii^^Jcn -^r C3iiiibra»1**»i piir^ ir,u.K jr lai rcn‘iiii;vi4^i>,'‘? Ejininr-L:!-^ ^ril.‘cll:l.^-^^ Cjn pj., nfirjj 

hi ^iJo rjTuhijifcs cwru/i.v?.' "• 

2 . Luh Dombfo que mttjidcftii a enof d a inHihuUWi iSehcd icclujiars:. 

3. Tadof h>i Doinb^ci tst^n ca loiCa a "iKijniudcii." srs;riri-jik.‘urir. l^ih frjrtciietdcki ^ if^tiiruudc uscp u^ecuidb y c^ntro || miscvllruk, firnvjtiDD^ dcu- 
im]k Ain ha^4Tcn:iQ dfL t^ri^en. 

4. Ld primcra. pabbru ilcl. nurnhw ^ihduhieikt gEbiriu) ciaI Kkcnju^i ni |in;i>i]M.'-ula. 

5. Li pulbbrd (t^p^k 0 4^[eup [^ipeuliku] le escribe i:Ufi Q^niiKub. 

h Q nomhr^ dcL y ^ lacAptiSc. ituncipiukloi jitfuu emu lufanyi^OH ^ niLtci nunJo apafvcefi cmfiFiHOS. 

'7- hi fir^nlMC QorrtiTinflE una Hpemic o [:iuvkElnkci'? ^iupi^nnrffi ^ |H^r b fnihlk^ifiAii vflids. b IfjncLrriMliil di^ nonhre- TCf;- 

ppcan Jc n^imnlclaima. jf la |ifijnii,lad lie pntiliwiiii. 

a. Lm nocnibiw dri ffnrro y la«pKicqiK fl[Mrtcfn «i d JiiNOfepf Sfii-nwiyfn^v. I/SEM) CfiTrnwlJuwi&c 

fn^rrmrlumrl /rnfPTKjJ ttf S^jlcnwir^ SiwIriTfJif^ fJS&¥ pOnl^ik ^ct LXTtibviJ^ ild Jk.iimlu Lud bi T^gUv 

a. Cuandet u iranAdlcfc uiu E:'ipccic dc un i^cicro a idcto. cl irpiEctfi dc €^]wic u rerkne |p. cj.. L'dTJtt/T}-Jr>^r/f/>yJ^W kccomimrt hi 

b. Si w crkjuchcfa qn? unnoepa dc K/ctciKb cii rcididad pcrtciKK ^ oui^ fd:ficru, cl dc la cepa. Jr rcfcrcucin no lo vilido. 

L'. SJ m hnitfiMir^uqiijiEiUP m iih.'-]u>'c cti ^kA u bbli g^nckci 0 iktH 4lua o Etkdi dir^ieiiiL-ttaic^ de capede, cL iionibcr dd gdkcni/i:M[uc}c qne cenwtse li cepa. ik 
rcJwAoia MviTcia coMideri cl nomlvc vdlidn 


las cepsw jilsladus cn cl laboriunrin tie microhiolngia elfnica 
CvifjLst: rccuuilic ^-3]l. lil liiiriniricc pfiiicipal do idontitlCL^ci^n 
vsliicncl BCTicniy Ino^^pwio, sinprot’ururilescnhir lajenrquii 
i\ ht qu>tf pericnet'^ un rriitiiH»r!:ani\[in] F:n la aclaiiliUaJ. 
ItT.h eH|LicrtM> tnx<>iivttiiw!j. cihud kis jvublicinJy^ en ol vtiluntcM 
4 (l9K4-]9Ji9) (!(.' lu cxliLioii Jl:1 Afanuai dc nut:tt:ritfiirf;fa 
tit' Birrjft'y, Ja cdicioii di: l!>^4 del Alunutit Jt' 
Dcfcrmhuinva dc fl^’rsijy y vjri<w manuulcs y 
rcM^ila^df Irihnralnhn inLie^iran afnipajriLOiiio^ de hdiaeria^i on 
uitq^orla^ noJcriIrttULijas buNaJa^ cMriclanionti^cn uaractcrlsli- 
cas fcwjtfpicas.'™ ’■ '•'■ Eii cl prcl'ado Jc la cdiciun tie 1994 

del Mamtai df florit'Tityltttifa Drtenttinativa df firiT;e\\ J. G- 
HdIk oI dinoL'ior cct jot'e. esiublocc que 'Vl ardonQinii^nio del 
lihm es cstnctriTTH’nH" tenntipieo; Tio Kf irlonlji [ifrcccr una L'tM- 
^iflciicl'bit HI ^nvlen cic^idoe> uiilic^jrio y pnxMtt^i ^yn- 

dar a la idcntini:aci^)n dc Tiis hucLcriaN”/^ En cs.tc ci»ntcalt», unj 
dcdnicLon opcniti^ a dc una cspocie cs uii cocijunlo dc cepoi 
que conipancn niucluLS cariu:[cri!stica5 fcnoltpicai. Una cppa 
twcicriaTia w derive de un unkn inlcmor^anismo nislado cn 
culiiva, y la cepsi dt; ttlorencia tie unn e>ipecie (^|Kresenca un 
ejenipio invariable de la cspccic on cucsiit^n y cs pnne dc itna 
colecti6r> ilo ^;ulllvt■l^ Ip. ty„ ATCC), Las tspccies oslicc iisiji- 

naJaa a Iik jjL'ticirtiLSi doriciidn.h tnui’Julu^iLa y bLciLjunthicacUcntc, 
quo a su voz, cslan astgnadoj a faniilias. coda una dc la£ cua- 
lo& tambicn tlone caraclengtJcas niorfoldgicas, fi!iio!t>£Lca^ y 
bi(M|uinucas detenninattn^. lladoquc In'; eonTmncruia^ y dcci- 
siojies taxtnii^inicas ^on aft>ilruda:h \'kv un cujnit^s ol Ci»iuH:i- 
micniu itiJivjdual 3 scs^tM intiuilutidtis en cslj Lnslantia 
luLcn. c|uC lu clasi r L'oeiun fL^Uutipica piir cncLiria dc La^i cjitc^o^ 
rias dc espctics wii nlgt» ,iTbi(rn-rin.Las TvgliiN (k; rntmi^nchi^ 
lara iniplican gn cIsLHiflcacidn jcrdrc|uica: flin cinliai^o. csuis 
csqucinas dc clasircacmii no jctan|uica tian side LiccpLaJcs |h»L' 
ane^, coino conve[ici 6 n la^oinjiuica, En coDKKUcjieia, los 
iiLniabics do la.>i f^tnilikiii (iepon la‘< lOrininad^’ncs lacint^adiLs 
—tfoono (la farnilia BiufrtdHtticriat-cac, La faniilia Ncixucria- 
cof/oL l<w noinbfcs dc \a\ rtnlcncs ticnon lonninacinnas -ales 
fttnlen Eiihat^tcrriaie.i^ y ol ncunhic dc las tribus icnniitan cn 
-eae (p. cj., la tribu Pn?tt£ie). La incorporiicLdn a una base do 
diitns dc ordenador dc la informacibn fcnotipdca de ]o 5 sistcnias 
dc idcntificaclbn diiponiblos on el niercado ha pmpoicianado 
Una (Tr]j;anl/suci<in Hisicmj^liica dc frun canbdad dc dalos fenutf- 
pices ueumulathn. Nn eisUie dueJa dc qne C'dos tllauK^ c^'tntiiiua- 


rau acuinuidndosc para sen/ir ai laboraloriD cimicn coinn cl 
p]in.oi|Ut nij^iodo dc idoniiricacidn dc las baaciios. Sin cmbsir' 
jio, lu apuricidn tie iccricas jjcnclicas enntnndcntc!; >• sofiMicU’ 
\ii\it lia eons^riidi] laclasifleucit^n baeieriaiia jci'^njuicu no sriliP 
en iicia ixmibiliilad sinu en uu hcctm incviiablc. 

CriiBilos lilDQeniiicQs para la tilasliicaciAni de las bacterias 

□ado t]ue la secuoncia de nuclebtidos de DN'A cs linica para 
es|x.vies individualcs dc niicnxH^aiiismns, ol anUlisis del 
puLrcnieseo de los ikidoii nuelekus inicrubianus fuc rtx'onecidu 
etpna) uiu piisihle hcrratniculu para descifrar la toAdnoinia y la 
nomcnclaiLLra bactori anas. En un principiOs ol DMA I'uc onalL 
/adc? pipr sLi contcniLk) on (1 4- i|HiiVL'iit]iJe de guaunslaa 
+ cilosina). Sin embargo, e.sio an^lisis cstl liiniiaiki iKpr ol 
hoohe^ dc quo das {Pti^anisinos eon sccuonelas di\cir]"ciilos do 
DMA pueden loner cunlonidos siinilaios do G 1 - Con 

poslcrioridad. sc creontro que lu bibridacidn DNA>DNA pc- 
rernha inrornaacinn mis util. R] DMA hicatenario puede sepa- 
rarsc en sus dns hehras consultuiivas medbnlc La exposidon al 
oaldT (1 u eonconlradoocs salinas alias. El cnl'riamicjilo o la dis- 
miitucLi^n de la cuihr'crtiracidii lialina hiira (|ue bis das hebrus sc 
viiclvan Li ui]ir o hiln^idon cn las fucnuis do ikiblc licbra [hir 
apafoaniionto cspcolfico dc basos (vi^asc mas adclonlcL EL 
grado cji quo las dos hebras slmplos de DNA se vuclven a unir 
cs una mctlidu indincclu do su papcniesco.*'' Usamlocsty Tircni- 
oa, so CLicoiitri'i quo Itjs ]iuc]XH>riganismo(^ oon oca'a tllci I5'f o 
mas do errorcs dc aparertmiento cii la sctucncia no sc vol^ I'an u 
unir on L4inxliLU»ncs idcalcs; asf. kos DNA dc miLiuitrganismub 
loLioionadsis no sc hibrldariln. C^onto o^msccuenokL la 
hibnJiuudfli DNA-DNA ba sidit uiil putu lu tiini]i«raoirtM 
do espccios o suhes(ieoies do tiiioroi»rgaui!iin{»K. En esto coiitox- 
to, uita cspecio bneterinna puedo dcfinlrsc conio ua prupo dc 
bjcforias quo muOs^ruH un purcnicson dc DNA muyur dt-4 7l>- 
739!^ eon 5 ^e> o mcnos do divorgeneia on Los seouencios de 
nucledtidofi.'"-^^ 

En la d^oodu dc 1970. Ins gcncrislas oonienzarnn u liivcMi- 
gar las scouoneias de RNA ribosOmioo eumo un nidnxk} para 
domosuror cl parcnicsco miciobiam. Estc trabajn sc ccntr6 cn 
la molectila dc lAK rRNA. que es una parte do la .suhunidad 
30S del ribosoma bacloriano (v^ai^ adelorte). Bsta mole- 
ouln tic L 500 a I nuclc^lidihs dc ]iirij;itud sc aishi cm 1aci- 
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FEDUailtD 5-3 M^ladca para la cara-ctarlzaclbn de nilcmoiganianiDS an al laboratarla do mlcrabiDlDgia cliPica 


I. celalar-> locEuye el tQLiL:uli> lcLuIlif^ tu. Furnu cctulai y la dialntuKiJn iL: 4:£]aL» unax ciin icipscLo j. otnix. 

2- C^vrpricrivtkwc dc linrinn- Sc iriieiv pnr lt» L'tiiEr.iin ;i. \ \vi ik Cknm y l.i .iricliv-sik’nhLil iriivlralr psin in£:lLi]r lg de- ntjcix csracte- 

lifdica^ inicicKotSpjcAS, comei Ia pR^wwLi dit gr^ulnt rbftacmnIticfK o vflcucil‘.i(. 

3. MoilIKdid- Lu isKi'^'kliiSud pHuede atibcrviirse el JiikLwopim:iJB uiui pit^or-Kb^A biUncJ-i □ per iDt>ciilaKk}ii cn lucJ^us- de □uvuiliilad heini^iSljJos-. 

4. PrrwKia OAUKwii de wporat- Ij prc^encia dc c^pnm « pnnicubrmenlp dUl p^ni idtTiUFicBr r^>.^nfrtr«Tp y rebcic^mdos, La^ Mpem 

p<Tr la^jrnrral w puedtn diMirifuir hi I^i linL-iwes 4k Clnini hi prepunitPinc^ hiimifd.i', ipv^si las larKiHKrwc espedikas pm cspriras mwi i 

5. C4irKlerbtlca» de cr'Cdiiilenlo. 

u- Rapdilti dc- creclrnkiiilo- Lu nuyerfa Je Ijcm i 3 iucroorjgajii 3 .incni cn cl luhorolork clinLco k ileBUTolthn dHilrode 1 a Z dJtLS. SincEnbarga ckrtas 

bv^ii^ax \p. nnLulAjecenu) y iu pucdCQ iLinfut un licmpo LoflSidcrabteinc-ihie mds 

h Morfuli»t^j| dc Irx r^»{4rtbV^ en H mcdjq ilt rrTcinfeHriilt>- hai-li-ri^^ -.an'sin en mj i^peCNi tt\ mestii>: dc OllriiVi Si^lidTK. Curt es^wicrtcl*. tfl fflOrt’fl'di'lflt* 
Jc lj» CT.»kiriiiLi CEi mcdjqis SKupIsHia alieuu^ pnj«-lKi-<. r^iid^ ip. cj.. caCabMii a menjadu cs pura U del ^nenp 

lie mkiwrgnni-^Ki^ que tc dkuirnll^ .l pariir4lc mucxtrDx clfulciLx. 

r CnndinEinec pCmn^FmcBs /k^iipngtx pmr^ H linamilfci- Lna ni.imM‘fi=nnN!rnsi\ %e foedm taw^eriw pcir viu% rTcpenmlcriirw pm eS «ifjcnn y, Ncp'iii ew 
rcniuerimicnla. m pucilcn cla^ificuT avm»cn»hi<K fm^uieren O-L fuculEaElHvs fpuedeni creccr cn pnnCTicia t»4iiihc[]c:ui Je Ct-uilacnildwi ^crcL'imicnE-u 
i5p4j[iVLicQ dc D CECLUcikDtn dc h iiworlj Je I >v miccvor^DUL^^Ob tamhi^n bc cbiiciiula per didudo dc urbonu. y cl cneLniknto dc Idi cap- 

nofOicD^ depends de] COj (p. cj.. csfKcics- dc .VciJEr;>.r*. micrDdrfDni&rriob. rtin»cbpccici dc Cwnpyfotoci^f, pL;c4€'n nernitar BtnidsfcTJi ccfi ten- 
iidn de Oj lcvH»e«iiedisn)inuida; non ]c^k microaer^nb^. 

ii ICDBpxrr-u tHni dpl'mia dc crcetiiklcale— La oiuycdu dc ki^ m^nxiEigid&nxii. cd Ic)s iBboraloEictb dfoinn deren un dc»4iriulK.b bpiinio b 3S37 *C. 

La cupai^idid. pun ii v^ij-bs Dcq^aEuiina fMJCilc acf dill pjEJ cuiHCiriiJiE iJgiifioi Tnkn>or^iankDS (p. cj., cjcrui. iniirc34xLctciijLS 

[uherc-uk^HaA^. 

r .^tnrfnlibj^b dc ctikpftb^ (it iqcdkiAdlF^renc^jIc-ipfickcilvcAy nn nclectl^oc- l/ri hhoraEarier^ cICniCfM inocuba iriLM^tra.^ en mcdLr^ na y 

bclccii^ui puffj] lofrir litiscendiduacs 6pdj&iu dc mb]uinjcnLu>i]e inkrwr^in]ibi[K>» a puctLr Je unu muesfErd. Uvi medta? svleeli'^u ub^tri a^enlesCinLiinkro- 
bianui Ip. cj.. cdhdnj. y Jclikf udidiiicx) cn a^iir |CNA|j o coloraaECi y bain biEjorcs (p. cj., ufoi dc- SLicCciiikcy^ aj^aj dc nzd dc dtrLiEcnq-ecistJu) pini 
inbibir el -cncimicnto dc il^unos micrcxif^aiiiRnHS y pcrmiiircE dc otrvs. Adrm^c, algaiKK medio^ crlccli^^ crci tHm'N^ ditcncncijilcb, ](>quc ^Efnifka 
i|uc 1aACiilcrua.squ.c .hi^ dc^ajTDllan cn un medio dado tlcncD unn uparicncia que mucilru uns o varies conclerl^Uca □ CBr^cDcMbliL'iiv fcmMi'picAb 
ELiU> i:a.iaLEcrl3dk:i» bD^icren L p^r^jblc idcnikbd dc iTucrcwfuniimoi^ (p. cj.^ L4i5 cc^ooiu LiKCihri^ de l«» cspccici S'^^.^cJAi no fciincntadorUiS 
dc Iji liJL-inui fcenie a Iils cclcrtiEai rojos Jc £. fcnncnEadorai dc la bcEcu cn agar dc MocCcnlcc^'I. 

b, C jirBrirri«tl»9i: hlnqiiiinijca^- Juiius ltwi b n^iiifnlci^fn cnlnnial y ceLular y <1 a^fieno df la*^ colMua^ ed mcdcrs dLfercnciale^ y ulectivQ^, la^ pmeba.^ enri- 
iiiilicK y bi^i|lJ[TTlka.H I'amiin lu bax parst li rt'Uljrc.irJa de to^ pri^dimkAEi^ LiEvciriiiurlm dc riikrEfhic|i:>fb ctrniL^. Ln jj^ertenak lii^ csiriM^ic- 

tivuLiis bioquiiiiucas ac refinen n Id, fonoaci^n dc dtslEoilos pfoducten flnulc; tnLHpiimicw^ lEjL^Eretmdielliijdnv. In pcr.Kinmdn de 4kkk b pBdir (k vnrin& 

hidnlfm dc cnrhcinn y Iji -pmxencia iIe ciertjx cn/lmaK hiirEeniinsn dctEnniiuLckii- pur luxtrctm cnRoofifniDiKi u ntrcx ETicUxInx. 

7. PnjctKBK Us Twhiis xnip]dp<aA i^fu b idtJiEiili^Mirtrt hiKienrtfu jnvotucriifl la ci^ieccNin de aniffeftns nkdiaEi» ^nlnlJncla.tliIl^K fniirnAr^w rt 

fllH^nwcidPs Ijy* rneL4H.lris de idcnl3rH;acidffi ^vcruLdgiLik tBiiihicri pueden iLiaC^c |nni niiliSEnUif LLirjUEtflnuliuiici ubLcnULs^ puc i?U<jg plULL'diiniaiEui. 

I’tir cJcn]plf^ liM Expcnci ile I'^hruTn^fia pueJen idEcililSmrM: ciinin lulci pur pruflui liiiK|DLi]ijLiD. pHv lu ^rodplFiLaLiifill lie i:cpa& aJatioJah ^k SalmwTcISa 
pun anli^nuf floge lures y fHif |cp|rtFKtal tc imNld ^j^lVilrtacWn tti pimanetjcnii ciwi anihLitftfw esp£ttLk.-HJi ilc gnipti y 

B. AildiUslAdc l09 |HX>d-Llc4c3 flBIlln BTielll.i^iC'W P dc nnr^>fiBnhE^ ^triklu-n^lpt dd Ebkmtiripiilhabif— LI uniliiia aLz lux pnHJucCux riinaici iDcCubcSliL-v^ 
rcoliKR indirccBJincnEc cun BudiM kki iixicrn.ai. dE Klcnlidlcuiiicin hartrniuiEi, cn lux ciialsh un pniduLtLi lin.]! 3Eic'ELLtii3lic:<u pn-idi!K:e U:ii cambiLp dCECiZiablE Cfl uih 

irdic-iidnrtk i-bun lipw. Sin.™iwpn. ■r^i1■^i^ii■■ls pic onw okri'HJLrs, cnijift el arLStkhi ilc cmn^Eogial'Ia gaseosa cLe lE^pudoi. 

4 k culCivt! C 4 jn ciddo^ agoCadw dcspik^ dc Li cslnctibn p<.irt KihcnEcsi *.3r|dniftKS- tMa Btfvilk? ct gt^l pr-i b IdcflBl 111^^11 dc gdiKixt y csf»E;k dc Iwt:- 
ic-lioa anocrobiis. Loa CbiUdU>9 i(;ljinhi0UADIH>BniwO» (p. g., -BDdGiFil dc p<pEkkigiu>i;^irKis y mcmtiRiu enknna dc I,fl jxkrcd ccEuIaj^ campi-nliriuB lipfdicLi Lb Lu 
pared cclular, drticcci6n dc cani|wncrtcs del ImnqMWtir ckctJ4^rktK winn d^nnnmtw y mcqaqgirwifiaE pnr fTnma^qpiifT:i iKpndu eIc aha pretiup ei-<rrqnuin>- 
grat'ia dc gUDi-IApiddni lambkn mhi diilc^- pcBO> no habtlualc^ cn la Bnuyndi ik lo^ litxirakirinsfi. LI iin^lbi^ dc la piml cvlulur x? ha UNodin von t^wivo^ re!Mll(ii- 
iktx c.n idjguiuM laiMMitofitH Iw^iijlurLoa coma un uktixkr pan Lu 4ljrcne[KjLjK'idn c idanELfica^i^n dv Ins mLviibKkEias y Um micr^Nj^ijumismn^ TcEacii,HiBdus- 

9. AiiiUiu^dr gEih'lkii iiLuIcculiir- Loi ni^E>Mlr>i mdcculurci irwlu-^cn cl contenidn ^le G 4 C?, la tiibTidx:i4^n y In KEciLcnciacirkn. dc tu^cs di? 

[>NA. Aunque no nc lois usa dc mfido rulBnilrici cn Inx labnnilnnnx hnipirBlinnx, permiten cl dnamilln dc pntelia^ enn MiiHbx uBili/zi'.lais cn oiurlHK l.jhnr^E4i> 
niM poTa la iiicDtdlcjcH&n Jc nnkotuicleriasu cLamiduii. hofipos SLiild3tilvo» y L;l^ 4c i^mpN'nc-skh>n ip. cj--. cn uddtxin dc lu 

lutilDCrosJ, icaoci^iil ca cadcru dc la Ligasa.. arapliJlcack^ del i.levp3:i7iimicnB&3 cb b hcbnL y umpEl^cac^ui. buxudu cn b acL-unu-iB Jc ilrJrjdcKn) [iiii- 

liE^q eiliii liicndh u^kdas cn latwruBorir^clCnice*! para la 4 tc 1 cceinn dBirvla dr BnrrJFiomnfrx j ,\>ptac-™ jcrMwmfirjfTjf y pn^ bi iteteMiftjictfflies de 

LsiEga viral eu I'raLiEnccN con tnfcccionci par HIV-L y hcpacilk C. 


tidod do los microofganifiniof: bacrcrijrHis y ciBmpIc cl miKmo 
pnpel ftinciorwi] y csCniccnitil en T^ilas Ja?! c^tulas hacierianas, 
Le3n KNA rihBiTiC^Bi’iicoK do I 49 Mjl:Hiiii4laJ poLiucnu lidn pcnnanc- 
ciila qllaiTiL^nli^ consorvjiJos duraj^tc Id cvolucL^n; lnh ifiul4K:]4.v 
flCS CI3 QiSlU aceucrKlill dc bascii altdincnlc cun^icrbdda suclcn scr 
tiriule.^ y 3ofi niicft!icifganisitio& con cstas murQciooc'^ n>n scihrc- 
vivcFi np Kc prtspagyn. .Aclomitii, coitui es,tas inol^ctiLasi w>n iina 
pgarie inEegra .1 Je un conaplejo, cs dccir, dc lu c^tmctlira que 
cooticnc lu piotcMid (ol rjtN. 5 SOiTia buclcriuno), Ed irjnslizicnLiu 
hoi'Lfoniul Jc ios rRNA u otrci^ orgunii?im(w csi irani. MeJidnio i:L 


unjll^K do i^douenciaR dt nuclEollJns; do! UiS rKNA se pndie- 
ron deterniindr las rclacinncs fikjgcnt^ticas y la Je 

dUersw organ isnln?. a pariir dc ci|V^^H umieL^csciFEis ootnnnosJ^ 
El dTialiLiiH dc Id sfccLJcncid del RNA ribos^Biiico 4 ;^ cl nub dill 
piUd dcteniiinar cl pajcnlcsco crlnc micmrirgaTiisTTins cn cate- 
gc^inas infcritirLH ul dunciLLe e^iu i^iiica hn sido u^uJa 

pura vjtlidur lacxif^Ecnciu Jc ditcrencias ferHicfpicaH enert ^ine- 
}:m y 4 ;ipcLicji itmy rclacionudirs- Lu^ ccjms Jc la iiiisnia espe- 
CIO pur to genera] niiicstisin similiEudes maynres del 97^^ en las 
socuoiicius dc] rRNA.'’’ 
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sii micio. livj cle secuenciacinn del KNA de lu 

stihutiiibid [>!quci\E] hail tciiklii grui impLietd i:n In sisECLiilUcn 
liiii;E{.Tiajia. Hai'ia IumIl's do In Jfoiida Jo 197U. los nnEdisis Jcl 
16S rRNA Jc divvr&os gnipos bactcnLinu$ tbactoriivs inclnnu- 
i;dnicas tprodiiclDras dc JiKlnnol. bactcrins halonijir^. b^otcriai; 
icrmoaciddniaH, ccc,)rL'vcbr(>n iriorcni^jniHmiiN ernn 

coni]doinmeiite iliteionleii tie otm't hacicrias y de Ini; ei^cinitm- 
io> y dcrtniorun In JivjMOii dt;] inuiido ImcicriEino cii do^ dujni- 
nidii —/tft )i Bmfctiii- y it-'finr/aitMl In He}>nrLu.i()ll filn^cnL*- 

tion dc lo^ ouckuiontcs on un tender donilnio: El 

dcsairnlln <lc In si\'ucncinoi6n del DNA n finp; do ^CMln y 
In (^eiiiC'4 tie In en cndenn do In |>i>]pmera!in I.PCK) 

de bi imikscripansn n moiliudo^^ de In ddendn Jc l9!tD 

pcrniitieivii hi niiipliricnoidii y In iweucjiciaoiOn del rDNA dc In 
KuhuaiJnJ pcqncAu. I’n csliidio ex.tcnho y L OiiEalosLEnotL'm do 
osa\ secLJcncias eii laj; Jicndas do I4H(I y 1^7^70 foiTnan la^ ba'ses 
del e<ii;|tiemn de cln^itkacinn tilogcnerico pmpticsio,’^ 

Lii pubhentiOci piisceritif Je la sej^urKla etlioiClpi tie! Mauwf 
iif Sisttitieilin: tit! nmied una dlvefgenoia 

Loiiiplotn con la prijtKrn cdicida on su csqueina do clasillcnjotbi] 
filcigciictien R] TTiuodt] pruvariontc sedlt iJioori d<K Juminios 
-Archaea y Ia><i niicrnorganiiitrinii eucnnontCN 

•lO ubienn en el dominio Kakaryota. .litc'Airt'd y Btjcftno eiolu- 
cioiiiiion pndmblcnicnto do un orgnnisiniii niiEoi'L^or. oorm) do 
cvidcjicid por simililudcs cn Ion ticcuoneias Jc nmintineidufi Je 
gtrnndo.D iiioldoulji; re^uladiirnii t 0 !iijruL;lLiri.de^ y onzlnia^, 
incluida^i Ins ndo^■:>si^trib 1 ^fnln^ils y hw E'acKimi Jo olcingaoinn 

quo rune Iona n en Ui sfniesis Je proiejna^.'^ Anhea incluye dos; 
rninn.'i prinoi|vnlt:s; y Crenarthaeftta. 1^ 

urchticotti ineJnye las bnelcrias inclnnogcnicas. las bnelcrias 
reductoras dc sulfulo, Ian )uc|oria.H liuloliliui (requioren ^lah y 
laji tcnnnnciddlllns (can uii creciinieato dptinio a a 

pH inenorde 5] nenohias. y bs bnctenas hipertennonias nna- 
crobia^. Crt^mniuK'rtfti Htm unlns lermctfliMS (dm un ertxi- 
inioiilo opunu) n 50-6(1 "C|. af^anisitios quo doii holoia[iiiri».s 
loductorcs do azufre u or^nnisinos ncnobins cnpaceiv de o^ldar 
a/ufpe u «Eri>s snsEniUJs [jrganiens ii inorpinicos. Aunqnc 
Anintifci still siinllares a KrtfMHicntt en tcunafin, eJ^ErucTiifa 
nuolcoido, ereoimicnlo colular y divisiC^n, diriercn en vjiios 
aspcctus, El larusiilti tlo! gonyiiin do (0.6-12 a 10'' 

paid do bases} pLioJe .scr inds do [les Vci'c^i el dc Anfioft? ^ l-d 
K lU™ pares dc bases). AftTwree lionen paredos celnlares com- 
pueMUs do pnaoina y tnrcccn do] pcpOdngliK'ano muRiina 
encontrjdiO en Hufynt'it^hn. Aunque ainhns fmpos lienen ribn- 
snnias 70S. lu^ dcAni/jijeu stKii insensiblos n la iriEitbieiun do la 
sCnlcsis pralcica ]>or ci;treptomicirin o clornnronkol. pono. 

cuTtlu Eul(aryt?fti^ !icin scnsiibles j la inhibiLinn pnr lo.iiiiii diflc- 

rica. Cnracteristicas opuestas se obtienen en hutniif{riii%. 
Rc.suiidendii, An iweft Ctnnprendc l;is KiM.'ioria^ quo “tMre¬ 
main as" del niedUiuinbientc: ito otjaEieae paiii^ciiuH bitriiELiios. 

Dc acuerdo eon In gnia do In segundn cdiLldn del Munmii iir 
Bm JrrUfi(>);ki SmfriUtilit fi Je Bcrgry. los miei'OOr;faiflisinOi del 
daininia (o doniiriLO eomri h> mE^elIei 

Bcrgcy) so divtdeii cii 2.1 divisionos o IIlos.” La innyiin'a Je 
csitw filos bc ooi]ipi.tncn dc espvtics mcdioainbionlnlcSn come 
ln.S buCI0ria.s faUVhititi^licn.S n Ins Ecnhojilns. Lon pati^cnns 
humanos se dlstribuyen on sietc filo.s dirorenlos. La nuyunu dc 
Ins bnclerins grnmnegacivas de iniporinnein clinica perteneoen 
al filo Pnift^thfu ifrift. [|ue cslil dividiJo en tinon tinses. Jesig- 
nLiidn.s a-i, p-. y* ^ ^ C-I’mltotiacteriu. Tudns las Imdotias 
cnioricD.'s, lu nijyoriu dc Ins c.spccics no fcnncnlaEivas. coccre y 
cocobaclios gramnegalivos de requerinuentas nniricloaale.s 
cspcci'-dcs. y Ua Ctutipyhhitcfer pertencccn n varias clases 
ilenlro del Hlo Pnm^itlmu t^riii. 1:1 Olo Firmicure.i incluyc ires 


claws qiie comprenden clostridios, cnbnoicrins. micoplasmns 
poplttcootA, UEcapInsiilEis, csporiiN itcroNns quo rumiati Ixicilos 
grainrvogalivos (p, oj.. ifin’iWMjr y gcncftiK rclnc Inna Jos) y el 

oMnrdccoco. El Jllo /IcCfnofrBcCmfl inoivye k>.s MOlinuunctMtis 

acrohlns y anacrohins y los mimwT^aniKcniK rrEaeinnadtA, Itis 
coons gniniixisilLvos y niras gene[o.s de bncilos grninpositivos 
jLioullnllvos. Los Elios C/itamydiae y SpinKhartef cnniicnon 
Ins cl ami Jins y l4Lsb<iC(eriusespif5ilHiii;is(p,cj..iJf'fii(‘Wrt. 
iictnu y Lepnapint). El Elo liatinr&idttes oondoiio intcrcorgu- 
nisinos do I gnipo Bai u roUies (Batwrcides. Pat-phyirttwn^.’! y 
PrtvtfU'H/j). risA'obiaoEcrias, spingobjicjorias y baeiltA ^unme- 
no ledneni^dores reDciomiicM. El Oio Funobacreria 
esin ooinpucsta |Hir has fusehacterias y el jidnero Sfti-iwim- 
dfh.-i. En cl rvoundm 5-4 so pfici|K.ire|[]na vn resunjuo onmplcio 
del nuevo c-iquenia dc obsillonoii^ii dc lus iidcroafgiuilsnios 
asDctadoi; con los seres humanos y sus enfcnncdiidcs que apa^ 
rciccr-i cn In prnjd™ cdicinn del Ifcjnjui^ tlf BfjiH'nohgui 
Shn^nuituM ik 

A pesnr del t^iirn-sis iicEual on las inAliklos moloouinres jinra In 
clnsinciiicioii. las criEcriDslcEiolipicosconlinuEui slcndo lafumin 
prineipnl dc ijcnuficwidn bnclorimw en cl labnndario Jc tniem- 
hjologia eli'nioc. Ctni los Ttiemdia^ seDaJnJos en el recundro 5-.^. 
junto con varins osquema.^ de identiricacidn y bHscs tic tkitos 
asi^Eldas pur oixionudar. In luayuna dc Ins hactcrins uisIndEis en 
el InbornEtirio cirncco pueJen inoluiric on un sisEeiua tasttimmi- 
co que pcnniie la dcnoinlnncldn de uii nombre de gf noro y do 
especic. H.s|n s'ia Jc oeccsu verifeen c| papel quo cuiupJo ol |abu- 

(urorin de micmblolngid cHnica en ivroveer n los medicos con 
exaoiilLid y rapide/ las identijicaL-iones de Ica mioriHngniiismas 
y dctcnnlnar su scnslbiliJad a los niiEiniicnibiaiias. Lus inddi- 
ctw, J su vcz:. osan esEa iiiformncion parn iiclcceianai lus inicr- 
vciiciuncs torapt^inicas mis npcoptada.s, caulnolar b respuesla 
clinicna del pactenle y evnlnnr su evolucion. 

(’(MI cl lin de pniporciunarle al Icclur fa infurmacii^n bfhsien 
bullclemo para entoiider lus capftulos slguioniEi.s ciui rcs|>eL-tt> n 
Los patdccno.s bactcriaitos cspcciHcos y Ins enlcmicdadcs quo 
euu^nn. In pruxima seceibn so ooupn do b nmrt'ologb genend. 
la [isiolugb y Los mecomsinos ile vintleneia de Ins baeterias. 
£sla prosonlaeinn provcori In inruniincidn neccsitrb pam 
entender lus nialievstk In niurfulugiai luspropicdnJoDj lintorin- 
los, cl crocimientu y I:lh oaraclcri^lioas iTiclnbJlioLi^j y bioqur- 
micas de los microorganismos imindos on los cnpJEulos 
^igukI 1 los. La mart'alogia y b f'lsiolagfi basieas dc hungas, 
par^siiot y t irijs se iHesentan en los; capfnilos 2E). 21 y 22. ros- 
jiocilvanieiue. 


MoffofoQta Y ftsmlogiB Merfai^as tiastcas 

I.a.s hjj(:|u:rLa:i (.ai] pfiVanonEc^t, mientru-s quo ItA hoitgiiLS, liA 
prOTOZaus y OlrtJs argonismus son eiioanonleji. Ljs e(^]iilns 
enenrintuci; eonLitncn un nucleo eon uua membrjTia que cnoie- 
irn milliiples cruniosomas. mientras que bs c^luhs procaiinn- 
(es tionen un croinusoniii utilco (iiuclcoldc) que nu CbEii onco- 
TToJa en imn membrana mielcar Las cclulns cucnrianleis Eani- 
bkn llei^on d|verit>H aq-dnuLcis j^uhouiubroH (unclnncs 

espeoinlizadds, cunio bs ndIcx^>ndnas (los lugnres de la re.'spi- 
mciOn ncjubia) y los ctuniplnslus I lus lugarcs dc In IbEotfniosh 
Ell Ins pljuitiis lerdes). En cfocio. eslos urgiinuliA Mibcclulnros 
cioJucicuuron probabLcmciiLc a pnrlir dc proemjoiiEcs quo 
ingrcsanm en las ctlubH eiicarinnics y dcsnTTolInrnn ncbcinncs 
i:imbiuiicns con clla*;: despues de un tiempo, debido a In peidi- 
dn dc b^ t'unciunes mctabrtlicns nsocinda-s cur In t idn [ibre* 
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necuadro 5-4 Claeificaelon jafsrqtiiea cffr lae baeteriaa do imiMairraneko elinieo iei \fatiu 3 F elo Saetwiologia Stslematica de 

saQundii edlcion 


DGMINI-n BACTERIA 
FHoXII 


PfOMtfAM/iiitTalll. an. 


Claw! 


^a-l’mlBoInclEHa''' 


Clxa IJ 


Cliw Ml 


OnJcn [] 





ramilia 1 

ffiViwJitKi'de- 




G^cfo 3 

kkitl^sid 


E'ujiiUiu II 

Ehrhzhiiiftfir 




[?i^iiCTrk 3 

tihriSchia 

OnJcii |V 





I'iiraPia 1 





C^jipro ] 

Jjf^«VrScJrWJi»WJ 

OnJcn V 

ra^{^iiirn4rlrw 




l’.i]nili!i 1 

C'atai a ?lKicIrrVM' me 




C]^ii[:ir^ 31E 

R/V'k'EAJh/jffl^jniJT 

Olden \7 





I'amNia 1 

Rhrzf^hkn-^if 




11 



Fii4iailiii II 








raroilia Ilf 





1 




GOJIkYU III 



Fiudilia Vlt 

"■Bnidvrhi n^hlan.'ac*' 




fWflWJ 11 



raiaUia IX 

"McCJfe^^ lbiN.lciiAL'cn£~ 




G^dlIT'ii 3 

MeIhySethi?ftfriin?i 




lfrawrVfifWiI.V 





OdJcii I 

■'BurltJiokfcruilcr 




FamLIia 1 

■■■Bifrichfl'kkriKrfie" 




Gducfo] 

li^iir t Ai.ifcirriu 


E'aipi.1ia II 





Gcunrd) 1 



KamilialV 





Gcncsri) 1 




Gcnn'u U 

/I c A FtPT^u.H&uk'ftr r 



G^cfo jri 

Bf^ntrlrlltr 



Gdjiwo IV 

I!sM\fowitk 


E 'diblliiL V 

C< w ru M LCFi iN^ ^ 




fVTicm T 

Ci*/nv;Vitnii^.T 






FaiDllio ] 

\W4:mrrijcfut 




Cicjicrn T 

iVjppVTrrita 



Gctictp TE 




W 41 CTP VI 




GliKW TX 


Ordcn V 





FaJUklia II 

Sfir^ltacfoe 




GdncTLi 1 

SfilfiRmf 

" Y l=*r!ij 1 (tiliact trk.” 




Ordcn l] 

' ''X aad Ith iitn u [uiiJ al " 




pajiiih^ ] 

"XandfLinmnxIaccK;" 




t 




Gcncrn V|i 

S^ff\f\^rT}pttdtaiemiA e 

Ordcn 111 

'iCardii^hoctenLika" 


rSam 


FuJtiiLU ] 

ffincro 1 

Su^t^aieBu 



G^ncro II 
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Reciiadro b-i 

ClastflCDclbo Jorarqulcp do lac bacterltn do lirportancia eifnica dol Manxial do Bactoriofogio SittcmnUca cAa 
Bergoy, eegunda adlclon fcont.) 

$ DONIMID BACTEftU 
FJ1i»l 


' : I- • “ ■ -■ 

/ - 1 . . 

• 

•■ 1 -• 


Ocdeii IV 

“Thiwnthjks" 





FoituLi tU 

“Kri^^UeJ]aL-*wr“ 





O^d^ru 1 



OnlmV 

"Lcgkmdlikfi" 





Fami^La 1 

Lesifm€fUKe(^r 





WktuJ 

L^kraelLi 



Fiidu]h II 

■‘Cwkll-KPw’’ 





G£iicn» 1 

CoT-lVWfl 




G^ncn> II 

RkkeilidUi 


rjfdcfiYLII 






FamiJu 1 

PuMiLmrM^Mk^fair 





GilKTtfe 1 





ancroV 

CTiiiwmwjfiM 




«nciuM 

Piavianmai 




G<jiKn^ X 




Fuallli II 

WrJrttwWdc-ftW 





Ci6iiaol 





G^ncni n 

AcXficivbticicf 




Cj^xnim 

Piychnybacttt^ 


OnknIX 












G^tvoij X 

Sf\r}\ftTwf£Q 


OnknX 

“■Vilwinnilcis" 





Punilia 1 






Uncro] 





Genera V 



Onhn XT 

“AflTirntBiiuiilesi.''" 





FuniHa 1 






Ckocro] 




Fauiilia 11 

5iin'mjVi£]P4c3ivH'^r 





G^mero 1 





G6wm II 





Cknero 111 

Pumittfjboi-Ur 




Cknm> IV 

Swxinmffimis 


Onlcii XII 

"F.nccrotwjCtcTiaks' 





painillA 1 

£jtJe‘Ji^5diL'Jt'dDii- njff 





Gfacm 1 

Enl^mharltr 




C^picrrh IV 

firm AT rid 




G^Mn^Vl 





«iwn>VI[ 

BuiJi^uulLA 




G|Ep«i>V[i| 





Gfiwwi IX 

Crrfprfffr 




G^cfoX 

CiUtybon^r 




C^oXI 

LJ\nianhijfiIti 




GdncmXIT 

t-'minia 









G^cm XIV 

EHNnjT-nf/rf 




QAtMXV 

Hafirid 




G*iwo XVi 

Kfehsi^l^y 




Ckfiwo XVII 

Kluyv^M 




CkiimiXVin 

LfiJirTfitf 




Gi^ntfiu XLX 

Leminofrita 




GiflWsXX 





QbwXXl 





Cdrao xxn 

f^hfiumhiuTfrmm 




CiMfv XXIII 





O^em XXVI 

Pkjii{WnfMax 




CifUM xxvni 

Pivlfus 


iCrtfirriiwii 
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>Reciradrt)/5-4, 

2 - \r L 

; Ppalflcaalfin |«rirguica de las bactarlas de Irmportancla clir^lca d$i tse eact^riotogia s^eramaUca d'f 

DQMINin BACTERIA 

J 



Fllv Xll 

A^ffliDAff^analil. an. 



- . 




Genera XXK 





Gdcuro XXX 

AJ^drlk 




C^wtv XXXM 

^SnwM^HiT 




Gficura XXXJU 





Genera XXXIV 





□enciD XXXVI 

TUmmtiui 




□tncm XXXVII 

TF^bMtsi^Iia. 




Glncnv XL 

K'r^'ijutr 




CflKIQ XU 

yakmrila 


Untoi xnt 

''Pastnjrellalff;" 





Fafniliii 1 






□ dlkClU 1 

RlSJCWTzIhf 




Givwja II 






/frVwtnjnftrfut 




Od«JuV 

Mannhruniu 

ciwrv 

"' ^ p b ■£ Ii 2 rl 1 ^*** 





OnknSI 

‘‘Priuiloviliridukt'' 





Kcindihij 1 






Otw-n: 1 

JV.Vil J ^ ^~V7 




II 


cia3« V 

■ “tpnHwbadwbi-ir 





CUxbnl 






FeuITuIjiI I 

Curtyyylvh^n. hTJcJcr^nf 





G^ro f 

Cimr^*vMmjrffr 




Gffn^ll 

Acroi^-i^y 



FunlLLi 11 

k U c oboutut Liu 






Hrlica^MArter^ 




CVnCT^ ([ 


nia Kill 

PlmisatEs III. hqv. ■' 

• 

- - -^ ri- 

■ . 

• 

• ► 

Clase] 












FwtoIh I 

C/iJ 9 *77arrci ^ 





1 

CTjlrtLifJTe^Duh 




«o:cL>Vii[ 




F^malin Tl 

*'|_uc hn □ nc c oe^ 





{J^r^Fih 1 

ijAchnw.’rpiru 



Fa£Qi]i4J III 

“ Pc pi ■.! Si r s piwiKvaiJt ae"' 





CMkiu J 

Firpt» i^ifvplococf^a 




rSfniem IV 

iirirococcuM 



Fomiluj IV 

"KghBt'ltrlartrf’' 





GiEncfu 1 

fTpitjK 



Fimilui V 

XVpOi^C fX iTCUV^ 





Gintn^ 1 

Fi'fiJTfcrftcUi 



FiiruUuViL 






Q^nclTU 1 

iViJc cK;<.4^d 




G^cni xni 


CUfttli 

MolUcaIca 

XfycfyfyJasfttiJk^^s 




OtdcQ [ 

FunilirL 1 

.IfJ J natfi GTor 



■■ 


Wntm J 

Myrr^^ttytriLi 




WjctjIV 

Vrrupiu\mi% 


Ontm V 

liucTEdf hsJis 





FimiEia I 

^ Eryn pe krtrurlwiwic" 





Girmn [ 

i:ry.iip/r}j^f^riK. 




G^rem II 

fii>fifcrfU2ni^ 


B EstigiTHdel dr.VaFbrEso 
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RBCuadra $-4 CiaBiUjcacion^ararquicadD las faDctcina&dv importancia ciibica (#si M^nusi <fe Boc^rfoiogfff Siste/rtitica ite . 

Sewy, Begurtda ^Icidn ^ ^ Ik ' 

-_ a_r _.__._____ 1 __ ' ■--- JK 

ni«XU( WrfflJtwfttfiir, am. 

Oase m “BKiMr' 



Oiifcfi 1 ta LTiifrJ 



I'oir.iliD 1 

flarElLirrur 



Gfncnp 1 • 

0nL‘rJJB.T 


c^Acn^ n 



G^bcn^ MI 

Lxif^uohact’CrtMm 


G?nen>|V 

CnrclJrfciffjtfjfj 


Kncfn V 


• 

«IKfOV[ 

S^vAomr^xrtfj 


G^dCfu\r[l 



Wi™^\7ll 


FamiliK II 

nfrfmrxvraw'rw' 



G^fKlO 1 

F/4Mr.iCrx.-d-i£k 


G^ikh^ UT 


FunlliiL 111 

C4/yn;i44TJwrmr 



Ci^ncf^ 1 


Fumliu- IV 

-UMcmcMc” 



G^iicn> 1 

lliJfria 


11 

flmrAiiT/jbrcr 

FunlNii-V 

“ SiApli yl iscw 



GiSnuu 1 



G^ikto II 

GcT7»fid 


G^iwoMC 

WtfrtTh^itVff.V 


G^fUfiPlV 

.fu/fnrM.TM'mi 


“S pun hlndnhflc i 1 Lb^ cac 



Ginm 1 

J^siwrJqf 


|] 

Wrtn«rtf«™j 

FBaDLIio. vn 

"PaCDLlorkllEhLTJlt:'" 



G^IKfO 1 



G^iKfi> in 

ArwwriHrlwjtfji'^ 


&!irai>IV 

flnrijVWwr^^Iw 

FunlliiiVIEI 

“Alif;i4;hi^ilk™c* 



C^nmi 1 


Oiilcn El "likcLabiiLULckb** 



Fi^miliii 1 

^ L'lc iPL ^IriT E L 1 r 



G^ihCfO 1 

J!irjL~Jti^ni.'rJ/^B5 


G^twfo l] 

/Vii/lrtriVfiP 

r^iVLllia. I] 

*Aje/Licocc«xae** 



GEncni 1 

yl^nmi'.'JKTPLT 





G«fKfl^|][ 



G^iuio [V 

£'PcWl^N[7uLVdj: 


CMdwoV 



G^ncm VT 



G^mu VII 

f^miwif^rwTktK 

Furilia III 

" CanwbK^ ■ccae'" 



G^iwnp 1 

CafTU lAuctmunt 


«Wkl]I 



O^nniH V 

IM^sIxramrSM m 

FaiDLliB. IV 

bTTTK 



G^ncfo 1 



Odiufu II 



G^iwfoM] 

TcItU^/KKiKC U5 


G^ncin IV 

L'kS 


fOmWHM) 
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Hbcu^to 5'4 Cia» 4 ticochin jQfjrquica di la»,bpcteri» cha Innrtancia dfnlce <M Mahu§l de BtctenologlM S/5te/r|p^ 
r • ■• Sgfggy, aegunda ediclt^n ^onL} 


Fi(o Xlit 


FiraitBtH III. nav. 


Fiio nv 


Ok I 


4cflflatocfirtalil. bov. 


AcIfaMbarlfliA 
SuMm V 
OrJah I 
flUlk'lKjm I 


Subcpfilcih VK 


SliKirdcfi VII 


Fiinjlij] V 


FuuJli VI 


“L<iimin^]cii^4ie~ 

Cenm I 
oiMrtin 
Uncrv 111 

J.ipef ^I'liL'iiCE aevdv 

Giikm 1 


Wii 


Ijvcanoftac 

OmoctMTOii 

Wiiis^tln 

S^A^hhWVttJ 

l4^CiOti)CthI 


/\ctjm.Atocrfriirt« 

Fimilii ] 




C^KTO 1 



Gtoerr 11 



ffiDcroIEI 

An^ar^odomfim 


GiWO [V 

Utibilunt'Mi 

J ffc nr ■ 1 n cchii^ae 

pBiniliB 1 

Wjd-mCi^CTanrji^ 



G^nem J 

WA"rac:w.TPM 


G^Kfon 

Artfiwtacffi 


iMaBn V 



Oum V|] 

V^TfiPrmfcwsw 


«Kfr> IX 

AcifAiia 


G^htoX 

5)t4MhtftWfCVJ 

FiicaElii n 




G^HfO 1 


Fa.iDilja III 

CV^ir/i>rviiiiiciJ!iji emc 



G^*ctt>l 

Cf/hflE>mi]ViLtJ 


G^ibcni II 

^rfbmd 

FamkiiilV 




G^dciu I 

£>fPWWAi!JrW^ 


g^«!h> n 

Brackyhocfehkm 

^m\ii V 




Ciilfich^ 1 

D&m2Kfp9[lU3 


c^DEii] n 

f 


C>^A^III 

KjffiR'lTCCUi 

l^miLii VI 

Jfi P m 



G^omrv 

^du piri&uclci' 

FjmiLiJ VII 

^pifvwwrw 





FuniUi VIU 

MkfvbatUriacrf^ 



Cj^Ticrta 3 

Uf rr ifc icr Pi^ r LifTn 


11 



G^Dcro III 

Ajrroni;icirj 


Gcncf p IV^ 

AMitt)ba£i£rmm 


Qfinm VI 

Ci^ fwwfiriim 

C'fJ^ rtf^^44.-Jf Pin iffiirf 

Flfailii I 

^■[j fyi^butleyii Jc fJ r 



Gfucnii E 


p-^ltljlM El 




Gi^iuieli ] 

DLrifJitf 

parnilip lU 

CTeivzdcin iirrf or 



Cp^ntfD E 



O^flClt!! II 

JfAE-rPnLiflk 

E*3f[iilii IV 

c L^^ur rr r L j irnu- 



G^iKin 1 

My^^Aotwriam 


I- 
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fleMadro 8*4 )arArqulca M!«« bacterlaa de Importancla ciinica del ManusI die Bsctericlogfa SiatamMca da 

Baraev.mmaundmaOksiAnfemLl .■ W 


T >s_j ■ 

Filo XIV 

Xcliiwaacftneli. 





a. 

FaJiiilia V 

Ve»i £i/zi\ch Tin' 

G^hH^ 1 





Viejytto 11 
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dc!iarTol]uron r^LN^uii o iLlribultM quc licnclIcLaiur] u lui ur^nis- 
IIH3S “hlfcipcdcs". Las c4.Miila» cucaricmEcs y latu protariontcs 
dirLcncci Tiuslujictalmcnli: cn muirhu:! ulniv curjclcrislK^iNn Ijs 
cuales « resunwji en el euadm 5-1 

R)[ina y tamano do las bactaiias 

Uu ccliila'g baclerijinaii soit dt- foniias y taniano!^. La 

mayori'a de la& baet-frias tienen [L2-2 jam dc diairietm y I -fii 
dc hingitud. aunc^uc muchfh ndcnHir^'anisrriiiK mcxtUiambit^Ui- 
lc> pucdcJl UltUir has[ii l(X> |J|I 1 . f^puliipisnutn fisfifhatiii. ]j 
Ixieljeria moK grande que m: haya descriU). vhe eii cE iiilCLSlmo 
dc im pc£ y midc 600 |am pot BO pm.'' Las badcrias licncrii cua- 
irci JK hdsicLL\: d^lulas csirdricJ^ il- cnoos; d^tuln.^ cn 

forma Je bajiioiics o haeiloi^L ccEulas cn torma dc cspirul o espi' 
rilos: y cv^]uLl^ cn romiu Jc ccuna c» vibrios. La. di>[x:isiei4>n dc 
[[js vcc'its cn paruv, codcrijs u niiJEiiiu^ dcCinc lu« gnipus Jc 
micrfxirganisinos llairiHidos diplococos. cstrcptococos y cstqfi' 
Incocint. TCSpcLiivuinemc Los microorganifiinos cn 

fomia dc haslones [Hiedon serre^ulares en morfologl'a, pueden 
scr algo mds cortos ('^cucobacitares*'! o puctkn apmcccr cn 
I'orma dc clava o pcsa (*‘corincroni]cs"|. Lsis c^luTas cn forma 
Uc coma pt»r Is] gcacol dcEincn una caracCCrLsUcu Eijsica dc 
cienos es:pcctes (p. ej., espccies dc V7/jrjo>. Lo ms&mo es vali- 
ilo para niras hactcrias. cspiraladas ip. ej.. Cart}p')'hhiJ{'H’r. 

Htirtvlnt y es.]iecie!nle rff/jf^FrcnrEr). CM laS t]ue la 
forma cn espiral puctic ^cr lasu iccr^;^ dc cuuHv» cf^iirales (nw 
or^ani^mo) u miu compriiTitda (14 a 1!^) csptralcs por 
mo). Adenads de su fomia. tain ana y disposicldn cclular, las 
bactcrius pneden (Jifcrcnciarsc scpjn fius earaclcrisEicas dc tin- 
ciiin con In liRirl<in de Gmiu. LEsanda e^ta itEcnica. la mayorfn 
Jc liLS bactcrias pueJen clasincnrse como ^ranipi»sjti\a.s o 
grarnnegiUivas. La itncidn de Gram ayuda a difereneiur bacte- 


rias dc acuerdo con las cslrucluras. de la pared cclular, como sc 
vern mas ndcbnic cn cs(c capilulo. Ln cslivclura dc una ccluJa 
baclcriana gcncnilizadu (lanEo grampu^^itivii ccniio gnimnegali' 
vaj fie Tepresenla en la iigura ^-2. 

EEtniclura miclear. replicacidn. transEripciUn y biducciAn dal DMA 

Las carsetefisticas liercdables de lodo organismo viviente 
c^tdn dclerminncta!! por In csEnicmra del material gerreden. Rl 
maECrial gcn^lico dc urn e^lula Indiviilual cse^ compucsio por 
dcido dc^ojilrrlbnnuclticii |]>NA I i)r^ani^cicn erttmoMnnaj; 
iiinicos 0 mditiplcs. Por lo general, cl jnalerial gen^tico sc mcn- 
ciona cnnin cl genoma del aT¥atii''tTto. En la gran mayona dc 
Iq« proeajLOntcs. cl gennma esid eompueslo por un emmosoma 
circular, unica. cerraJa cn forma cf.ivatcnic dc DNA dc rtoblc 
hebra EdsDNAl: cn algunus microarganismos fp. cj.. Borretin 
baf}>tlt)rfi:rL lus esilitpcuiiiicc-tus) csld presente cE DNA lincul.^ 
En Archflcff y fioctfriti. cs1c cromavnina circular no e?i,i unido 
per una membrana. sinrj que esta libre en el citoplosma en unn 
porcldn central aisladn Je la c^lula bacicriana llamaJa oucle- 
dJe.-'^ El DNA cclular brtcEcriana Eicne un peso molecular dc 
casi lO kDa. midc ttc 300 a 14 00 pm dc longilud y cvia pre- 
^enu- an la edlula cn un esiado superearolladD (k inoldcuEa de 
dobic hebra gira !»bre sf misma como una banda de goma 
enrolladaV Lnv gcneii individuulcs sc attsmtxJan cn cl emmo- 
f,nnia en farma lineal. El nueleoide represents alredeJrir del 
EOE^i del vdlumcn ceJubr, aunque c| DNA cs \cilo cl 2*3Ct' del 
peso NCCo tic la cdlula. En Escherichia caii. cl Cionrosoma con-^ 
tlene apmximadamcnte 5 Ul^ pares dc bases y su longilud cs 
caKE I EXX) vcccs la lorigilud tL' la c^liila bacIcriaTur cn k que 
esk CEinienida. A diferencia de lot procesos situ Hares en las 
edlulav cucarlante.s. la repUcaeidn del DNA y la transenpeiJn 
del DNA en el icido ribonuclcico nicnsujcno (niRNAj sueeden 
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Cuadrn 5^1 Profiicdtades dc las c^ulu eucarlonUs y procartanUs 


CARAtTRRlS’nCAS 

C^LUI.AS PROCARIOIVITS iFliB.MUtRIASl 

ffilAInVi lifCARIIlN IFS 

Cdnj[;)i^v frrinLip^l^ 

a[^an :i:/kil 

Alg^s, -pfojo7rK>!h. pliJiEas. uiimdleA 

Vmd nlulsir 

CoBt}nif peptidof luranoL lEpidos^ prfficina^ 

Autofite: c^mdo P^ts pn^ile ir™tiew cjuirinini cehili^i 

Vi ^pianta.s denies) 

KscjwnjTiR fT4Jclciar 

Mciiibr.uin nuclcui; 

Airttfiiid 

PlCCifflK 

Cromc^omat 

DVA de dohle Iwhfa cirejl.kr cmiJn- (inith^ 

Mulliplet, cmnifi'ainu^ lineal^^ 

ritiiilfl 

IkipUiiJr 

Dip^^jdc■^. hapk'iiJc. (hLnipwh 

Tranwrliicifjni^raiiiKi-i^ffi 

Conirinjn. con nnRNA df vidi ci^ij y if 

polimb™.™ i |K4iM:KTM [ 

DirtfLintiflon^L mR?JA (k- turigji ^ndn mn^mpiiicii cl 
□iklw y IrjJiKkl^tcn el 



Prr^c^ifc^ 

CilDplujni. 

RltX^iDOldt 

Prcsctuci; (SHS -t 3tSi 

Prcsfulc^: HJJS tCiJliS +-«iSh 

MikKCfulnoA 

Aiiitnto 

Preicfllft 

de Unlui 

AiK^nlc 


Rhc4CiuIo ci]dupliiuDj3ijco 

AuMtJllC 

Prevcnlir 

hlfftibnuiii 

Plrc-scnic; faifoldpidais. rw CAcercilei [c-iL^pto punt 
«pecies de .iJi^pJjLWi 

P^twnic; fn^Kplipido* ) nwrrik* Cc^lew^n|.^ni4<?fT>ll 


AD!it4iie 

Pn^ienrtcF 

\IlkiIi.IkI 

I'ppclni (Nimpfc*! 

I'Iu^^Slis i'c4unp[cj<Ml: ■•iruili.'ipthiHiN. fiLm^ unjufii^i ic 
li^^'nriiOLii'Hk CYifDpIrjCKS 

(jciwrA-ii^w ik nKrpfi 

Au.iciadj OMR 1^ romlbninn filopljtt-mjlk’a 

Minxnnrfnat 

Rcf mduccii^ xiuil 

Au^nic linmcsofu] 

PiT^ente (pue^ alccriipr coti ilc 

K(b«fiihin3ci(kv1ncm:jin-’™H.i <1^ jenwi 

Irrmarnhko df plii-smiJwo cTi wv^t'ifnkt’K 

nwJjjLrUc tnin^r\irnwi:k^i. (ranwJinviFCin lt 

Conjivjr.bcuiq 

CifiTto iJijJnide f<inn3iii ii parti r tVf 

luj'lnidi^i: li iTtriiMiK Jii liijiiKr 3 In niuiiJiibinA:m?k1 

IffWlni* 


«]« modii coniiniup. 5I croiiiONi^niit kimbi^n ptirece CMiir jJhcn- 
(Jo a la 4;arj inierna de la niemhrm celular eii tiertiis puntoSr 
En los euoLriontey, c] iiuitcrjal gcii^ticio sc or^iiizu en varios 
cromDsaniBS dciuiD del ndclco. Lo& croinosoDias slin, a gu 
vc 7 ^ a!ux:i4Hk]S con varias protciaas biisicaG llamadas hlstonas. 
^ue ayudan a ^Giabilizai' la eGcmclum cromofidinicj. IjOs cm- 
TTioiiomas dc lo^: cucurionlcs c^lan sepandos del vcslo Jc1 male- 
rial eelular poj uaa oniUDbrvn4 nvdtMf, que sc wiOportc dc 
una bieapa lipi'diei similar cu compasieidn a la iticmhraiu 
cclular. La mcmbrana njclcar lambicn conticnc poros que per- 
miien el pasinje Jc m^il^cutas pequenus h:H:ia adenim y atuem 
del mWiet», 

Los dcidoG nucleicDs ^le todas las bacceims. Ion de 

otros oi^nismosin csldn formados de puliiiiicledttdos |un puli- 
niCfU qW se {.'UTtip(]rti: de. niicicdlidbs) que conslan dc Irc^ com- 
ponemes dig. 5-3): I) un aziicur ciciicn de cirico cartoncK 
{libiisa eb RNA: dew^xlrribiWii en DNA). 2) una base, purina 
{adeniaa, guaniaa) o pirimidirui Kiioslna. ur^icihO- 

yoida al aComo dc carbono T lic la penlosa por un mlacc N- 
glucOGidico y 3) un tiONlatu {PO,^) unido al cnrlxino 5' dc la pen¬ 
tose por un enlace fosfudicstcr. La miliKl de las desoxinibosaG 
estdn unidas mediunte gnipo^ rnsfaiiTG alicmaihis para fwTTiiir 
unu caih:na que ticne un cnrullamienlo helieoidal ca/aclerisUca 
y las buses estan dirigidus haeia cl eje ccniral dc la espiraJ. Tal 
cstruclura forma una hebru simple de jcidu nucTcico (ssDNAl. 

La estnictura del DNA de doble be I ice reGulla de la imerac- 
cidn enin; don Itebras simples complementarias de ^eido 
nucicico. 1^ coRiplemcolaiieJad ciid usociada con la sccucn- 


cin dc bitses en una hcl>nL siniple y Lm puenles dc hjdrdifeno 
que sc encueinT^in emre las bases espeefficas m la lielwu tom- 
plcincniariu 5-t>. Las buses purinu son ademna (A) y 
giuLDinB (Li) y las bases pirimldina son cilostna iC). liminsi 
y urBciio (UXlig. Li puriaa adenina sc apaicarS sdin 
Clin la pinmiJina timina, miencras que Ja puhna giianosina se 
apBTearfl cspeclficamcntc cun la pirimidlrid ciiosipa- Lus ciKle- 
[W4 unlipsiralelas dc ssDNA se iPuilllcncn junUri psV tws enla¬ 
ces de hiJrugenu entre C y G y das puentes dc hidrdgcDO eatre 
A y T {vdnsc fic, 5-4). El DNA natiso CKistc como una h£licc 
de dnbic hebra, mientras quccL RNA cxisic cn fonra dc hebra 
simple como RNA mens^ero (mRNA) y en limnas de doble 
hebia paiviales en las nwl^calas. de HNA rlboKiImka irRNA) 
y KNA de {mnsfereaeJu (iRNA). En tudas las cspceics dc 

RNAl cI tmK'ilri l'Oj 1 prcRC-ntc -qn lu^ur df; 1ii liminii (v£u!h) Ii^. 

S-3). La seeueneLa de las bases purina y pirimidina en el DNA 
cunsiiLuyc cl eddigo gcmfiicoH eon cuduncs cspecfficu^ flies 
sCcuerttiieS de jiares de tuseviquc codifican Altlirn>5lcjd»)s optf* 
dbeuG. El RNA mensajeru de hcbni simple fniRN A) sc sinicii- 
Tut a padir del DNA dc doble hebra durante el prnce&o de 
tracLscrtpeibn por una RNA parimemsii dependiente dc DNA, 
cn cl que una hcbni Cumplcmcnturia dc mRNA Sc sinieiUa can 
la hebm cixlineante del dsDNA aimn niokle. Lue^Mi.e] niRNA 
sc asoeia lvd lus Hbosniimf, que hin los lucres dc Gfntesis 
pnolcica. 

Ltwi eiicariontcs y los pwioriisritcs coniionon un ginn ndme- 
ro de ribosomas. En Iuh pn>:ariuntes. los ribtwamos tienen 70S 
micnlras que cn los cucanontes licnen KOS. La ''S'‘ haec rcfc- 
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rcncij a udd unidod Svcdbcr^, moilida indirccta del lania&o del 
hbowma dk:lcniljnado poi su vclpcidad Jc Kcdimcnlacidn 
cuando sc Lo somccca unn htcTza ulintccnErffuga. Bl ribosoma 
hacteriano de 7{iS dene un peso moleculAr dc aircdcdfir dc HO 
IcDa > exiiiie en un ^lad4> disiKiadCh coukp d4>s SLibuniciadifK 
JIamadas 30S ^ 50&. La subunidad 3DS euntienc las cspceic^ 
I6S RNA. mientins la jjubunidjid 50S fipnlicnc lo; RNA 235 
y 5S; juulas. las Euburtidades lambi^o eMitienen ceiva de SO 
protefnas rit>os6micas. El dcido ribonucleieo nbosdmico 
irRNA>ei>inprernle el TCS: del loial dc RMA eelular. El RN,A 
celular rcitwrtem.e sc eneueitira como acidy ribonucleitu dc 
traasfcrcncia liRNA. 16%') y dcido fibonuckico naensajero 
(mRNA, M'S). 

MienlyLS Ke aeoplan cyn un inRNA que fue trunsitrity de un 
DNA, las subunidiUdes rilhisdinicas 3(15 y 3(]S forman el ribo- 
!ionia intacEo de 70S encunlrado cn las cf Lulas Im'Ecriarias. Los 
agncfados de rit^i^omas-niRN^A, llamado^ polirrilrusoiitias o 
polisomas, conlknt^n todos Los componentes del sisteina sinEe- 
Ei^adiv de proEeinas; los poHsomas sou esentialmeuie cadenas 
de ribosoinas de 705 (mondinems) unidos al RNA mensajem 
(mRNA). Las histonas o prulefnas dc lipo liistuna que sinen 
para cstabilizar los polipeplidos nseientes slntctizadys por Los 
poli-HurtULS se bun enfunlmdu n.'cien[cmenlic sdiD en pequeiliis 
cantidades en aAociaci6n con el DNA de coti 

micnEras quo es bien cuntKida bi preseneia dc pnuciniis piiilia- 
pUina (p. ej., pMlrrteirtii f espermidinal ansciadas ttm DNA 
bacteriano. LI tnRJNA es “dceoJificado'^ en asociaeidn con va- 
nvis ribnsornaj; en un cornplcjo poli.sciijna-niRN'A,, cn cl cual cl 
aparcamlento dc ba$cs cndijn-antjcoddn sucede a irav^s de 
moleculas de IRNA duranEe el prcx^esJ^ de traducd6n. Las 
mul^culHS del RN.A dc [ruisrcrcnoiu conEionen antkuduiics 


especificus quo cormponden a Ids codoncs del niRNA y Eaitv 
bidn ponan cL aminoacido porrespondiente cnbzodacn forma 
covalenlc. HL cornplcjo amlnoActdo-lRNA inreraclda eon cl 
bt^omu dc iTKXJo que se forma un enlace pepiidico entrt el 
ajuinodcido en el tRNA y el peplidlMRNA nactenie. La ime- 
mccidn del aminuJeklo-lRNA^ Ids rlbosomas, cl liifosraEo dc 
adenosina (ATP) y vnrios cofactoirs dcriva ep la fonnaci6n 
de uita CQdeua polipepifdica especLflen. Asi, el eddi^o gendtico 
present? en el DNA se Eraduce en mol^ulas de protelnas o 
cncimas que. a su vez, calalir.an ta sfnECs^ y la dci^radaci^n ck 
6 h1'u..s ly^j uCrm compoticnies cclularcs. La sfnEcsis de rtucvai 
niokculas de DNA. Uaiiiada replicBci^n. sucede por el desen- 
rnillamicnlo y dc^p^e^din 1 ^enE[] de La moldcuIJidc dsDNA pnr 
una eitzima DNA giratm. y la sLniesis de las hebras comple- 
mcnlarias dc DNA por una DNA polimerasa (icpcndicntc dc 
DNA. Cada mu]6culii nueva Jc dsDNA cunficne uitn hebra 
simple del DNA yH^tnal. Lii rclaci^n enire 1u rcpljcacrdn dc 
DNA, la transcripcidn del RNA y la traduceion del eddigo 
gcp^ijen en proicfnaa &e resume en La ligura 3-3. 

Ademdsdesu util idad. para detemiinaiel parentesco gen^ti- 
cu culrc las baeterius (v^asc adclanic). la sccucnciacidn dc 
moicculas dc RNA ha rcvciado xeeucncias dc nuclcdtidos que 
hud unlcoa pnru cspeeies individuales. Como cams Eecucnciua 
unlcas Eiunbi^n eslan altamente conset^'adas y exisien en copiaA 
mulliples dcnEn> dc los ritM^NOindil tk unn cdlula baclcriujia. los 
u|ij>(.iuiielt:dtidos sinkiicos que se pueden hibriduf cott c.s^s 
sccucncias linicas pueden utilLzarsc para dctccEar c ideatilicar 
buderius. Tal propucsia formu la base de la iccnologin dc son- 
das de (kHdoq nucleicos para la deteccidn directa de fifaisjieria 
gmoirfifli^inr y Cfihmyttiti mjcfioimrin en mueslras clfrri- 
cy^_*M.i.T4.ioi Ejiujj (aittbldn pueden aplicufsc it microor- 
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FtgutJ 5-2 ptncrul i\mft rcj^rc^nrdt el cone Lrani^vrs^aL dc- mvu cAIuIji H^CierLiuaa. I-J naCLid liquHinb dc ’C%\a liguni ilescnhc la riliEiE:larj. dc unn hactena 

\ i mitO’d JeriMiu k^^Lmrlun de uiu Kh^Kna ^rBfitnegiiyni.a. 
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Figure 5-3 LnijU'JuiJ itmlc-LUku lie ixdLiniv-ldi'UliK^ y dc lm:ii,Ius nutlciti^. |jm iii-liniitkiV.diii >t L>iiiipK¥ii:ii de un j^ikuE de ? ciuhiiwiv i nUiMi o deMHib- 
rrihfsjb culim. i>ru tiilSC purine u fiEihliiSiMia unidii ul ^IcHra: dc carlnmu II“del a^uear pur un cal-KV V'^lliaer^Mdicn, ^ un grupc^ fiK^ibu iJHiilo uJ Ci-Iirt^^npll 5* del AEti- 
pi.ir un Tmnbi^n k mu^^^t^;l^ UM^icm^cur^N dc Ijs lK’k [mnnaMud^^ind > ;Udalna:i y ircK pinmidirifis IctlnNiiKi. liminu >' unKilol. 
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Figura 5-4 Edh U uhil^t-ulj ik DMA, Ij^ Iic^cas 4 k EXjliciiiLtrL'kidLFi 4 kl 
I>Ma hkucftirio ^on "□niipar}i:lclfis'\ csibL'ir, c\ .V^C?K di: uru tii:ltra 

A dl c;il/ctiK>5'-P Jt Li KchfLiL'LiiiifLciiirnujiLi Lu^ ha.-w^v. 4|[ift CbUin 

dirigidj^ h^i^i cL CMunI df la. vii^itrvn Vtyn< nk 

jijnUii pwnKN lddr^!i[Kmi rcl-ili^j^mnbc delsilch. La »k- 

^lElji vf a.jKiiHrJL^[in b biniAa inciliivn-li: Ji^TpiinH^v it& hiiSrf^j;i±ii£i[, iKii^rtlrji- i|La:' 
Ij LiCi.'Uiia u)Ki]ca4:ud la. ^iLiJlina nlc^liLuiU llc^ ['mcnljcr Jc JuJlu^rtu. B^[a.^ 
fifrr7» in5fr4fTivn^ cnipc la^ hfl^ras Jf pol piu'Jcn ivrwvrw fon 

(iKEteb E^nriK!! rL'^jUif^ o un filcjlj fucrt^ cn fl d^iEiutLirLiiLmijOn. 


gani^nui!; ivcupcrado^ eti mi:d] 0 !t dt cukivo como motodo d? 
ideTititicadon.^^*^^’- 

Cnopiasma 

E] citopldsmn cs un gd amorfoquc conlienc cnzima^. iorirji 
y una vjrifilad dc grdnulaii. muchof; df Joi; iru^ilfR n^prcfientein 
reservai de .alimenlo y eaergia. La^ enzimas citopluslnlilic;a^ de 
las c^lulias prucariuntc^ funciunan cn hv, dcKi pFucc;s^^: dnab43^ 
lice.] y y muchit^ dc cl];is CNtdn iui<.viad4s ton la ura 

inlcma djc la mcnibrana cclular (vdase mis adeLi]nla). Las cclu- 
Iw; prncari[]nic*i cnvcccn (k tifgdnuks faibccLahiicf; unido); a la 
memhrana seprados, iriienlnis que ]as cdluhs eucarionies cori- 
licncn ilivcn>a^ c^Ciiictunis subtclularc^ (milwohdrias. rVtitu- 
los cnduplni^smiticw, ett,), ciunpugsiiys o uniJos por mtnibr*- 
nas bicapa de ru!iFulipidti(S. Lits p'linulus a i nclusioacs cilo^ 
plasiTiibcas intnicalLilares ropretcnian ncuniulociones dt rcser- 
vas alimenddas <pn|is;ivandw. lipidw o politoslaios), I.[is 
nuiTienK y [ipos dc grflnuFos dc Edniatciianiicnto tarfan ton t:l 
nicditi y el csiuda fujicicnal da las cdlulas. El alniidii'm> cs cL 
principal pioducio dc alnuccnamicntD cn las cspccics Mjisa- 


rsfi >' Clos.trutimt. micniras que cL glucogctw cs cl nialcrial mds 
impcHUrtic dii alirmccTiamicnlo eel Jas bactcrias cnimeas. Las 
cspccies EaciUiiit y PaamUMmuuLS acumulan el 3()% o mi% tit 
so perio Hcco t^imo on llpiikt dc cics'ado peso molecular llama- 
do poli-^hfadrotibotlralO- [.jis polfmeros dc alio peso molc- 
eulai dc polil'osralo conocidos conio crdiiuliin iiiclacruiiidU' 
eiis c vulutinn sc cncucntran cn cspccics dc Contmbticlenutti, 
UprTinj'H pFsti\ y Mycohurfenum. Esios griSnulos aparecen dc 
C[]lor roJi/ji» cuando sc liAcn cuu azol dc mciitcno. Las inclu- 
Slones intraciltiplasMiAlitas qvc se encuemran principal me nk 
cntfc ias baclcrias jtiediuanthiencalcs incluyen loit lu^^ticiniso- 
mas y las vx;sLculas dc gets. Los mBRnctosofnas cstin cum- 
puestos por varias forma^i dc hderra y le dan al micautH^anismo 
un eje magnelico qtie le permile oriental^ con relacif^n al 
emnpo magnt^lico Icrrcsirc. Las vesfculAs de gns permiten a los 
[niciHHit^anismos mantcrKr la flotpcidn a derto nivd cn un 
mcdloaiiibicnic acuoso. Amba^ inclusiones los habilitan para 
ajuslar las iibieaciofHTs en n.’spocMu o l;»s condicitincs de desa- 
rrollo y coneennaciones de mjlrientes. 

lil l>NA eKEriiL'ronitKSi.^niieo suele csuir prcscnic cn e\ cllo- 
plasma dc lus procariontes cn la fumia tk plismidos* Los pl^- 
tnid<Ks cJ^islcn conio etrculos de dsDNA ceniido^ dc mabcra 
eovaleate cuyo lainaE^o oscila desdc alredcdor dc 1 kiloba^s 
[kbI hasEn mils de 4UE1 kb, que es equivalente a casi el l09$v del 
Eamano del cnintostinna dc K. fftli. Por ki gcncrab no >c cnctien- 
irji \cn loh eucarioincs: sin embargo, algunos wgdnulos subce- 
lularcs cucarionlcs [p. cj.. inilDcoadrlu^ conucruii moldculas 
dc DNA qiic sc asemejan a plasmidos baclerisnos. Los plasmi- 

di?'.. ^On ^[ipitcCH dc rcpli(.ii[^Ke CO fiinru BulAnOrtia, sic hCiulsji 

mctlianlc la pn>gcnie dcciflLilas baclerianas, y pueden eofilencr 
la In format kVi gcti^ilea de diversas esiruauras o funciones 
rclacionadas ton L viiulcncia bacicriELru. contu los ^ncs para 
la riisi^lcncia antimtcroblana, la virukneia relactonada con las 
adhesinas. In producclon dc Eoxinai; y La msisEencia a los ioncs 
de meialc^ pcsadcis. Alguniw plismidos^ IhmiKkis plAsnihluK 
co«Jug;mivvK«C(Klircan ciuiinas que faciltEan la iransmisldn de 
plUsmtJos a olras tdlula^ bactcrianas. Algunas baclcriiks tam- 
bicti pLicden tcric]- traiupoEM^UK y sccucndas de imercidn. 
wcuciwiaii dc l>NA que sc insertan cn sjrios difcrcnlcs no rein- 
cionados hnto cn el ertnnosoma eomo cn utt plismido. Ij 
inseiicii^ de esins clemeiuos en el DNA no rcqulcre t|ue la 
secacncia base del iransposdn sea homdioga con su silio dc 
insercidn (veusc itiiLs [idclaniic). 

Membrana cilopUsmallca 

El eitoplu.'intj dc lEhlas e^lliljfi IjcieLcrialUL^ CiiLi rodcado 
per una nicmbnna. La incnibrana dtoplasmdtica bacteriaiia m 
ubJca dentro dc la capci dc pcptidoglucano dc la pared cclular 
en las batteries grainpoRicivas y adyoeenie al espacio |>etiplis- 
mieoen las baclerias gomnegativas (ciladc mis adelanle). La 
csinjciura b^ica Jc la mcmbranackuplasmilicfics unabteapa 
fsififol Ipidicu en la tual cslan cnclavadas varias protefims tons- 
lliuyentcs. La membrana cstd compucsta por 30-60^- dc fosfo- 
iLpidcH; y dc prtilcfnas per pe^o. La mayma de la?; 

membnmas celulanes baclerianas contienen fosiraEidtlglicero], 
foij/ELliJilelanolaniina y difusPalidilglLtcfol; no COniieneH cste- 
Tolcs (p. cj.. colchlcnil o crgoNlcn}l)L La.s unices c^epCivnc-s 
procaiiontcs son In^ micoplasinias y los urcaplasmas, que incor- 
poran esrcroles del medio de crecimiento hneia el interior de 
sijs mcmbninas celuJarcs. Los iicidos gr^l.\os quc componen la 
[hu'ci/hi lipidica dc la hitapa fosfulipfdica por lo ^cnernl con- 
tioLicn csquclclos dc 15a 1 Ft du>jm»s du carbono y son satura- 
dosy monoinsaturados, 
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FlguFA 6-S PcpUtamtln.. triinH:pi|xi*in y j;cn^1kLi ca puK^rumtcs. LI 3>NA « Ffplkii p<.ir wi DMA puliincrii? DTJA-dcpcinJicmfi paiD 

pfiKiiicir [his nvhlcmlus i\e |}NA Ac diihlf hrhra (dsl^NAP, \ll -civlijci <n e\ ds-TlSA v fsifHii p^ra ppiil-uciE' un HNA Je hefjo simpk Ibinadii RNA nvnu- 

jeni (ii^RNApdiii^nlE fl pri-h:cMi Jr Erar|M;cipL'Hii|. 3'*E RVA jt^NA^ y nlioviVlliw (rFSA h Csnihifp EfatiMinhcp. Kl fRN'A ri-inib C4iiiiplc- 

}[>& fL>n p^ra cotlilicui^ l^A fUfIB la esiruniru doS KKVvilitl;!. □ euRNA fi^TtLi COh IdSi p£iia Cirkl1:iidiuif \cvi pblMITUi, quti 

Mm £l Huai-^ dt L sdnifMh pr^Kclca. Bi\ rl pi^li\mi[L ci^w^-espcdlUMK paM ln^ aniilAt’^ciihvi. Pikjividu:il^ sc rELTiALRjcn pH aj^ucodorv!^ mi las innl^ula^ ik 
IRVA pi^r flparfumicnns dc hoses cipocfficis. C,i>H ctijisne^ espeeifcut eiwcspifiJen ii Jifcnfnht^ ;Aiiiirwdfcrk]n^ iifli<J<K n Ikh iw-i|6;u.I« dc nmiHciKil tRPSA. Purante 
ccup3^ (hr ImduvxK^. Mr iuh'iu la pfrUcric;]. las caiknus |Ki|iptpcUiLas m: alar?.]! y la trmiTia Ij libcruLnifi dc una rrv^l^ula dc pnHeina. 


Lli [tlciikbraHii ci^luljf dc pr(x::^icnljc.'( cuinplc \ ini:Ls fmi- 
i;inTics qvc Q^tim rclof ;id4i!> a liv; orfinnIcK inlrAcitopInsniHilicos: 
tspeciaili*adrf>‘i en hw ^rgaflifirtlrts tutsSritWcs. Ui mtnibrart;! 
cel 111 jr hacterianji contione en?.im:if; que snn tri 13 

foriliu^i^n oxidativa y cn la rc^piracidn cclular, cn la blns.fntcis 
itc ifpidux cuTiiplt:Ji:iH y pUplidjoj^ruc^itH^ en In nrplicai;:ion di;] 
DNA y cn b biosinlcsis dc la mcirbratia extcma cn ]a!i biurtc- 
ria^ gcunnegaiivON. En I^k bjcloriux fo[(]lniipi[:n\, Icis cxont-oii 
asociadn;; con la caplacjdn de Iu7 tambi^n ocurren en la menn- 
brana cdular. Emh conliciw b iriiiquinaria paia lu i^mlcsis y lu 
KLicrucioo dc cn/inijx y tuxinaM Ivicicrianati y pRiv'cc una barre- 
ra aislantc a tra\^!> dc la cual sc pucdc crcai cnct^Ia cn ro[inn 
do uTi gradionio dc ioncs €s pKi^oncial dc mcinbntnaH lal cncrigia 
puede u^arse pani el movimientn nagclar. La nanvili/jcii^n cnv 
niuM^mica. clc. La tslruolura dc 3a mcmbr^na perm lie Ea neten- 
t-jdn dc mmubolitnv y la cxclu^^idi] dc muchcij; ctunpucstoii 
extemos. Alguna*^ protefna^ do iticinbrana es^tJn iii^ulucrada.'^ 
cn cl ir.in*ipoTtc actiiT) dc maccriales (p. cj , ciertos naonoucil- 


ridos y Jibuc:uiii]u!i| hociacl iiilcriur del cilu-pliunla. Talcs pro* 
tcinafv ci^pccnlcas iransporladoras awiadas con b mcmbraFia 
sc <;lcnt]minan Iivrmcasas, Los nicwlsMmaS. que sem irtb S^ina- 
cLoncN dc la nicrnbrana ciioplaibiiajtica qne sc exiienden had a 
el interior del ciloplosma. pueden functonar para aumental la 
itcccuibilidad dc b snpcrfictc dc la mcinbrana para Jas cn/imos 
cclulares anabbliero! y cacabdLicas. Tambif n pueden acluar cn la 
rcplicacidn del DNA y cn b scpmaciiVn del DNA de doblc 
licbra en las c^lulas en crecLmienio aclivn. !)in emhaiigo, ciena 
cviJcncia !;ugierc que Ics nhnoMtma^ pueden scr artiE'icius pro- 
vocadoii por bs tdentcai* dc fiijaciun que sc utiliifan cn ]u ubscr- 

voiL'iun Ci»a 4:1 micnjs4:i:piu clcc[rdiii4.'u. 

Esbuctura do la pared celLbr bacleriana 

La paictJ cclubr b^ctcriana pmvee b ripidez cstruclurii], Ic 
L'DaPerc la biniu a I j cdlolu y CiitLslillLyc lUla batreru lisica con¬ 
tra cl ambiente exterior £1 componente rigido dc la pared cclu- 


B Estigmadel dr.VaRDrEso 















17B CAPfTLiLO 5 Baci»rloiQg[a midfca: lamnomra, morlo^ogla, lisfoiogi'a i vlrai»acla 



^acelliQiucosa'THna | 

HOE 1 CH 3 


C=0 


-r" 

, . N-H 

L-alanina I 

(L-Ala) 

1 

H 

1 

:=o 

Addo o-gJulimico *1 

(o-Glu) ^C-C 

HO l_ 

j 

:=Q 

Addo D, 0 ^ ^ 

t'diamkiopImAiioo V i . 

(mewDAPl 

m, 1 

1 

:-c=o 

1 


‘J- “ 
N -H 


D-alflntna I 


(□■A]a) 

0=( 




La.... 

(Unidad 

1 

1 - 

N-H 

d« onErwcnjumionto) 


1 


R 


$-6 Fii^tnKnirp rie unidid dc pep^pdofilucipn re^Klitlvu. die Eichtrr- 
cf]M fjJr 


]ar de In bacterias. sti compiine de peptldogluciiiiD,, cl cjal sc 
encuciitn cn [odaii las cspccics bactt;rianas cxccp[a Ids mku- 
plusmas y Ids tmjiplasnias dc^icicntcs dc pajtd cclularr Estu 
cstruciura confUa de un ef^queleto de hidratos dc corhoiiD alter- 
nadoi! de jV-4icfA7£ffr<;^Dsamin0 y dtida qvi; 

furmaii m cblart fl-1.4 {ft^, A Ids rtniJuiKde^tiUn 
aciMilmuriUifijoD ic unen. medianie un enlace peptfdjeo con cl 
gmpo laclilo cn cl (clrap^pliJas cortos, por lo general, 
compucstos pPF cadena-; cedas id^nticiu dc p- y L-umintiiici* 
dos. EftlaK cadenai; corlas conlienen aminnaddos poco usuales 
que no sc encueriitran en las proiclnasn incluidus Ids tsdmcrp^ E> 
Jc alanma y cl P-^oido gluidmico ibucieria^ gntnip<Killvas>. c] 
£cidn iHCMndiaifiidupiiti^lico fmrjf.»-DAP) u lisillu (bactcrias 
gromnegativas}. Algunos de estos tetrapeptidps cstao, a 511 \cz. 
unidos cniiB si por peptidcn ccwlns que fpnran cnticcru/^- 
mlcoMis cnirc las hehras de peptidoglLicano adyaL'cnteR c%‘^ase 
Tig. 3-7). Lus tipos dc amino^iduti cncontrLidDS y Ids jii^alDS dc 
entrccituramientc) ^on eumpuncnies variables dc b csiruciuia 
del pcpFldoglucano. Pbr ejempio, cn SlaphytoctJecuy nmvus. In 
mayoria dc Ids tesiduos csidn cntrccnj/ndDS c^n las Jlcbniis 
adyacentes pcir Cincii TCsiilyrss glicina. Id [pie le ftropi'jrciDna 
unA i^iruciura h U pared ccluljir rlgidn. haslantc Apretada (Hg- 
5-7A^.’*^ En Us bwicfias grniiinegativiis, cdiiid E. ct/Ji, cl cnirc- 
cruzamlcnto cstl dircclanicmc entre cl mieJ{^'DAP dc una 


‘‘Cadenn” iJc pcptidDgluCiioD y cl itsiduo n-nUnilp tcrmirtal cn 
la hebra adyacente (llg. 5-7B). £1 grade dc entrccruzamiento 
dctcrTTiina si una cslruclara dc pured cehilsr sc denomina "'com- 
priniida" (rnuy cnirccniuKla) d "Ihkj". Enirc Us huCEcrias 
gramposillvii:^. CKislcn iiias dc EUO guimiotlpub de pcptidoglU' 
enno qwe dificrcn por icncr voriDS eminudeidus syslitwyentcs 
udidos nl gmpu litciilu del dcidp jV-ucclilmarLuico D quc Eic- 
nen diferentes unidades de enlace que comprenden los puentes 
interp^ldicos."* Psqueiins cambtos en el quimiollpo de la 
pared cctular pueden ^<uccder por In nposicitU n clcvrtdas von- 
cenlrociDTictt ssullnai:: d a 9gcn(c« ariiniknjbinnDS nclivijs pnru U 
pared eomo lu rriciicilirta/’^ ''^ 

La biosinresLS dc la pared cclular cs un proceso conrinuo. 
Lot poHnienx, <le pepiidoglucann (uicvcn sc exportan desde U 
c^lula y se unen a Ics p(»lfnienM de la pared prtrcxislcnlcs en 
la enra intcmcL incdiEuite protefnas dc uni6n a In pcnklli- 
"I'i Al rnlvmi] iiempn, cl pepLiduglLicailo milK vicj» KLJper- 
puesto 11 las eslrueturas rccicn sintcHzadas se climina coniinua- 
mcnlc mediante aulDlisInas dc la pared CCUUr. aTilimicrtv 
hlaiiDN c(HiiD Us pcniLilinns y las ceUlD^poriitiis inhiben el cre- 
cimLenio dc la celula bacccrlana medianlc la tiniiSa a las pnne- 
Inas dc union u la pcnicllina, con Id cual inhiben la rcnovacido] 
del polimcro «n U earn intenia de In pac^. La hidiDlisb nmo 
lilicEi cnnlinua dc kas maicriates pcpiidng]uc9Dos mis vtejos 
c!5usan el i^tlelgazamiemo de b paired qae finniinenie dertwaen 
la lisifi celular.-’-'^’ 


PARED CELULAR DE LAS BACTERlAS GRAMPOSlTm 
La pared cclular dc Us bhK'ierias gr^posjLivers (fig. 5-8A) 
liene un cspCNor ib casi HO nni y esti oompucsta en su mayrir 
pane por t arias capas dc pcpiitkglucanDL cn cfcclD, desde cl 
40% hasta mds del HO^t del pc.so ncco dc algunas paredes eelu*’ 
lares gramposilivas puede ser peptidoglucano. Atrapadas dentm 
de esta mairi? de peptidoglucano bay diveruis proteinas, polisa- 
criridos y mol^ulas singulATrH tl^mndn^ dcidin icknicDi^. Mis 
dcLikis teiL^uiuo^ sun pulnneros dc unidiidcs dc ribltol (dc 5 eai- 
bonos) 0 gliccrol (dc 3 caiiwnDS) untdas mcfliantc vnlaecs fcs.- 
f{xli6<icr (Eig. 5-D). Lxk i^eidos [cicoieoR de ribitol esl^bn asocia- 
dos con la pared celular, inienEras que los dcidos Edcoicos dc 
gliccrol cst^ asixiadus con U cam micmn de U iTkembnma 
cclular bactcriana. Lik kldos leicoflCi^s de ribiiol cstin unidos 
CD Umtu cm Lilctilc a1 pcplhJjglucano mcdlanic cl grupo carbo- 
xilo del C6 del acido jV-HicetilmuiumicD, micnlraK{|Uc los dcidoK 
icimicos^ del glkeroi csiin unidos a Ids glueoKpido^ de la nneni- 
bruna citopbsnuitica. Hsias lillimas jnol£culaa sc denoTrunan 
Aoido^ llpotclcoicos. Estdn unidus a U caps lipldica cxlcma dc 
la iTicmbnina cclular y me cxlicndcn hacia el inlcriur dc b p;jn:d 
cclular. D" Ijos icidjs (cicoicDS dc difcrcnies bacEerias son ends 
raide modificados por adicion de gnipos “R'^ qiic incUiyen resi- 
dutw Ei-li^itui it n-alanina uiedianie enlaces ister o gluensa. 
guLactosa u A^-aceEilglueosaniuia tnodianEe enlaces O-glucdsido. 
Los icidos iclcoicDS cslabilizon \a pgjcci ccluUr, manticTicn Iel 
iii^ b pared con b met^brana cclular. fcxmian queb- 
tns con iuncs pequeAns necesarios pam la Funcion celular y b 
integriciad de la pared y participer cn la intcrAccidn cclular y 
b udlicrencia a lu mucusa o a [tiraa supcrfjcics.. Ibinbifin |»icdcn 
Funcionar cn la smlcsis del pcplidoglucano y cn U formacidCL dc 
Cnbiqiics iiLiranEc cl ciceimiento y La TcpitMluccidii y cumplir isn 
papal en la c^ipacidiid de algunas hncEerias grampoRiiivns de 
sulrir irrinsl'ormACLones. En algunos organisnws, los acidos lei- 
coicos son anligemco^ y forinan las bases para cl agrupaminitu 
aiillgfnioo (p. cj.. cL antlgcno del grupo D cn cstrcplwucos del 
gmpo D y in icmbniK iJcl genem Eiilcnfcm:t.-us}. 
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A Ptptid og] uca n D Sl^phyiocQcem aureus 
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Attrevfituras: GlctJac: /V^acelllglucDsajiiira. MurNac: icidn A^ajC^WniurArn'ca; AJa: atanlna; Glu>Mli,! 
isoglulaniina: Lya: liaina; Gty: glicina. 


B Peptidoglucano de Escherfchfa c&U 
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Abrciidruva^: ar^ba; adMnaa. Ghi: gAjbmain; DA: etiarninDpriinBiBlri 


FI^ufA E-7 Ctiructuri ikl pfpcido^kK aJk^ cii 4 im rJkrr-u^ 4 A 7 Eu hertfhia cnif (B). 


Fn lofi dt^tinlos grupos de hacteha:^ grampo^^iiivn.^ paidge- 
nas. tambi^ pucdcn csliLr prcsicntcs ulnui cMiuctunu ilc la 
parcel cdiiliii' 41 H; son deicrmirtunies impdnanci;!^ dt- vjrulcnciar 
P^or cjcmplo. k prolcfna M, un t'aclor dc vimlcnda bicn reco' 
dt Ifls csirtfuncotins |l-h0i7io][ii«]s del A, e';la 

afockda con lo!v icidoji tdcoicoA en ]a pared celular e^vtrepio- 
c^eica > ik extiende haeia el exteri^tr dc la pared e 4 >mi;i una prO' 
[citui lie la fiiiibna {\c4^c ej.p. 12^^ El grupu da onll^noii de 
las cs[rcptaccico!i l^hcinotiliccM dc los grupos A, B. C. F y G 
laittbi^n lain poUiui^iiTTJaii iSdd(ks no iciOiiicoK que jic encuert- 


trfin en k eelular El poliifacJrido C haUadoen la.s pare¬ 
tics cclutiires Jc StrfjyuHtKcus pneumonuit cs un ^citlo liptxci- 
taito eornplcju (rX^mpucMo pur rbitol >■ fysfiitu >»u>tiiEuido en 
vnrias punlot eon N'Occtil-D-galoclosamina^ D-gliKosa, M-xc- 
li]-2H4-diaTninn-2.4.fi-[ridcsonibex»sa cn un enlace O-gluctMi- 
dico V cnlLna en un enlace di^stef.'-’ 

Lai paredcs cclularcs dc las bactcri:i:< grainpositivas {y dc 
algunas grcnntiiegiiilviLs) [ienen nunbitiji an coniponente llaitu- 
do capa-S. Esia capu ic eomponc dc nwlcculas de prolcma o 
glucopndcina dc 120 VDa <k peso ninlcciilar que sc fednen 
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A Qrprfnpot^UwA 



KDO 


An i£ianQ 0 

Nudeo 
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LIpopratBlna 
PiatQina A OMP 


Peripiaaina 

Peplidog^ucaop 






6UU 


- Mambrana citoplasmaiica 


rosFlolIpKIOS 

Piotei'na 


Lip»dD A J 
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B Gramnegallva 


Figura S-B Eitrwuru xk lit paieJ t;elxilur Je tvi^lcii^ ^ra(np<r$iiit>ax tA) ^ ji.T4irTiine^.J.iiv<u i.Itj, K[X): LP5' lip.ipxiU'inni^richx 


cn la .supcrfli::i4: cxtema del ui»ar]L!i.ni[) y luntiail c^lniirEtiniM 
niciliantc etiErccniiamjcmDS hc:iagonaJc&K cuodrado^ u obli* 
HI material dc la capa-S piiede con^tilulr del 
2<)^f de III jvi'owfrm cclular u>Ta], OhA^evada con tfl inicroacfipio 
ckctft'mico. purece unti “capa" eitm en la pane Kuperk^r de la 
pared cetiilar. Lav k^^nicas Jl ]nLi:rD^i:opLii clcclrdnica con con- 
gelacix^n y fracluia han mostrado capas-S en cspc?ks dc 
Baciitux, LacfahactllHS, Claxtndium, Cumpyiphaclcr y 
Aertunonan. Esias capas pueden t'uncionar para pmti:gcr a] 
organisniii de uwdioambiemes hojiiiks y ri^rnvov. En Ins 
iiiicroorgiiiusinov patdgcnus, la capa-S puede intilbir la fagoci- 
losis o impedir la unuVni dc la imtiunoglobjlina y el comple- 


O^O-CH, 

RO—CH 
’ I _ I 
^ RO—CH 
! 

RO—CH 

I 

HjC —O 



Adda tBlcalcG 
llpo rlblial 


o 

I RO— GH 

h^c—o'^l 


|i''' 


D — 


Acldo teICQfCQ 
tipc glicvrol 


Flgurft 5*9 E^inMniiroiie Inn i^idiiE ificcHcm t3c hikrlcii:i!k giainpiniriij^. A \m 
uquH-rda sc muf c] dcido fckdcii nk^nl; a la lierecha d ^cidn rcicoii:^ g.li- 

cciuL Las ^iLrtilULiorKi -ik prwpirt ”R'" pucUen jncluir uiuLincs £slcces coo u- 
a]afiinA o ivlipinii cvcnlarc^ t>-j|liirrKidi<:as ci'in slik^sa, galacicsa o A'-»cctil- 
gtlucoHuiiina. 


nwiDlo. Ahnra ve vabc i^ue cn //acxV^ui' amhnivbi la capa-S c% cl 
principal nntigcnodc la paredcclulardc C5C microorganismoy 
que Junta con la c^psula y las dos toxinav puedc caniribuir a la 
uinilencia.'*'’ 


PARED CELULAR DE LAS BACTEHIAS GRAMNESATIVAS 

La pared cclular dc las bacicrias gramnegativas (v^ase fig. 
5-SB} cs miSs ilelgada que la de las bacterias gramiH’itsitivas. 
pero cs itilSm eomplcja iIcmJc cl punto dc vi^ta cstr^ctunat. 
iTimcdialaFncnlC afucra dc la mernbrana ciirjplavmalica evtd cl 
espacto periplismicD. Hsic cspacloconticnc enzimas degmda- 
tivas (fcHifarasa alcalina. pnnlcasaF.TiuclcPvida.sas, [i-lactaTna.sas 
y aiTiinoglucdnidiT favfarilasas) y prateinas transponadoras y dc 
unLbn espccffica.s para vilaiiunas. anainodcidos y ionev. Una 
caps unica tie ptplidoglucana Kruesa forma cl bonk citicrnn 
del cspacio pcriplasTTiico. Comu la cupn tk pepiidLiglucimo es 
vx^la una capa gniesa, el entrecrxizamlcnia sucedc con las 
hchras tie pcptidnglucanu adyaccnics tnas que cx>n las capas ile 
pcpiiJbglucanci iii^s pnifunda!^ o nils eKiernav a la vupcrlicie 
cclular individual. Los entrccru/amientos sc fumian desde cl 
grupo CluboxllO' del rcsidvo P-a|unina Ecrminal cn una caxknu 
j| ^pa amino tibre de uti residuo en unn cadena ad- 

yacente(Eig. 5-7Bj. Lacapude pepridoglucanode lav hctcicriaN 
grarnncgatii'HS es. hastante “lasa". es decir, tan si^lo la miiatl dc 
las cade ruts jpepifJicas unidava lon ncvlduavdcl iciJuiV-acciil- 
murUnnco cstiln cn realidiul involycradas cn cl cntrcLmramicn- 
to. Adcmu.'j, cl cTiLrccruzamienito deuiro del pcptidoglncano 
sucede direeTainente de^dc cl iciTapcpiido muruTnilu en una 
cadena de pcpiUloglucano hasla cl iclrap^lidn muramilo ile 
una eadena pcplidoglucano adyacente (no puentes inlcrpcplLdi- 
cos coimi cn la figura 5-7A). 
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MiDrfDh>dfa y fisiologla bac^eriar>a& bdsjcas tei 


pt>r Jc Jj itcljfttilu capu dc pcplitkij^lutuiKt CM^ la 

inecnbrana CKtcma. Esi4i mctnbnma ticnc una cstmclura bj»i- 
ca iiiiiiilar a la dc la incinbrana ciloplasmilicti: unn bicapa TcK' 
folipidica cn In cuol cstdn ciiclffl%'adas otros ^mias jnolcculas 
grander. La memhrann extemn anclada a la capa ^h; pepti' 
doglucann mediante peqiiefla<t llpopcntelitas inur^iu muy 
lipordica^i unidas cQvalcnictncnic ^ gnipo amino iki:l ^'tJu dia- 
minopim^li^:p en cl pcptidoglwano y qcc w cxiicnden n Ciavis 
dal c.spacio pcripl^mlcc cunw una c^flmctura a-hciicdidul. El 
otm cxirema dc cjiia lipupnaicma csia anclEidd dc riKxJo no 
cmalenic en la e&trucfura lip^<lica de lo membrana extema, 

Un cfunpimetite eslniduraJ ijuc es pionicular de b iiiernhrana 
cxicrna gnunnegaftiva cs cl liptjpoUsii^rldo (LPSj (fig, ^-lOA). 
Las laoldcijlas dc LPS £>011 lus principdcs dctcriniiianics anti¬ 
gen icos dc xupcrficic [llamadck;; o antigeitg^ O} en 

las hacterias gramae^ativas y son responsables de ]a ai^dvidad 
endotoxina dc las c^lulas gramncgalivas, Las mt^l^cnlas Je 
LPS son gluculfpidus compicjos dc elevado peso mokcalar 
que coDslan dc ires componentes: una porcidn llpfJica hidrdfo- 
ba complcja llaituda Jipidn un. poli&nc^ndn cealml qae sc 
une a1 lipido A con las estnicturas mas extemas de la nx>ldcv- 
la, que suele scr similar en eslmclura dentro dc una cspccic o 
g^ncto biboicriano dado, y cadenas lattrale^ de poUsacdiicttus 
O-especiGcos (auligeiui soudticn), que .son rcgiuncs dc 
csiructum bloquimica vjinablc que dan In identidnd .'icinlogicn 
paiticiUar a bs espedes gramnegativas. La mitad del Ifpido A 
del LPS C5l^ anclada en la lioja cxierior dc la membrana cxler- 


iia. cun cl polibac^ri Jo central y las cadeiicis laterdles 0-«specf- 
' tlcBs que sc pruycctan desde lu superHcic de la iiKinbraJiui 
externa como bigoles de gala. Cada scrolipo dc Saltnontiia^ 
por ejemploK licnc cadenas Jalerales 0-especiRcas caiacteristi- 
cas quo pcrmilcn la confinnacidn scmidgica dc ta iJcntifica- 
cirtn bi^ufmica y pmvee parte de la "haclla digital” epide- 
mtuldgka del microorganismo cuando sc inxxistigan brotes dc 
cnfcrmcdadcs Iransmitida^i pur alimcalos causados por 
SaUiionetla, La estmetura del LPS ha side in» cstudioda cn 
c.species dc Sehnonrlta y £. raJi. 

El li'pidfi A es(d compuesio pnr un disaedrido dt glucosa- 
inina cn el cual los gnjpos hidmxilos estin esterificados con 
^cidos grasus p-hidroxiladus puco comuncs. cornu cl dcldu 
P'liidroxiniirfstico (Cl4), cl Icido mimtoinirfstico y el icido 
iauromimtico (fig, 5-1 OB), Se peeden unir icidos grasos adi- 
cjnnates por los grupns hidroKilo a airas ubicadone^ no sii&ti- 
inida-s en la nwltcula dc dciiio mirfslicn^ cstas sustiiucioues 
adiclonales diTjeren entre Iok distinins ^ifnems de l>aclerias 
gramnegativas. Unido a la porcidn del lipido A del LPS csti cl 
polisacaridn ccntml, cl coal conticnc dus hidmlias dc carbono 
particularcs: 3-d(soxi- D-manDooctDlwiactiito (rortnalnnentc 
llamado dcido l-CFlD-J-dHUKloctonoico (KDO]). un aziicar 
dc ochu carbvnos y una heptwfn, a^fdcar dc side carbunus. El 
KDQ ccittral forma conexioncs enite cl Ifpido A y U mibd dc 
las hcpinsu cn d pol]$ac^ndo ccniml. Los azucorcs adiciona- 
Ics (p. ej., (V-acetLlglucosamina, glucoiia y galaclo&a) tamlbL^n 
pueden enenntrorse en el polisac^dn central. La estruclura del 
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Rguri 5-10 tJixi^mlKacijictci tLrS) «1« It enwltun (;<luUr Se^mcolv Jcl polbk»u que oiueiru la4buibUi:ldD dc Joii voni|HSKnie) (Hincipa- 

l«S. (B) EuctiLluni del bpLiki A dr HaiuinatlLr typkimuriiini tCl Niiklm de p.ilk'WJ^ridri. [!>> Unktid dc R]Vtk"ii5n (ipica (faifftonrl/o Sy-pfif/tnr/iu/iri. (Bmndordc 
Onxiks GF, ciaL Jawcu. hldntck and Adcll>eis.\ hfcdkul MicmbiulOlty. ed. NtTWaJk. CT; Appleton * Lanae. 199 J>. 
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1&2 CAPiTULO 5 Baderinlogja mdilica: taKSnoitiia, moffs^ABia, rieiorooiay vlruieneia 


PDlisaci$ri'il4> centrul esui bas^anlc coriscrvaUu Octitfo tic un 
gdncit>d:ij(lo, pcru pucdc varinr de una cspccic a otro. Las cadc> 
lias laleraJes 0-espeiL'ificas se unen al polisocando central y son 
ncsponsablcs dc la cspeoilicjclad antigcnica dc lap; cepax iitdivi- 
tUiale^. E&iaK 4:ajdien^« cnnli^ntn un niJineni'P vanahle (m±s dt 
40) tie unitlades Oligosac^daf; rcpcitJas etunpucsias por ties a 
cinco mimvsiKjfitlDS CLidu una. oadenas unEig^nicumente 
ifUc cppiicrtcn rc^iduu« Je hidratos dc carbuno pocu 
comuncs, oomo el dcido aminohesurdaicD. 6'dcsDxiheKosas y 
Z.tMlidi^oiiheitosas. La miudi del lipido A parece ser el cnin- 
ponenle principal responsable de las manifcsEacinncs dc \a acli' 
vidad cnJoioxina cn paciemes con sepsis biicicrianu por iLtani- 
incgalivos (p. ej.. riefare, shock., colapso vasculary hcmciragiak 
Ln eitdrnaxina tambifn puode aclivar cl comphn^nto y causar 
coagulacion intravascular diseminada. Hn la Fipira ^-lOA sc 
muesua la cstruciura £eT>crAli£Ada del LPS de las especieii de 
Stilflitinfifa, TTiienlras que lacslructuiadcl Ifpldo Ah los polisa- 
cdiidos centrales y los antfgcaos soiaalicos \-c observan ca la 
figure 5'10B> C y rcspcclivamcnEc. 

La disociacioTi del LPS dc la cnembrann cniema se puede 
lo^rar en torma parchol por el tralamiento de suspensiones de 
c^lulas enn dcidoelilcrKtiaininolclmac^ico lEDTA^ qiic lorma 
quclaitidj cun Uvs caiiunes dlvalenics de la incinbraai exltama. 
Un tratamicnlo posterior con Usozijna hidroliz^i li capn dc pep- 
lidbglucanu de Isis baetcrias ^:ramnt^tivas y las cdlulas sc pue- 
den lisar La integridad de la membrana calcma depende dc lus 
iones calcio y rnugnesin, una dc las principaks razoncs parti 
la iiicluiitin dc esus tones cn el tnedit] que sc usa |iaja pnobar la 
tiCrt&ibili[bul anliniicroblana. 

AJgunas baclcriasgramoegativas Cp. cj., W£rejirjopftF/a.T i'nJTtfeir- 
iffCH fi^cissfria f^onorrhofw y Bordeiella pemisii!;) benen lipo- 
nligosac^ridns <LO^} en vez de LPS en sus paredes celula- 
LQs conlkne Ifpido A y un ccntnsdc oligosacArido 
que oonticnc KDO, pero no ticnc urt untlgcno O pulisw;dndi> de 
cadena Luiga cornu sC cncucotnl cn cl LPS dc las baetenas cuU^- 
EtMa mol-fculai!, tiiitiilatvn n cndorosiinniJi, riccicn iina 
extension dc actividad biolt^sica. enlie ellat l-a [osiddad general, 
la pinsgenifidad y La capftddad paitiLular de indudr la imtogc- 
nicidad y la activacidm policlonal dc las c^lulas B.^ La smiacit^n 
antigcnica dc ^onotTftpf^c sc debe cn puric a la alia irecu'cn' 
cia de la mudulacidn cslnKrtural de los L.(1£k que afcota la adiie- 
rencia gonoc6cica a \sit superficies dc bs muaisas y III scnsihili- 
dad a lu a£cit)n bacierieidi del suen> huniann normal. 

La lucmbrana cxlcrna gramncgallva tambi^n conliciiH: fosfo- 
lipidos y protcinn.^. La^ rnsfolipidos son siinilares a los cneon- 
trados en la membrana cilopLasmdtiea c Incluyen ibsfatidikta- 
nolamlna y rosfalidllgliceioL l^ait prnie[na.s lambidn con^iiini- 
yen nna porcitin impt^rianie de k inemhraria esierna. que 
cst^i piEAcnles en tuuyor concctilraciiJn sc Hainan proternas 
principalus de la uicmbninii cKleima (OMPi. Esias. prolchias 
ae dividen cn ties gmpos prineipaUs. Las prnteinas pqriDAii 
fonnan canules (|ue atraviesan la membrana eitlerna a trave^s de 
l(M cualcs los maicriiilcN de bajo peso molecular <p. eJ., aminiv 
deidos. azdCarcSn iotlcsl pueden ingiesar cn cl cspaciu peripks- 
mico. Muebas dc cstas protefoas poriiias liencTi un^ estrvecun 
‘ irfmeio" (ires proiefnas idcniicaf: que cottsiiiuycn im pm en 
fufmj dc Tosquilla). Las porinas tambien ayudan a limitar cl 
pasaje de algnnos agentes aniimicrobianos bacin el iriEerior de 
ta cdula. Las pmicCnfei imnsmcmihrana urn protclnas do 
pol:ina.s que ixiiat iesnn la mcmbranicKlcma, sc extienden a tra- 
vds del pcilplasDia y cstfin asociadis con la eapj dc pcplido- 
glucano dc la pared ccluldr Pueden tuacionaren la prodiiccibn 
y secrecirtn dc excenzimasH el iransportc de proiclras especifi- 
cas, la adhesidn a las superficies tv ]a umrtr de l(w agcnles aiiii- 


mkrobiimos con iut, ttiana.s cn la suporficic cclular tp. cj., las 
prole^nas dc unltin a la pcnicilina). Las proteuios perifirkas 
son responsabks del tiansporle Iransmcmbrana dc moleculas 
que son demasiado grandcs [uni mtrar por In pnrina. 1^ nriiiyo- 
rla tic cstas protefnas son cnmponcnieit de Irvs sislemas dc per- 
mcasas cbpecfficas de suslrato (p. cj.. cl siderdforo unc y irans' 
podA hierro hacia el inlcrior dc Ia c^Euk}- Las lipopcc^tcrnas 
i^vifasc antes) tion las pnotclnas mils pequefias dc la membrana 
exlcma y cstabilizan la pared cclular mediante un enlace cova- 
lente con cl peptidoglui^ano. 

La cstructura dc la pared cclular biicteriana ticnc una impor- 
mneia pr^vlicay dirccia para luicrivbiiilu'gON porqiic kU lipi;] 
es cn gran parte rcsponsable dc la rcaccidn dc la tiacion de 
Gmin. Esta tineidn diFerencial dkidc la mavoria de las bactc- 
rias cn dos grupos; batlcriJis gcninposilims y bacterias 
gramnegotlvas- F.n el prtM;edimlento de lincidn de Gram, las 
c^lulus 1) sc ilrtcjicon violeta dej^ciiciana {crislal violctaL 
sc iralan con yodo para former un complcjo dc vkvicia dc gen- 
oinlu y yock? dcniiu dc lu cdlula, 3) sc lavan cun un snlvcnte 
organico inlcohol-ocetoRol y 4> sc linen de nun'o con el 
colorante de conlraste nojo sarraniina. En las bacterias gram- 
p4.vsitivaK. cl ctnnplcjodc vjolcla dcgcnciaoa > yodocs rctcoi- 
do dentro dc la cdlula dc.spuds del lavado cun alcolmLacciona 
porque la gmc.u capa dc pcpttdoglucann nu permite que sea 
extra^do de la celula. En las bacterias gramnegativas. el com- 
pkjo dc violets dc gcnciana y yinbj desapArcce dc h cilula 
tki cildlss ^e decolwan) debido a la nnura de la membratia 
externa rica cn llpidos cnusuJj por cl solvcntc orgliivico alco^ 
hol-acclona. Esias celulas dccoloradas deben scr somciidas u 
unu [incidn dc cunti^ic pum observarlu^ eon La luz del nvietos- 
CDpio: csta '‘contrallncidn" csla provista por la safranina. Las 
baclenas gramposllivas aparccen azul-violacens obtservadas 
con el microscopic, mienlms que las gr^mncgalivuii x linen de 

rojupiVr lu lincion dc 0o[lti3.slc Cuit .‘iiirruriina. 

Algunas bocteiias gramnegattvas camcen dc la cstructura 
compleja dc In jietrcil cctular dtscrilu. l.os micmorganifiiions del 
gnjpo (yffiphiijfii-fIi>^xifnntt^r-Ftiivfjt}iicti'iiim ticnen mcm- 
branas cxiernas que conticnen ornilina-aminolfpidos y isulfo- 
nolfpidos ermtu cumpunenics principale.s. Jliiieo con grandcs 
cantidadcs dc dcidos grasos dc cadena ramificada con esdenas 
lateralcs dc nuircrn impar de itmtios de cartwno, Los An ftura 
4;atccen de una ef^iruciura pepiidoglucano y en su liigai ticnen 
un '\scuJopcptidoglucano'' compueslo por piolcinas. fslervs 
dc gliLcnl y dcidu A^-acctiltalosLuninurdnicu (el jjicjo-DAP y 
cl acido A^-acctilmujimico estdn auscnlcsL Aigunos Archupp 
inclusn caicccn dc c^itc pcptidoglucanu rudifnentaeio y itencn 
en fLU lugar una pared celular delgadaquc crinsUi de pn^tclnas 
t> polisacdrido;; i^ulfatados. 

FARED CELDLAR DE LAS BACTERIAS ACIDQ-ALCOHOL RESlSTl^S 

Una moJificacidn dc la pared celular gmnipus^iiiva se obser- 
va cn los mjcroorgaitismoi perteneviente^ a ios gdTicius 
M'ywbucWriutu, NiJCiiTiJia y Corytu'biicicriririi^ cn los cualcs 
lo.<; Eipidofi coastiluycn cl 6(yi- del peso scco dc la pared. Estos 
microi^anismo!! eontienen mulceulus Damadai; deidoii micoli- 
CDs en sus pan:d«i celularcs. I .os icidos niic6]icQv son dfidus 
gra.'kos P'fiidroxilados. a-susiituidus grandes que sc encuentran 
como llstcrcs unidos a las pulisacaridns Jc La pared celuliiT.’* 
Lcis aLidus [iiicblicijs varTan cn cl ndiucra dc dlomos dc earbu- 
rvo: aqaellos con 30 carbonos (C30) sc encuenn^n cnire las 
corincbaclcrias iScidof; corirnemicnl^nicoR), los que lienen SO 
ciflionctt iC.'ifi) se cnenontran cn esptcics de fifurartfh (icidos 
nixdnlieos) y Iols dc 90 carbunus tC90> u uiiis conslituyen los 
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icidoi lllk61ic^^s t^iKonirafK^s en el jf^neto En 

MSi'ofUiaerimi tttUcri-uftiaia. el icido niic^lico^'fl^'diinlcotJl- 

trehalo&a cs ^iciiocido coinu factor cordiki (ilg, 5 -11 A), Esta 

mnltEeuS:! oitil imk'iujiIii eun In i inilem^ia de M. tahefiiaiojis y 
tiet>; un £utt()|jo e!^f»C(;tro de aciividades corrui la 

citotoxicidad de la metnbrana celular. la inhibicion 4s la mi* 
gracidn dc cdlulas. pDJiini>]'fi>nuclcaric^. la inducci^n ik la 
niacidn cJc granuluina. lu wlyuvnocia, In iK^iivjdnd aniiiumorHl 
y la capacidad pani a^livar la rula ilcl HJEhiiplcinenlo allenuilva. 

La membnma cclular dc las nikobnctcrias es similar a oiras 
mcmbranas bacicriajias cicapio cn quc conticnc niandsidos de 
fosfatkIilinDjdtnl y lipfkarnbinEtnmoannK, Par fucm de la 
iriembrnita la capa de j>epiidt^glycajw t^oe iKe eiimpiHie tie 
jV-^icclilglucosaininj cn un eoJace p'-L.'t con del Jo ^^glucolil- 
muTVtnk'O-'^ Lii capa dc niurprna c^huS cnlrccruzadn pi'»r pjcnles 
tetrapeptidicos quc conlicnen rcsiduos L-alaninjiL D-glutarnato y 
m<’Jo-L>AK Algunos de Ids residuos de deiJu Al'-slucolilinuri- 
micd CKldn UTiidos por enlaces rDsrodt6Elcr a una capa super- 
pucsui de macnjmul^ulas polisactirklos de eadeTi;i minincada 
lluiTiadas arabinogaiactatHH (eontleaen pur imtadcs arahlnosa 
y galaclDsa). Los rcsiduos de arabinosa atejados de csta capa sc 
unen a Ic^ acideve micolicos supcrpucslos. La,s coJenSnS bidTO- 
caibonadas Jc Iok detJos miediko:; est^n inercalad^ con la 
de |[is otrof Kpid^M y gliietjlfplilDS uM>ciaJcps cem la paum] cdu*^ 
lar, lus cuales mcluycn los grupofi ocilograsos corios ^CL2 a 
C-0) y medianos a C36) y Ins sulfnliptdas irehaJosa (fig. 
5-1 IB). Lofi suirolfpldns de nehalosa, lipificados como el suL- 
lolfpido principal de A/. tuhercHhsit 2J,6,6'-1elraadl(nfhalD- 
sa-i^'Suifalo. esc^n asociadCKs cuii la vjmlenoih micobiicicriand 
cn que esas mol^ulas pueJen actum p4tiu impedir la fui^iOn 
IjKit^iina-fagnsuma pusicrinr a la fagucilu^Is dc las c^luios 
nlicobaiClcriaclas^ con Id cual les petmiic a los nfiicroorganismos 
sohrevivir cehtw parJ,'iilos intracclulares fneohativos *’’’" La.v 
Capas tie ural>]noga]aciano y luicrtlicn de la pared s<)Tire- 
sakii de la ineiiibnina p]a.Hnidlica a tnives del pcplido^lueaiio y 
son sustiluidos por fofoli'pidDS (inaiidsidos dc rosfatidilinosilol) 
y lipopolisacntidos (Ijpoarabinocnaaanns) quo sc unen a La cam 
cKtema dc la cnembrnna celular micohacieriana. Esia.^ moiecu- 
las prodiicen un enlace no covalenle enire la membrana y la 
pared cell]lares. Las prote^nas anclaJati en la pared celular de 
lus jnicobacii:Ha.s estiin Invuliicmdas en la biusuntesLs y conS' 
tniccidn dc los poUmcios de la pared y algunas rambicn fan> 
ejonan comn [Hirina^. 

Los mictoorganisniAs ^cido-aloohol resists nies se lirten de 
rnjncon e] cmlnrantd hisicn Tuc^ina fenicada (corbol fucslnal y 
SOLI rcsisicnies a la decoloracida con alcohoJ'icido. I^cbido a la 
hidiofobicidad dc la pared cclular mjcnhaertci iana, la pcnctra- 

ddn (tel colof^le haeia cl inlerinrde la c^lula se jnejwa eon ci 
iratamienlD con calor imeindo de Ztehl-Neelsen] o con la 
incorporacidn de dctcrgcnic en cl colomnEc (m^oJo dc 
KLnyuunL La lesislcncia a la decoloracidn por alen|Hi|-(k;ido 
("'acido-alcohol rcsistcncia'") csid nsociadn con lo« ncsiduDs de 
icLdo iiiiediicoarahinogalaetano que eonsiiiuye la mdyor pane 
dc kift consliluyenics dc la pared csleriorcs a la capa dc pepti- 
doglucuno^ Los Ifpidoo solubles conlribuyen eon las pnjpicda- 
des die ^tdo^alcohu] tc&isitcneia dc lase^ltilaK micobacleriatias 
pero no las dclemninan poniue la cxtracci^n dc csos Itpidos dls- 
imnuy« U dtidcf-aicohni resisiencia pern no la destmye. La 
rolum mecAnica de la pared celular y la exEraccidn de sils Ifpj- 
Jus con 4lcalis clacidlicos que cllmiruin tanlu los llpiJos libncs 
cumu lus cMerificadoH dcHlnJycn las piepicdudcs de acido- 
alcohol rcsistcncia dc cstos mLcroorgaoismos, lo que indica que 
cl contenidn total de lipidos de In pared celular es rcsponsable 
dc es[a,s propiedades de tinclcin. 
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Enitcis«4dis bacierians 

l.as, cTidnspora-s son cslnicturas csfnicas u ovalcs formaUas 
dentrD de edenas espectes baeierianas que representan un esita- 
do latcnie o 'Vie reposo" cn el ciclo de crecimientD del micic^ 
Uf^aiiismop Eniie Imi bacicria;; dc ini}H>rtaacia elinka, las 
cni^spofiLS 3on romiiuks pur baeilu^ gnimpositisHis acrobios 
pertcnccicntcs al gcncro Badltns y otiDS gcncios relacionados, 
y por Ins granipQsitiv'ns anai^nbius del gcnCni Cltfitridiani. En 
esrofi ^^neros. las endnspnras se foiman en respuesia a la 
eareneiEi tiLitricinnal denlro de la e^lula bactenana vegeiaiiva. 
Son muy icslstcclcs a Ids efeetos daflinos del calor. lu descca' 
cinn, la pic^Eiun y muchos dcslnfcctanlc^ qui'mioos. Son nwe- 
sflrias icinptmturoji dc c^icrilizacidn (13(J ‘'C durante 15'20 
inlnuios) para malarias. Se cnee que ta msLKteneia al calor se 
debc a las cantidadcs ricduclda.s de agua en el ndeteo de la espo~ 
ra. Rl EumaAo. la Fomia y la uhjcai(;i(Sn dc Ins cndospirrus inei- 
piantes cn Las cclulas en fnsc cslacinnarin dc Closiritiium, 
Sticiliu.K y cipecies reJacicLnadai es did para la curacterizacidn 
e identilicacLr^n de ciertas espeeies dentro de estosdos g^nen»s 
fv^iinsc caps. 12 y 13i. Laii cndosporaLi pueden iicr csfdiicas, 
sube.Rf6nt:a.s u {PfaLcs., puedcit diferir cn su ubicnciAn dcntn> dc 
la cklula (contiral, terminal o subtenuinal) y pueden abuliar la 
OiluLl o no. Pdr lo gtruCniL no >?? linen con los m^odos habi- 
tualcs de lincidn. como la (IncaVt de Oram, y apanecen cuino 
oucrpcps no teflidus, icfringcnEci en los froEis. 

Con cl csifmulo dc cicitss CDiiitkioacs mcdloacnbicnlalcs, 
eeino el agolamietiEo dc los nuiricnics (glucosa, nitr^cno o 
fosfato) o la cKposicidm a lemperaturas o poienciules de oxido- 
moduceiLSn subhpiimos. el material nuclear se divide en dos 
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ntlcUoi[.ll^^. y utw m sejMri dil oifo fwr uny in^o^lxiinii o labi- 
Lucgo cl tabiquc crccc y cl nilcico Jc la e.spora sc cn- 
globa en una membrana doblc. Eatrc las dos nicirbraiias> sc 
dcpcnjta una capa cMema o coricra quc consta en principio dc 
niaicnal (^piiJoglucaDo. La crinm k y acamula 

kHics cakio debido a la accivjiJaJ de qucluci^ de ana inol^cu- 
la panioular llamaila i&ciilo diplculinlco. El ccnim cstd pnae- 
gido por la coaccntncidn cicvada dc ioncs calcio quc cnlrcla' 
zan c^iTwhiimcutc cl material pcpiiddslneanm y inda d ajpja 
dispnnible cn la e^pora sie expuLu. 5e depo^itan varia^ capB!i dc 
la cuhierta (jna suslancia simitar a la qucralina quc rica cn 
pwnics disutruna i j la erKlcspofa sc libera ert cl rrnimcntw dc la 
ffiuerte y lists dc la c^tula vegetativa pr^gcnitoriL Las cndosp{> 
ras pticdon pcrmaaeccr viabics por largos pencxlos. Cuando sc 
ubica en un medicMinbiente favorable cn prvscKia dc algun 
csliTDulo (.aminoicidtis. hidrauw dc carbons y agua), ];t espora 
ctecc. P4tr cnU>s csilniulos. las enziina.'t se Llcti^an^ degradiui la 
corliCjui dc la cspoia y llbenia cl maCcrial pcptidoglucano, Ids 
innes calcio y cl acidD dipictilinim. C[}fnicn7;i la smlcsls dc 
RNA. seguida per la sintcsis de protefnas y, por Llltlmo, la sfn- 
(esis dc DMA. De alli resulla una nufva c^lula vcgctali^n. 

Esaniciaras de la sapcdicie baetpri^na 
CJ^UIAS 

Algunas haclcriiu ticnen una capsuta extema a La capa cxic- 
rlor dc la pared celular. La cJpsula puede ser delgada o gruesa 
y asociarse con firraeza o laxitiid a la card cxlcma dc la pamJ 
cclular. La aM>ciaci6n laxa lambii^n k denomina capa mucila- 
ginosji o glucocAliz- Por lo general, cl matcriu] capsular es dc 
nalunilcxa pulisacjirida y pjcdcn scr polfittcrds dc monosaCiSii' 
dos Simples (jiucanos, dexirmos, levnnos} o heleropolisncari- 
dos quc ctHilicncn a^iicaics lanlo pcniosas clhtio hexosas. mis 
ribiiol. gliccrol u o(n>s Aifucaccs alcolio]c!<:- Tanibi^n cslin pre¬ 
sences u menudu los fLisfatus. En la iiiayurfa de lus ca^js. la 
cdpsula sc sinicliza cn La nwmbrann cclular: los cocnpoiKnIcs 
=c MnlcliMn y cxpnrtaTi hnein cl cvicnor dc la ccliila medianlc 
un ststema de ''Iransporte'' de Ifpidos isoprenoidcs. cn cl cuaJ 
los cocnponcntcs sc unen al maicHal tapaular ‘‘cebador” \a 
antes presence sobre la supcrficic de b c^lula. En algunoii 
casDS. como b capsnla dc glucano dc Str^pUK^-cu.K mufans. la 
cipsula es sitilcliziKla por una cUse de enzlnias e\inic:elulares 
aM»i:iadas con la pared L'clular ItainadEis glncDsUtransrerasns y 
rructosiUransfernsnr'^^ La acci^n dc escas cnzimaK en una 
dicta eiHi sacanaui crea una mairuf raniincadadc glucano inso¬ 
luble que intenctua de modo cspccitico con La supcrficic dc Lcis 
dicntcs y «in tos rKcptOrcs eP la ttflyb de i' TFr^f/anT. la for- 
piisieiior dc ^idns a partir de b sacarosa de tu diela 
y de Itis de|x1sitUiS intrdicclularcs da glucdgcno por S. tmun/ty y 
oiros micnoorgctnisjnos conduce a la fnnnjicioTi de las caries 
dentales.^*’’ 

La cdpsula bi4cicri;uia eumplo varies luaeinn^s; protege a la 
C^lula de la deseeaci^n y de los matcnalcs Idxlcos del moJIo- 
anibicnlc (p. cj.. tones dc niclalcs pcsado5> ukditalcs librcsi y 
proenueve b conccnlracion dc nuiricnicii cn la supcriicic eclU' 
lor bactcrJjina debido a su naiurabza polianldnica. Ademas, 
de^icmpea un papel en la adhcrencia dc bs hiictcria^ a las Cdiu- 
las y supcrPcics dc las mucosas, Esta adherencia es requerida 
por muebos inicroorganiMTiosi para pruducir inreccioncs cn 
hucspcdc!^ opropiados (sc verd tuis adebatc). Algunos capsubs 
bactcrianas futicinnun pwa ptoteger a Las celuLas da li fagoci- 
tosis (en ausencia de antiajerpc»s anticapsubTes) de los leuco- 
citos polimotfonucleares. El material capsular por li> general cs 
aniif (fnico j b dctcccidn scroldgica de b cdpsula consbtuyc la 
base de la prueba de hinchazors capsular de Ncufeld (cap. 


13), quC ppede u^iiftc para idcntiTic^r varios subtipos dc bacic- 
lios patdgcnas humanas Imporlantes, como S. pm umcmnK, H. 
infhurTf:/!^ tipo b. KltiMidlu pncttirtuniuc o sctogrsipos dc 
l^an.wfut El material capsular de muchos nucro- 

Ofg^Lsniris sc iiintetira cn abuTidancia y sc desprende hticia cl 
li(|uidi> cirtuiKlimte lanlo in vivo ccitki in vitro, Emc muierjal 
puedi! dcicutarM? cn varlos llquidoM cstrporales (p. cj-, suctu, 
liquido ccfaloiraquidco y ortna) durante la iiifeccLi&n por bactc* 
ria-s cnc^LpNuludas c idcnliricarw dc modo cspccitico mediante 
eicctrotbreiiifi o prueb^is de aglutinMidn paoi obtener nn diag- 
tidslico ripido (vdasc cap. 3),'" 

En Ion uliimo^ aj)os. U estruefura capsolur dc Sutptfyh*- 
u/cctitx aufriiJi ha iildiO un irca de inlercs tanio pura la cienciu 
cxpcrimenlal como para Los mictobtdiogos dmicos. Mas del 
dc lax varicdadcs dc S. ourfus aisladas en el laboratorio 
cimico son cnvapsLibdiis y cstas capKubiis sc ban divulido ^ero- 
Idjiicamenle ei> 11 tipcw. lipos cariiCieiiAlduN ha-Ma ahora 
(tipcs 1, 2, 5 y S) son ludraios dc carboiio complcjos /V'acciila- 
dsM y (7-ifcctilaiJc]s cn enlaces p-1.4 y p-1.3.*'*^ Los lipos cap- 
sulares 5 y K predoitiLnan entre las cepas aisladas dinicamente, 
y un TiunKm importanie de cepas resistenles a la oxacilina 
expresan cl pullsaciriiio capsular dc tipo 5.^ Dc hncrcs para 
cl mlcrs^bidlsugo cs que bs prvcb;hB dc uglutinacidn del lilcx 
usadas en los Laboratorius clfnicOji para idetitiEear cl lipo Cap¬ 
sular 5 dc las cepas de S, aurrm no son cofifiablcs.*^ Por esa 
tazbn, alnora fte incluyen pan Lulas de Idtex recubknas civri 
an[jcuciTH>±i para lus poliseciridoei capsulants 5 y K cn algunas 
romiulueioncB dc la pnicbii dc aglucinasi^n del laicx.^** 

En algunus espeeics baelcrianos. como BaciUia y cspccics 
relaeioniulas, la Ci^psula ch dc nal anileza pulipcptidlca. Baciliiii 
aHtltreicis. la cau.sa del cartmneo, esia encapsubdo lanto en leji^ 
dos infcclados como cuamio ciwe en meiLiios quc conlicncn 
hie:u'bonati> o en un naedisMinbienlc ton rnSs del 5^^- dc CO^ 
Tmito la IbnitLiclAn de la cdpsula come la ptoduccidti dc la toxi- 
na sc “aclivan" por cstas condlcioncs dc cultivo, quc icficjcn 
tas miMnas ciineanlmcioocs dc CO. y hicaibonato cncontradaH 
cn lo« TeJidoN inlcctiidos con B. unthracis.^*‘ La cdpsula de B. 
iiiilhracLi ix cumpucic dc cadana-B de ci^peptidu:i de O-glutami- 
CO unidos qvc sc extienden desde 50 a 100 rcsiduos por cadc- 
tia.'^- La pieBcncia de cipsula ennilete a B. untbracix resisten- 
cia a la Tagixitosis.'^^ 

HACELOS 

I .os fxgelos l^iafterianos am apiJndices rilamentosos largos 
que surgen de la membrana citoplasmaiLca y se extieoden a tra- 
vds de b pared celular baeia cl medio circundanlc. Son 
puusablcs dc b ilidad celular. Los flagelos, por Id general, 
se encuentroJi eu los hairilos gruinnegiiiviK. aunque tambir^n .se 
cncucntran cn los baeilras grampositivns (p. cj., especits de 
Lrirt^rif]] y los ccxms (alpunas especies de hfiiertfCtKi us, espe- 
eics dc litt/it'fjartr) nftivilcs. Los Jlagclos diTictcn ei) mimero 
y dispDSLtidn en bs celubH. Las battcrias con un dnlcu flagclo 
polar se denominan inDiiolricBs: aqucibs con dos o mas llagc- 
Ids que se originan cn im poln o puntn son lolbHieajr; que 
Eierten up unico flagcLo ubicadi^ en d^s puitlos diferenies o 
pi^loi, se llaman anEllricas. y las quc poscen Jos o mis llEigclos 
cn dos ptiatos o polos dc la c^luLa sc llarntm unfilofotrirLas. Lirs 
organiHiTiOB que lienen tiagelos que surgen por cnclma de la 
supcrticie cclular Integra sc denominan pe^ritriegs. 

Hn las kicierias gramncgacivas. se ha demnstrado que Irw 
flagehis lienen una esimctura compLeJa que consia de tres par- 
ics; cl rdumento. cl codo o ganuho y cl cDrpui«;ulo bu.siil cfig. 
5-12). EL lllaiuerLto flagclar lienc un dinmetno dc 13-17 nm y 
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una longitud variabk. Esiil compuesJto por suhnbrtllas phi.rale- 
las de \a subunidniiil de .10-40 kDa ik la priHefna fluKellna. que 

inii^raLiuii para fOTitiiu un uilindm liucco. El lilaincHitu es scint- 
irigido y fonita una hdicc Icvdgira micntms ^alc dc la cclula. 
|.a flagdina licciL' Id capaciiiLid Jc auccx^iisamblat^e'. nnonb- 
meroti de la prniefna <iC sintetizan y a irav^s tie la luz del 
cilindm En cMKmn crccknie Ja la bailee del tlagelo, el 
mundmi^ru sufre un cambio cunrorniacicinal y \ic agrcgLi al 
exErema dislal del fla^clo. El codu csta compucslo porotni pru- 
tcina disiiiiia y uciuii eurau una '^cnLuiea'" Je 111 fULi] emerge cl 
Eliimcntd flagdar. El ctKiiipcnniie la (rmsminirtn dc ur mfivi- 
inienio ralaUirin JesJe el corpilscuEo ba^^al hasta el lllaincnte. 
EL corpusvulu busul ciilill ct^anpucstd por luiillEiN 
ctinectuJcis puc Luui esEmclura cit lunTta Je vuLigLi. oillllOA 
M, S, P y L eslan oncladoi en La ntembrano, cl espacio peri' 
plasjnjdco, el peptidaglucano y el poUsacarido dc la membra- 
na cxtcricir. ruiipeetivamentc. Al menns inpn»tcrnas compcinen 
lu miruciuru del utiilLu cmerior cn biieleriiUi. ^munne^allMib. 
La aslriKiarj uiiular uni da u la nicmbfana celuLar n')t^ pur una 
rcaLcLuii dcpendiciiic dc eitct^iu y hacc f lrar la h^lice llagetar 
rigicla eumo un mntnr de pmpulsinn- Up cnciigia pann csili nrac- 
ddn praviene del paso de proinnes desde el eiiterior hacia el 
eituplasma a Lmvd!) del eoipdivculu bu*<at. Lu?; anillos cxleraoi» 
lanilkw L y P> funebn^n Cumu parks fijas y reduL-eu la friu- 
cidn y la perdida dc malcriaEes dc la c^lula ca los puntos dc 
insertion, flagclar. En las tuielcria^ grjmpoNiliv’jii^ laeMructuni 
flagdar ^ ineuos compleja y eili cn-mipLieita ptir dns, atiillos, 
Una esiruciurj anular cnnecni el (Ijtgelo am la nkmbrana pla;;- 
mdlicu, inicnlras que la iicgunda citlrucEum anular i.e msena cn 

la gruc!iii trapa dc pcpliditgEuLanci. 

Varlas espccics de flageladoi^ tambiea pueden allcrarc) tipo 
antigenien exprie*^ido que prodticen \aji fiagcInKL c^ic pniec»>4i 
se ctin(K;c como fast de variaclAiii'*^ Em» se rellen; it la cap«- 

cidad de h]?i inlcrtKirgiUijNiniis dc exprc!tar du.s lipits dc llagelu^^ 
cn foniia ullcrnadj. La lase de variaeidn sucede pur La cxpiiU'^ 
sjnn difeneneial dc genes crnmoN^miecim que ccxIiEican dus prci- 
tefnas. tlageltna esitnicturada^ de medo dil'erente. Ei;te lenrSme- 
nu fuc rteundcidfi pi>r pritner'i xez en bacrcrias graninegjuivas 
cnl^rteas., como cspccie^i de SniTturttifliii, pcfo [ambifn ceurre 
cn otraa c!>pcclcs. como jV. fiotforriiotae fv^asc mdii aJcbntcl. 
Ltjs anltgcnos flagclarts dc ios bacilns grurnrKgaTivos sc denn- 
minan acitfgenu^ H. por el kmiinn alemiin hmifh que fitgniLica 
''re.^ipjracjdn". AlgunoR iniemorganii^niofiiienen cMruciuiniii fla- 
gclare> muy mudillcadas. Las ci^pccics vibrio tienen La mort'u- 
logja flagclar lipka. peru cl flagclo cscd cneajiHb en una vaina 
urigirtuida cn La nteittbraha cxccma de la pored ccLalof. En las. 
espimiquclais cl flagelo no protruye hacia el medio exlcrior 
siitn que sc ilbica dcnirti de una v^iino hacia afuera ilcl cilindn> 
proloplafiiiiiitjen del cucqx) cclular del niicroorganismo. Estc 
cnduElagclu o niumcnlu uxiul ac urigina cn uti dc la c^lu- 
la y sc cniolla alredcdor del cuerpo ccluEar por dentro dc la 
volnii. 

Otros orgdtwhs foettmoMres, Algunas baclcrias grnmrrcga- 
liva^i muesirdii lu qiic jic cxinoce como ^'moviliiJaJ ilcslizanic". 
Hsic tipo de ntovilidad Cs la mils CvidenlC cuanxlu lus urganis- 
mos cslancn conlaclocon una supcrficie. En micnobioLogfa cli- 
itica, In movilidod deslixanlc se ebserS'a m las cNpccica dc 
CtipwKyiopitagii, que son pane dc la Horn nonnal de la oioLa¬ 
ri ngc Humana y que cn oca^sioncs sc alslan cn provesos jiLfcc- 
cEusus (tap. 9). csiutlios tun Ffavokaarnwa jahisonii y 
oiros iiiicrDot^anistnos del grupu Cytapimga-Flm'irlHictcnuifi^ 
Baclemidrs Hugicnen que lps pniicmaK ci gtuoupnKcmas uHlca- 
dajsdenim de la memhrana exlema se adliieren al sustrato y que 
(liras proreliias Ucniix» de la nienibranu celulur rceogen las fucr- 
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zas motrices protdnicas que causan que las prolefnas de la 
superllcie sc muevon a Eo largo de 'korrilcs" dentro dc la ca)Ki 
dc peplidogliicano^-^* Otros cstudios tirntbicn han dcmuitmdo 
la presenciu de suirunolfpidos pariitulares cn la membrana 
CKtema de la!> bacEcriss dcslizantes que cstan ausentes cn 
mUC;mtcs no mdvilcs de la misma cHpetic-' Usarnk] muEyTlWs 
no mbiTElcs c^pontdneufi, inducLdos qufmicLimcnlc y por Irans- 
ptwunc.'N sc ban idcnLiUcadu varios gene^ y uperunts no rtla- 
ciunaiHos involucradoi cti la movllidad dLSliz.anEeJ> 

FIMBRIAS [PIE.II 

Lus ninbria.s u pi|i sun apenAiites pequciluK encunlraikis en 
la supcrficic Jc muchas bactcrias groiuncgatbvas y algunos 
grampusitivas. Aunque los EcTminos “pili" y “fimbrias” fk h:in 
usado de mode inlercombiable, el illtimo se utilijist aHoro pa¬ 
ra ilcscribir algunos up^ndices similares a pcios no Oagelares, 
micntms que cl prijneru sc utiliza para Jeuotar las niubrla^ 
de bacicriiLS gramnegelivas que Funcinnan cn la tmnsfcrcncia 
dc DNA ctesde unn cdlula » otm durante el proceso de conju* 
gacibn (pill sexual l. l.as rmbfias essAn emupuesEas |hv una 
protcina llamada flmbrlJinii to pillna], que ticnc un diJmetro 
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lie 3 j 25 mil y 10 u ZOpniile ]4Uiij;iiud. Iji linihrilinji 
eii ius bLijcterinii £r^nii]cy;t[iva> cs una prcueftu SLLt;LiLiil:Lriii de 
17 .1 20 IcDa Je pew inolceulEir. Las protcjnas fnrman tuhos 
hueeiK quc uri£in:in cn la tremhrana tetular, peril que eaxt- 
een de lo«; eoqw^culoi t)asa]e«h y los dt lo^ l''lnff]o:i. Las; 
suNmiiliicJe^ de h pmleinii de liis limbnfi^ nc ii^rL'^nin a la hasc 
de lu chltueluru y ruteil el eiiirenlii, eiMiKi se cr> la sflt- 

tesis jlagcbr. Los pili scxualcs csidn iii^otuciados cii la cojisll- 
lueidn de upareamicnlus CHpceitieos para cl inlenrainhin dc 
malerral genelien durante la conjugacLon y sort tsmbi^ sitlos 
lie ailk'sifin ite I os baclcridfagos. 

Las nmbrjas runtiotian. jclctn^s. L’orno oj^Anulus eclulares 
para [a ^jueidn a laseelulos o alu:^ Mjperllijieji de la.H 
que son units para csla funcidn dc fijaeidn y sc conocen cdjiki 
adhtslllfts. La itijyena iIjc la^ :uihi'sinLi% c^hihen una unii^n 
•'itnilar a la de la [ectina con tos residitos carbnhidxatns tennl- 
nalcs (p. cj., munosuK^'^Porcjcmplo. la adhcrencia dc las bae- 
tcrias enicMcas ;i la supcrllcie ik la:s iiiucusfLii que csl^l ineJia- 
da por piluiTl d.e [jpo 1 (csilec/Jici) Je 0 LurtiUties ve^uede 
intiibif per pFtincubacidn 4t Las baeierias con manosa. Lsta se 
fjja a hi lUlrvidil letniillal de la adtie^ma y blof]ue:i la adhertn- 
I'ia: pi>r In Canto. Icm pili Jc iip<.i I sc dciutminait seiisihlts a la 
nianii.ha. Las JiJbeiiius que no se afectan por ]a inanosj se Hu¬ 
man inanosa rcsistejites: Ids. pili rcsJslenits n la inanosa se 
denomician de Opo 2. Las difereneias dc espceirLcidadcs simi- 
lanes a las dc la kdina son cn parte wipini'uibles dc bw irnpis- 
im-i dt Ids lejidrw fJiserS'ados en diversa^ e!>pccies bacicrianai. 

ni |taper de h'lN llnibriav coiiki fuctores de sirulenulj en bae- 
icrias ^raiTuiepulLvas lia slJu csliidladc cxlcn^ainctitc cn jV. 

y .V. Esias cspccics palojicnas 

de A'er.v^crru (Muduicen fimbtias simiLoj^s desde el punto de 
vista cslnitCnral y iintigenico que estan compuestEh por suhom- 
iliii.lc> proCckiih d<-' a Zl^ kLla, \iLricdadcrs vimkillas 
dc t\. ;fL'ftr'frynn\Hei;\prc^an cslas fLinbriai Jc supcrficic y wi 
capsiL'c.^ de odherirse fimemente a Ian tjclula^ dc la miieoiui cn 

cl trncto gcTiiial.'^i Im\ ritieinnrj^nisinnrrs emn Hmbrias lamhieri 
son ftfiivriisahle^ ilc las cofoma-i abovettitlas lie lipns I y 2 pm- 
diieidas cn cl aislamicnto rccicnlc Jc gonucocos cn un medio 
ton jpar. La pcrdnladc las Umbrian cn liubcukiviTs rcpeEldns in 
viiw incijpucirj a c^osiKT^ojiismos para, ijiiciat laitirecclbn urn- 
gen i till ponque carecen de adhertncia n las imicosas, I .as co|o- 
ni.i-' ciinipiitsias por ^onococos sin pili son iii:is graodes y lu^s 
cbatiLs EL j^onocivti tlcne uii ^ran ndmcjudc ^encs quccodifi- 
can prolcmox dc Hcnbrias distinlas iksdc et punts> dc vista anli- 
gcciicD y cstnicdiral. las cgales sufren taniu b fuse de vurla^ 
cion cuins> lu vntiacldn ni]iti]<eiiicB (viiase cap. ^}. En la fast 
de variotuNi, cnire cl cstado tsm pili ^ sin pili. Los ^enes pil 
(jicnes cstojciurales de las finibrius) no sc expresan o Ins pro- 
ICl'nrts dc las riinbrias no se jiueiiei] formar eii finihrias funcitP- 
nales. En 111 ViiriaeiOn oiitigetiicas Los llpos de fimbrias nuevos 
pueden sur^ir debido a Los cpisoslios dc nccombinatitVi cnirc 
los 2{] genes tie limhrias prise nle^ en el genoma LvjcTerinnn. 
t>ebkto ji la tapaCidud de arij vartedud g.onL>cbeica unica para 
pnxlucir anUgeiiiPS ik fiiubrias mullLpIts iiJitigi^nitELmenlc dis- 
tinlos, cl USD dc las limbrias ci>mo anLigcmps candiduim pain 
vacunas antigunucikica^ ha si do cn grnii pane Infnictuoso.^^ 
Solo itti numero limitado tie cspccics de hjicleTitis gnimposi- 
tivas. Lncliiidos aJguTuw cstncpuicocipfi, ootinebjiciertjs y espe- 
ucN de4cf;ni.vpjvrrr muesirun Hinbrias cn b supcrlltie eclular. 
Aerorotftjycex I'isctKWi y Ai'dwwnvfs bricilos grtitii- 

posiimK facultuiivos encontrodoti cn la envidad biicaL nntcstrnn 
dos lipos de fimbrias. Las fimbrias de lipo I inedian la adhe- 
neTicia baelcriiina a la su|>irrcie sle Ins dtenlc^ medianie La inic- 
riceu^n con his poplefnas acitbs rica.s en prolina de Lii saLivSn 


iilierttrjs que las finit)riHUs Jc lipti 2 median la adbcrcncia bae- 
tcriana a luis esitcpiococtis bucides y a varLos tipips de etliihui 
mamiferas. como los IcucociLDS polimniojiucleafcs y los eri* 
trod lose''E.s[as fimbrias dc tipo 2 sc unen a rcsiduos 
gnlociosa o jV-aceiilgalociossniiiiu en lu superOcic pJe l^s 
c^tncplncpcos Kicales congregodos oerm los oligosaciridosde 
bs gJucoproccfnas dc In mcmbraiia tclulor de los mbmidc- 
ros.'^A dlfctcneiu de las nnlbriiu dc Lhh bactcrias gmrnRe- 
galivas, las dc las cspecies Acrnnufovcefej sc utren dc niodo 
covalente a Ij capa de peptidoglacano de la pared eclulLir.'^ La 
tEipacidad lb liis especies de Arrr'ppfJPFPVTer bucales para itdberir- 
sc a I’M- e^lulasdc la irucusa > congnegarstctm los cstrcploco- 
cos earitpgenitos raciliU] hi romiaciun dc In biopclteula y la ini- 
ciocjbndc la placa denial. Sc ba dcmoslrodo que los eoa^rega- 
tkis. dc lirnbria-v dc A rri/jfippfvrem y cslreptfKWt>s butalcs 
tesislen la lagociiofiis y la moerle inediada por c^lulais poli- 
mori'onucbarcs, y la unirin de Ardm.>«rvtrerr.t a hw PMN libera 
loi iitcdiodotcs la inrumaeibn. Las fiiTibriELS cuniplen un papel 
clave cu b ogpucidatl dc CMOS patmgcnwi pcriodonlalcs para 
COlOitiziLT e inicLor la infeecidn. 

Int&rcamlala gene'iico y recantblnaeldn en las backrras 

La tupUeOiOidll buLleriuttu. Se pltuluee pur fision blnuriiL, uH 
procesD asexual que no involucra la retomb inacton y dcrivaen 
In gencracibn do ihis cchibs bijas ipic son idem teas a la^ cclu- 
bs de origen. Sin embargo, saritvs grunts {le bcreicriiis irenen b 

cupULidail de 'Lifrir LnietvidJiiibLL] gen^iico y teLOitibinacitVi eon 
otrus mic^oo^f!a[liMllo^. El imercanibio peii^ticiP enire buelerias 
sucede por urw dc los tics mccanismos gcncraLcs: iransfonna' 
cidfi, truisduccitSn y coiijugadin itif. 5-1.1^ 

lai Iranslnrmatidn impliea La captacibn de IJNA libre del 
[itcdliJainbienie cireundEinle ffig. 5-E3A). Lies t^lub;^ Ibiobgi- 
eiuiienlc tapacc^ dc lomar c iiicorporoj DNA libm baeia cl intC' 
rior dc :nus gcn[]inu.S se dentiicLnan riim|h:lLntrx. La compe¬ 
te llcU ex un estado transitorio que sucede hotla b fate de 
crecLmienin exponencinl tuicirj. aunqLtr nlgunos organi.snun 
piicJen ser coinpcteilltK Ludo cl Licm|.HJ. Ln lai c^lulas grampo- 

hltiML'i CillTipetCIltCX {p. cj-, litil'iUlIi 'illhtiUn. 5- pWUttUfNitil'\, 

pequcfios iruzus Je DNA dc doble be bra sc uiicn a la celub 
mcdiaalc tm receptor ^b la superffcic eel alar que sc expresq 
diiraiiie el periodode eompeiencia CcHifDime el DNA emraen 
b ct^lula. una hebra sc hidroliza por uiia nuclcasa unida a b 
supcrrieicr Lus esentos ile recombinacion entn: cl PNA dc 
tiebm simpb y lux regioiiCK ho]ia5[ciga.s del croiiiiosoiita biicte- 
riano dan por icsuhodo la inlcgracLon del DNA iransformndo 
cn cl gentmu tie b bacteria. Si las regiones homriLogax paraei 
DNA transrunnado sc pierden. la hebra del DNA nti sc iniegr^. 
Ids gcjiiCx eii \ii bebra de DNA paniuular no sc expresan y el 
DNA de hebra simple sc degrada por cntlonuclcasasdc rc-siric- 
eion crnlfigena-s. H, rrr/JjjfFrr/ir’, ana bacteria gramnegativa com- 
peienie para la iransformocibn. tambien tiene recepiores para 
DNA sobre b supcrricic eclulan la unidn coit cl DNA ix'uirc 
iiicdianle el recim'ociiTiieJito dc iitiu xL-cucnchi n-uk-lcdiidocxpre- 
sjdacn La sopcrfLcic dc 10-14 pores de basc^ que permite solo 
al DNA dc cspeeics relacionadas unlr>e y entrar en b c^luJa 
compciente.'-* l.uegoi, el I7NA de dohle hebra entra en la celu- 
la. pern soLti tma bebra panicipa cn Itis cpiMxIios dc reemilbi- 
niicit^n que ineorporinel DNA tmnhfonnudoren el geJitima del 
rcccpior. Las ciSlulus que no cxpresait eompctcnclq para la 
Irpnsii'ormqjcibn genciica pvcdcn bacer\e permeablenl DNA 
exiraeelular L'cnmpcicntcs ariLfLcialmenie“> por tr^iainieido 
coiCaCI, u otnis solociNmes Salinas aO tT n pi»r eleclropora- 
cinn. cn la cuhlI sc expttoen xuspeitsLoncx dc e^lulas a una 
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triLnhliinjLfeiii^b IAL 'raiL'iJuiJLif'iii iiK'dijiLlii hiii:1cnL'rfc.}:^i ID^ y ci)i:jw^AiiLin ii,'}. 


c<irricn<c t’kTtrtc« c|iic induce la enlraUn dc l>NA en hw eflulsK 

bEicteritmyH, 

La traiisducdAii sc icficrd al jntcfcaiiiimp Jc Litrciraiaeiian 
gcTictica rricdiflnfe hactfridfagos (fig, 5-LlB|. Los Kiclcrinfa- 
(o Nimpicmciiie Stpn virus L|uc lutcclain a tjs l>aL~- 

leh;is. Alfimon hacieridtagfw son iHkns; es decir. despuss de 
iiif^ccMr U cdula iKicCcrian^i. l4i> genes rcguladiircs del hsicLc- 
liuru^u "'Ionian dc la lUiULiuliiEina biu^inicljca cclulaf, 

lo qiic (leva a la expresion de lo« penes cstmciujalcs del fapo y 
la producci^n dc nuevas partial as de I ago C|LLC se lit>arun. eon 
lisis >■ muenede la l>iic(eria hikiJpetl. Cvn haclcriolagos mndc- 


raiJos. el naterial gcnctieis itel haeterhUaiJO sc incorpora al 
DMA tk la eclula hikspeJ eomo ini "pTcfago” y n; lepUca junto 
Con cl crotnoM^tnu bacicF^iEimp. Talcs haeicnuru^ips tamkidn sc 
JIarian bprteriDfnRos lisoftenkos. y Li eeluln baelcriana infec* 
ladu con csle Jago sc dice i|vc cslu liMig^L’iiiifuda.. Mcdiantc 
induceidri jw eitposicidn a eicitfis proilueios qtiimicos <p. ej,. 
nittiiiiiieina C) o a irTiuiiacKtniiCtnLvioleta. Liiih{helcrii^r[ig(»listt- 
^cnico puede scr intlucido :i iniciar lu pioduccun] de I'ugos nuu- 
vos (cl faeo sc cojivieiic cii ”l(iico''j. La cscisiCm del DNA del 
hciCICriolujio del ccLulnr ttactcriuno d:'i pKir ncsulbdo 

idgunus haclcrid|iigcist|tie conElencn no s-rtlo genes espcciTteos 
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Jc fu^u. blind tuinbi^n genes ik Jii t'^lula huesped aJ>uecn[cs ;il 
siitio Jc inljegr^itittSi] del DNA Jcl fa^u i;]i el croindbuina bacle- 
rtono. 

La iransfcrcneiiiL de Inlbmacidn j;erH:lie:i durante la tnms- 
duccibn puede ^er genera] izada o especialijadn. La irtm^vdiic- 
d6n generitlizadu sc rvflen: al enipjquctainicnLo aceiJcrtal t] 
alcalorio ikl DNA Je la cdula huesiped cti la eapsidc u 'cabe- 
do l:i patliOUla do lagn. Lu lihorneiun Je la pjnrclila do fagu 
miiduKi on la lists celular y !a postehor inreceiun de otn cfluLa 
back'riana doriva en la inirtitluceibn del "DMA dttnante" dc 
ht hacieria hii^sped tjrijunal cn d “receptur". La rccoiubinsieit'iu 
del DNA (ranMliLcidii c«u ana iKunbluita on d t-in)ni(>b,£]- 
ma Jc la cOlula roceptuni provocit la intcgraoidn y CKpresit^n 
poHicrior do Ins jlcnc^ tnn'tduciJtis. La iransduecUm general i- 
z:iid;i sueeJe con unn f'recuencin de un fago trmsJaeror por coda 
Hr Si UPp^srtfaiias JeCagopnnlucklaNoti la indua'ibruJd esiu- 
do lihugejii/adiiv y alrcdoJordcl 1-2'% do la lon^ilud lotal del 
gcn(.ifna dc la cclula huesped puede iransfcrir^c porcstc mcca- 
nisimc}. Lu Iransduccldn cspodnlizncla ok oI eiupoquotainionca 
de genes espocificos de In celiila buesped en el prolago tmns- 
duclnr Este lipo de irans<luccinn smcosIc enn fagns m^enadnA 
{jlio [ionon .sitiiK do ilhiegriiddil crujnLJsdniioits 0 sp 0 eLric;oH, 
cuina el bacicridfngu tatubda. S61o lua genes ccIuIlITCs del 
huctsped que flanqucnn el gcnaina del fago integisido licnen la 
upenunidud Jo inoorpomr^ie al fonoitta del bactcrialago en 
induceibn desde el ostado lisogenieo. Se produce un Page trails- 
duel nr c^ipceinlizado per eada ]<r a [()" pantculas dc fago nuc- 
vasi siguieiKcH a la iruluceidn. 

La conjugacidn es el dnico iiiccanisLito ik Intercambio 
fcneticc* enirc baclcrjjs ({uc rciiulerc el LiinlJLln cnlie eolula.s 
(hg. 5- I3C). Las bacierias grnninegalH'as que partieipan en la 
cdnjugacibn ticrK'n un pLisinidollainadu pl&iimido F (“pld-inii- 
ilci <ic fcrtilidad“> Etilo pldsniidy oniuione un opordn do gone^i 
lljinado region tra quo ciiJillea cl pill sexual {o pili ennjugati- 
s'o) y oli'as niolceulns involucrndas on la oonjugneion,''' El pili 
[•i;KdiTiick fitticirtna cfiinn un eehi'citln para esiahlccorcoji- 
inoiooontstracdlula buoloriarta. I'tm se/OMablecidu el oomac- 
i(>, el pili sexual upatoiileniento se retrae, con In quo sc acercan 
aiiibas c^lulas. El pili tantbicn ptiede aetvoj' esmio un oonduolo 
a iiai'cs del eual po-sa el DNA durante el proeeso dc conjuga- 
cion. Las celidas que tienen pldsniido F s« dcnnininan F-*-, 
iniemnis que las que carecen de el se tlennminan F-. Una vez 
quo sc ponen on cunlacio unu cdlula 1'+ con lana ctfluhL P- por 
d pili scKuak el pljsinido eiioulai' F cyiniciiza a replioaiso. 
Durante este proceso, ujia de las liebras simples del DNA del 
pidsmido sc tmnsticre hacia el inicnor de In celula receptor;]. 
La hehra simple so repUca □ mcdisln quo enim en la ot^lula 
teoopiufu; el rEsulladn final scm duss c^^lulas quo cynlicnon los 
pLSsinidos oonjugativot cojuplcto^ (las dos ccIuIuh sun F+). 

En algunox ndcroorganiiiTiiyx, oL plasmido F SC Integra cji cl 
gotnuita de la ciflula huesped en sides de integracion cspeoili- 
cos en los cunles esuin pncscnics Ins sotneuclas dc nnclet^iidos 
homrtlogas. El csiaMctimioinn do una oonexidii modi ante el 
pili F y la cunju^aciuti u]tcrit»r dcriva cn la transfcroncia dc al- 
gunes gertes del pldsmidu F cud^ el inaEorial gcu^iicu de la cdlLi¬ 
la hui^sped que csta adyacente al sitio Jc inlograoii^n del pLas- 
miJn F. c^lulas quo tierten un plasm idn F integradn se 
Jcnurtiinun c^lulars llfr {bif^b-frtqut't^cy fvtomhi/nttwm: 
recninhinacioncK Jc alia rreouenoia). El Hiparcoiniento entre la.^ 
cclulas Hfr y las cclulas F- di lugai a la transfereneja dc parte 
del genumu F mds algunDS gcncs cclularu^ del huesped desdo 
el donanie. Jjs celitlas receptunis F- pw lo general pennane- 
cen F- dcspu<?s ik la cLmjugitcibn [Hirtiue soio pane dol plils- 
midit F Jc h Oc^lula Junanie Hfr so iransflere a la oiitula rccop- 


touL durante cl proceso dc conjugitoiii'iii. P(»i lo tanto, ostasc^lu- 
las rccoptitras no (cnJrdii cl open^ complelo neoesnrio para 
qilu uoUrtci la curijugaciun. Lu rcLombinaciim entre cl mulcrial 
gcnctico dc b cilutn donanic y las tegiones bom^logas en la 
roceploja F- permlle que el DjNA donanie so expicsu on la oiS 
9u1a rccoptura. La oi^luht donante pennaneoe Hfr, porque el cro- 
niosonia do la eclula buesped (que contiene el pldsmido F iiuc- 
grulo) sc rcplicu Jurumc la iransrcrcncia del DNA gcndinico 
de hebra simple dciide la etfluln Iirr hocia la c^-lulii P-. 

Enire las bacterias grampositivas. fitttawotxtis Jarc^ifis 
lambid^rt es carsi/ dc inlcixauihijr pLIsmidos m«li:intc la con- 
jugnioirtn, Sin emliargi>. ]\) irari'ifcrciicia dc genes no sc jupHluoo 
a traie^j do los pili. si no por una coagregacidn Jc lu& micruui-- 
garismos cn rcspucsta a feronionfl^ producidas por la bacicria 
donante.-' CuanJo se exponen uc^Lilas tibres de phismidus 
II filimdcth sic cultivos dccclulits librcs tie pliismidos), las tvlu- 
las que ciml ionon plasmitins prtbduoen rorotiionas OEtdifiojila'^ 
por cl pldsiindo llamadus suslnncins de ugregucidii. Rstus &uk- 
latloiaK Kitii poquOilOA pifplidciK (xiete U ocbci aminouLidn'il y sc 
unen a las sitios que est^ pre&ente:^ en ambas c^lula/;, Jonan- 
le y receptora, y cflusnan h agiegacinn hacleriana. tat agrega- 
cii'in citnUucc til csiitblcciinicntn tic concxiitnes intcrvclulares 
noecMvlas para la transmisJJn del pltismido. Un Jalit interoiiiii- 
ic cs que los cntcrococos que conticnen platsmidos y sustaiicias 
Je agregacidn slnii lares ro&pandcn iiblo a las rerxnnonas Je lax 
celulas que ilenen pliii^mjdos dilerenies y, piitr lo tamo, produ¬ 
cer) SLtstancias de agregijtcitVn diferemes. Hasta hoy sc dcscri- 
bicpin 18 rcromon^tsscxualcs dc pJjMiiidos Jifccciilcs.'^ 

AdciUib de cstoi mccani&me!! Jc transrcrcncia ^nica, puc- 
Jen partieipar tHrox cicmcnios gcnoliecix cn Ins sueexos dc 
recombirtacion que at'ectan Ins caracten'sticas y la patogenici- 
dtuL dc Ins micTO<»rganlsrnus. Lets ekmeittirii genfliciri Ir'^nts^ 
prisaldes sejh ftorcionex Jc DNA quo puakii insertUTsc en silio'i 
dirercnlex no mlaciunadus dc un cromosoiiia buctcriano o plax- 
miJo- Debido a que cslas inscreioTics ocuincn ai azar, sc puc- 
den gcnciar imiiacioncs por disconiirtuidait en lu sccuencia Jel 
ger). Se Jescnbientii eit F.. (v>r< y en tma ampiiu vaiieiJau iie 
utras haoiorias. Al contrarin do Eos mucanismos yadcschtus. 

KC rcquicnen regioncs Jc 3;ccucnci3-s jeacid*^ nucleico bimldkv 
gax para qua esos elcmciitos se rccombinen. Los elcmentos 
genelictiR iranspostiblcs so Jjvi(.icn cn dos grupns: las seciicn- 
cias do insoroiL^n y Ins iranspirsones. For lo general, las seruen- 
cias de Inbiercion S4tn [x^iucilai poaiuiic}* Jc DNA que inms- 
punan genes que cutlincaji solo su prupia tranapoiLciii^L lu cx- 
pnesion dc cstos genes no esta rcconucicia y la inxcrcitm a menu- 
tiit cs fcotilipioamoiKc ‘■silenie"/' Lnx ttuiVLpdson££ snn mis 
grander \ codifLcan al uienos ana funcidai quo es roconiK'ihlo 
otmo una altcrieii^n fcnottpica. conto hi adqiiisic'i[:in dc rcsis- 
LL-i'iL-jii anriiniurLibjana. Los triinspcisanos Jcscritosiiin las baclc- 
rias grairmegativas cnteiicas cnnlicncn genes pans In Ttsisiencia 
a Los untimiernhianns ^p. cj., ntttumoiglitcdfiido!;. teLractclina, cLo- 
nanfenienh y gervos estmcturdles para la toxins lenrocstablo 
pLoducidu por algunus cepas dc t. coli cnicruioxigciiioa." Enmc 
las bacicrias gnuTtposili^as Jc impciriancia clfnioa. sc iJescri* 
biciotnransposcmes que portan genes do resisiencia para cl clo- 
runfenLonl, la [olruLiLlina y laoritnnnicina en Cfinfridiurn[vr- 
/ringofl.t y C7rt.^fr?drrfur 

Requetimienlos para el metabnlismo f el creclmictilo hacleriana; 
ZMimQ 

L:ls bacierias Re pueden Jividir en dos grandes gnipos sobre 
la base Jo sus roqucrimicnujs de curlKbrhb. Ut' bacterias Iit6- 
trufas o auK'tLrufas >■ las bticiorias mTyiiirttnifas o heterritro- 
fils. L» biictcrias lilotr3lica.s puoJcn usur dibxidn dc carbuno 
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conio ]»limca fuenrc d(^ carbrnti^ y sinceii/iir a panir i^l las: 
cuiknaN cafhiinnHtuK d^ (oUdN ^u\ mei^boljioh Parji 

izritcr 'idlo rcquiercii ujruzi. sJltr.s ickcir^iiiiiLiua y CO-. y AJ cimr^ 
gfa provienc die la luz lbactcha& fotollldliofas'k o de la oxida" 
cion dc utia o mia sustancias inmigdnicai fbactcriat quimkilicd- 
[niTzis). 1^4 baetena^ organdirofas son inoapac^s de us^r CO^ 
coiiio dnica fuenle de cartH>no, pero lo rctiuicrcn cn una fta™ 
on£!in1ca, Loinu Ki jjlucusiL. Para bacierid^ lielcrutrdHcas, 
una porddn Jcl coinpucslo or^nico que stive conw fuente dc 
cncr^fa Limhidn sc usj para la sfiilesis de compucstos OfT^ilni' 
cos requeridos por el or^giiTiisTno. Unn amplla ^'nriedad dc sm- 
luTiciAs tambi^n piicdcn licr usadas ctatiu fuctnc'^ cxchisivaiii o 
pari'iuTes de curhortD por difcrenics e^pecie*( ]>jcicriunas. Riiire 
las bacteriiLS mas Versailles c.sldn las espccies de I^sfin/otnvfias, 
alguna^ dc las cualcs pueden URar miiK dc 1(10 compucNlosi 
or^dnieos difeivnieR como ilniea fueme de earbono y ener^fa. 
Las relaciones enlre las fuenles de energla, las fuenles de car^ 
hunu y los dunacJorcs dc cleclruncs para la genememn dc cncr- 
g/a sc resurnen cn cl cuadro 5-1. 

diAxioq de CARSQNO 

Algunas bacleriiis usan cl dioxido dc carbonu atmosfdrieo 
forno la principal fnenic do carboMO parw las roacoiimos biii- 
sinloUca-H. L^cnergfa pun oaializar osta ulilizuciOn puodo pro- 
vciiir dc la energfa lambiica Ibactcrias fotolitotrofas) o dc la 
oxidacion dc molcciibs inorgdnicas ibactcrias quimiolltiitro' 
fjw). \,(tA microoreHtiismos que rccjiiiofon ana (neriie orgdnica 
de carhnno lantNOn nequieren algo de CO, para clerlas Was sin^ 
idlicas de macromoldcijlas. cotno la biosmicsls dc los Jlddos 
gm;o-s. El dioxjdn dc c^rbnnn para esLa^ rcaceionc^ sucle obic- 
nersc de Ja degradeetdn de sustratos or^g^nicos, que sLieedc al 
TTiifimn tiempo quo las reaccioTWS hiosinlOilcas, 

OXiQENO 

El reqaerinaiento de oxigeno dc una boeicria particular refle- 
Ja el mccanismo usado parn saiisfacer sns rweesidades cncj^^* 
ticas. Sohre la base do sus rwiucrimicnms dc osfgcno las hac- 
torlas puoden dividirso en ciiico grupos. U?s nuerocKrgaJusnfios 
aaucrubius cstrktos cicccn &6lo ca conclicioncs de iatensidad 
rcductorn clcva<i;i y para las cualcs cl oiigcno cs loxico. Los 
n]it.’ro[>rgani!iin»K snAOmbEo! nomtnlorAnte^ sort baderia^ 


aitaomhins que nn se muerea por eAposiciiia a] oxi'geno. Los 
Aiucmbliw TACullutliiXN son do crecor bajo nnibits 

coiidLoioncs, acrobla y anaerubia. El crcclmiciilo dc lus aerO' 
bios osiriotos dependo por complcto del oxigeno, Los iir^- 
Dismns nii(iroa«r(S(Uns crocen rnejor con concentraeiortes 
bajas deoKigeno; las coneearraclones alias de oxigeno pueden 
scrinhthiUirius, En ucp^bkii raculttnis'oty osiricicis. laasimila- 
cJdn de la glucuiia da lugar a la |cncraoi6n Haul del mdioal tibro 
supcrd.xillo (Or). £11 Sij|iet6xid<] sc reduce, per la iiccidit dc la 
eiizima supcroxidodlsmulasa, a oxfgerto Daseoso <0,) j per^i- 
do do hidn^gono (H,0,). Posiericimonle, el peroxido do bidnV 
gono idxiCLi generado ort esia roaccidn sc convierto on agiia y 
(uigeno gasenso por la en^.ima cataTa.sa, quo se ejicueiilra en 
bucicrias racultativas y acroblas, o por loriav penoxidasas, que 
sc cncucntnm on sarios cruiCrubios aciotulenuilCs. 


NtTBCGENO 

Los iloirtus dc nitrdgeno dc bionrol6culas imponanlcs {ami- 
iKuciduii, purioas, piricrtiilLiiJs) pim'Icncii dc loii ioncK amoulo 
(NH/). Ij gcncracidn rte innes amonio cciinicnza con la reduc- 
cibn del N, aimnsfbrico a Nli^^ {ion umonio o antoniacn, NH^i. 
Luego cl KH/ w asimila on tnacromolbculas niAs cmnplcja'i 
rHjr la ruia do los oompucstos clave j^ubamnlo y gluLamina. 
Clorlas CipeoicK do badorias fospocies flftizuhium y Azonthac- 
lerf y algas uzuLverdosas son capaces de "fijar" el N, ntmos- 
tcrico on una forma organica mas t’icil de usar. f>cbido a b ftr- 
itre?4 dol triple onbice del Nj, la Hjacldn ile niinrtgono requiere 
el aponc de eneigla celulai on forma dc ATP y un potcnlo 
icducloj. El proceso cstd cataJizadu niedianlc un lisicma mul- 
lienzlitiijlico coinplcjo dcownirtiulu cumpleju ndxugcniLsu. En 
la inayorfa do Ids cf^anlsinos fijadorcs dc nitrogeno, la fetre- 
dDxina roducida os In fuemo do elcctmiies: 

N, + fc- + 12 ATP + 12 H,0 2 Nil/ + ADP 

4l2Pr + dH^ 

Li capacidad de fijar nitrdgeno sc constats prindpalmento 
on las Haciorias del suclo y'-A mencutnadits. Sin omhurgo. algli- 
nnv os|>ociOh bacLofiana^ que prnducon eitromiedadeK huinanas, 
coniD K. ffrttmmoHiitc y ciertos clostridios del nicdLoaiubicntc 
tp. cj.. Churi^fum iJastfiitiantcutn) innibicti fijati nilrbgonn 
aimosforicu. 


CuSdro 5-2 Futnl^i di;! tATtioni> y ctivr|;Ca de lai hKCrrlas 
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Lon i(>iio:i anion jo liiinbi^^n put: Jon gonurarsic |>i»r rcdLicoioji 
Jc nitrjluii. Umu sc oumpli: por dos niccnnismos nslold^icosi 
JistintoN. Ln reduce ids asimUaloria dc niCrato cs un pmcc 
sn CT 1 cl dial cl nitroto kc reduce a nithtn c hldmi^ilamina, qiic 
luego !i.e convienen en jinonfuco por Li^imlEacidn. La reduc' 
cldrt dlslmitatoriu dc nilrato c^i cuanJu cl nientro^ir^c cunio 
un ciccptor dc ulcctroncsi altnnalivYi al Dxfgcno {rcsplriiciun 
unaerohij): NO. a Nv son ]or pniJncKis nasi comuncK., La jsj- 
milacidn Jc nitnno csti hastance Jifundida en los miLToorgni- 
uiHTitON y ntM^uictc las dos fcdocip^as:: nilnilo ) nilrito rediic- 
tiiSiK miuilraM guc 1u reduceu^n disiinilalcria Jc nitmlo sc 
ohserva solo cn las baclcrias ainicrtibiaH y anitcnibias facnlij- 
[ivas que crcccu cun hjjo^ icn.sioucs dc osigcno (cn un I'nldo. 
porejcmplo). HI aiuDniucDccneradoporcsros [tiecanUiros sc 
im’orpon cn mol(‘vu]as orgiinicas por l;i atcldn <lc las c^l^i- 


iiiiis glulflitiato defJildnigeiiua, glutamina sinteLasia y 
dcido glutuniicD siiilasa (fi^. 5-14). Los proJucios finLLlcs dc 
estas rcaccioncs son lu glittaminu y cl acido glulamico. que 
luejpi Nc c'onvicTCcn cn dciTicnlos csEruclurnles Je otras rcac* 
cionc!^ bios!nielteas para la sfniesis de varios ainiiim'tei<los. 
purii^as. pirliilklinas y ulruiicoinpucitLosj nitroiciuJos ncccsa- 
rioi (fig. 5-14). 

FACTDRES DE CRECIMIEIfTD 

Hsta^ Misiancias ijnuuucicn cl crccimiunto do los micr<H)r> 
Itanisinos y so hallnii in vivoou Uisorsos li'quidwi oorpoialcii y 
lojldosc In vitro on o.siTaelus Jc lov'odiirj y priiJui'iuN.iJc Ja.san- 
enc. Hsttv;. toclorcs inoluyen las vtlaminas del compicjo los 
TTiincralcs, ciortos cmiTimcidos, las ptirlnas y las piri midi nasi. 
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Las VLiaminasdel complejo B cumplen un papel catiilfEica den¬ 
im Je la c^lula. actuando ^''a sea cniriD componentes de cneiu;ji- 
jTiai» o (xano grupors pro^tdliciks dc cnzinuut. Luii organif^mu^ 
quc no rcquicTvn una lucnio ex<Jgcna de un factor dc crcci- 
micniu datU) pcirquc .sun capaccs dc sinlctinir lus pmpiu^ scl la- 
man prolotroficDS, Los organismos autotroGcos rcquiercn la 
adiclAn del factor de crceimicnio al metlio dc ciiltivo antes dc 
quo (R'urra el creciniieiito. Todas las haclertas rcniLiieren lam- 
bidn pcqueilas canlidadcs dc un cierto numcrude ioncs inurgi' 
nicoih Ademds del nilrugcno, cl a;£ufrc y cl fdsforo, que estdn 
prcscnlcs como constituyentes dc compucslos biologicos im- 
pciriantes, cl pf>tasio» cl rnagnesin y d calcio a menudo estdn 
asuciudns rottcitmalmenie con cienos pifllnieros anidnicos, Los 
catinnes dis'alenles del magnesio estabilizan a los rihusomas, 
las rtKiiibrana^ cclularcs, la pared cclutar y los ilciJos nuclci- 
cos. y tuanbidn son ticccsaricK para la aciividad dc rnuchas ciui- 
inas. lil poiasLo lainbidn cs necesarjo para la activjdad de un 
cleno nuniero de enzinias. y en las bacteria^ grampositivos <iu 
conceniracidni en la celula esta Inlluidti por el contenido de 
dcido tcicoico dc la pared cclular. La inayoria de los micnit>r- 
gajilsinos tamhidn neccsitan cine. Iiierm, inanganeiiu. ci>bre y 
coballo. CiePos rcquciimicntos ffsicos para cl ciccimlcnio son 
la lemperatura. el pH y cl jxiitenctaJ de oxidacidn-rcduceidn 
dplimcKS pans el desarmllo. 

Cin^ica dol cmdin lento catalar bacterianu 

Durante cl desarrollo en un medio de culdvo Ifquido. las bac- 
Icrias mucstran una cuix'n dc crceimicnio uni forme, cotno m; 
exprcMi en el logariimo del nuTTicn> dc hacleriaN por unidsui <lc 
(ietnpo. En la figura 5-15 se muesip una ciirsa de ciccimienio 
bactcriano l/pica. La fase de talencia es un periudu dc ajustc 
fisioJugico y ‘pucsta a punlo”, cuando la celula sintetiza enzi- 
mas nuevas, cofaclorcs c intcmiediariaei melabdiicos esencia- 
les, y los depdsilos inlracelularcs de niitiienles estan estabiliza- 
do«. Durante la fuse dc crccimicnto progresiso, cl ciccimlcnio 
cclutar comienza nikniras lai^ velocUlaiJt^ de las reacciones 
cn/Jnialicas sc apmxiiiian a las vclrKidiidcs del cMjtdo c^bteio- 


nono. Durante la tase de crecimienio exponencial o logant- 
micOf el crecimientn y la division celularcs ocurren a sik 
vcUtcidadcs mdxlmax. I£stn sclocidad cstd inlluida por b tem- 
pcralurn. el l3po dc fuente de caitumo que sc lia usado, |us euti- 
centracLuncs limilanleK de vorios nutrientes csencialcs, los 
tipos de nutrientes disfmnibles y la tension dc oxigeno o cl 
potcncial dc oKidorretlnccidn. Diiranie la fase de LYeciitiiento 
inenguante. el crecimienio por ullimo cesa a causa dc la carci^ 
cia dc nuiricntcs cscncialcs del medio o de la acuniuladdn de 
sustancias que son inhibltonas o tdxicas. Durante la fasc esta- 
clonarla. cl numcro dc cclulas viablcs ha aknnzaclo una mcsc- 
la y cl numcro dc micKiorjranismtw nitevos producidos esi igual 
ul niiinero de cclulas que mueren par causa de falta de nuirien- 
les. Duranie la fase dc muenc cclular. las cdlulas comienzan a 
Itsarse y a mortr. 

E-s mis comun qoc los lubiwaloriw clinicos se iKupen del 
desaftollo hueterianri en medios sulidos como cl ugar sungre o 
agar chocolate. l£n general, los inicroorganismos son capaces 
de crecer hasta numeros elevodos en medios ^dlidois pori|ue los 
icidos y olros pnxluctos inhibilorios sc slifimdert ftiem dc 
cotonia.s buc[eriana.s Jumnle el etceitniento y cE agolaiiueuLo dc 
los nulricntcs cn la vccindad dc las colonias sc contruncsta ptw 
la dil'usidn de niiirienies Frescos en las ireas de cnxrimienio en 
Jos medios de agar. Sin embargo, nigunns son exiremadamente 
sensibles a los pequefios cambios del pH o dc kis productos del 
meiabolismo que caus^in la lisis cclular por sf niismos o {]ue 
aciivan autolisinas cclularcs. Cast .sicinprc cs suficicnie un sub- 
culllvo frecnentc o periddico a medics de agar frescos para la 
presortacion dc ta viabilidad del microorganismo cn medios dc 
colli scMidns. 

Metaballsmo bacleriano general v generacidn de eneigia 
FEflNlElfTACldH 

El inei;ahi»Li$iii3D bac:Eeti^Lni» e.s- un biiiiaiici:! diniiiriicE] \ 2 nini ]a 
bios-tniesis (reacciones anabdlkas) y la d-egradaH^ion (reaccio- 
Tics ciiUibiSliciK). Las rcaccitincs calahc^licas^ {Klcmdidc prove- 
er ^leniE^ntiLis c.s.inicluri4lct> pcquciJiis para bk>- 

Njnlc(ic<>s poslcri^ijicji, pnsvee la cncr^ia para '"Ltindui-ir" la\ 
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ri:£k.‘L'ioiij.'s hi(AiJili:li^as. Eit cslo*; !ji lii 

tic Io:» ciiljccs qulniicos cs cjpluradn CJ 1 los C[i!a£«s 
fosfato Jc nlu cncrp/a dc adriiiisinlrifasrata (ATP I. Estoa 
enlace^ahnstcccn la activacion y lacnniinuarlondcoCnoseven- 
[os bi^iiiiiiicos Usando estn ener;gin sc sinicEi^iii] la pared 
teluliir iniclerian;!. la^ pnHcinj!i. Inti nuclei cits y 

macrijtiioli'culjs. ^cgulailLTm.^ y cslrLiciurales. Lj Li[ili2Jci6]i Jc 
los hidnilos dc cai'^no por Ins bncEcrlas y las coiidicioncs cn 
la.s cictles ocinTc son caracterisdeas clanc pai^E la canrctcri^i- 
cirtii general tie Ins hjicictna-s. Mgetias Jijtiehas fcalizadas en el 
[alsiratorio Je ifinicrobii>logfii cllnica implictm la Jelcccit^n dc 
tos proJuclos finales del iiiotabolisnio eii liqulJus dc culcivos 
agolados. (ucilo n imvcs dc iatlicaJones dc pH cn cl TTreJitr ctntio 
por cr.inu[o}^lTa dc gas-lfquidi]. Lj eapacidad dc un rnicTiMKr- 
f jitiHiiwr ilndo para pmdocir jcido a prirHr de diversos hidratos 
de ojrtvmo ip. cj., maltosa, suenrsa. maailol, maruTsa) rcllcju 


J4U capacidadcs cnzijiiidcas Jc csU»s ur^aj^lsinos para convcjtir 
cn principio laics hidratos dc carlH^nn cn glucusu, que cs cl 
punto dc pnrtida pnra cl catabolismo Jc Ins hiJrutos dc carbo^ 
no, tanto acrobio como anaciO'bto, 

l.a ulilizacii^n de la glucnsa en cnndleiones anaerobias ne 
dertomina rcrmcnlacidit. ],a rcnneniiH:i<^n suceJc mciliariEe In 
glued]ibis Uanibicn llaniada via de Eiub(leji'Me>'ccliDf- 
Famfls n Wa dc la liexQsadifiisratD). cuyxi piDdiicto final cs cl 
ikidn pirvvico 0 cl piruvaln. l^i vni glucol^tica dc la glucnsy at 
pi[ii\aEn se ohserva en la Ogura ,^-lb. Esta vfa requiene dns 
tnnifculas de ATF pant la IdsfE^rilacii^n inieial de la glucosa a 
gLEicnM-6-/nsfa(n y la fwiFnrilackVi posicrior dc fnjctusa-&-r(>s- 
fato a frLicinjia-l,6-diftjsfatu, Dunanic la glvctSli-His, sj; generj 
AH’ ea do& punijOLS de la via. Como resulladade la convicrsidn 
del acido l, 3 ^ifosfoglicerico aacido jl-l'osfoglicerico, la eiaer- 
£ia prnvcnicnic fic la oirklEiciE^n Je un gnipci aldhc^dn sc con- 
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sfrva como uh fosfaJo de alia cnn^{ii en el ATP. La con- 
ver$j<^n <le f^Kfoeno[pirava^o en plrwaio deriva en la jenera- 
eidn de oaii mol^ula dc ATP For lo luntu, durante la glucdli- 
sii sc producen cuntro molfculu dc ATP par C4uiu moMculndc 
glucDsa, en un proceso liamado fosforilad^D a niret del iiis^ 
tralo, que da una gonancia neia dc dos moldculas dc ATP. 
Adeind& del ATP, lainbl^n se pnxluee cnct;g)a dc rtduccidn por 
la generacidn de NADH^ a paitirdel cofacior NAD <nicotma- 
inida adcnitMdiiiuclc6iido>. 

La glucdliijis no cs la dntca \>lu para cl mccaboliiimo de 
hidralos de cadwuo en la mayona de lo^ OTgAni&nio^. Mucha-s 
hacterias esilriccamenfe aerobins usan la vfa de Enlner- 
DoudorofT. que comien/a eon la gluco^ia que se convtede en 
dcido 6-rosfci'gluc6nico. E&ta molfcula sc deshidraLa para for^ 
mar 2-cclo-3-dcsDxi^-glucoiiata y luego x hidiollza a piruva- 
lo y gliccialdchidD-S-fnsfalo (ilg. 5-17), Dcspucs, cl pirvvalo 
entra en el cido del dcido tricai^xilico de Krebs (v^ase nuL'i 
adelance) y el gliccra1dehfdiv3-rojilaio se CfHivjerte en pinivaio 
medianle el ciclo glucolflico. Muchas bacterLa.s iLsan la vfa de 
las pentosHS fi^sfato, cn la cual la glucosa-6-fosraEo sc oxida y 
sc transfamin cn dcido 6~fosfog]vicdnico> que lambicR sc oxida 
y se transforma en ribulttsa-5-fosfatn 15 carbonos). COj y 
NADH (v^e Tig. 5-1S). Los mnnosaciridas de cinco carbonos 
sc usan cn la b[osi:nlc.sjs de los dcLJos nuckicos. Algunas bac^ 
icrias mclaboUian azucorcs dc cinco caibouos (pentosas), 
como xilasa y atabinusa, En el mclabolisTne dc los azucunes de 
cinco dtonuK dc carbono, las enzlmas conocidas como transcc- 
tolasas y tTansaldolasas convierten estos hidraros de enrbonn 
$implei;eo varios intetmediaricN dc 3. 4 y 5 caitonus. que. a su 
vcz. sc usan como elcmcntos cslructuralcs pain la bicKsfnlcsis 
dc los prccurwics dq log acidos nuclcicas. 


UmiZACIl^ DEL PIHUVATO 

El pinivaio puede entrar en diversafi visw. cuyo resultodo son 
productos ilnalcsdifcrcntcs, Esios producloii a menudoson dli- 
ics cn lu cutcgwitactdit de la.s micruorgaoismos aislados en el 
laboratorio de imcTobiologla cEnica, Las vlas metabdiicas 
mostradas en las Eguras 5^19 y 5-20 son; 

Via l-Fermentacidii homoiictlca Hicniiofemienlafjva)* En 
egia vlu, la m^l5 simple de las ferntcniaciones. el productn 
primoHu dc la fernicntacidn de la glucosa cs cl ikido Idcti- 
co. Algunos ofganisTnos que sc considcran fcnncntadores 
homollciicos pr^ucen pequd^^i ouitldades de 

aceiatu. etarwl y fonniato. Las cantidades reblivax de (os 
tiltimos produclDS dependen del pH inicial y dc la c^>acidad 
bulTcr del medio. Por lo gcncmL no sc fonna gas. La fer- 
mcntacidn hornol^ica dc la glucasa cs cflinclcnstica dc 
eslneptocDcos, enterococos, pediococos y lactobacLIos. 

2-F«rmeiitacldn beceroldclka, El pini^'utci sc descurbo- 
xila para pfoducif acetoldehfdo y CD^ y el acelaldehfdo es 
rcducido por NADHj y akoholdcshidjogcnoika para fomur 
ctanol. Estc dpo dc via sc obsers'a cn cspccics Leuconosloc^ 
cri alguuos lactnbgdlcK y cn las Icvaduras. 

Vfa 3-Fenneniflridn Aelita mixta. En esta via metabdlica. el 
pinivato sc melaboliza a diversns productas (dcido ac^Lco, 
ctanol, Acido succLnico. Jcido fdnnico). A1 prindpio, cl 
pinis-atn sc cscindc cn prcsctKia dc U coenzimu A (CoA) 
para fonnar icido fdmico y acetil-CoA. Algunasde las ace- 
til-CoA RC rcduccn a acetaldehfdo y luego a etanol. Los gni- 
pos Hcetilos Je algurws aceiil-CoA se transHeren a fcsfalos 
y gcncran acetilfosfatos, que luego ronvierten sus enlaces 
dc clcvnda cnergfa cn ADP y pioduccn ATP y dcido acctico. 
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Al^iiiias bactcnas pu'cdcn oxifUir foniuLilo iUrcctanKnlc y 
prtHliicir hidni^nu y CO,. La natunilc/j y !□ cjnCitlaJ 
4e e.<uo!^ praduclo^ ®cido!; dependen del organi&ino. 

Vfa 4-Fermentud6n del hulanedlol. Lus huclenits qiie \j\ian 
cslEi ticncn uha cd^iiUu quc dc 

pLniviiui (diulu unL tun Ifct tarbunoi) cii COj y un inlctiinu' 
diario dc cinicn carbonos Ikmado {X-4ccloacc(atn.. cl 

a-acetnacetato descarboxila enzLmAticameFitf y forma 
aoeinfTia {acetilmetilc^inoll. En presencia c!e lone^ Kidr^- 
gtno, la acclofna sc reduce a 2.3-bulariedio]. Esla n^acch^n 
dc icJuccidn cs Icmlamenlc reversible cn c[ aire cn uocidi- 
ck>nc!i alcalino^; Ji arcLoFna que se liinicti^j puede dcIceLir- 
sc pof la adieidm de a-naFtol. Fslo cs la base dc la pmeba 
de Voges-Pnwkaueri VPl que wa ft-natlol cn presencia dc 
^Icali para ^kleciar acetnlna. Esta via ve iibscrva cl utrui^i 
KtebsitrUtt'EfttervlHtilt^t'-Sefftifin-ffiffHUi tie la rajiiilia 

EnUmbactcrijqcac. conter^iun tic u[j:n del piniva[o cn 
2,3^tHiTanedial reduce Ja cantidad de dcido rcspecto dc la via 
acido mixla dcscrita antes y cs nrsponsuhle de 1a ncaccinn 
del mJo de metilir (MRl uhjhIu jigira sepainr fi. i tifi y inicni- 
organisinus relacionadus (MR +A^P-> del KUh}{itrifii- 
Emtftvbtictdr-St^miiiti'fiitfniit (MR -AT* -r). 

Vin 5-FcrBicntudan del UitaDuL Esia via dc renncnlaeii^n itc 
observ'a entre los inlembms del gdnero Chr.'riniJrifrn. Eiios 


r[iicjiuar|!anisiiios llcucn un enzima que conJeasu dus mold' 
culas dc aectil-C[»A IbrmadLm a parlir dc pimi'aLo para fnr- 
inar acecnacetil-CnA. Esta mnldcuLa s« reduce en forma 
escalorutda a butirll-CoA. que puede ser liiegn hldri(vli7.ada 
u flcido butirieo i ATP. I>c nitxlo allcmEitivu. cl aecloaecla- 
lo libre sc libera y descarbuxilu para pruducir CO, y acelo^ 
na. que sc puedc redueir a alcohnl isoptopilico. En Ids labo' 
ratorios de nucrobLclorgia clinica que realizan trahajos de 
r?rereneia enn clostridiDS. se deiectan productos de fermen- 
laeidn vul^iilcs y nu vuldiilc^ mcdianlc an^lisis porLToma' 
lografla de gjs-llquido de preparades dc cultivus cn cnlifo. 
La dic[cicL'[[]n dc cstus prtsducloii nnaks itKlabdliLVis es litil 
para la idcntifteacidn de genero y cspcele de csias bacterias 
anacrobiiLs. 

V(» 6>Femicntacl^ dd drtdir proplAnkn. Esie es un (ipn de 
rcaceidn cfellua cn la eual cl oxalaceuitti sc forma dc dl^xido 
de uarbimo, piruvatn y ATF usandu una ctKozima que cnnlic- 
rc bLDliiu. El uxalacelaio sc ireduee a malato, sc ronvicrte en 
rumamtci y lucgtv sc reduec a iicidn sucemieolsuccinalo). La 
tlestnutuTsilatida del sucuinam tieriva en la furniackm de 
ileldt) pmpii^nk'u (propEunaEnl. Esca v(a st observa ni liikcilos 
grainncg^advos auacrobios del gcncio Btn:teroiiit’s y cn las 
cspccKS FnjptoftifKicferimn. que son bacilos no formadores 
de eApora-s, anaerobnofi y grsmipcifiitivos, 

B Est igma del dr. VaRor Eso 









FacK^es de virulerda bactariarwjs y patogeniddad 195 


CHjCHjCOOH 
Acido ptOpKjnicO 

V»-co, 

HpOCCHjCHjCOOH 

Acido Bui^rfiicD 

^2\H] 

+ 2|H] 

HOCKCCH^COOH 

)l 

o 

Acido oxBiBCBtica 


'fi Hexosa 


C,-© 





CH,CHO 

AcdlaMohfdQ 

I *m 

CH 3 CHOH 

Elarol 


CO, 


Hj * CO, 


-Z[HJ 



COj CH^CCOOH 


o 

Acido pl(iAr 4 co 


HCOOH 

(CqA)SH tcido IpmilDci,. 
+ 



e 


+ 2(H] 


l-tCOOH 
CHiCHCOOH 

I 

OH 

AcidQ iwticti 



CH^S{CoA)' 
Aeeiil-GciA ^ ' 


CH^-C-CH-CHj 


I 

O OH 

AgglOin^ 

|h^2[H] 

CHjGHCHCHj 
/ \ 

OH OH 
DLHanedioC 



CHaCOOH 
Addo ac^tico 

CHaCH^OH 

Elaniri 


CHaCCH^COOH 
II 

O 

Acido flcaloac^tlcD 

+ n[Mj 

Acido butiricD 
Gulanol 
Acflrton® 
Isopnopaml 


tCO, 


FlQUra Dcsiinodfl [univTino fomudi^ dunintr b itmiciiiRickiii an.ieml’ia. 


La wTpli/;w;ii^i dc ghjcoK;i cn comiicioncs m; llairw 

reitptraci^n El pini\oio fai tnado duranie la Icnnen- 

taciun cnira cn cl ciclo dc Krebs durmitc cl cual sc degrada a 
COj y H iO ciiii lu ^cncnici6d dc ATP. Lu dc-ScurboxlLiLlifpri oii- 
dativn del piruvato produce un inlcrmediariD de cilia cncrgia lla- 
mcido acciii'cocn/ima A,que sc tciiuknsa con una rnol^iila cle 
o^ralacdaiu para r<)fiiur ciiraio y aicnziiiia A libn^. Lc 
una scrie dc nNrccinneji ir.^iJaiivas con b regei>eraci6n de oxu- 
lacclalo y la goncfacldn dc podcr redactor en las foi'nus dc 
NAD TCflucido (NADHj y tlavinudcnina dinMcIcniido redveido 
(FADH). EicCds compue.stos de alia energia ertran en la eadctia 
de iransporte elecirdnlcn, que consi.Me en iransportadore^ de 
elccltnues e liidcdigenus aliemaJo^ ubicixlos cn fonna sccucn- 
cial cn cl c.spcsor dc Ja incmbrana cclular. La iransfcrciiciadc 
protoncs hacia ubajo dc la codena dc transporte cfcctronico crea 
un potcnciaJ de membrana. La energta dc cste potcncLal se 
m.inEii^rtc piir uci jiiiiicina mulileu/linJcico asiKtado enn la 
membrana llainado ATP sLirtasa. La cnziina sirbuaitarla catali' 
7a Ta fcnforilacinn dc ADP con fosfato inoTganko, El acepCor 
final de cLcctrones on La cadena dc transponc electrdnico cl 
oxigeno (0,L y el H^O en el pooducio final. La oxidacidn com^ 
pkia (Je La glucosa riled lame la glucdlislji aitacnihia y cl ciclo 
aciubtu dc Krebs da utia ganancia ncta dc ino]i5cu1as de ATP 
por mol dc glucosu. cocnpaiiKla coa In gcncrucidn ncta dc solo 
2 muicculas dc ATP por mol dc glucosa por la via gtucnlilica 
(t'eimcnlativa) sola. Ademas dc la gcoeracton de ATP durante 
el rnetibolisnut aembio. cl cicio dc Kn^bs taitibii^n provee a la 
c^lula tic ^ticcursores o compuesuK intermediatios usadcs cn la 
biosmlcsis dc olros compunentes cclulofcs. como purinas, piri' 


raidinas, anlitKJieUlos y Ifpiilos, El cicio tambi^fi JMcmpefla 
una funeidn calabi^licu por la pruvisi6n dc un silio para la 
dcgrulacidn u^idativa dc csits misnias macromulfculiis. 


Fsetorss tie ¥frufenciB tactenBimypaiogeniddad 

Definici^v^y conceplBS 

La patogcDiddad cs la capacidad dc un luicrooiganlsmo 
para cousar enFcnrcdad. Los mkroorganisTnos capoces dc cau' 
.sar enfermeJad cn circunsiancias apropiadas so Homan pat^ 
genus, [.a virukncio so refierc nl grado de patogenieJdad den- 
iro dc un giurkt o cspecic de inlcrDorganisino. La vlrulencia dc 
un niicrihoiganismu no cs aliibuiblc a un ilnico raeuxr^ sino que 
depende de variois porametros que iclacianun cl orgonismu^ cl 
huesped y la Inicraecidn dlmllinica entre cllos. Hsic equllibrio 
cnirc cl liu^si^cJ y el ‘ i^siidgeno ptuenclal" es un irea de ime- 
ri£s croeicnic cnlrc los miciobidlugos. La vinikneia abarca dos 
caractcrislicBS de un mJcroorganisino palogcno; su infcclirL 
dad {cipacidod pmo irticiar una iuTcccidn) y la gjmicdad de la 
afccei^n prsxtueida. DenlTQ de una especie o grupo de micro- 
ofgiinisnios pal^gcnos sc pueJen cneonlrar Viuicdadcs vimlcn’ 
las, inoderadamentc vlrulcnias o iriuy virulentas. La infcccidn 
del bu^speJ por un urgonisiuo cs un paso nocc.sarto cn la prtv 
ducciiSn dc la cnfeimcdiiid. Sin embargo, la inrcecidr no siem- 
pre causa enfermedad. Lc coloniTacidn de tm huAsped con 
mknxirgiiriismns de La flora nonnal cs, en un scniidn amplio, 
InrcL'cidii, y I 0 S raciorcii dc coloni/aoidn prc-scntcs cn la.s super¬ 
ficies dc los microorganlsxnos de la flora normal (p. cj., Hni' 
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brtEUi, ^i<lo« tipolcicoicob, cipsjln^ y prvicfnas lic lit n^cnibnt- 
na exlcmi) &on, desde cl puiito dc visla opcrocioiul. los mlS' 
mas que los usados por Im micTooTganisnifw patdgcncvs. Jjix 
tnidrtxxganicftiAfi de la fli^ra normal ae entablecteron en el 
hu^iiped y ^1 en las primeras efapas <]e la vida y [>ersislen 
duranle toda la vida del hu^&pcd. Una infoccidn con bactcrias 
cxdgcDQS pvede scr aborladu por la prc»acia dc mJeroorganis- 
mas dc la flora nonajil que yu dcsdc anLCii^ ucupait cl nicho CCD- 
IcSgico del pard^eno pofencial. Si esto sucede, la inl'eccidn sdlo 
puede cvkJcncianic por la dcmifSlrocidn ile un andcuerpo que 
responJc con la climinacidn del microorgani&nio exdgcnn. En 
alguiHH COSOS, puede rcsultar un cstado dc ponador oslntomd- 
tico o puede dcsarrollar enfCmnaUd tvidcnlC. 

La capacidad de un micTooeganismo para causarentermedad 
involucre canto faccores del bu^sped emno mictr>bianos y exix- 
te un gran intetds cn La viuiedad dc re&pueatas adaplalivas dc 


las bucierias que expreson las L-arjctcifidcas jnvulucradas en la 
palogcnta dc la cnfcrnicdad. Por ejempio, Psetidomntuis aent' 
ginosff es uo miCTOOi^nisirto uhiciKi del suelo y el agua que, 
dehido a su versaiilidad gen^lca, se adapfa may bien a Ins 
annhienles humanos, enmn los hospitalcs, para crear su pnopio 
nicho panicular. A causa dc los aAos de cucxisteneia con los 
scics humanos, P. ofrugmusa ha SiUigidb como un patdgcno 
.opoiiunisia hDspicolano que expresa vastos factored de virulen- 
cia detenriTiadoi! gen^ticaTnente, incluidas vaiias roxinas> 
heiTK^lisinaii, lipasas, clasiaxas y prtueasas. polisac^dos cap- 
sulares xicos cn alglnalu inucoidc y nesisicneia antimicrDbiana 
mcdiadii por traosposoncs y plitsmidos.^' *^rcs- 
pucstas a 4 lup(aTivus deiemtiTUtdfis geo^ticainence ban provisio a 
P. ufritginojia de la versalilidad de sohrevivir y, en definirivnn 
de desaiTollurse eii ambfemes |H>iencia]menie iKwtiles, El pnv 
greso in^dicD ha heebo posiblc aprcciar la rcspucsia adaptaliva 
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dc niicnMKgani«nos quc son parte de ti flora huirana nonrul. 
Cuando lo!i mccuiiisnio!] dc dcfcnsa del tiudsped sc anulan per 
cuusa& subyaccnics do infccciosas o diversas inlcrvcncioacs (p. 
ej., c^nctrr, diubctcH, lr:iLimicnto& itimunosupresOit^K lOH 
rnkmorganismas enddgencK cai^'or paiologta y enfer- 

iTiedad dehldo a la eipresidn fenotfpica de las caracterfsticas 
i]uc rcllcjan una rcspucsia aJaptaiiva nueva del organismo a w 

hudspedr 

En loa ultimos anu5. U invcstjgqct^n cn micmbiologfu me¬ 
dico. se ha Interesado en los mecanlsiiK^ sensoriales bactc^ 
rianirs. Las baclerias han desarroMado meiodos sofistkados 
para percihir el (nedio en el t)ue se haUari y regular La expresidn 
dc los genes involncradDs cn la vlrulcncia. La transdumdo de 
la scnal de dos camponentjet se rcficre a pares dc prolclnus 
reguladonsque funcinnan de moda secueaeifiJ en detectin' alie- 
racione?; en el atnbiente extenor y en efectuar reApuestas adap- 
lali^'as en el urganistnn. A nivet molecDlar, e&lo sucede por 
iransrcmieiu 4e grupos fosfato desde las protclnas scniiOras a 
las prolcrnas cfcctoias: cl cslado dc rosforilacido de las protel- 
nas cfcclonis regula la fuerza y la duiacidn de Ja respucsta por 
unidn a los promolons en el jicido nuclcicn que pcmiirc la 
exprestdo (la iranscripcidn y la iraduccidn subsiguiente) de Ins 
genes bacterianns que codiftcaD los faclores de vimlencia. Se 
dcscriNcron sistetnas scnsohales dc tnutsducctdn de seflal de 
dos coirpofteOtcs cit las b^tcHos gnuTincgaiivjL'i cnteiicus, B. 
J'tctjiitis, 8. periHsiis^ AL tHb^ratioiis, espeelcs de Vibrio y C. 
perjuring entre Algunas mtcrooqjiaTtismos expie' 

sail ciertns genes de vinJlencia cn respuestii a nivcles nmbrales 
de auioindixtores. E-stos auioinductore?. soti laclonas de y-aeil- 
homoserina o iV-buliitlhonioscrtna que sc produccii contintia' 
mcnlc.'^'^^ Cuando la poblacidn bacleriana nlcnnza cierto 
umbraU eslH presente una caniidad Auficietite de autoinduelnr 
pan activar los factored de iratvcrtpddn denim de las cdlulas 
que UDurdinan la expresidn dc genes dc virulcncia. Esle me^ 
eanismo dc aerial izacidn conplejo, llmnado '^dclecci^ii dc 
qudnmi^ {guoram sensing) ha sido dcmostnido en bactcrias 
itcl iDedioambienre (p. ej.. Mhnn Jischtri^ Agnthtictfritm ru- 
rfiefticiens) y en paldgenos hurnanos (P. ftenigiitosa. Yersinia 
«trerocoJ/f/fJl.^-™”* Los aclivadores de la tnmscripcidn qae 
responden a la dclcccidn dc qudTuni cn cstos gnjpos bacteria- 
nos diversos itiuestran hnitiologja signiHcBUiii cn lu sccucncia 
de amino&^ldos, lo que Jiuglerc que Iru rnecanii^mns semoriale^ 
evotucionamn y se diseminaron ampUamenie entre los inictt> 
t>rEanisinos que ocupan varios nlchus ccul(!lgiros. 

Raquerlmlenlos para ta patogeniciilad 

El pniDCT paso en el establecimiento de un proceso infeccio- 
so reside en lu cupacidad de un mienKirganismo para entrar cn 
el hu^sped e injeiar la inreccidn. E! eontacto inlcial depende de 
su capacidad para adberirse a las superficies dc las niucosas del 
hud^peJ y wbrevivir cn clios. La odhesidn ^iueeOC itiediMlc I ft 
mlcraccidn dc rarias adhcslnas bactcriunas con receptores de 
la superficie celuJor (v^a^e vnSu adelanle). Algunys micioojganis- 
mos sc adberirdn a las cfluks cpitcliales sin invodir lus Icjidus 
mas profundos, En talcs cosos, las toxinns o enzimus clabnra> 
das por los niicToorganismera por Iti general son rcsponsablcs 
de la paiologfa, y los efectos de las toxinas puetlen ser Icxrales 
0 sisi£mic<.is. Cicnos micruorganismos se adbieren a las c^lu* 
las epilelialcs do in mucosa y luego pcaciran esa barrera. Su 
multipUcacidfl postciior cn los tcjklos subepdteliaks dcriva cn 
la destrtHXidfl del tejido por paric dc facloics bacterianos (p. 
ej., proteasas, colagenasas. hialuronidasaii) y dc la nes^csta 
Inmunc (cltdlisis mediada purcomplememo, rsacciones inmu- 


nes mediadas por c^lulasj. Microorgonismos ni^ invasivos 
pueden odltcrirsc, pciictrar las supcrildcs cclulares de [as 
mucosas, multiplicarsc y cxienderse a icjidos mis profundus; 
por uUiirio ganan el aceesu al turrente sangufneo y causon tina 
infeccidn disemitiada. Microorganismos coma micobacterias o 
brucelas. se adhieren^ ins’adcTu se multipUcan y postcritirmcnlc 
se adapian a euniinuar su cxistcncia dcnlru del hudspeJ. A 
menudo lomando ubicocidn dcnlro dc las cflillas dc sistetm 
rcliculocndotelLal.^^ 

Muchos microarganismos son altamente especificos de los 
tipos de tejidos que pueden infector. Porejempio, K meflingi- 
lidis puede tier im habilanie nomio] de la gaiganta y esii bien 
caraclcrizada cl cslado dc portador osiniom^lko. Ea circuns- 
tancios apnipiodas. invaden las meninges y cl Torretiie songu^ 
neo. 5. pnen/noniae Loinbi^ piiccie habitar la garganla y la 
nasofaringe, Inckiso las voriedades virulentas invaden de picfe- 
rencia el tractu lespiratorio mis bajo y cl lorrcntc sangulneo y 
causan ncumonla o sejisis neomexicica. La espccificidad por 
aigdn icjldo puede indicar Ja prcscncia de icccploccs mucosos 
para los antigecos dc superficie bacterianos o dc rwtrientes que 
FiTvcn de quimiotoxinas para los miaooiganisiTios (p. ej.. cier- 
tcK atninoicidos. iones o hidratost de carbono). Un ejemplo cli- 
!;icu de esta depepdencia nutricional se obsers'a en Bntcella 
ahotitis. causanle de uivi infcccid^i contagiosa que produce 
nbartos CO cl guTwdOr Eslc micToorganisrdo tiCrtc un reqaeri- 
mienlo especJtico pare su crecimtento del azdear alcohol eritri' 
(ol. que csti prcscnic cn nmccnimcioncs clcvadas en cl dtero 
bnvinu y en el tejido de la placenia. De abf que puede ^'aJojar* 
<ifr en el iracto genital bovirm a causa de so predilcccidn nutri* 
cionoL 

Factores de sinilencia de Ins mJcroarganlsmas 

Lds faclores de virulcncia bacterianos sun componcnlcs 
csiructuruks o productos pioducidos por bactcrius que 1e perr- 
mltcn al microarganismo pcijudlcor ai huAsped dc alguna 
mancra. Algunos csuln asociados con la cetula. mientras que 
nifos pueden set cxiracelulares. Ademis, algunos de los racto- 
rcs InvolucradOiS en la produccidn de dnfcmicdad son parte dc 
lu composicidn aualdmicu o flsioldgica dc la cdlulu y su fun- 
ci6n como factor de viiulcncia cs inhenente al ciclo dc vida del 

□rgajiismo. 

ADHESINAS 

PoTa infeclar a tin huesped. Ids microorgEuiisnius pttmero 
deben adherirse a la superFicte dc la mucosa. La adherencia 
bacleriana es un proceso especirtco en el que intervierven las 
cstniciuras de la superfirie celular bacleriana conocidas como 
adbesitws y los rccepiores complemetitarios de la superficie 
dc las c^lulas senstNes. 1.0!; adhesinas hactcrisiTiBS pueden 
iooluir la!( fimbrias, tos componentes de la capsuTu buclerinna. 
los dcidos lipoteicniens que se proyectan hacia afuera del pep- 
liduglucam) dc la pared cclular dc las bactcrias gnimpositivas, 
las proicfnas de la membruna cxicma u otrus Euiifgcnos dc la 
superficie eeluIrLr. Ejemplos cspccllicos dc adhesincs bten ca* 
ractcrizadas en nucroorgauismos patdgenos se han tratado con 
anteriorid&d e incluyen Lu adherencia dc las iimbrias dc N. go^ 
nortitiwie. sensible a la manosa (lipo I) y las ftiribrius resis- 
icnles u la inanosa (lipo 2) de e; ooii uropaldgcna y cnlcrupii- 
Idgcnu. y los dcidos teicoicos dc cstreplococos ^-hcmolfticos 
del grupo La prulcfna dc lu supcrficic cclular humana 

fibronectina es un receptor del humped para olgunos patAgeDos 
hacicrianos. 
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AC RESINAS 

Psra sahnevivir y n)ultipljcnr£e dentm del humped, muchos 
prcKluccr; Jiii'crKy^ s quc k's pcnni' 

ten eviLir o cvnJir Im meenniNiiius dc defen.'ta del hufsped. 
Esui:^ ^usunvios, IkmEulas a^i>inas. incluyt;n cdpsuias y 
luncias muciluginnKJ& cxinied LilaiE'i, hidr;tln^ dc CDrbnnn y 
pmte^safi de superficie, enzimaft. loxinaft y otras mnl^ulafi pe- 
qiietla^. La<; eslructuras capsiulare!^ de ^Igunoi^ tucteriaft le^ per- 
niilen a los mjcruofgajiisjiHiK rvitLiz la ragtidtoi^iSi Fh>r Impedir 
la inlcniccii^n cnlrc In iiuperUcie cclulnr^cterinna y la^i cdlu- 
las. fiigcicftkiu [>pciir ncultar los compt>ncnlc5 dc svperficic cc- 
Ivilarlwtcriam t|oc de otro modo pcdHon intefaeluar ccn c£lulu±> 
fag.(5cftica!> o complemento y eonctucir a su 
U»s antknerptift especffltw diriKitU>s cutntni el ni^iicri jI eap^iu- 
Tar condueen a U opsonij'acidn de lys MiieivoniiytisMu>s. 
Despuds dc In opsonizacidn. las bactcrias cncapsuladas son 
ingeridas ripida y facilcncnlc y deKtryidns por tnis c^lulas fafO' 
ctiicis. Atgunos mictonrganiRmi'hi^ pindueen eip^uln.^ que s^in 
similarcN cn cstmctura a los tejldys del huei^ped y. pnr lo tanty, 
nu sun rc(;onocidas cornu e\lraAas por la vigilancia inmunila- 
tia, De csia fonrijk talcs miciooniitiiisFnus pucdea c^adir las 
dcfen&as dc! hudspcd. Porcjcmplo. las cilpsuliui de E. arli K1 
y dc Ids mcningococos del gnipo B cstnn compiiestas por i^cldo 
iV-aCccilneuntmfnicu. cun uniuncs paivialmcnic ('^accli' 
ladix que es similar al fScido neurarninico erK.ontratUt en el teji- 
do del .slstcina nervLoso ceninJ.^' Los nuL:R)urgi:iiiJs.rLh]S quo 
ticDcn cdpsulas que tx comporian como agrcsiiias son S. 
(tur^ua. s. pneHnwfniaf, jV- iBcffinjiitidlf, fi. itt/JtffrjZfie Iipi> b. 
K. cstreptoeocos P-henioliiicofi de [os gnipos A y 

B. y E. 

Algunaif bacierias iicneii pwtefnaN dc stipcrnnic quo cctti- 
plea hmciones cn la adhercncia y cn la virulciicia. POr ejein* 
plo, l:i ptoicina M dc los csircpiococos del grupo A desempe-^ 
tia muchas funcioncs cn la paiogcnia dc la inrcccion con cstos 
microorgamsmos. como adhciencia. rcsisicncia a In fa^ooiio- 
•six, invasidii incracelular. delerioro de ta fujieidn del curtiiple- 
jncnto y cfcclos llllcos cn Jos Icucocitos polimorronuclca- 
La proieina A, una pruteiita dc la poicd ccIuIllt tie 
,V. aureu.'i, sc unc a 1a^ molecular dc inmunoglohuJina (tgOl 
por su regit^n Fc- Ciimo b 1'agociiosis mediada [h opsoni/a- 
cidn) es dependienle deJ receptor Fc, In proteLiia A puede 
iiitcrfcrir cn cstc proccsor La prcbcncin dc proteins. A tambi^fu 
pucdc inhibir la activacion deJ cumpLcmcnlo ccrca dc la pared 
celuJor esiafilocdcica por encutrnr Ins mi lades de pepltdoglu- 
cam? (|uc NC ^abc {;uc son nclivaJoras dc1 complcmcnio. 
Alguflus bacterins prttdoccn proica-sas que pueden IlidfoUzarc 
iiiactivar IninuiiugloibulinjK xcctcliMrins (I^A).''^ Esla inmunu^ 
globuhna octua cn forma local para impedir b ndlicrcncia 
bacicriana; pnr [o lanio, la hidrdlisis dc la IgA pcir b pfotta- 
sa bacleriana fomenla la coinnizneidn de In mucosa iv^ase 
cap. ^). 

Algunas agruinas acluan despu^s dc que ha ocurridu b fa- 
goclinsi.s put incErfemneia cji I j fiminn ragc^sumu/liMisoma y cn 
b actividikl del sistenia dc b mlcloperoixidasa. Las micobactC' 
rias y las hrveeb^ fx jKbplan n umi c^kicneia intracclular Jen- 
tro de lax cdlulas hu^sped medianie la clalMiracii^n dc ^Ui^taii^ 
cias que impiden b dcsiruccion dc Jos mJerourganismos. En bs 
iiiicnhucicrijs, csto xc dcbi: a la prcxcncia dc mLL(Hiidu.x y xub 
follpidosasociadoscon la pared celuJarque se tneorporan cn la 
cara inicrior del fagosomn c impiden la fusiun fagosorna/liso' 
/-i.vtenfl unuHU'ymineft^s eipnehsi lium protefna de 
Kupcrncie Namada interoalifia que se Line a los rcceptcMcs glu- 
cupRjieFna en la.x c^lulus c|;)itc] ialcs y 1c pennitc al loicrutriga 
nismo intemaJizarse cn una vacuob unida a la memhrann.'-^’"' 


Lucgo> cl TnicTooTgunismo produce unu hcmolisina llamadn lis- 
tertnlLsina (), que .se inlercala eu la membrima dC b vACimltt y 
causa la formacirtn de pouis.*’-'™ Mas larde, L 
cnint cn cl cltuplaHma tic la c^Jnb, dondc conti nun creciendo. 
dc iiiodo que cscapa del anibicnle ii6.!iico cthn el faguxonia. S. 
auivii.'i segrega cjilalssa y superoxido clisnautnsa. que inhlben 
b cbslmcciAn del organismu mediante cl sistema dc la miclox 
peroxidaiqt de las c^lubs lagocfiicus, Atujadij tlcniro dc bs 
cifJulas fagncFilcas niedi:]iite esms rtiecunisiincK lamhl^n contri- 
txjye a la vlrubnda protc|iendu a los orgaiusnu^s de la des- 
trucci6t] por a:iilieucrpDS cspccfllcos y eoniplcuicnlo. La cxis- 
tencia i ntracclul ar lamhicn [icnc unu inHucncb imporlantc cn 
la lerapia. Las infeeciones con microorgankmos como especiex 
dc &nn flfa y Fruflci!:cU<j wimvn.tif dehen scr trataxlas con 
HDiibioiicus que aetuen dc muJu intrvcclular (p. cj.. icii;icJ li¬ 
nns. amlnogliJC^jsuJus) para aEcetar a e.stos nucnjur^anjxrrtcjx 
’■prclcgidos".^ 

M uchas haclerinx pruducen cn?irons o loxinus ci ticncn cons- 
tiluyenles cel u lares erm efectos lAxicos o neemsantes en liu 
ce^lulas del huiispeJ y en otros e(.iinpoLKnle.s del !>ixtcnu tnmu' 
niuiriu. La leucocidina y b if-hctnolislnu pruducklos pur S. 

causjh cxfcriLidad y luincfjeeidn dc Ins polimurfuuu- 
eleares ydc Ids maerdfagos expuestos, seguidasde desgronula- 
cion, rolum nuclear > lisis ccitiltir.'^' B1 llpopolisacaridn de las 
hstetcrias gramncgaiivas puede netrii-sar la respuesta inflamaiO' 
liaagUiiu, y bs jiurnule ul llikisinrgan'tsrtii.] exUibbcerrie demru 
del huesped con rclativa faellidad. La porcldn A lipldica dc 
cndcMoxlna. cn particular, puede activar cl compiemcnlo y csti- 
mular lo llberacit^u de variax eiroctnas (interleLicina[lLJ-2, IL- 
fi. IL-1^, faclcr dc nccroisis iiimoral u [TNF-ali que llcsan a bs 
manife^cytiiaics ciruicas del -nhoek enduuuku, curno hiptnen- 
sibn, cojgulacion iulravaxculnr diseminadu y muerte. Lax bac- 
icrlas gramposiiivas tlcncn polfmcros de pepildoglucano cn b 
pared cel alary acidos tcicoicosde memhranu que puedcncan- 
sar una lihcr^ii^n de ciuiolnas similar y precipicar sfrttomas 

iguule!i j los del shock xif^iticu. Algunox lOLCisMKLganixniiis tie- 
nen otras propicdadcs vinculadas con b supcrficic cclular. 
Lomo el LOS y eicrta.s pruterna^ de xupcrficic que Ics otocean 
ncsisicncia n los efcclrTs bictcricidas del sucro humann normal 
(p. ej-, Esiii-s prEipiCiltidcs piteden facili- 

lar b diseinlnacldn de. liis biicterba a travis de la cireulacidn 
sangufnea y IlnfLltica. y conducir a una inrc:cc;lL]ii] slsti^mica o a 
111 .xicrnbni dc focus inJcccioscn cn lugurex dixluntcxi del xitio dc 
infeccii^n mlciuL 

Las prupicdadcs mvasivas dc algun as hactcrias sc airibuycn 
u l.i ebbtirjcidit de en^iiOiLs. que ucnlun de inridue^LraLelubr- 
y a. priewiturtiiie, e\trcptUCoCO^ del grupD D y Pn.*- 

piifrjihiictflriHtn dtvrf.T producen una cnz:ima llumada hinliiro- 
nutuliusu In hbluronidrui^^ durante la fase de crecimiento 
exponencial. Esia enzima pnomueve la dtseminaci6n del 
microorganismo a irassfs del icjidu concclivo por dcspollmcri- 
zacidn dc1 acido hialurdtiico, la stisumcb rundamcnlal respon- 
iiublc de b jfdhciii^rL ciflub-eflula.^' Los esireptocDcos del 
gnmpo A y los cslafllococos inmbit^n claboran enzimas qtte 
hirfrtdiifan l«s c^NirakiFi dc fihrinii (estwpUkinnsa y wtaflbi- 
cloiisul. que btcilitan b dlscminact^n de micruorgankmos cn 
Jos tejidyb,'" C. y s>trtis cToslridios (C fiiMofyiti-wn, 

C. leplicitftt, C. .voji^Hrr. C- nrTv^'! y C. fciUtix) pnxJilccn ei- 
tcitoxinas, citolisinas, co1agcna.s;is, fosfolipiisns, hbluronidasns 
y licstixiiTthonucleasas (|ut: pcnnilcn a estos micnM>T^Knisimos 
colon I/ar lejiiLps sin vLialidail, degRidar Ll iiiaLri/ de a»ljgenu 
del inilxcLilo y del icjldo ecmeciivo. y facUitar la prupugacidn 
de lu» inLi:rut>]'u;utiisi])i>x cn cxus icjidu^ pafu i;iiLixar fascitix y 
garrgrena gascosa.'^'' 
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El hierro ei uri nutrieni^ para iitutiws mjcrxir^a- 

nii^mii&y un requeriDiknU) para la viruleni-ja dc al^unm pat^ 
hatMdriaAi.is. A itNiti t4±Mpt!C[c>, lus hiu:lt±njN pac6||4;nH-l! 
productiv^iis hon dc&arrollado fonitas dc obtcncrlc del nic- 
diuambiente □ dc Igk tcjidaK del huE^ped, cn In^ cualcs cl hic- 
rro libre se manliene en baja^ concernracLnn«; por esiar untdn 
a las prolefnas transfen ina y lacloferrina. Ln;; microorgaaifimwi 
rtco^cn cjkic hiema mcdlanie la produccidn de slderdfiiirai. 
mol^ulaM pequebaa <jue funcionan como quclantcs dc hierro 
dc clovada ufinidwJ, E^^^ Id {atilo. la produccion dc swlcrofoios 

COhfiidera un faclor de vinjlEitL'i:!.*^ Oirus tviguni^iTius halt 
desarrollado prate^ciai de transpone como tran^remna a lacto- 
femna. dc las cualcb fx catrac y irdnsprata cl hLcrro hacia cl 
imeriof dc las cdlulas."^ Ttmlo ^oirorrhveof como menm- 
licAen rccEploCAR dc nuiAbracM cxtcmu pj.ru unit trauii- 
ferrinu humana, lactnfcrxina. y hcmnglohiria y protefnas rtc 
unidn periplaivimdiic^ para exiraer hierro de hs tfflns|;»onadnres 
a los que uciido y irani^ipoparlo al interior celiilan' 
AdemK la produceidet de iitucho!^ pwductos micr^ihiancvs 
ex.tracelu]ares, iticluiJjs las laxbiAsi. se regula patcialpicnle u 
nivcl transcripcionaJ por las cooccniraciones dc hiciro en cl 
medio dreundamc. Por ej'=>nploH la explosion del gen esmictu- 
ral |il-lagn para la loxina difi^rica en liifthilt* - 

riae sdio sucede cuando el hierro se convierte en el huslrato 
limiLantc del crcciiTiicnlo(vdusc mils adcla[iti:l'"' o’< 

Aunqiic los plasmidos por sf miamos no son factores dc viru- 
Icncia. los genes quo ccidilicun muebos dc los pnxiuctos cclu- 
lareii baclerianoi; resiponsablcK de la virulencia suelen residiren 
dtos. Lot fiftCtures K tplilsnridos que conlicncn genes que 
codilican la resistcncia a los agente.s aniiinierobianos) pueden 
considcrarsc dc vuulcncia porque la adqulsicidn dc rcslstcncla 
a los agentes anrimicrtibianos romenra cl cTreimiento conti' 
tiLiado y la di&eminjcii'in de laA inreccione.s bacienanas j pes^r 
de fas intervenciones te^ap^u^ica.■s- Algunas hacieri^ rainbldn 
conlicncn pl^smidih que codilican plli scKualcs y lfan^fc^e^' 
cias crcHTHJ'»6[nicas. Estos Jos I'aotorcs Ic pcrmilcn a un mtcrx>- 
organismo iransferir material gcnccko (la introducciiJn dc un 
plasmido. de un cromosoma o de nmbns) a otims organismos, 
Lns plbsmidns tatnhi^n pueden pamr genes que coditican un 
andgenns de colonj/ 2 u:idn, nei^istencia i^l suero, quelacidn y 
iransporlc dc hiciruL pcoduccidn dc tosLinas y hcinollsinas. y mc' 
ciuiiiiiiios dc sApervivcrtciii intracclulur indcnnidi. Lou plastni- 
dos que conticnen genes dc rcsislcncia han sido dcsentos cn 
mvcKo* gtaitHIcgativot (lodo cl ginen> dc Entffphoctenmeaf, 
P.wiitiffrntnn.t. Viffrh. Faxmfrrliit. OttnpyhhtHtfr. fioerjift- 

philtm. Woariiif y y granitJOiltivos (p. ej.. Sffr- 

phytoccX'CttX, SiPcptf/L'ffL'Ciii'. tJltrtVCatsi'aXy BeicrtiiiSr Cltfilri- 
dium y Coryiwhoctfrimni. 

EXOTOXlMASrENDDTOXlNAS 

Lus loxinaii dc iurigen baclcnant] sc divitlcn cn dos grupiis; 
CHOloxinas y endotoxinas. La:s eitotoxinjis tinctcrinnns son las 
bioldgica;^ miHs prttcnlcs comxidas y sc prvduecn cn su 
iiuiyor parte por bacterias grampositiva't, aunqne algunas bucte- 
rinx gnunncgalivus lumbidri la.s clabonin, Lus csLOlo^lntis son 
siLslancins de nnturalezn proteica y son lerrnddbilcs. Debido a 
que Mm prnteinas, muchas pueden ser inactivadas o destiuidas 
|Htren/iinas pntte^^Uiicas Porotm hdo. alguna^ c?(oto\inais se 
aclivati stJlo des[Hj£s de utiu hidoSlists isuTcial r'cune") purenzi- 
nuis protcoliticas (v£asc nub adelaatel. Lu LujlitrlLLuJ idxica de 
muchvs cxoioxinas puede scr dc^truida por imtamienlo con for- 
maklehldc [dcsurirollo de lovoidc^j y neuiializ^da por anli- 
cuerpos especiTicos. El aprovechnmienlo de estxs pn^piedades 


cnndujo al dei^anrollo de los tnxoides del t^tanns y La dlhena que 
sc usiui para la inmuniicficidn uctiva contra e^iaii enrermed^Kle;. 

La;. Eitotuxlliai? biucccrlanas sc dividcri cn dos gfupos. El pri¬ 
mer grupo consist? cn loxinas dtoKtlan, que cctuan cn los 
rnembmnaji cdularcN pura cau^^ar la roniincidn de poros y la 
tiifis posterior de la c^lula. EJeinplos de estas toxmas son las 
siete enterotoKinas de S. auttus y las estnrptolisinaiv S y O pni- 
ducidas por estreptococos del grupo A. El segundo grcpocoit- 
^ste cn dus liubunidadcs: A-B u toxinas bipartltiiti. Elstus loxi- 
nas conticnen uaa subunidad B to dc union) que sc adhierc a un 
rccCpEur especincu dc la cdlula huesped, y una subunidad A (o 
acti^-n), que pnitii huciu el interior de la c^luLa e interactua con 
la diuna. Estas tdxinas son la texina del cdkra dc V. effokmr. 
la loxinu Shiga dc Shi^pUa dyietu<^.riae. tu toxina pertutsi^i pitj* 
ducitlu por 0. pcriassis y la loxiiia (liddiHca producida por C, 
(fiphtiifriap lisogicDi^Ado, Cierius enfcrAiedades, como el t^ta- 
nos, el boiujismo. la difleria y el cdlera. se deben casi por com¬ 
plex a Ins efectON de Ins toxin as en sus drganos y tcjidk>s diana. 

El li^tanw es causado pt>r ]on efecios sisidmicoA de la neu- 
mtoxinadcl Tetanos. lu luxina produdda por Clositidiutft rero- 
ftL Sueic ocuiTircomo rcsultado ck la infcccidn dc una hcrida 
por C- jpftini o mas rara yQZ, pnr la inyeccidn de mutenalfttcon.- 
[aniinadoEL con cdlulait vegetativis o esporas de C\ tetaniV La 
neurotoxinadel tdtanns se libera en la lisis cclular dcspu6t. ilcl 
crccimienlo bacteriano ea conJlciuncs unaembias (p, cj,. cn 
heridas punzanics profuntks). Ln losina sc traduce cn pHneipio 
coTTW un ;kptido i^implc dc alredcdor dc 15[] kDj. En la libera- 
ddn de la c^Lula bacteriana, el pepildo roxina es escindido por 
enziiTiii^ proteolEiicas para rormar una ewdena liviana tL. .‘SO 
kDu) y una CiiJeiia pesada IH. ItK) kCk) unitiis pur un pucnic 
disulfuio; cn condicioncs rcductoras. losdos peptidos sc sepa- 
ran cn dos cadenas L y H. El sitio dc unibn al rcccpior de la 
inokeula de tuxina Intacta se halla en la cadena H. La codena 
L se imema y se mueve desde Ins nervios perif^ricos hacia el 
sistema nertioso centra! pnr iratiKporlc axdnico iclrdgrado. 
Cuando la loxina tcldnlca alcanza las ncuronaf co la mcdula 
cspirui!, cl ccrcbro y cl ccrcbclo 5C llja ripidannent? a su recep¬ 
tor. un gauglirisidti que ctmiicTK iddo csicdrieo, esfiagasina. 
glucosa. grJaaosa. .V-aceiilglucofLamitia y ^cido A'-acelil neu- 
rammicn (ikiidio slilico]. El efecio espasmogdnico de latoxina 
ubodccc a !iu accidn cn los rctlcjeis pm!jinaptiens que involu- 
cran iutcmcurunoii dc la tA^dula espinal. La tnxina bloquea la 
inbibicLdn postslnaptica normal de tns ruuronas motoras espi- 
Oalcs siguiendo impiilNos HifCTCn[e?i pOr impedtrttebTO dt liheta- 
tiiJin de Ujs ncumimiisini^n?^ iithibitori^^ii (dcidn Tf-iiiinin<il.HJii- 
iict>. glitina). Estc bloquco sLiidpriuodc Las neuroAHS cienimles 
da pur resutlado hipcritmiii muscular c liIpcrreOeuLL La sensi 
bllidad rcsiuttantc a los impukos cxcitnlorios, no conltoladjcK 
pcio" ntccanismos inbihitnrios. produce la pariilihiK espulstica 
caracteristica del teianos.^^ 

El boluHsniues el TwulloiJo de la Inpcstidn de toxinas ronna- 
das por Clasindiutn btftuiimfni que sc dcsaitoHm cr ka alirncA- 
tosi el principal cobh'cvlo son los fnitas y verduras enlatadas de 
okhIo initdccuado tpor lo general casera^). Ins cnndimvntns y 
los pnxIucItM de pescadn. Es una iiitoxicacidn sisldmica resuL 
laiilc del dcsarrullo dc C. btftiilinum y la piuduccidn dc toxina 
ert las heridas, inlarmadcr durtmlc la> tidcadas dc I9EU) y L‘J‘JO 
como una cajnplicactdn de infecciones de heridas en usiiarios 
dedrogasparenteralesJ^-^ C. ffflTiiUmm tambien puede coLoni- 
zor cl lubo digesti VO dc lofs rcci^n nacidos y pnxlucir luxina cn 
CSC silk) tbtjiulisiAD infanlil)-^’'’* La tuxina sc ocumula cn li».s 
cel ulas dc C. btfiniinatn durante In gcrmitiacidn de la esponi y 
cl dciiurTollo dc la cclula vegetativa, pcTO sdto sc Libera cn la 
lisis celuliir. Los micnmiganisimcu ^l^cntos como C hinuh- 
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num sc cr^^ngcc^an cn Irc!^ tjuc dcperhCcn di sus accucn- 

c]^ dc IjeiiKS pjira I6S rRNA; C btfiuiinujti tjpcis B, E, y R C 
boiuli/tittit tJpDs C y D y C bonflmatn upos F y U. C. bota- 
iinam tipo G se agnupo de forina independienie de Icjs otros y 
lambiin se llainA C arjfnimfneri'-’'-’^ Eatcis i^xipos oorrespcm- 
den a siete lipas seroldgicos de loxina;: de C. l^t^nj/rniUffl! (itpos 
A, B. C-1. D. E, F y G fasociiido con C. ar^ntfnense]\ y cada 
uno produce una tuTtma cSipcofEc^ [lc dpn JersJe tt puntn de 
vista iiunmoldgico.'i^ Las [oxinas de Ins ripos B, E y F son 
las que afectan a l<»s setes 

toxinas bottilCnicas odginalefi pKitefna^ y 
rorman complejos con protefnas no loninai^ para eMahili^ar las 
La loxiiia boiuli'nica ic produce comci una prole- 
fiia progeniton con ua peso molecular de casi 150 kDa. Estas 
toxinas se producen como molcculns ineitos qtic se aedvan 
despu^s de la proreillisis, pero la esclsidn proteoldica es inier- 
na a laj! luol^ulas pepddicas y las toxinas no eambian su peso 
molecular despu^s dc la activi^cidn. For lo lanlo. Ja loxina ucli^ 
va sc coinpunc dc una cadoru liviana (L) de ^0 kDa y una 
eadena pesada (llj de l(!H) kDa conectadas poe un puente disul- 
furo. Despuds de la abaorcidn en el lubo digestivo, Ja toxina 
atcanza las ncuronas sensible Cen las unioncs Tieun>[rtuNcula- 
y en la^ stnapsis autonAmteas porirtiiicas) por el lorrcntu 
sangufneo. Allf se une a las icnnlnales prcsiajpticas, dondc 
bloquea la liberacidn de acetilcolina dc las term i nod ones del 
ncTviu lUoturculiD^tgico. EL boEulisioo se cameteriza por cotn- 
pfomi^o de los pares eraneales, debilitamiento descendenie y 
bilateral, y parUhis dc los mdsculos csquckticos. y sc acom- 
paiiH dc fatigo, disnea. nSuscos, vision burrosa. alicnuriua del 
habln, dibuicidn dc la^ pupilns, retencidn iirinanaH pardtisis 
fliictda general de los mdsculos esqueleticos y par^lisis respi- 
ratoiia.^ 

La dIAerla cs oiro ejeinplu Jc ujut enrcmietlad que se debe 
i la aecidfl de tma toxina. Pero sdlo las cepas dc C. Jfphiiicriiitf 
que contienen un boclciidfago lisogmico {|3-coTii^cfiLgio]i prg- 
ducen la loxina dift^ca. Los gencs estructuraies pan. la toxi¬ 
na (tiamado gen rox) consiituyen una parte dd gcnotiia del bac- 
leridfago La cxpicsidn del gen rOnX csid itguladu per un repre- 
sor aciivado por hierro y la produccidn dc la EOxitta sucede scJlo 
CLtondo cl hierro se convterle cn cl sustralo limitanic para cl 
crecimienlo."^'” En presencin dc hiciro (Fc'""}, cl icpicsoT 
forma dtmcios activos con Fc^*, que se unen al proiflulor del 
gen e inhJbcn la expresidn del gen tox Cuando Fe^' se con- 
vicilic cn limitBiLlc, cl ^mcio Fc^Vnepnsor se disocia y pcnnl- 
ten la tramciipcion y la iraduccidit del gen rox.*'' '^^ 

La mol^cula de toxina se forma por C. diphihfrtaf cn aso- 
ciacidn con la membrana cclular y sc segrcga dc la c^luLa como 
un p^pitdu iimpic que se compoiae de 535 aminoSeidofi con un 
peso molecular aproximado dc 5fi kDa. For una protcdllsis 
suave, el p^plldo simple sc cscindc cn dos cadenas principalcs. 
designadas A y B, concciatla?: pffr puentes dijiulfura. El p^pii- 
do A e& un pdplido de 2! kDa que contieoe La actisidod enzl- 
m^ica de la molteula que inbibe la smlcsts prolcica, mientras 
que cl pdplido B cs un fragmcnlo dc 37 kDa que conticnc Un 
dominio dc unidn al receptor C-icrminal y un dninjni[.i (mns][)- 
cadur intemu. El p^ptido D cs responsablc de la unidn de la 
mol^la de toxma a su receptor diana. En la unidn a la c^lula 
tiitttui medlanie el p^piido B, la mxina entra en la c^Lula por 
endocitoslis inediada por cl recepior. El pH bajo deniro del 
endosoma dcscncadcna la iranslocacldn del pfplido A 
(mcdiajitc la inicniccicia con el p^plido que tronsloca dominio] 
hacia el citosol; en ese momento las puentes disulfuro sc rCdu- 
cen. se libera el p^piido B y cl p^pildo A SC vttclvc enziniiti- 
cemcncc aciivo. El pfptJdo A inhibc lu jifntesis proleiea por la 


adenorribosilacidn del factor 2 dc clongacidn, (Br-21 una enzi- 
ma que se rcquierc pam la iranslococidn del polipcptidil-iRNA 
desde cl siiio del aceptor hasla cl sitJo del donodor en el ribo- 
scHTia eucnrionle. ^ El gmpo adenorribosilo se iransricre desde 
cl nicciinamlda adenitta Jinuclediido (NAD) hasia cl factor 2 
de elongacidrt por la subunidad p^ptido A de la toxina. con pro- 
duccidn de EF-2 inaclivo; 

-if j 

NAD' + EF-2 - f fldenumbosilfosfalo: 

de la toxina 

comptejo EF-2 4 nicotinamida + H" 

El tratamienlo de la toxina Intacta coa formalina produce un 
toxoidc que rvo sc puede sepamr en Ins subunidadcs A y B. For 
lo tantn. el (oxotde carcce de la capocidad de cata]i7.ar sus efec- 
tos intmcelulores tc^xicosi sin embargo. leliene xu antigenici- 
dad- La inmunidad u la drftcria suck ester mediada por let pre- 
scndu dc aiuicucrpos coniiii la toxina. 

Todos Ids signos y !os sEntomas del cdlera causado por V 
choterae rcsultan de la pdndida rapida dc Ifquidos dcsdc cl 
ime^^tino. El aumencEi de scLTCcidn elecurnlhica estj pros'oeado 
por ima cntcroloxina pmtcica. La cnlcrotoxma dc 34 kDa con- 
SLSte cn una subunidad dc uni6n (subunidad B) compucsta por 
cinco TTKinomeiOH identicios dc ] 1.5 kDia y una subunidad bio- 
Idgieamcnte activa (subunidad A) de 27 kDa. El modo de 
accidn de la toxina del cf^kra sc describe cn cl capflulo 8. 

For otri> lodo. las cDdutuxinus se producer! s^lo por bocic- 
rias gramnegativiLS y cstdn coinpucatos par lipopolisacArido 
(LPS). El LFS. oomo yn se describid, es un componenle estme- 
niral dc la membrana cxiema grainncgalTva. que Tcpiescnla los 
(Ictenninanies antig^niec^x snnidtior>!t tO). I^aa endotoxina.4 soo 
lermoestables, no se destoxifican par traiamientD con furmal- 
(IchTdo y sc nculralizan sdio cn forma partial por andcuerpos 
cspccilicDs. CampunuliLs COO mucbax de lix exoroKiiuiG. la& 
endotoxinaa son de menor toxicidad. Aunque las cncktoxlnas 
pucdcn cscapar hacia los IfquiJos circundantes (como "burbu- 
jiis" ^obre la ‘iuperficie de las bacieriiu gramnegiitiva.s), la cdlula 
(ntegra per lo general retienc la rtuiyor porcidn dc la octividod 
tdxica. Las actividodcs tbxicas y bioldgicas dc la endotoxinn 
son amplios. Qtmidadcs del onJen de nanogrtuTLO.^ de endeno- 
xlna cauRan Febre en los senes humanos y la liberacidn de pii^ 
genos enddgenus. Grairdcs Jortis pruvocan hiprrtcrKidn. recuen- 
tos bajw de Icucotitwj ptjlimyrfonuclcanes y plaqueio-s pur 
auinento de la tnigmci^ir de esias cflulas bacia las porcdcs dc 
los pequenos vasos sanguincos, hcmormgiu y, u vicces, coagu- 
lacidn tniravoscular diseminada debido a la activacidn de I os 
mecairismos de la coagulacidn. La endotoxina lambi^ncs milo- 
gtfirica para lus linfocitos B y cstimuLi la libcra(;i(3n dc variets 
citocinos desde los maerdfagoi. 

Supeianftlgenas baelerianoa 

Dcros gru|H>!i de ({pxinas prt^tcicas extraceLulaics, como las 
prtxlucl(Ds por S. aumus o los cstrcplococos [j-hemolfliccKS 
del grupo A. son capaccs dc unirsc a p^piidos cstructumics err 
los receptores de los I'mfocitos T hu^sped y en lo^ antigenos 
de histDcampatibilldad clase 11 delus maetdfagos. Esta unidn 
induce la llbcrHci^n dc citucinas. Varias protcinns exlracclu- 
lorcit dc S- iiarciis, comu la toxina I del stndromc dc shock 
idxico (TSST-1 las cntcmioxinas cstuBlocdcicas A y B, y las 
loxina^ c&Trcpiocficicict del grupn A acttlan como "superanrf- 
gcnos'^ e Jnducen niveles ekvados de proliferactdn de c^lulas 
T. rapida libcracidn de \h-2 y TNF-oi y causao shocks* Lo.s 
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supenintigctiO!> pKxJucidoa por vorias barterios se onAllzanJi] 
tnjs adelanlt cn los capftulos dedicados a ios gdneros boctc- 
rianus e^pcciflcos. 
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L f)s bitcilijs livom pt;Tlt:ilt:cLt:]lles ii EntF^inii'- 

dr son las Ixicicrlas quc so roo upcran con nut- 
' yor fpjcucneia cn miicstraiclfnicas. Arnpliamcnlc 
disperses en la natumlej'a, esios inicroni^giinifimos se encuen- 
iran on la ik'rrj y cl agua. M>hrc las plaiilas >. como In jiKlicu ct 
m^mbne do 1^ faniiliti. en el lulujdigc’sitivLi de scies Inin^iiny^ y 
dc anintaks. Antes del ddvoniiiucjilo do Los antibi^ticos. \ii qui^ 
miotcrapin > lait mcd^da^ uimuncMupncsoras. las enfermedade^ 
infecciftsfls ptnducida?; jior EiTtenrhiiriffTitieaF estahnn baslante 
bicn dcfinida^. So sabfa quo 1o«i sindnomos diiirreicos y disente- 
rietHi, ac(Hllpai^:idu\ piir llollre y j^eplieeinin cn ] 4 .im elaR>s 
dc ficbre tifoidca, crjii prosi'Dcados porcs|>:cics<Lc SnitHuiiviltt 
y Shigella. Tfl^nbi^n, qce los casos ciisioos tie rtcurnonm, cu- 
niclcrizadfis por In produce ion dc espulo rojo ladrlllo o en 
"jalendej^ro,seilas". er^ii cuusaLl^.»s pore] baciki de rnedlanikr 
(Kfehxif^ifa fMrniiitjnuN;). Iu\t hcru;l\hi coH, djvcisias eSpecies 
dc PrvfttfS y disltnlos mlcmbros del grupo 
barter aislaban dc las ttcrid;tH Iniumdlicjs enntaminada-'S con 
tierra o m^rterial vegetal o de las incisiones de beridas nhdomi- 
nalcs luego de jntervenoioiieftmiintrgica.^ ^asiPMinc-'iiinalcs. 

Por lo tanto. Icm niicmbiu^ do En/embacicriaefae pnodoii 
cbiar iinp]kad{xs cn caiii cualquicr ilpo dc enfermedad iiifec- 
ciosa y rceuperarsc do CiijlquiCr DIucnIo rccibid:i cn cl lubnni- 
lorici Los pacientes inmuTiodcprimidns o debtlitadcih son muy 
scnsihlcs a las itifccciones adqnihUas cn cL hitspiial, yti sea dcjf- 
pui!:s dc la colunizacidn eon copa^; ajiihicjitaJcs o iuc^o dc pr^i- 
caJimicmiiLH invajiiircs, comet catcEcribmnb^ bmiKoscopin. col- 
poscopia o biopsias quinir^icas, en los cuales st traur^iatizan o 
scvcjnnan l;ks mvcOKas. 

El sboek endouhko es nna nianirestiicidn injiciwiiilmenic 
Iclal dc la inlcccic^ por baciciias grajinLcgaiUva^. ciKir tllia, 
fjTfrmlKfcfrWtirruc. La cndoiiosina cs un polisKarido comptc- 
jo y farmacol^gicanunle aciivo contenido en el inierior de la 
pared celub^r dc las cs;pcvic^ gnonncgaiivuN. Esic lipopoli^iica' 
lido estd ebtrucluradt:) eji ires cupas; ] i una porVLt^n cxiemu 
variable dc hidralus dc cailxano q.uc dctcnnlna Ja c?;pccifioiJad 
antigenka O <p. cj., distinlos serolipos dc Sitfnumriia). 2| un 
corazdn inlemiedio de polisaciiiridc] que cs csiructunLlmcnlc 
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KicliilareniTC las c-Hpecie^i y J) uil^ poicinn lipiiJicu Lcniiill niuy 
conBcrsada denominada lipido A. S< lun demosirado csipcn- 
mcrilalmCntC jos cfcclos hioldgicos dc I 4 endoluxina; [)<M|lieii:i?i 
cantidtides inyeoladiis por vfa intravenosa en losq iinimnk'i' prO‘ 
JuL'cn licbno. loucr>pctila, hcinorragiA capilar. Iiipolctisidn y 
colapso cinculalorio: siiiKnims quc. cii gritn mediilu, >-011 krs 
tnisinos que \on ubservLidiOs cn los scics humanos con sepsis 
por gramnegativos. 

En cl diagndtiiko del shriek endordxicn se utili7r> inn exito 
vari^lc el ensavo de Itsado de irmtilo, que entplca on rvactivo 
prcptiradu dc kis: amcbocilos del enngrejn cn borr^idur^ 
iLiiHuins poiyf*hftnuiV'* El lisado sitfnc gclacion al cnlrar cn 
conlacloCcin cnnlid^jilcis inej um> pcqucAas de endoiOSitlJ. Mai; 
promiiioriD en el diagabstico de 1a sepsis por grumncgnlbos 
o1 dcs^rrolki dc antkuorp^is i]innix:ki[iaks. que iHJcdcii utili- 
£aT cn cl inniunwnsnjio cn;cinijui;n « nirjs itx-nkas para la 
deicccion del h'pido A. Los cfeotos farmncoldgicos dc la endo' 
tnjtino pueden titribnir^e principnlmcnic al h'pidn A. cl cual ch 
muy aniigdnico y liene determinantes cornunes a rodas las 
cepas dc hibcilos granncgatisiis, Pitr hi [anlo, la ileicceido del 
lipido A circuitnte eri Ins pacicntei; coit sepsis p<ur ^ratnne^ati- 
VOS, ulilizando un aiiiicuoipo inojioclonnL podna csiabicccr un 
dijLgTid^ticn t;<in cl tin dc impleincntar un Iraljmicnto prcsunli- 
voanles de aislare identUtcar el microorganismo caus;il. 

Los micmhiblogits ilthcn cstar alcntns ;i la aparicnifl dc cual- 
quior cmoioliaiCtClia roiiistciiLe a tnuhlplcs untibldticos. Los 
mccanismos por los cualcs sc puede dcsarmllar icsjstcntb sc 
deiallan en el cnpitLilo 17. La nesistcncia a Ids antibibticos 
puede esolncionar en cepas clinicas c|ue antes oran scnsihics 
EilnLiailtc In inirrsTcrcticia dc phlsinidos conocidoh corno bK- tii- 
rcs R u plastniclos R. Llls huLieriub eiildrk'as gi'utnnejtaiivas tk' 
nen cast slcmprc un plnsnudo R grande y unicn quc codifica h 
rcsLsiencLu ;i vuiHoh jntibibticuH. Uii porocntajc crcoicntc de 
cepusde ios generos EtHerohaclfK Sfnahfi, Kifhmifa y 
iltfida. adciM^s dc alguriHs cepa,s indol p<is.ii.ivys de Vn/u-tfs y 
cepas rcsislentos a la ccfaliKinu dc Esfheridtitt coil, ticnen p- 
lactoiTiasLis quc innpuricn rcNlNlenL'ia cruil^idn a muobos alltibid' 
tiens (idactamicos.-'--*■''' |jis enzimtts inactivaJomH 3 mcnmlci 
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mediadiis por vfa cnirnOMf^niLCU y pueJen ser ics.pQnsii- 
blc^ Ih resislcncia ^InEcrcurrcnlc" rn |>Acicn[ei; [nitaJoi: pen- 
septicemia, La& pruebsis de ^nsibilldaJ por diriisi^n en disco 
no uempn; dcicctaii cepas ivsisletiics, sobr: tiMio cuajido ^e 
evniuan laa ocfaloaporinas; por lo tanlo. puebe cstor indicsdo 
un pneedimientD de dilucidn en caJdo. No s6lo es imponimte 
dc[eclar es^taK cepas para inilBr al pacLcnlu a/eclaln. ^inoqueeN 
furaianientui, aJem^a, para la vjgilancia dc hiii inrcccLuncs hos- 
pjralario^. En las prtiAiniaa scockmes Jc esto capfiuTy m cxpli- 
caii los sindmtiie!! clfnicos cspecificox dc g^neros y especie!i 
individuflles. 


Car2ctensiicas de las pruedas de fdenUftcacm prastintiva 

^Cudlcs M)n toa indicio^ iniciaica dc que una «pa descono' 
cida ahlada dc una mucjiira clfnica pccdc pchenccer a 
En muestras dlietirra!; de las heoes. un pre- 
parado iciiido con Gram puede puncr ca cvidcncia cdlulaii dc 
bacilos u ceicot>4CdC!j graninegauvus oonos y plctdrioos, t|ue 
vanan en anclao de 0,5 a 2 fm y do 2 a 4 fm de largo (vdase 
Idrninaen color &-IA). Sin embargo, no es posiMc difcrenciai 
las cspcdcs sdlo sobre la bisSc dc la mcjftuk^'a cn la lincidn de 
Gram, 

La morfolajjfiit caracico'siica de las colanias do un miernor^ 
gani&nio que crccc cn un medio sdlido puede proporcionar un 
segundo data. En \tys casos P'picn;;, algunns Tniembros dc 
fiuteTnftprtfriatre^p prodiKen ooloniafl telativameme grandes. 
gris mate, secas o mucoides en agar finngre ovina, y estas dlti- 
mas sugicnen cepas cncnpsuladaii dc Kleb^ieiln pimufttomae 
(vcosc liimina cn colur 6-1B y C). La hcntdlisis Cit agar Suilgri: 
es variable y no es caiacleristica. Las colonias que aparecen 
como ima pelfcula dclgada o como oodns (fendmeno conocido 
coino trtpada) sogieren que el mteroorsanismo e^ mi5v|| y 
probablcmaiTe uita cs]>ccic dc Frvieitt (v^aw lUniina cn color 
6-1 Pi- Las colonio-S que aparecen rojas cn agar dc MacConJeey 
o que ticnen un blillo vcidc cn agar cosina-azul dc ntclilcno 
(\^ase Idmina en color b-2) indlcan que el microorganismo 
puede formal dcido a paitir dc laelosa cn cl medio. 

Sin emburgo, la difcicnciacit^n dt: las cntcrobaclcrias sc basa 
pnitcipalmcnlic cn Iji prCiicncia O au^ncla de difcrcittcs cnzl- 
mas codificadas por el malerial genetico del cromesoma bade- 
riano. Ejilas enzimas dirigen d mctaboLisino dc Ian bacteriaii a 
lo largo de una de varios vlas que puoden dcloclarsc ntediante 
medios cspecLalcs utilieados cn idcnicas dc culiivo in viira. Sc 
incorporan al medio de culdvo sustialos sobre los cuales pue- 
den reaceinnarcMus emiinns, junto con un indicador que puede 
deiectar la iniliZACkin del sustrato o la presencia de productos 
meubdiicos cspecfTlcos. Metltanlc la sclcccifJn dc una scric dc 
medios que nuden difcrcnlcii canictcristicas mctob^lica? de Ins 
micTOOig 4 mi.^nias par cvulucr cs po&ibic deUiminLLT ui) perfil 
bioquimico pjura la tdentificacibn de una especie. 

CaiaclansticBS de las praebas de cribado 

La idenllflL'acidn dcfinidva de las enlerobacterias puede 
requerir una senc dc pruebas bioquinticas. Se puede evitar un 
tiempo considerable y una posibic idcniificauiiVL crrdnea si !;e 
efcciuun algunas observaeione^ pfcliininarcs pura asegur^rse 
dc que cl iricmurganismo que sc cx'aluard pcricnccc a csic 
gnjpo. Si sc iraia de un microorganismo giamncgativo dc mm 
grupo, puede ser necesafrio utilizar un conjunto diferenle de 
uraetcristicas que se emplean comtinmente para la ideniifica- 
cidn de las cmerobacterias. Con pocas cxccpcioncs. todos lo$ 


mientbros de las enterobacleiiaa demuestran las siguenies ca* 
racierislicas: 

* Fenncnian la giucosa (v^ase liiinitia en color fi-lE y F). 

* La cilociomooxidasa cs negativn {v^asc l^ina cn color 

* El nitralo es reducido a nitrito {v^aise l^mma en color( hIH}. 

UflLIZAClI^N DE HIDHATDS DE CARBOMQ 

£s frecuente que los microbidlDgos del laboralorio se tcfie- 
rftn a [txios los hidratos de carborw comn uzucnrcK. Es conve- 
nienie en un semido operational, aunque se eomprende que los 
akoholcb poliiklrictM, coma dulcltol y manitol. o la^ sales ca~ 
ti6nicas dc acciato o taitralo do son hidralos dc carbono y, por 
lo lanto, uo son I'crdaderos azucanes en un senlido quimico. 

Rl Idrmino fertnertlackSfi lamhidn sc cmplca cn forma laxa 
para bacer referenda a la utilizacii^n dc hidratos de eartHirwii par 
Las baclcrias, con tdnnlnas como fermentadanis de lactwsa y 
nil fermentudoras de lodijtsn. Pur dcfiniei43n, la fcrmeniuclbn 
es un proceso melabdllco de oxidorreduccidn que Bene lugar en 
un mcdlciambiente anaerobio y, en lugar de oxfgeno, un sirslra- 
U» Org^ico sirve enmn aceptor final da hidrtigeno (electoiicsi. 
En los sisteitULS de pruebus bucteriok^igicds. csic ptoveso sc 
delede observiindo cambios de color en los indicodun^s dc pH 
a medida que sc forman los productos ^'idos. La acldificacldn 
dc un medio dc praeba puede ocurrir a traves de la degradacidn 
de loft hidrates de catbonci por visa disiinias de la fennema- 
ci6u o puede haber ingivdientes difeient>es de los hidratos de 
carbono cn algunus medios que coruluccn a productos Hnalcs 
^icidus. Si blcn 1j muyuria dc Ijis buctcria^i que mdabDliUil 
hidralos dc caibuno son annerubios facultalivos, es posible que 
la uiilizatii^n no siempre ciUi en corHliciones esrriclainente 
anaenobias. como se obiervaen la pivdoccir^ti de produces iici- 
dO!j por laN colonias de bKieriiis que crtcen sobre la superticie 
dc los naedios dc agar. Aun cuando es posibic que no lodas Las 
prueba^ utilizada.'^ pura medir la capucidad dc un luicrourgaiiiK- 
mo para degiadar enzirnddearnente un ''azilicar" en productos 
^cidos scan “fenuentaiivas '. dsi sc dcnuminai^rt cn cl tcxio jxw 
cyrti'Cnicni'ia. 

Ptincipisjs tisicos tie la i&rinefltadAn. Los csiudlos de Pasteur de 
mediados del siglo XIX wbre la acci^n dc las kvaduras cn c] 
vino propoficionan>n la base de nuesiro ennodmietno actual de 
la fcxmcnlacl6n dc los hidiutus dc cartxmo. Pasteur ubsenki 
quc olgunns CApccicA de bucicrius conLanuauniCA pruducLtin una 
caida cn cl pH del vj do {un siislrato hidmearbonado) a parrir dc 
lia prtiduccidn de distintos jcidos. Paco despuSs surgiernn des- 
cripcLones complelas de las v Las fcmientaitivas por moJio dc las 
cu^cb sc degrada un munosecirido como la glucosa- Nfcdjaitic 
unj scric dc cScisioncs glucoKuciu y tnulsfunnaLiotlcS cflzi- 
cniiicas, la mol^eula dc glucosa sc divididc en tivs compuestos 
de carbono, el importantc dc los cualcb cS Cl icido pinjvi- 
cu. La sctucncia qafinici mediame la cuaJ La glucosa se con- 
vicjte cn dcido pirdvico sc conucc como vfa de Embden- 
Mej^erhoff (fig. b-1). Muchas bactcrios^ entre cUas tociis las 
cniimibactcriab, fcrmcptan la glucusa a truvi^s de csta vfa pant 
formar dcido piruvioo; sin embargo, la forma como se adtciomt 
dtido pinlviuo varfa scgiln la especie de hacteria. Ljk destinos 
ahcmatis'os del ^do pinlvico sou cl rcsultado dc distinlos vfas 
dc fcrmcntacii^n, quc urrojim productos bastonie difetentes 

(v6a>ic fig. 6-1 ). 

Las bacterias se diferencian por los hidraios dc carbono qiK 
mctEibolizan > por los tip(;s y las caniidades dc (icidos produci- 
dos, Bstas diferenciu-^ cn la actividad citziinitioa son una dc la^i 
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Fjguri 8-1 de la gtuoc^sa pjra. fcraur piruv^tto 

iH\2 df Emtxkii-Mc>i:rh(^rj y Ids ilestinoN ^Mcrriiihvtn JcE ictdn 
pdidvicQ. 
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pncicip^lcsi CiJo^uclcnsitcaii por Lq% cuuk(> nc ncct^niiCtA lii^ divcr- 
sm expecies. Es importank que lew estudiankn de noicmbiolo- 
gla comprcnduji que cn la funniicidn ilucolilica dc ^cido pjrij- 
vicu sc genera acIcntKinirEfusfjlu |ATP} a oApcnsiis dc lu icduc- 
cion dc adenina nicotinamida dinuclcdtido (NAD) a NADHj. 
Pnr cada iruokcuta dc glueo^ia que se femiccita para rnrtnar 
icido pinlvico^ se consuincn cuatm tones hidrdigeno a de 
la rcduocidn dc diw NAD ii doii NADH^. Dado que cl NAD 
total ert la cclulu « niuy limilado, la fcniiciilucidR cci^arla muy 
T^pidamente si cl NADIK no fuco icuxidado Cn cl mcICibolis' 
mo ulterior de doido ptruvico. En la figura b-2 ae mueslni la 
fennentiicii^n dc tres mokciiltis de glucosa pcir medio de dos 
vfsts altcmativas. Por cjcmplo. la fcnncntacidn dc glucosd pur 
Esciiifrichiii ctili oeuite par la s'fa de kmaenlacidn de Scidus 
miiitos y conduce a la produce ion dc gran canttdnd dc detdos 
actf^licn, l^ctico y ff^rnnico enn tma occnluada. cin'da del pH cn cl 
medio de prueba. Esto se delecta medianie una piueba ck rojo 
dc mclilq pusiliva (vdasc fig. 6-2). Por utra parte, las bactciiaf^ 
del gfurA> KkbskUa-Enitrvbactet-Htijtita-Sfrrtilia mctaboli- 

rna cl dcido |iirovpco primeJpulro^nic □ iritvdn iJc Iji viu tic] buil- 

lenglicol. con produocidn de uceii] meiilcjubinol {aeeinfna) y 
una prticba dc Voges-Proskauer fVP) posittva (\fase fig. (}-2l. 
Ob-s^rvese que Uts priticipalcN pfodutUTS tenniuates en csta Lilll- 
ma v£a son alcohotes y s61o se produce una pequefia eanlidaJ 
dc acidn, por lo tanto, ta pmetu dc Tojo dc mctjlo suclc scr 
negativa para esic grupo de mieroorganismes. 

El gas {(uc ncsulta dc las baclerias fermentadoias es funda' 
mcnlalmcTilc una mczcla dc hidr6gcno y di^aido dc carbono 
que sc foniia a trav&t dc la cM^isidn del dcidio piitlvieo. un 
prindpici gcncml acepcado que cualquicr bacteria que fomta 
gas en el medio de pmeba de bidratos de carbono debe formar 
priiilcro ^ido. lo Cual cs evidence a p^rtir del esqucnia de la via 


dc Embden-Meyenhofl' que se muestra en la ligura 6-1. Es 
mejnr deieciar el gas ulilizandn Lin medio de fermenlacii^n de 
bidratus de carbono cn cuLdo cn cl que sc colocan pequefiew 
tubus Durham invertidoa (vdasc liimina eu color 6'1F>, Sc puc- 
den dctcetar inclusn pequena^ eanlidadcs dc gas, que sc acu- 
mulan comn burbujas en el fondo de los tubos Durliam. 
Algunan espeeieis de enierobacterias carecen de la enzima 
iScIdo rdrmico dc^bidrogenasa y no pueden csclndir cl dcido 
formico: cn con^^ccucncia, no forman siqutcra pequenas canti- 
dudcs dc COt. {p. cj.^ la nuyuria dc las cspccici dc Shigcila)^ 
kor el coniiaria, lew microorganismos que utilizan la via del 
hntilcrgUcoL (que son Voges-Proskauer-pofiitiv'os) producen 
gmndcs canlidadcs dc CO. (v^a:^ Tig. 6-2). For Jo lunitx ctian- 
du se ubscrvj abundance de gas. se dehen eortsidciai' lus miein- 
bros del grupo Kldhsiilta-EnlcnfbucItfilti/rtra^Srrrutia COmo 
pmbubic idenltFicacion, La fnnn^idn dc alcahol clHicn par 
pane de los micToorgamsmos es de suma importancia comer- 
cial en b elaboraoidn de bebidas alcdholicas y neactivos org^^ 
nicosL sin embargo, itenc una ntilidad limiiada cn la idcnEifica- 
t;iOn dc por cl Jaboratorio. 

La fertnentaetdrt baeteriana dc lucicwa es md.s coitiplejQ que 
la de glucosa. La laetosa es un disaciirido compuesto por glu- 
cosa y galaciosa. tonjcciudas ptjr un enlace dc OTifgcno conoci- 
do cumo enlace gnlaclosidlco. Cuii la hidr61isis. este enlace se 
cona y libera gluco^a y gaJactosa. Para que una baclcria mets- 
brilicc Eaetasa, detsen prcsenlnoic dus ere^imas: I) la P-galocI^- 
sido perme^sa, que permite el rranspone de un [)-galactdsido, 
como lacutsa, a tnivd^L de la pared de la ciflLila baclcriana y 2) 
la l^-galacloHidjisu, ncccsaria para hidmljzar cl enlace p-galac- 
tosido una vcz que cl dIsacLHdo lia entrado cn la c^lula. La 
degradaci^n ^da final es cl rcsuUadn dc la dcgrtidacidn de 
glacosa como mue^ini en la figurab-^. 
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Figure A-2 Vlas d± Mdns ikumck y hdnlcnnlicnl de tereuniackki il« k iluoo^a. 
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pvciiu par iinitl&uLiis de (iloLusu v vaUrh-^ unidui pur un Eabte 
dw, sc difunde at lrav6$ dr Ut ile In oelula hirtrriaii:i hija l£i de Ib 
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/skIi eintw Kc mucsnra «i la fi^uia 4i^1. 


Como La fcnncntacii^n do La lactOKa lindmenlc ptro-ni^uc prr 
tnedio de la degradaclon de glucosa a tiav^s de la %'1a de Emb- 
dcn-Mc^nLiorr, cualquicr cnicrncfT^uaismo incapEi?. cte melaho* 
li?ar glucusd no pucdc furrmurdcido a panLr Je laclosa. Eaid eX' 
plica por qud sc omile la glucosa dc las fdnnulas dc los medios 
dc aislamicnlo priiruriu cumu cl agar dc MacCoiikc^' y cl agar 

COultlii-ri^Lil lIc ntclilanu: li no u: nmltic-nt, sc pcrdcrf'a Uk habili- 

dad para detectar la capaddad fermeniadora de lactfisa dc las 
bacierias dc pmcba. En el medio de piveba. el par^etrode Ter- 
mcnlaciAn dc laiCtEisu c;. la iJi;lcr:ct^n dc prc;iducci^n dc lictdo- Un 
iTucroorga[iLs.mo no Termentador dc lacEo&a cs aqucl que cance 
dc UTUJ o dc amba.'E cni^irna-'i ncccsarias para cl mctAbolismo dc 
la lactci^Ea o que careee de ]a capacidad pam atacar la gluoosa. Se 
crec que Eo^denominados fcrmcnliulorc!! tardJos (Sc laclosa son 
microoiganismos que inuciiirjii oclividad dc ^-galactosidasa, 
pero una aclIvLdad petezo^a dc P-^lacccisido pcirncaua. 
^ffiiatiotitissa Y prugtia df ONPS. El o-nitnifenil-tJ-n-galacicifH- 
randsLdn lONPCI) eit un compuesEo cstnicluralirenie similar a la 
lactUiUi cxccpto cn que La gliicosu ha side rcemplazada por un 
gnipo o^nitrureniki. Ei»Ih munipuilacLdn uJgo ingenioso dc la 
mol&ula fanna lu base paru la pnueba dc ONPG, que nc bqv 
quieja en el protocolo Bsta pmeba detecta la enzima P^ga- 
hctoiiidp^ miJcLio nnj^ ripidamcnlc (|i(c la pnicha para la fer- 
mcniacidn de lactosa [|ue describimos ames. Esio es dti] para 
idcntifLcar Los rcrmcnlaJon^ tandlos dc lactosa que denen una 
dcficLcncia dc iJ-gajacldsido pcrmcasa, El ONPG pcnctra cn la 
cclula bcictciiuna mils fAcilmcniC que la laciOeia y. bajo la ACCidA 
de la p-galactosida'^, se hidroliza en gnlactou y o-nitrofenol 
(v^ajic prottjcolo I), El <^-niirt>renrt| ea un crorttrifow incolono 
cuando cstd llgado a D-galactopirundsido peru cs ainarillD cn isu 
fonriA libiic (no li^uda] fvca^c lamimi cn color £-4A). 

Se comencializan laLiletas para pnicba dc ONPG que sc puc' 
den reconstituir n^piduinenlc agregando una pcqticfia canlidad 
de agua y cuyo usu cs convcnienic cii cl ldl>.^ralojia. Los inicro- 
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urganj^imos con una aciividad fucrlc Jc p-ga]ftCi<i«idaF^ pucdcn 
productr una prucba pu&iilva pucus mJttJCus dcspu^s de lu ino- 
cijlaci6n dd medio. La prueba dc ONPG cs. muy Ciil paru la 
detection de activjdad de en Eos renncTi[adoTiPS 

lordios de lactasa, coma aJgunas copas de E. ra/u en las cuales 
la diferendacidn de las espccicA dc ShigfltiJ <$alvi:i ciertati 
cepat de 5^ puede ^^er dirfcil. 1..a pmeha lambidn eji dtil 

para disljagiiLr olgunai cepas dc CKpccics dc CiftvbucKr y 
Saimowda scr. Aiizonae (ONPG posill^as!! dc la mayona de 
lai c&pccics dc Saimoflcda (ONPG negatives). La prueba 
ONPG no es Un {iosiiculo de la dctcnninacTdii dc la fcnncTita- 
ciAn de lactoita porque s6]o se mide laenzima ^galactosida^a. 


ACTIV1QA0 OE mTOCftaMaOKIDAEA 

Cualquier micmotgatiismn que muesira actividad de cleocto- 
monxidasa Euego del procedimienlo y las condiciones de pniS' 
ba scAalados cn cl protocolo 1-5 cs cxcLuido dc las cnlcrobac- 
lerias. La reaccidn dc color cn dcsomiiUo debe jiiEcrpicEEiri.c 
detitfD de los 10 a 20 segundos porquo niucttos inEcroat^anis,- 
mos, incluidos algunos mlembios seleccionados dc las cntcio- 
baclerias. pueden pioducir rcaeciones fabas^ posllivas tanb'as. 
Si cs dificulioso interpreEar ta TieacciOn de U citocromoonida^^a 
se dehen evaluar tanlo ln$ mictmiEganisnios oxida.'ta posltivas 
como los Dxidasa negatives. Sc utilizan a menvdo por con- 
ventencia goleius comefciales de ciioctumooxidasa. Las icac- 
ciones de color son claraTnenie visibles en 10 segundos. Si se 
uillizan cn cl Jaburamrio ansas o alambres inoculadorts incc^- 
licos para ininsrcrir buclerias al reactivo oxidasa. lus fahricodas 
con acCiEO inoxjdablc U Nichioitte* pueJeo prtHlucji' [CLucciuOicii 
falsas posiliviis debido a poquenas eanlidadcs dc 6xido de hic- 
ito sobnc la supcrficic cnccrtdtda del itictoJ.. Este prohlema 
puede evilarse ulillzando ansas inoculadonis de pl^stico o pla- 
itnu o mediance palitos aplicadurcs dc madcra o hisupus dc 
algoddn para icalizcr la prueba dc oxidasa. Sc uliliza princi- 
palmcntc tclramctil-p-fcnilcncdiainiia, mis que cl dcrivado 
dimetilico, porque el derivadn es mis estable. ntEis sensible y 
menos lOxico (vdanw protocnlo I -5 y ISmina cn color 6- IG). 


REDUCCldN DELNIfnATO 

Todos las cnterobacierias, con excepcion de ciertos biotipos 
de fiantoea agglomemns y ciertas cspecics de Semiiia y 
Yfninla, reducen, el niirato a ftlirito, Como se neceslta tm peri- 
ixlo variable de tncubaciOn (3 a 24 hnras. segdn cl sisteina apli- 
cado) para rcalizar la pnieha dc reduiCcldEi de nltralo. no suele 
utilizarsc para cl cribado prcliminar dc cepas bactcrianas dcs- 
COnOCidas. Mis bicn^ la pruCba sc uliliza CD la muyenu dc Ins 
Laboratorios para confirmar la clasificacit^n correcta de un 
micraorganisEno desconocido oconm auxiliar para dclcrminar 
lu idcntificucidct de cspccics hucleriuqas. En cl proiooulo 6-2 itC 
deLiIla la piucba Jc reducet6n dc niUaCo. 

Cualquier medio basal que facilile la proEifeiacidn de micno- 
oiganismos y que conteuga una concemraddn de 0J% de niira- 
10 de potaslo (KNO,) es apropladu para evEa prueba. El caldtJ de 
nitralo y el agar nitralo en un tubo incllruiilo son los medics ri£& 
utilizeclps cn |ns laboralonos clfnicos- Como la enzima niEruto 
leducEasa tiene una actividad mixima en eondiciones anaero- 
bias, Zobctl ha rccomcndado cl uso dc agar scmisEiilidu.’'^ Los 
medioH semisdlldos lambi^n aunicnmn cl credinicnio de 
muchiUi cspecies y piupuTcionan cl medioanibicntc anaerobio 
ncccsario para la netivacidn cnzimacica. El agregadn dc poho 
dc cine a texias las rcaceioncs negativuu, como sc niucxEra cn cl 
protocolo b-2, debe ser un prccedimiento de ruiina. La mayona 
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Flyura 6-4 Tfts ^Cncrulci Jc rEarcltHiEa fntidLLndii] pnr lax bacEECiiix quE 
crtctr\ i-ri tiperm de KN^I^e; lAli ni:^ mii 

pixIuLiE khIid -d pulic Jc la. l[;naicciEjL'iiJii Oc lu |cliH:usia u Ilil^Lluau. iiu cualc 

ain^n camibin tn cl rifK^iD inqvcwiiado |inr cB^ Acidiiicacic^i inicial 

de ]d pr>JiJT}iJidMl } ki p4ne imclirMiilfl o pjco ^le flaum lIe I (dfvv 

lU'i'iiil fCDET lix hiirEEniLE que lenrirnlun \ik glunpMi., pcni ki parDe iEK.'rin:ii.li reviEilE 

[IL^hLidMELl[^ it pH iJL^ibO mcdidi quc ^ f^niUJI atlLlfiud aiC-hLidi-H ^ pdTliE 4k 
h DfidacivB dc lo^ p^pridcK (dfriviidos: de pfitei'iurs cn rl 

mediDi ECTC41 dell supcrficic. IC^ AciJificKida pcrniJiiktiHCCDinplrtx4lc Ia pn> 
fumiidjiiJ y cL pioo-ik flniu del mbo porlm }>«neri-Kquc rcmnentin ]& Lvtou. 


dc los inii^roorganismos que ledueen los niliatos lu hLiocn den- 
tro de las 24 horas; algunos pueden producir canlidadcs dctec- 
[ablcs dcciEm dc las 2 bmras. Scbrccfccnhcigpr y Blo^evic dcscTT- 
bieron una prueba de nitrato rdpida.^ Tanlo la u-nartilamina 
como el icido Milfanllico son lolativiarncnlc incstablcs. dc modo 
que su leacilvjdad dtbe deiemiiruu’iic a inien.alo.'i frccucmcs 
mcdlLuice la evoluaeidn con fniatHir^ajiismos pfjsiEivosi y nega- 
ti\os en tos conlroles. El eompuesto diazonio que se forma a 
panii dc la rcaceidn del nitrato nxJucido y los rcacEivos lambi^n 
CN relativamcnle inc^Eabk y cl cokur licndc a horrai^c: cn con- 
secucnoui^ sc dcbcu rcalizar EccTlu’o.s puco despuds de agregar 
\m rcactivos (vease lamina cn colDr6-lH>. 


Madias de cutfivQ utifizados para detectar la fermentacida 
de lildraios ds cathoae 

Sc pueden uEilizar disiintos nnedios Ifquidos o de agar para 
medir la capaeidad de un microorganismo de prueba para utili- 
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zar hidmtos dc carbano cn fonna fcrn>cn 1 ji[iva. El hidraTo dc 
carbncio f|iii: sc va a cvaluar, otimfi la glucoss. es tsicrilizadni 
mediante un flltro y agrega condiciones ai^piicas a im 
medio i:1cincatal hasla unaeoneentraeidii final dc (I5> 1 ,'U'?r. La 
formula tipica dc un iiicdiu elemental dc i'ernieniaci6n conLie- 
nc iripiicasa (OBLl. 10 g: clofuro dc sodiP. 5 g; rojy fennL 
0,01 K g y acua de&dlada liasta iguabr 1 L. La Iriptica&a un 
hldmlisadn cte casein a que sin e enmo tuente {(c cartirmc y 
niiPCigcnu; el cltirum dc stxjio cs un eiitabiti/ailor asrndiicti j el 
rojo fcnol cs un inJicador de phi que vira al amarillo cuando 
cl pH del mediti tac pur debajo dc 6.8. Eti !□ lilniijia cn cedor 
itusiran las reacciorws Je t’crmcniacidn acJda en medio 
de caldo pdipura. Todas las enternhsiclerias crccen bien en esie 
lipo dc medio y la formula baNC Litilizada depende dc la pret'e- 
rcncia pcr^oilul. AdcintSs dc pwvw^nr un Cambio de color del 
pH cu los medios dc cuLti^o dc Icrnicatuci^n. la produccidn dc 
acidos min Cos. cn especial acldo bucirieo. a menudo oca.sion:i 
un olor fiflLdo y acre en el medln de cultivo. Cuando se deiecia 
esie olor. se debe nospectiarde inmeJiuto In prcsencin de ente- 
rubactcria^ (adecnls. las bactcritu anaembias produecn produc' 
los melabblieas caractcr/sticos oon [ilorcs definidos), 

lha do agar hierio de KHuler y agar Iripla Biucar-tiierni 

En la prleCica. Ivs mierwr^anismos capace^ de fcrnienlar la 
jlgcosu, sc Jclecian observando las reacciones L|Lje pnxluLcn 
cuarkdo crcccn cn ugar biemi de Kligler (KLA) u agar tripk azd- 
car-bierro iTSll (fig. 6-1: sense Limina en co|or6-IE>. Cunindo 
un micnxuganiMtio no pnede fcrntcniar la glueosa. se nbsersa 
uiiu reuccidn alcaliria-ineliuado-alcaljtia-inl'crirhr (.sin eanibics) 
(vda.se fig. lu i|uc ii^ca la auscncia Jc piuducci^n dc 

acLJo y la mcapaeidad del microorganismo de prueba para fer- 
menCar eual[|uicr axilcar pie^icnCc. Eiila sola rau'lil es ^ficienie 
para excluir a un microorganisinodc lasenlerobadcrias. I .a i'dr- 
miila del agar hknxxk t^liglcr sc cnumcra cn cl rceuadrn 6-1 
da rdnnula para cl agar a;^UL'ar-liiern? Ch iddntiea cxcepCn en que 
sc agregan 1(1 g de s.aearosa]. 

Son imponanies varias observaciones cuandn se estudinn las 
formulas dc agar biernr dc Kligicr y agar (riplc az:Lkar-hierro. 
La Incnrpnraeidn de cualw dcrivadns pntceicns: escracto de 
canie dc vuean cxPacts dc Icvudura. peptona y pcplona prolco- 
sn cnriquecc mucKo desdccl ponlodc vista nulricLOnnl til ngttr 
biermde KILgler y el agar iriple a7iic3r-liierro. La ausencia dc 
inhibidorcs pennite cl credniLciUo dc todns la^ cspceics baelc- 
rianas exeepio utiucllaN con rct[ucrimicnio 5 nuiricionalc::^ muy 
cspcc:id]c.s (cscltiidas las tulaerobias CSlrtCla.syL J^or lo tailto. 
estos nicdios solo pueden utilizarse ctinndo se evalilan cspccics 
baclcnana^ scIcccionaJas a partir dc ona Coltmia tinica recupe- 
rada en plaeas de agar primariiis o select iva^. La glucosn y la 
]tJK:lu«a (y la saearusa en cl metlio de agar triple ajciicar-liierto^ 


^ f ' 

Recuadra E-1 Agar hrarro de Kligl&r < 

Exiracto dc VKuno. ^ g 

Cloryrn dc xcHJBCk, ^ g 

ExiTdctD dc levaduni. 3 g 

TimulfaicNdc ■%iKlN5. 1 

PcfKDna. I5 ^ 

Ap:il. 12^ 

. h.*p40EU] d? piOWOM. ? ^ 

Riajn fcmil- 0,024 j; 

Lkich^i. 10 g 

dciliLMll iEiujIiLT 1 l| 

Gljcn^. 1 f 

SulfatD fcrnjM), QJ, g 

pJ3 FiimL t 


cstan distnbuidas dc mancra uniforme tunto cn la pore ion incli* 
nada tnmo cn la poioirtn inferior (profunda) del tobo Sin 
emb^LTgo. la laciosa esid pressente en tina conceFitruritln 10 
vccc?i la dc I j gluciisa (asimismo. la relaci6n dc La ^ucarosa con 
la glucosa cs dc 10:1 cn cL medio dc agar triple azucar'hicTTio). 
EsJIh rclacidn 10:1 cs imporinnlc paw cumprcivdcr Ics princi- 
pios bioqui'mieos que se explicun rotk aitelancc. El Huirutu 
terrnso como delector de stilfuro dc hidrogeno en algo me nos 
sensible que oiras snlcs f^rricas o ferrosas; por coosiguicntc. 
puede habcj' disctepuncius en las leemras de sulfuro de liidnV 
genn cnirc agar hiciTo dc Kligler y agar iriple azucar<hicniD y 
ooos medics de prueba (vdtise linnina cn color 6-4B|. El inJi- 
cador rojo fenol es amarillo por debajo de un pH de 6.S. Como 
cl pH del medio uninttculado cstd amortiguado a un pH 7.4, las 
cunlitladcH nrlativnnicnic pequefias ik po.>duccj6n dc icido 
conJuc'cn u un caitibio visible de color. 

PritiEipiDi biaquimicDS 

LjOS principios bloqul'mictis subyaccnlcs a las rcaeciones 
obtservadus cn agar hicino dc Kligler o agar triple azucar-hierro 
sc mucslran cn la fii'ura 6-4. Observese quo cl agar fundido sc 
deja snlidincar en un mho inclmarlo. Esta confjguracion condu¬ 
ce esencialmente a dns c^niaras de reaccidn demm del misimr 
tubor Uk porcidn incllnada del a^r o plea de flaula, cxpucs* 
la cn toda su supcrficic ul wxfgcno atmoiferieu, cs acrubia; la 
pi>iei6it inferior. dcnuminaJa pane inrcribr o prnfiinda. esd 
proTegidn del airs y es nelativamente anaerobia. Cuando se pre- 
pjiran Uvi lurcdios cs imporTumc mantcficr dc igtii.-i] longiiiid la 
pfjTcirtn inclinadu y la pfiiiuitdidad, de unus ^ cm cada ujta, de 
moJo que sc pitsserve e] efectu Je dos edmaras. 

Los mhos dc agar hiemo de Kligler y agar triple azucar-hic' 

TTO SC intK.n.tlaii con un iilainhjic n^clo y largo. La ColOnia de 

prueba hien aislada necuperada de una plaea de agar -se loca eon 
cl extremo dc Ui aguja dc inoculacidn. cl que luego sc punza cn 
la proruoiiidad del tuho. extcndidndolo litLSUi dentro de 3 a j 
mntde su patre inferior. Cuando se reiira cl alumbrc dc Inoeu- 
bcion de la prefundidad del lubo. se raya la isupcrticic incimn- 
da CEiii un iiitwimicmo dc ttitSs hacia adelante. Los lubiks jiw- 
culados sc eoltioan eti utu cstufa a .3.5 °C. duiantc 18 a Z4 Itoj'as. 
LfES folografins que sc mucstran cn Ins Idiniiias cn color 6-1E y 
7-1A evi dene inn las reaeeinno.s que se describe rt en el racuadro 
6-2. Asi, como ne muesira en la Eguru 6-4A y en la Idmma cn 
color 7-1 A. -sin fcmicniacl6n de lois hidratus de carbsino no ste 
forman aeidns y La prudueci6n de aiuintUH cn La petrctdll incIL- 
nadj. junto eon los buffers akalinos, tine dc color rojo lodo cl 
medio. Las bactcrias que eausun este lipo dc ruaerirtn se cotvo- 
oertcomi^ no Tennenradoras (v^ase cap. 7). 

Si >c intJcula cl lubo dc agur hicno dc Kligler con un micrti- 
[3rg.jni.mnik reniictitadiikr de glueosa qae no puede utLIiZiir lucto- 
sa. sc piicdc obtener solo una contidad rdativamcnic pequeiia 
de la eonceniraeidn de (). 1% de glucosa en el niedto. AI princi- 
pio, duianie las primeras 8 a 12 horas dc incohaciAn, incluso 
csla cantidad dc dcido puede csmvcilir el color de lu pi^kfothli- 
dukl y tk lu puTvidi] inclinada a] arntirillo. Sin embargo, en las 
boras siguientes. el upoitc dc gluco^a sc agota por compkio y 
las bacicrtas coniienzan la dcgradacion oxidaiivudc los amino- 
dciclrwi [leittm de In pnreirin en pico de flauta del tuho donde 
hay uxfgeno. Esui libera las aininas que pronto contrurncstun 
]a!» pequefias cantidtirlcN dc ucido prcscnics cn lu ptirdOn incli- 
nada: para las 1 S a 24 huius. Iti tululidad del plco dc flauta vim 
a un pH alcalino y el cotrsr rcirntu ul rojfj. No obstante, en la 
profundidad Ipt^fcidn anaerobiay del tuho, la dcgmdaddn dc 
aminodcidos insuficlcnlc paru (.'ontrarresCar cl Kcidti rortna- 
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HBCUBijroG-2 RoKclones en KIA 


Pka dn rUivla alcalltdiVrarundltfJd ikaMna [K.^l 


IV-n hu.^' fl.^r^l1Cf1fnl;^Li^ di? hulqjttMi dc LiuhiirM?. JUia ncLiJiiLf[n\LiL'o Jc Lj‘. 
kiiE[*n:i*- rwi l^mi^nl.iiVir 4 %. coron (if'rajriin'HiiP 


Pico ds (Imle ilcalloa'Prgfunilidiil ioilla 


l£K.tiTiJ (o nfv>ilici T!^l\ no fcrmc-niadn. 

I Allies i-iuq rxi JfinkfnLui 

ii.i^ cxpccic^ Jl 


Pico dfr llaulaolcollnojrrolunOiilao aolOa [peyra| 


Glufl’ti;.! frrmtiMidi', fio fcmE-nr-Ddi, u: MjEfiKTCi dc- hidr^^c- 

nn F.Mii-r'h kdrTVlim'%EK'ii lU' las EKiLlfcTl«s l|iji; Ii!ilhu.^|[ni1 l.u.Ti>ia ijLtf pPH- 
dutwi hidn^Hs^nn. c^ifiin iklgiiin.i% f-spsiuN \,k Sulth inrltn, tit: 

Ciint^hit (rf J dc il'ii'ff' I' 


Pico de Mauls dcido.PtoiUindiifad acida [A'Af 


CjIih:iiui n laL'Cu'ka 4u sai.-J:niu irun T5il r Ec3ini:TiEaLL]b. E&lu cs uahiAlicirliilKlu 
liq LiHiinEtfirmichAjiLc 1tirnicnl.in b laiL'k>«rL c^nihi EMi-hfrii-kia cn^j y bs 
P<|hVii*s lIi' 3 fciiiiiipkiij Klf'h.wlicA^y‘ntrnih^M-r**w 


do y cl medio pcniuuiccc an]ari]lo. Por lo unto, la ncaccifm 
alealina-picci dc (Isiuia-acida-pnifundtJad on a£jr hierrn Jc 
Kligler (o agar triple azdcar-liLem>> es un indioador micial 
tmputtaTicc de que cl rniiTourganismu cn pnieba no c^ t'ercncTi- 
laiior dc Ea lacinxa (vdaniic (i^. (»-4D y Ed^ntna cn cultir 6' IT;). 

Si &c inocula cl tubo de agar hierro de Kligkr eon un iniciui* 
organismo fermentader dc la laciosa, inclu^o cuando sc agotc 
pnr complcio l» glucciiiu despuds dc las primeru.'* K a 12 horjft. 
Isi fcrmenisKidin ciiniiojj mtcniro^ el niicrixirijani.mno puedu 
uiiliLar Idclossi (pn:sonte cn 10 vccc^ la conccntmcidn dc glu- 
cosa). En CDH^iccucncia, cuatidu sc CKOiitina cl lubo aJ fLiial de 
IS a 24 horas, siguc ocuTTiendo In produce ton dc acido n panir 
dc la fcrmcinacirtn dc lacicKti y unitJ la pirvidn incEinnita ctnno 

la pnorundidad « prescnian amarilla^. lo qvc conduce a unit 
rcaccidn ilcida-poroi^in incliJiada-^ida'prorujtdlJLid (vl’anse 
fig. 6-tC y Idmlna cn color 6-lB>. 

Muehns micjinbiblago!; prclicnzTi cl agttr [riplc ar.ucar-bicmt 
al agnr hierro de Ktigler pon^uc el jgrcgjdo dr ^^acarti^ n la 
t'dmiula ayuda a evnluar eftpecies de y yn 

que ningona dc fcAucpio rara^ cepa;^) mclaboliiui laclosa 
o ^coroiui. Por lu LimUj. ctiulquier rcncLlbu JeldLi-Licido Jc iigar 
In pic azucur-hLcno indica <iuc sc ha fermentado Inctosa, sacn- 
nisjji o ainbjs. In que encUtyc Salmmei/a y Hfiigeila. Itimbifn 
se dehe lecocdar que IVMmrfi Fni^nKtrliikti fertmenla Macarosa. 
pero no lacto^a:; ikk lu tanto, en agnr triple tizilcnr'IucrTO la 
reagcii;ltt sera dcidii-flcwla (similar a los coniformes como E, 
evii), pero en agar hierro Je Kliglcr. la rcaccidn :ier^ alcaliiu^ 
acidn (similar a un no fermentador de lactos:a). I:n consecuen- 
eia. ouando sc cvahlan miicstrus <lc hcccs para SaimoneUa, 
ShifieHit y Yeniiiiii. algunos auiores fMHirUn argunientidr que el 
agar hierro dc Kliglcr cs pncleribic al agar triple azdear-hierrD. 

Pan ]j dctecciiii] dc sulfurci dc hidriigcno, que cs incolorn. 
el medio dehe incluir un itidicndor. El tiosulfato de sodio ea la 
fuCPlc dc ^[Omt^ dc ajufre cn la mayoria de Ins medtos iitili- 
/adospara lu pn>du(jcidn dc htilfuro dc hidrt^geno. Las sales dc 


tuent» (sulfatu ferroM) y ciirato ajndnico f^rrico) incoqxiriiilas 
tin kis incdios de cuhivo rcucclonan cnLonccs para producir un 
pnccipiliido nesm insoluble (sultun.^ fcnriso). Sc ncccsila un 
mcduiambicntc acidn pan que un mkTii[irganis-irH> p(n(Mlu;t« 
sttirum de hidru^geiw y. por In unio. sc tichc pnjveer una fuen- 
te de tiidi'ogerLrdnejt. Coimr la (sorcitln pndunda de los tubos do 
agttr hierro dc Kllgicr y agar triple azucur-hierro sc vuels-c 
acidc con la renrccitucidn dc la gliititlS^a (atitncriljit kis hidro- 
geniones). cl ennegicciinlento suele observarse prlmcro o csta 
limitado alii, sobne todocon las bacleriss no IcmtenladorEU de 
iaclosa (vi^iLsc lamina cn color Por consiguicati:, una 

poruidn pn^funda negra debe icerse como iUcida aun cuando cl 
ainjiillu babitUid sea oscurccidu pur el ptecipiUJu llCgTO. El 
□gar hierrn dc Kligicr y cl agar triple azucar-hicmj sOn menos 
sensible^ en la deleccidn de sulTuro de hidrdgeno que otros 
medios que cunlicncn hieiro^ cumo medio par^ mOlilidad del 
sulfuro indul ivcasc lamina cn color 6^D). 

Si cs pustblc c^cluir cl cnierrsorganisnH) dc lais enictrjibacicria.'s 
tuilcs dL' c.HUbIcocr urui .scrlc ckIctihu dc prucba.s biaquinitcus. sc 
ahormra un Etempo y un irabajo cons^iderahles. Cuando sevs- 
pccha cepas de cnicmbacicrias. sc rccomlcnda sembrar cn 
Forma liiniiiliJnca ett agar hierro de Kliglerocn agaririple azu- 
car-hicrrr» cn piLode llauta al mivioo liciiijKi que %c iniplejncn' 
tan los mcdlos dc prueba difcncnckltis dc los sistemas comcr- 
ctalcs. Atin cuunJn %c Iralc dc un micnKiTgcuisniD fennentador 
y iiic ■iospechc que e* nn^ cnierobticicria, ^;e dchc realizw ttmi 
pniehji de diotin.imwAido.'ui pura descartai otros g^nert>s dc 
iiiictci'iah fcniientadi’M’a.v comt) espet:lcs de Armx/Jti'jiiJ.s. Picsta^ 
mottoji, V^hrio \ PiiStL'uttilti^ quo sun oxldasa pusitlvos. 


Sefeccidn de medlos de afsfamiento piimatio 

DcbcFl Utili/jtr^ mediOK dc cuiljvxt scltictisris para jislar |aj> 
espccies iniportantes dc bactcriaa dc juucstras quo pueden 
albergar una mczcia dc micPDOtgimismtV!. Para qtte la scleccion 
mcirmjl, |[»s cnicnibit^log^Ks dcbcn t4m<K:er la conipostcii^n de 
cuda Fd'nnula y cl objellsu y la coitcencracidn relative de cada 
sustuncia qulmicu o compucsto incluidu. Fur cjcmplo, no c.s 
sulicLeiiiti saber que .sc Incluyeo sales bLliares en las r6rttiula.s 
dc aigunos medios sdcclhr^s para inhiblr cl cnecimicriln de 
gTampo^ilivoH y algunas dc las cspccics tic hacicriai; p^ninc- 
gativay, ci]n requerj mieutos nulriciortalcs especialeK- Por ejcm- 
plo. el agar para Stiiintmeihi-Sfiifietlit iSS) cunticnc uerca de 
cinco vcccs la conccntmcidn dc sales blliarcs que cl agur dc 
MacConkey y cs mas inliibidor dc E- coH y niSs sclcclii'u para 
Iq rcCLLperacidn dc especies de .Snfffumeiifi de los coproeultivos, 

Para recuperar enterobacterias de mueslras cllnicas que pue- 
dcti albcrgar bacicnas mixtas, hay tres Eiptrs gcncralcs dc 
nicdlosi h nreditis nt» sclectivns patu cl aisEamicnlu primtirio 
[p. tij.H agar sangre), 2 e agares selecltvoE q dlfenencialei; (p. cj., 
□gnres dc MncC'onlcey y enterico de Hektoenj y .1) caldo< de 
enriqueeimiento. En los euwirfis f»-( y 6-2 sc comparan tos 
medlos m±s utjLi?ado^ri cit la pnielica clinica. ILtu rdrmula.H sort 
complcjas c incluycn ingrvdicntcs que no s^^lo iniuben cl cicci- 
mieuto de cicrlas espccics hactcrianmi t^cLctitivos). sino que 
tambiifn; dc tec tan varias caracterlsticas bioquiintcajt de Kk mi- 
crooigunismos prewnles en la mtiS'cEra tdiferenciali. 

Sushiaclai qulmicas y campuesEDs ultUzados en medlos selectivos 

Ell et neeuadrri 6-3 lic cnumcran los tipns gcncralcs dc SU5- 
tnneias quE'micas y cumpuestns utili^^dos en medlos scicetivos, 
con breves comentarios sobne la funcidn de cada uoo tie ellos. 
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Cuadro 6*1 M(dlos dlfertnciaki seJectivos para In Tfciiperacnn de Eflrrroiactcridccae 


MF-DIO 



OliJETIVO R inghfdirntfs 
PIFF itRNClArJ!:^ 

BEACnONES 

R interpiietaciAn 

Aj! u Jc MifCocikfy 

FffKUfld 


El afjj dc SLuCuflicy ci un med^ dc iLem- 

Los feimcDtodares fuertes Elpicos 4lc la liulo- 

liinihi CQ 

F|i|ipCE'Li:ih& 


bradiJicrciK-Jal pua Ib y fccupcn- 

kQ. como iilguoas cipcckcs dc Eycht^rirknr. 

cf^AartrlA y B) 

UlCTDHa 

10 ^ 

di'rfi de- Ervcm^KiW-ndcvniv- y t>acilo^ gJBn- 

WfMrWffl y EAffnfhact^r, pfiadixm colci- 


Saks hiLliircs 

LJig 

nc^Eiiw^ hicMcch! ni&kb. Lau-t saJcs 

□Lu rojas milcadtts pcc uda znoa ik bills 


CltMifO lie ^hi^ 


bdiiuti. y t\ vioku ik erTHi*iiih;i inhilicn c1 

prccipibila 


Ajar 

0.5 ^ 

«rciDuriiCD dt Lii tmetfri-ai frampo^iliLviL^ y 

Lffi fcTTTicmiKkifc^ lemoft d (kbjlex dc la lac- 


Rojo ncunrt 

&j:>^ 

algunas barltna^ gra-rnnegaEivaPi cwi Fcqtmi- 

Cnsa. €f?m^ CiM^kactfr. Ewsi^ienciAi, 


VLCdCIQ dc f 

OJB] ^ 

FnJeniLn DuLricujciaJcb cipccialcs 

SffnulAi y N^fi\iau puedso pcmiAJHiJcr 


^\pDEk dcstilada biisti 

pM Bnql.7.] 

1 L 

La. laCtina ui ct dnicu hidruu dc L-jrhiprui. Lu 
tHi£li3'izs ijitE ^rmcDLan Ilu^du piuduLiAt 

ik s^untras vsrIwUH Cfc tWndf] 

J Id ciiin'CiDidit Jcl cuIeii jjiiCc iikliLJidkM' ni^ 
ncuEni tjMfct pnr pH >6.^] i pvtir 

df til imidwvirt^ dc fcklcfs mp^lns \j^ chjIli- 
nkds dc tkictnias l|lk no fmrcniafl liibcUibd 
inrcilaras n IrAiupuicalcs- 

iJKCilofU dcip4liSi dc 24 li 0 Ik^cruiDCDCc 
nMDLlas irn 24>4S "h 

AF^-uiuis <spectes de r^us. iVfriwirCTjr/if^. 
Si 2 tmt*r]ella y Shi^clEz, curt cama c k.i;cpLii>^ 
DCS,, pniducL'D culuDiiiifi iiic^i.>-lDt-ii^ u lE-jmpA* 

rwiift 

Era k LMunu 4r'DLi.q 6*2 sc rnjci!4nin ncijki- 
niis irprEKCDcncivas que mixiiErui] c^Ciu 
icji«iufiw drk'-c™^ 

At^sr couna JuJ dc 

Peptwu 


El i^ir EMD cs un ojcdio dc ikrcil'cj] dircrca^ 

c-'olimiu lciincnt4^orii^ Irtcrlc^ ilpkikii dc 

niclikjw lEMB) 

LjftDSI 

ii 

cia1 qiK -sc pvede vtiEizaren Ig^ardcl nw 

In lACtina, cn cxpfzciD] 4^vJbrrjf/jiij rtiJJ, pru- 

Llcfiiiucn 

SaCflJTrtfl* 


dc MafCraikcy p«ra ci aiilaroicntn o ki 

dwen rrdfmu^. RCfm vcriirtms f\Hi m bnlln 

•izelof h-2C a 

Dipousl4>., PTl^ 

-s 

dciccxzkVn ilc o bucilns 

iracCJlk.'u. L-^ ftrTrcnladocn UftHlcb-. qiic 



]3Jg 

L'xblifDJtiKk KUj^UriLajdoi A pATtirdc niuautu 

iDclu^ea KJehAirlld, fjLrcn-.^vcA 


EmiEL] V 

0.-4B 

L'xrfi bajzieh^ nLi\ui. Leh ctikitAiiias uiilJnt- 

y prExhKca colofihag viobkcAS «i 


AjiiI de [ivtiLerH:i 

(luMJjj 

cYK^Ei^iAz y i^ul dfi o^ileniM inhibeo a Isr 

24-4h! Il 1 Tin fetrntnaflcrres df Lscios^ 


A^a 

pH fiBbi. 7.2 

1 L 

tKJX-ierps prainiHiMiivas y coti 

m|uniniknk^ Sc 

corabioiHi [iRfi ivmnPLr un jirccij^Cudn cn pH 
Icido. In qut tam^rn ^rve iTKlicadon^ 

dc la pnxiuccfedii Jc 

EMB dc Lc^'iiic. que ndlo liciK da 

rc-jK'cifikir-. mdA -ED -pAPol^ am tl agiir dc 

^isM-iUmhlccy. Ij I’nkmuLa inodJlkiid;^ unibiiSi 
ikti^cla ]cr[ncilLidkMl£& dc la s;HUFCba. 

que lrk:luycfi Prvf^tt^rSiitrtvyti^hi y 

prLiduwn trwi^preiitcs 

er\tfwncj>Sifiar, |U| I'cniDciTlndnr 4c bi 

y no ^ic Ji LEin^, piridiKif s“oSn- 
nias lnui!{KUtDi.cs en EMB LetirK- y 

codnaiaai viukccu a nerra.^ cn Id Itmaula 
DirMt-lfirada Venu lamina en CfikrH-fi-^ 

* iif ^^VJ-|AdmT- rtdfir^ mirNii;i%riAdd' fj? suninT.Ci3 nn riftf -rrifirirTTia^Ar ^xiur fjif S tfc £/i-iih^. 



Mattiin da aisJaniienlD selHElvas 

Bn L90S MacConkcy^^ dc^cHbii^ por primeni vci un incdio 
dircrrndul iiClMivo {a^cir rojo neutro-salei bilLare&) que iililj' 
y(t para aKiar bacilos: ent^ncns g^arnnegalivos ik irmcsCr^ tjiie 
contcnfan mcr^cks ilc c^pcl;ic!^ baftcriariAs. liKorp<»rrt 
y «l jodicailor ro}c» rieuiru c ti esic mcillo con cl fin <lc prupor- 
cionor un medio vbual paru dcicciar la uiilizaci^n dr laciosa 
par cl microofigaiiisnia de pnueba. bn ese momeTita, todos b!> 
bocilos gramnegativos no csponjbdoN x [knontiiuhan 
niicraoT^anismo!; cnii^ricoiv; sin embargo, lew microbirtloptw 
hubliui icCunucidu qllc ulgUPJS eran m^s palbgcnas 

pura el ser hummau que otras. Los paLroncs dc utilLzact^n dc 
hidratos de carbono (k varias capccics dc hactcrias ya se cono- 
cian a principia^ del si^lo KX y la fermenlacibn de la laclosa, 
cn particular, fue reconocida como un marcaJor imptHl^dle 
para difercnciar ciertus paijb^enofi Holi-Hairis y 

Teague^’"' dciscribicTon cfi 1916 un irtcdio con eo^ina y aziil dc 
mclilcnci como indicattores para difcranciar cntic colonias fer- 
nientadoras dc lactosa y no fcrmcniadDnis de lactasa. Se inci j- 
yn cn el medio saoartwa para detectar a Ids miembros del 


grupo culiFunnc que fcrnlthtan la sacanjsa mis r^-ilmonte quo 
la liicivsa. 

Loi agares dc MacConkey y coEina-arul dc mctilcnn son 
^n]o irm^rudentente inhibtdnies y esiin ideados; para eviiar el 
orecimienio de las bacterias gmmposiiivaR cn Itw cutilviw miX' 
tew. Si inbtben Lambii^n muc:ba± cspccks dc microorganisiitos 
£rnrnnjcga^ivD& can m^LLcnmiencuH ttiilHciotules e^pcclales; 
sin embargo, (odas las enlcrobiictcriaft crecen bicn, En cl cna- 
dro £-1 EC comporan las formulas, los ingredienles inhibidnres 
y las caraclen'RlLcaR difcrenctalcs clave parj los agan» dc 
MacConkey y cosina-azul dc niciilcno, Hace pooo. los Investi- 
gadorcs del Bccton-Dickjnson creyron una micva formula dc 
agar dc MacCotikcy, MacConkey III, pom mejorar la recupem- 
cidn de enteiobaclcrias sensible^ at CO^. Si bien se recomien- 
da la incubaci*^ aernbia para el agar de MacConkey, en 
muebos laboratoriDsde miciubiologra cifnica sc incnbati lodas 
las placas primarias que irtcloycn agar de MacCoakey cn una 
cslufa con de CO> para manLencr itxlas las placas juntas. El 
prablcma reside en que algunas cepas dc cnicnobackrias no 
crecen a muesimn iithibicidn pareiaL cuando son incubadas en 
CO: debido a una disimnucidn cn cl pH del medio. En un esiu- 
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Cusdro &-Z Mi'illirii HltaiDcnl? M^i^clivctai piira Ib rEC!upvmd>i!iii dm Eifiirethacimaccw dir inuiaCriH gaBEromlcsIiialra I 

MEDIO 

FORMULA 


0BJET[\^0 EINGREDEENTE-S 
ntFEKEMClAl.ES 

REACCiaNES 

E INTEDJ>ftETAC[tV^ 

Agjif Saimi^ru^ia- 

EsilnttiP dt: 

5* 

El atfar SS <s w ivie^iii alanoaict ulacivo 

CudlgukrcakuiiA fumcnid Is beEL>u qur 

ShgrSltA <5S) 

PtpiMfia 

5S 

funnulaJii pUa loblliic cL CJCciuik'JLlu dt id 

^MLict Adq^ierc caloE tuj^ por cl zoycf neu- 


LuLiuu 

10 j! 

niyofti df h1lL^^l»r£al1JaEIUM coUfdrfnrt 

tra. Algnrui cepaq dr dW- 


Sales hihirtA 

^h3 E 

y pcrmickr cl Hiuinicfito dr 

SOD fEUTHDLHloras dc li Lactou y lai 


CiCcaiij Jr sij<J.ig 

1 


cc^uniax [HiodcB xfiQuloi £iriit/kAu 


Tuisajlialo jIc sodio 

^.3 e 

Im oiTiSliniliiln yclEnim 

Ei c-nciinicniD iLc cdpce'irx tk nu 


ffmcii 

1 » 

vita ccTTi«nlrpL-i6fi cn kjIcs MLiwci yd 

n iidKihid* y l:ix cnlHltifax apjr^'cn inCUlg>- 


Ajar 

12JNE 

dtralo de ^io inhibrn loda^ ]vi haEtcriLLc 

ras ocHi ecntrrtii dcl^idn a Ib pmduc- 


Rojo JiAiiro 


^rampoiilLviw y mu^Jws mii;iwr*nfni4npi 

ci^Mi dc ,xulfiiiihdc hidrAgenu 


Verde bcilJantc 

MJJa 

£r)imiWf plFvm. mdnliliii ku colifcrriiKS 

Algunax cxpcciEi dc Sfit^rfia mucxErBn bilii* 


Af Hi hma 

1 L 

L4 lartmi cj; d unJeth hMi^iicndi CBcftCB^a y <( 

hqtlAp y Crt|flrii*A ltiC*|Llr4S- ijft 

Afor dr 

p]| rmiiL 7/4 

Prpkwift 

lis 

WjKt Wu-li^k ts la detecrl^ 

de icklo 

Tksulfito dr- bdJid k uni fur rite de E7i>frc. 
C'iialji|U]cr baelc-ra qur prulun^a g-u Rutfiir-D 
dc likilfdi^iiiurs drlccudi pur el pu^Jpulado 
negjo foniude can cl cLinla f^co (rc-Liu- 
viuncrtu para scniihlrl. La bcn&iuvtdad 

del asikf SS perniiK de un 

ipppHHftWl^d 

4i|Dr llii ri Iipa ffiirarala wwiiEc diirfatb 

Aigwwccpaf dc Pmfm qoc 

ipireccB cn d ignr SS new in^wvim h«i» 
BTTitia. 

Ijin ferTntT^LaLli'ircLs ripidnx hac^rru fromn 

HfKlvoi iHBl 

EAlrapIC) dc lev«ilura 

1b 

CiMIKMDCvliu [jr j^icnibeu JqntLla paju 

f. mmi liitLihkbh madcriidamcfKc y 

ivim Ucnini cn 

Sb|« traJjgir^ 

9g 

TTUjraCru de DuEenu fccll pua atiiDcnlar cl 

pruJuccii c^Jaiiias Jeade -uiiE-uiiAdjA bri- 

color 6-lJE y Fp 

Ijichriia 

(is 

muSirniEDiLv tie cx|ibi:iei dr JS’a/nmacI/rii y 

ILidUx liaala cu-Ld ulnujn 


SlftTtTM 

lis 

4 panir de M impirijme de 

AlfLUus. ciakinlu de wvn v^c^llt 


SoIiclEK 


f[m nc»cmpl 

ji^uUd4x, E[pic^MWnLc cufi ccmiox iKgn>x 


Cktnjjo dr sedLo 

i t 

La alia ^rirKrnCnci^n cn sales biliire^ intit>ir 

piv rl xuEfiirn det hickrAgeno 


TwuLf'Bto dc v>dic^ 

If 

ck cirdpncBiln de Irx l»K.teniis jparrifto- 

Shigella Jippircf c nutj. xrrdr qu^ ^tmnirjrfla y 


Cilfito iFn^ico ftnKv 

14 i 

y re^LuUa el iiecirriKnCij de ntMctuv 

cl Cis^or 'c iKm tutw li pmferi^ A: h 


FuLiiiuL dLida 

0,1 f 

cepos dc colifunQ»». Sc pvrdrn pmhKir ka^ 

wCcfliifl 


Afiid dc 

O.tWfi 

dce-4 piirtjr dc Los hidrHKM de cnEbooD y la 

Algunii ccpni dc son alg^inhihidB^; 


Ajar 

14 E 

fucKina kida gut iTacctf>Tfa con tl aiul dt 

lx's nklonid:^ qur dc^ariDllia BOik tran^paren- 


,^£.ii2id«KiiLiiLj Ik^i^a 

1 L 

LfThd pahiucc uai ciiUv 3iniiUilLciini cumiJi^ 

[cx [icquraiLa y nilx bnlknimQ dc 

lIN'rta liiCJili 

per TimL 7^ 

Kilixvi 

1.5 i 

ik^cLcnik £l pll 

£l 'dcn'ulfj.Uk <Ie xndio ex udu iuralE dc oinilrE y 

<1 ^ de hidrr»£epri ei Attm^do iw 

cl uiuait^Hk aisooks ^rr^U^ ^JvlBdvuoKmr 
iedubk) 

til ugic XI.IJ rneexn inTiihp.ktr del crccl- 

UpCAJbJ upjc ksN ir9i|ii£clcs dc .lucfnJfw^rdj u 

li IJjnma fflctdir ^^3 

Ijffi nfiM:nxic]SBiit!^RkH c^xon L lV}^! y BtfiLiiu 

CJtLDf 

Li^mp 

5£ 

■lUCniu Lir hik- b|u:]llB 4:cililHn'iouii|UE eI afu.r 

cH|.^ic«\ dc A7c.bi^drliu'ii>iiE'jri^frvu’J£fr piEdgCi 

I^EiLic MniiaK-vii 

l-jctoia 

T.5 g 

llT! y fue i<lridi] pan dE^ECtar ca 

ulilizar mix dc un bidraEn dc cprlxuin y ppi* 

fokir A J [3) 

SlKTO^ 

T.i t 

hrccKdE^pue^ del cun^piKijni'rrTRi'en cildu 

diKErcidonlar iTnunlli-'? bnllwlcs. 


CImw dc iikJki 

5£ 

para gnmnep^JlJvi'ri 

cutudUBB de RiiKtuis cspoiks dc Pro^us 


EijilnutE} ik kvjidiiiD 

If 

Ln^ sales ImIljeh cd caQCXDliaciAn rcUllva- 

tBmbi^FiMii flmarilJu. Cjuitodu tai «pe- 


Rojo fmol 

□.osi 

FncrUe bnjn cnnvKiievi b e^tc rwdki cn mejm 

ricH dc producfu cofcRina Tuju, 


Afv 

I3,5t 

M3l«LlL-vu Ejiir hmulnn i» l^lUfilrA ^ C;iJe 

li m^yona ccmi cenmni fwems pix el (ss 


Pc.y>i.itiL'ri4iis.3 dc iwlig 

24 ( 

CiLldllik 

Milfwco liaiJnSpcnu 


TiDudfilD dr igdio 

64 f 

ETiJ&Lrn lEEi bddrxiui tie r-xlbcvku piEli Ib pru* 

Pnn'j'iJ^cda y aitldhak tapecit:^- 


CHnrv> ain 60 KX> tMco 

0,8 £ 

dLxxii^n dt iddn y tl rojEi kbnl tfttl mdici- 

dt Pmfrju rta EiliUdr:iii 1lingurta> dc Uu 


AjuadeAcjlada lu^u 

1 L 

doe^klpll 

l‘iidnilnf> cic CLibiuhip y {n*>.luLcii Ci->H)i\ld:> 


plJ l^aoJ, 7A 


Lua I'ldciifuVgLLiliiirDusi j^uxiln oh ptub luifiB, 

comi] II niayniia iIe lj&-Expcc|EX dc 

jni^dUCCTk ColiMils anianJkfitJh 
ukjCJuJes a pwlir dc b inilizacii:iii dc Jiilo'ha y 
coliinjiea nijai relvdidru a putirdi; Ia de-s- 
Cirhibc:iL;ici6ii dc Hkiim 

tl }iiKbvTU dc dclcmji^ dc sulfun> dc Iiidr6^ 
□u n siiniljT ol ikE A^ai HE 

EriiDxliJL^iiiu 

AlfonJK aalcwiax dc n?FTi**trtfr xon arrwn* 
timlas cofi orntim negro^. Tniictu^ opccini 
dc PiEireuj wfi LimanLlciilB^o Cnioslikidts 

COB ecncroA negrob; ^x^ mlrnoadiu son 

PEijax crai rkC|7^ 

la l^aru cn cakirA-3 
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Recuadro 6*3 SustaroliB quTrrticat y cp^puoaioa udlizadoa on iriaclio^ vajactlvo* 

3 ,■• ■" • ' 


■0- 





<p, q,. peptonai, [ipui^ii^ y Mscfno); Ln pcolrfniE wa ncindidK porAcidw o etiziinu cn nninodcidH y ptiriilt^quf 

[UAKO scf utilizaikHi por las bactenui pvi piuvcerct carbiii»> ed nucOpcBD nacciiuii]! pura d indjtnlunv baclrrlfl[». 

ik LVibotio: diitiaundLfa?iriilD4 (p. cj., lidosL loctrosi y buIIdu]. bnoi*> (dnErou] y penloua. (liliCHa) $c liicluyEn cn inediDi Bclertivns ooa doi 
objeiivni: I) pmsfcr fHmei iwqvradiude cariooD paia rjKr]glJ y 2) sernrcacDD lustiitoa m [Hccicnei hioiidmikas pani li klccitiScaf Ulfidc mkraxeaiiji^ 
tnciii deficciwtcldos:. 

Sufftn: K vlilUnd prindpdmenle fvsr 4 lus ntmus^kliaHty diAMiCo 4 ptBiMW equIhlincJin. Lm piWBeii: 1 ) un pHcUpbId puaci (nx irnifiiiLiiirsimu 

lie IcM niiicnm.i[j;BBHiiirN y nn pi I dc rnfenniE'la etfilndor pira iciiSelliii iliadln Bn |ib Oialee le UCilval) TtKkiOfKi tfnrfe*-* o ■ICaliflOd pfsa idendfiCdr m^nv 
CY|FVII)ITNIK. 

£jr/i/irirrH4i<'jrj.-is Ip, ei,. sifiitit;. aiicras. !$L!iMemnKk!i viiuninJco! y cimicioi iJe kvaAim): id iqii«£«t aa|tilaimpiq» de<fediTiKD[ua mciiius luru iivuivnv 
□tiLioarpanJunoS upd laquHrlinicBli'e nulEicsDDulei, eiipcoBJi!!. Loi EiirlquiEciiiiieiilDi M uEiILud tuei'iiii ■ lacauiLp pan la icc dr iPUrniluLtc/iaK )xk' 

qiK la taayiTb dt lui piiambcM da aile grupo cncen eiiicIIcps. 

tnlutiidatrs; dl«tflio* wmpuenos *«'■*! iura liiltthlf el cfectmlenm d« cwirm espades: mi desentot, Inpiue cwlew Jil medw en rr-i' Mrfcc- 

Eis^: I) culmtin iiiltlklicui (p. «j., ivrdc MUndBc y eo%itu). 2 ) HAclulCi pci«d(Ms btnbauil, wnntLiai qubpIcH ip. c), idda. k:Lir,si<.^. JriuAh^iiiJbP, 

PClkDiVt y ikohn] fnilBdlva) y 4 ) a^entcK [Mili'bedtkiM^p, ej., Pieoipidfla, culjsiiaa, Vancamidna y dnvcfiri|icu]|, $ai laiacsRliaickneiBB ccUlisa' hon iinpnrtyn' 

toK ppm dcEerminar U wlccttviilad del hwIid oi d mol B«t4n piaDenidcw. 

fiNiifitdtms <lf pfi; la fUcnruL. d azv! de nwd leucK. el ni^ip neucru. el iviju fend y el videb ik lTiqiii.it-TeK)l InOiudom utilLcaJoa. a memdo en Im iDedio^ 
de pruebapan cneJllr kn urcntikKide jdl rcHilUntn kl iprtababMKP tuHriaiano de (lotermiTwltH luMntw. 

OtiDt in^ciktoftn k puedin inrijir otnH indeidom pm delectar prixtoctni bufeTiinrit eapedfkm Cp,> cj „ iena fenkiM y fennn pm li debeccidi de sul- 
fianhde ImlrdpeBa]. 

Ottift cpuMfnieihrj j ^dist'iLv. K uid LXjmJaincrie agu. un cxuairto i^ebulihiMJi de ua al^a ni|.i «|uc. cb ounueatruiorm viirlaiiu uc a lUi 

Bmlitf Cocaa i^cntr usliilLBiautU. Sg uliliEui rtanauaciiHiei de I-14 para Lm nadiiM Je ucsuhiii; id ucLliJUb aHKCliUiM.4uB(9 de EljQ5-U.3')l para Ida iiieJiiic 
de macilidRd temmlkbi. y » apepni peqadieA VRPtidwki a kn nuhlkn de ealdn jaaemlikH p«ia e^riiir laPcoiicnenEei de rimveendn y la penetrpdfin de cnl- 
feirn. Se s^rete MdlpBinenh' tUtiyllGirt de akia pm jMwwef uaa luetlW de Bnifff. 


Hit ikiiiiiisirO L^uc cl uwJio dc MudCunkcy III prupuru luiiei 
UJ 1 J 1 fitcjor ficcupcracidn y un mayor [amano <lc culofiius. Uinlo 
cuttndo sc incubii con airc como con CO., cn ciiinpuruLiim cun 
cl apyr dc M acConkcy.’^ 

1^ decision entre el uso de ngar dc MiicConkcy o iijziinr cosi- 
tia>n7ul dc mctHcno Jcpcndc cn pnm p:inc dc l:i prcfcrencisi 
iKruinMl. porqnc Isn cNpecies de b^jcieria^ tine uiilieon iiieiima 
pucdcn (lifcrcncitirsc con jmbo!,. El a^rar dc MjjcCtJOkey L-un- 
[iene rojo neulro eoino indicador de pH y, en consecLiencia, las 
cohmias mcl:it>nli7a(I()ni?i dc lacuna apareccn ntssnlas pin I^j 
piXVJuOCi^ de {k:idi» mixUi^ fvi^ase l^yiinaen color 6-2A y D}. 
Las bactchjs productorns dc ^Idos fuc^tc^^, coino E. ivH. Tor- 
man colonias rojo profundo eon cm prceipilado niNado liiTustt 
cn ci agPr (juc mdca lus coloniaN cciun^ido por Ja ptecipiiocion 
dc lasi sales hiJiares en el medio que ocune con un pH kijo 
lAeuse Limina en color ft-2Ak Las iMclcrias quc pnKluecn ici- 
{lus md^ d^bilcs Tonnan coti^nias lusa claro u Oolotlias quc soil 
mds cliira:, cit In pcii/i-Ha y quc (iencn centros fosndos, y cl agar 
que rodea a. las colonias sc manticnc chm (vea^e IflFiiina en 
color 1C) En agur cusina-i^^id ik; rneiileiio. Ins hacterias pro- 
ducloras dc dciJo;: Tucnes Tonn^iJi colonias quo licncn un briHo 
inctdiico Tvfiisc l^imiiia cn color 6--C y Dj. La apaiicidn del 
brillo. Ciiusaslu iHir la precipltojcidn del colomntc cn las coio- 
nias. cs muy sugcsliva dt E. colj, aunqnc ctcnis producrores de 
acittitN Tuenes. enmo I'crrmni pueden tener un 

aspecio siniilur. 

Medios (ta alslanlenta de alia selcctlvldad utllltados principaiin^me 
para mueilras gastrtiliitesiinai& 

LtMi niedios sc convicrlcn cn (iliapnente selectivns al a^re^ar 
dislint^is iohibidorcs a ^usi fiSrtnLilas. cn gcncml cn cunccnlra- 
cioncs niayorcN que cn el agar dc MacConkey o cl agar cosi- 
ftii’-azul dc mclllcno. Estos mcdiits m: ulilizau sobre lodo pura 
inhiNr cl crccimiencrt de t. mli y O'tros ’ colilonrcs'', peril per- 


nulcn que alguius cipccies dc Stihmmelh y Shi^ftin cre^can 
on ],*■; mucsims dc hcceii. 

Sc cKplican aqui* rariu» medioii m:IccE\us foimuladDs para 
su uso en lnhoralorlos clfnicos. Los mas utilizados son agar 
para Saltnoaeifa-Shiscfia ISS). ag:ir xil(.isa'lhira>dcsoxicolaio 
y agar cnk^rico dc Hcklocn. kis cualcs vc descrihen en el cua- 
dio f?-Z. 

La decisirSn de euAI de cstos medios selectivos se usa para la 
Tccupcracidn de Ins paiogenos cniencos de las hcccs depends 
tamo de la preferencia personal como de la es}>ecie por selce- 
cionar. En gcncrnl, eslos incdio^ sc uliLizan cn cl laboralorio 
cimteo pnra la recuperndon dc cspccic^ ilc y S)u- 

gcfla dc imjcstras dc ticccs dianreicas, o cn laboratorichs dc sa^ 
kid puhlica para InvesHgar la posible co'mammacion fecat de 
los suministros dc alimentns y tigua. Casi tcidas las cspceics 
ilc SiiirmMii'Itii creceri hicn en presenuia ile sales bi1iaiie$, [«» 
cuLil CAplica por que la ves^cuLa biliar a riKnudo sirve como 
reservorio pam pnotudniCK humanos. Se agrcgan sales biliatcs a 
Ins medics selecrivos porque otras especies de bacilos ent^ri- 
cos, incluidas aLgLinaR de las cepa-i con rcqiimmicntos nulri- 
cionalcs mils ciipcciaks dc Shigeihr crecco poto o nada, Los 
agores SS y cnieficu dc licktucn ouiilicncn conccntraciunes 
rclativanvcnit alias dc sales bil tares y csian bicn idupriidoN pam 
la recuperacidn de especies dc iyaltnoaeih de las muestras muy 
coriairioadas por cnitjs baeilos colifonues. Sin einbaiigo, debi- 
do a su cfcuio inlilbidur ^ithrc la rccupcracif^n dc olenas cepas 
dc capccics de no sc Eccomlcnda d uso sislcm^tioo dc 

agar SS como medio scicclivo linico para cl aislamicnto dc 
palAgeoos eni^ricos de muestrof; fecales. 

El agar xilDsa-lisina-dcsoxiciilatn conlicnc laclosa. sacarosa 
y xiJo.sa:”' por lo lanlo, los tliierwrgHilisinos que fermentart 
csti>s hidralos dc carborio Tortnon culonias amotillas Iv6asc 
Idmma en color 6-3A). Las bactcrias incapaccs de t'crrnenlar 
cslos hidratns dc carboitn no producen dcidos y t'oTmon colo- 
nias irtcokitas ivi^ase lamina en color ^i~^B). Los rnicroorganis' 
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nios qtiif prvxtacen fvultuiti de hidrt^geno rnnnati pi^menio 
negro que eomien?^ en el ceniw de laii ealooia'i (vSiLse Id niina 
cn color (p-'3Cl. El agar xilosa^liajmi-deaoxicolato tainbi^n con^ 
ticnc lisina, Esio cs iinpuruntc porqnc Tnfueha'!!i espccic^ dc 
Salmontiia femienlan la xilofia y. por con:sl£uienlc, inicbJ* 
mente producer! nl pxittcipio colonias Aniatillaii eri agar xilosa- 
HsinB-dejioxicolata. pern coino esitas mianna^r eRpecies tambiin 
descarbnxilan li&ina, la!! cnlonias n^ jerieri a io!rsda.s una 
que sc cotuuma la pcqucSa cantidad Je xtiusa en cl medio. La 
laclosa y la ^acarCKa., ngrcgnja:; cn cxccsn. impiden que Ihh 
colifonne!t li!ritu) pofsiti^w: m icnatien forma similar Como la 
descarboxilcieidn dc lisina conduce a la funnHcid'n dc amina^i 
fuertcmenle alcalinas. puedc npareccr un hdn riPNa daro alrr- 
dcilor dc las euloQias cn agar xilosa-lisina-dcsuxicobio fvfasc 
Idinittu cti color 6-,lC) Las tolonlas iKgras sin halti nisadii son 
iTl^is SUgesrivas de unu cepa producroni dc Sulfuro de hidnSge- 
no de las especies de Pn^rus (viase Itimina en color 6-!^Di. 

Los hidnirtis de carIXHiu en agar enifticit de Hekioen seui 
U fsa. sacamsa y xalicina^” Los mLcn>or;gaFiisinns capaces ile 
fcnncDtar cslos hiJralos dc carbono tambiCji rurman culunlas 
amarillas (vea'w liminu cn color 6-[SE); las cepas a^ocarnllticas 
prciducen colonias tnoislueidgs o vcrdc cloft] {vCaHe lAmina Cn 
color b-3F). Las bacterias laclosa negatives y sacarosa nsgalL- 
VBS que addifican la salicina pueden prodncircolunias anaran' 
judos, El 3gar cnl^rito de Ffcklocn tumbiifn condenc sulfatu 
fifnrico; por lu LunEu, las coloiiias que pruduizen suiruro dc 
hidrd^no aparecen negcas. Los agares sulfito dc hismuto y 
verde brilUntcjion mcdios aliamena^ stktcivnft que no no v^an 
con freeuencia en los laboratorii>s clfnicoH. Ea diffcil piepaiar- 
lus y su tiempo dc coascriiKidn es muy cono a ^2 tior^sL 
Estas medios cstdn tdeados cspccilicainenEc para iccupcrar 
Salmowtta lyt^hi de muesirasdc hcccs y son muy uEiles cuan- 
do sc cvialuan louchris pftcienCcs en ircas cnd^micus 0 durjnie 
una eplderaia. Las especies dc Sal/nfinFikt i.S. typhi cn panicu- 
lar) piicdcn sospwhrirM: en ct4os nicdios debido a b tendcncia 
u prodiioir coloiuas coo im bhllo negro. 

Medios de eanqueclmlenlo 

Como su immbre lo indica. un niediode enriqueciinbntio sc 
utiliza para aumcniar cl crcctmicnto Jc cicnas cspcclcs baclC' 
liados iTlicniras sc inhibc cl dcsanollo dc irucnooncanismos no 
deseados. Sc los suelc uliliznr en los liboraEorioti cifnicos para 
la rccupCraddn de enpecief; de SaitnmFllo y Shigf'tifl dc iruci:- 
tras dc hcce*;. Lx>s caldos de enriqueuimiento son iruy dtile-i 
para la nxupcracidn dc microorganismos dc la^^ hcccs dc por- 
liidoTcs dc ^mnrtfih o dc podcnlcs con inJceciones ligeras 
por Shi^Fita cn los cuoles la cautidad dc microorganisiruos 
puede ser tan sdlo de SOO por gramo de heces. (/:. Fttii y ofras 
bacil(}s cnt^ricos pueden alcEin/ar cxtnccnliaciunes rrusivas, dc 
hastu 10^ pcir gratiiu dc hcccs>. 

Luh itieJliu tie ctiriquEMjiitiicnio fuiicluoan .wbre to base del 
pnneipiode que J;. nrli y duos micifoot^aiiisnios gmmnegati\05, 
Kh cualcs ootviiimycn ta flora fecal normiiL sc mamicnen en una 
fase de retrawt piolongsdii fXW la.i s^tstancias ffsicas inliibidOfiis 
cn cl caldo. Las cspccies dc SnitnufitHa y son niuclio 

Qienos inhibidu. 1 . entruilcn una fiisc dc crucirtijcnlu lEigunlitlico 
y son faciles dc aislar en Ins mucstras fecnles. Sin einbargc, 
luegp de varifLs horas los uicdios de emitiucciinicnLn ya no siipri- 
men el creciniieniode E. nitii y ocros micnxirgaiiiMmks cnt^ricoH, 
los cuaics nnalmcntc orocen qgc cl culd^o. Pot lo eanto, 
para ufin tcuupcraeiiin maxima dc cspccics dc Sul/fioncifa y 
Shijiflkt dc mucstras de materia fecal, se recomienda subculti- 
vjir el caldo <ic cnriq^KcirnKnio denm> de las V horas. 


Los dos medios de enriqueciinientio miis utilizndos son cnldo 
seicnim y caldo para gramnegativos. El caldo sclcnko cs 
inhibidor del ctccimicnlu dc £ iofi y olros bacilos gtHnnciUi- 
livf^s Cfil/^rioctN qje cl cnidu pom gnimnegaliviCKs; por censi^ 
guLcnic. sc adapla mejnr a ta recuperation de Ci^pecics dc 
Siiirminetiit n Shigetlo de miiestitis muy CEininmi nadas, como 
Iteccs 0 productns rcsidualcs. Sin embargo, el caldo para gram- 
itegallviiB! se utiliza inds a inenudo en lo« loboraturius cllnioos 
pDtqiie cs menos Inhibidor del crccimicDlo dc muchas dc las 
etpas enn icquEiimicnliiei nulricionules muy espccidlcs de 
cspeciess de Sftij^Fifn. El enriquecimiento dc mucstras de matC' 
na focal cn Caldo para gramncgali^os doranic 4 a b hsirA^ y 
tucgocl subculiivv en agar enf^rico dc MeMoen o ygar xiloxa' 
lisinu-dcsDxic'olaio ch la t^cnieu dptimu para la rceuperacidn de 
esperics do Sfii^cHu oi] los covis cn que .sc sospocha dLscnlerfa 
basilar. En cl cuudru sc msumcn las formulas y las caroctc- 
nsticas sdbresalienles de eslos doss medios de cniiquooimicnio. 

Paulas para alBirlr meolos: de aislamiem setediifie 

Los modies cnumcntilus on los ouadrus 6- L a 6^3 y las dis¬ 
ci nta.^ cdoibinodones en Ib.s cualcs sc pueden uttlizar pueden 
ser algo confusns. La siguiente es una gula para seleccionar 
mcdlob que puedan scr dpliinos cn la rccupcracidn dc lus CnlC- 
fubactcrias dc iiiucsiniis clfnicas. 

Pam inuestnu difeietitL^ dc hcees d htsopados reclales. suele 
ser suficiente una combinacidn de agar de MacConkey o agar 
ftKinii-a?ut dc mctilcnci y ajjiar lianpC. Por lt> general no sc 
requieren medios con may ores prnpiedades tnbibitorias porque 
la divorsidod dc tlora comcnaul dc micruorgonismos cunia- 
ininoitles cs relalivajnenic baja on In mayorfa de las mucstras 
no entmcaa. Sc puedc realizar un subcultivo hssla un medio 
inAs inhibidor cn los casos cn que tx oonsidere necesario. 

Para las mucstras fccalos o lus hisupudixs recialcs, sc debe 
seloooiunar sc^lo un rnodio para oada uno dc krs giupos cnumc- 
rodos en los cuodrus ^ I y ^-2. Sc sugiem el enfoque scFlalada 
cn cl rccuadro 6-4. 


Csracieristicas de las ptvebas da fdeftltijsani&n 
diferenciat 

Si bien es posible una idcnliricuciun prclirninar dc Ieli enic^ 
robactcrias sobic la base dc las oaracierfsiioas dc las colonias y 
la!k macr LL»ne!k bji>qufiiiLoas cn Ion modiuN dC aislamientEi pri- 
luariu, una idcntifieauidn mejor dc las cspticlcs rcquicnc la 
doterminaciE^n dc caractcifsticas fcnollplcas adicionnlcs quo 
roflejon el oAdigo genddeo y la idcniidad singular do I microor' 
gamsmo porevaluar El objetivo de esia cxplicaci6n cs icvisar 
los elemeniDS sobresalientcs de las pruehas que miden estas 
Laraetorfsiioas fenolfpioas y que ^ utilizan en fonria hahituiil 
on los luboralonos ciinicDS. &la oiientacidn cs ncccsaria para 
que et persona] del laboratorio adquiera un ounocimicniE^ fun- 
damomul dc los principios subyacenles a esios procedlmienios 
Ct>n cl nn dc rCcunoocr y corregir cualquier irKongmenokB bio- 
quimioa. piubkinas con los cultiso# niixuitf o t^^nieas dcfcc- 
tuuNos. No cs posible oiplicar las diatintas pmebas difcicnciales 
y los numerosos esquemas disponiblcs para la idcniifieacidn 
final de las enlenabacterias. Sin einbargo, vnrios de la.s pruebas 
inAs utilizadas cn los laboratorios clfniotV) para medir las carac- 
Icrfstieas meliibdlieos pof motlio dc las eualcs sc punJen idcnli- 
Hoar lodos las espedes de cntenibaLietias .saivu ulgunas runu u 
ati'picas SiC enumemn cn cl recuadro 5-5. Ya sc ha cs:plicada la 
ullllzacidn de hiriratos de carhonu y la adividod dc ONPG. 
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RtiCClOMtS 1 

K ITJTKHFHtrrAe'lAN 1 

Cakki de mIcimu 

PCpllMU 


Sc rccDiTUcndiicI: calJcbdc 1- pura cl 

AI^udii^ iLurab d(^ipbe3 iic L iiiMX'ul^'i6n cdd 


L«1i.Ka 

*t 

ujxLiiiLicnLu dc sjtinLiKEtu Jc lu lEiucabui 

III jhUCabLL, cL CLildo ^ vudvc ojjbiiib 


SctCDMJ SliJlCJ 

^ e 

hecifl, E'Hiiui 41 dclhficlMi^ e|ui^ [itriirih 

Como bb coiifomiL^s u oira lion iaECMinal 


utdii'u 

lOfi 

|mfH:rtiri1trt,k ftaCWfiaM 

pue Jen CEet^^r miv que Urn paEO^'cru'^ cn 



] L 

mi ttoM 

□.Ifui'idS liLicLu, HC lOLUbucitda MilxriilEiNair cii 


p}| fin-ll. TlO 


E..I -ick-rtiED t-.kliiTu ci iii^ihikl-:>r.L Jc 

□far p.iru .^r[rJii.>rtc^Vi*.ViN;|r/i'.i l.^^l 49 suIPiEd 




r^[\ff y Jc ctrns hocilLi^ cidifnirncs, inclukCas 

dc bjEipglci cn H 14 12 b 




cepas Uf 

El MibR;nknlai3iPenE43 kl cluranie Ia 




Cl fDDciiTVfe mciDj cn cimdjCiiind ujiac- 

prepUEikTI-.bD pUElIc pnidULIE LJI9 pEOTLpiEiMJa 




ETibliix y K I'crEKiiiirnJa udu pnit'un>Jidud ik 

vi-feLbla, la que Ed vucK'c para 




vrni iki k <;umu' mlnniHi Jvrn 

rt USii 

CfiJu |xi£:a 

PepUwa dr ^Mpt^pconj 

2b j 

Dcbiik^ u El ^onffniTKi^ih rclaijvAmcnk bpjB 

Gl iT^blii pnrn j^nTnnc^alh cK B4lft idcELdn paru 

^rjmncgoEivnN 

nSiHrciKii 

1 B 

de desDxicvblaia. ci caltkt para grannnrgativn^ 

In neciipernciDB de ccpcck% de y 


D-nwir»iCi.iL 

l|? 

ahrrlKP^ inliibiJnr ik f. cT*ti y iZiLN>iC(>lLfor- 

RhixelU nuiidoeslin ca pequena^ cantida- 


CiUaks ik HnJm 

5 e 

iiKs^. E j nniL^'CiCfa. Jc Ijs ltImu Jc 

dcb cn ltmc:iU3.% Jc ilLilcjia fcLid 


DeadyiicEilolii dc hhIjd 


CTCccn hicD. Ed Jcsij]uculuSii y cl ciLraLu ukr 

El caklo pLifiic [iLibioea 4 ll 6 h«ia& 


Fracfjjrti di]K»t|S^k-n 

^ s 

iDhihfitSi'^dCN dc l3N Inclm^s ^rainiHnili'iui 

dc la iiioL-iilLii.^idii. y % Kcomicivda el ^uh- 


Foifado ETi{)ffiopold&ii:(> 


La cuncmlraciiL'ki de Uuutliol la 

eft nacm widnw Jc Hctmicft o 


C!li>iij.iu dc MJiilu 


iLLiuuiefc iirciianiJcjiEb de ulguiui» 

jgor XLP dcrJro JcL luiMnci pcfl^o 


At^ua lie^cdckJa iii&^U 

1 L 

e-spccin de Jio o^sEjntf r^limijlai rl 



pH lipal. 7,0 


L^-i^Liilbitfnlii ik .ftpWjrvW^d y 





urnbu LTipuCc^rs- Jc kimcflurcl 





ituiAiKil 



Praduccidn ae hdoi 

n inilijl es mio <U: im pmducios dq Llcpn^tacitjn del irieta- 
hnlismn del anim^Scido frip-irilano. I.a^ hacleraa;; que lienen la 
enziina irjp<orana!;a pueden ei^cindir cl iriptAlanE] y ppixlucir 
a!!i indol, Jctdo pimvica y a.rttonfttco. El iiKbd puqdL' dcicctar- 
Nc cn q] mcdi? dc pmcbj del iripEuTaivu ob^qi'vatulo cl dcsEifn}' 
llo dc uci color rojotkspucsdc agrcgarriTia snlucion t]uc con- 
ticncp-Jicnciiluinmobcnzcildehido Cp. ej.t reactivode Ehrlich o 
de Kovaf). Lj hloqulniica y los dctallc-sdc hi prucbudcl tndol 


Recuidro 0-4 S«lBCClOn de un medio para miMsiras 
lecales o hlupado reelat 


I liuHnjl.Lr l.i □kiirJni vliPn.-i:iit«Lii[q qii l.i pl.ica dc ngnr dc □ dc 

«gir BM6 iKJTii ct al^Uininun prlnurn} dc wdis. lah eipecict. di; bwJw. 

franutr^^liun cndciiiins 

1. Incciiljr diir?^MT>^ic □nn jiJiici ilc u^ir n \lTz ft.ira la 
oftectivi lie e^ipecl-CM lIc SaimtmrUa ii .ViP^^-.Vrj 
3 Ij^iquifirer iliui fHcqQcfiyi purcsl^a Jc Ed AlUdSCTEi t uQ UDii LnCKUlavli^fl 
niipi>iljnlc dc L\lldo Jr ^kHLIJ a ^ Ulilija 

ruE^u Nuk-itliisEij »i \i^u HI: ik k i 12 hirrAs; si ^ inih/Ji 

(■ijMii pan fnniEKficEivi^^. ^IviiliKui ditiiir^k tSc Ii'h4 Iikwbs. 

’ tn nu«l£i> Ubtit 3 Tlt»riP cMp p 4 >ii «Jcdiza cct Cumtj ai»- 
[cDliliii'a ■ libriiiii i|ibf %c ^ul|;|L ■?& irrihiiln dc pihCKcirrsh oiiQbinn^Ek'Ci^ 

U pK^rrH'ia dc un CRiacIn ik pnn.inUiE 
4. Iciiiubar iixkw Uys ciiltivi.-rii dc « 35 T7 tlunmie 24 a 4H Iwrsis. 

^L-lD.i.'iiii.£j colilllila soskpcCilM'^.i^ |ui.i Iji pciic4iu liLixfuinuiTj L\ 
j!9ca delinLliv .1 


?ic es-qucitidiiiin en la El^turti 6-5 y el prrtocolo 1-4, rcspecii- 
^'aiiicutc y cii la l^nhiu cii color 6-4C ic rnucstra uiia repro- 
duccion. 

La clcccif^n entre los reacthos dc Ehrlich y dc Kovac dc- 
pende ile hi preferencia perNOiul. Bl reaciivir dc Elirlich a 
sensible y a cl pjcfqridu cuajido sc cvaEdan bacibs no fer- 
mcntadorcs o anacrobios cn los cualcs la pnjiiucciun de itidol 

ininiina. Como el indol as soluble en compue^tos OTgdnicos.. 
se debe agregar ^ ilcno 0 cloroforfflo a I ])vedin de prueba ames 
k\c agregar e1 reaciivo de Ehrlich. E«le piiso de cxli^cci6n cs 
menns crittco paru cl rcaclivo dc Ko'i'iic poiqiie bc i>tiliz.ii dkO' 
hoi Jimi'lico como diluycnic uiiliza ulcuhid ctillcu con rcoc- 
tlvn dc Ehrlich). 


Hecuadm E-5 Pruebas ullhzadas para medir las uraclerfBr 
llcaa rnatab6lleas do EntorobacttrfacBte 


Utili^wieii dc hidrjIciF de c*rbnof> 

AcinidsfcJ dr 4J-iiitnnfeinl-E-lN-E»lJitl'Tiri*n'iMihH(.3NniJ 
Prudii4'ex'iii dr iiiJdI 
Riijn dc mdilfi 

E’rvi-Da dc VngCN-Pnwtiniw (]wi.hcciri»i tie afeiilitieiilc^fNiifJl Ijccml'niji 
I'IiIiml'ilki dc ckUmn 
E'tcxJifcLiln lIc luvau 

Eh-M-iulRhAibKiini lW' ii-iiNi. ivsirtiiia 

I'r-xluti'ii'pit de I'cniliil.uiina dcMinirviLM) 
iM\>il^i LVM] dc AuLfure dc fahlruiiciip 
M^iiilidod 
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Pm«tKi deirsliode irctiio 

En la llgura 6-2 sc ilui^trj un csquciiui siimpltfiuuki quc 
muc&tni s6lo dos altcmacivos (acido inixcn y huiilcnglicol) 
pnru ul mctabolisiAD del piruvaio formada a pjurtir de la fer- 
mcniacidn dc la Las b^acicrias {jvc si^en rundamen- 

lalinenle la vfa de r«rm«ntacidn ilcida minta ppoductfn a menu- 
do el deido sullcteiUe cornu para maatcner cl pJJ por dcbajo 6t 
4A (cl valor crftico dc color dc dcido del indica,dor dc rojo 
de mctilo). La prueba delrojo dc melilo pruporciona uiia carac- 
lensrica util para idcntificarc:;pccic^ hoclcriunas que producen 
dcidos fueite^ a partir de la giuen^a. 

£n el prolocolu (>3 'se mucstran lets dctsllcs dc la piucba del 
rojo dc mdiio. La prueba, »:gijn su dcscripcidn original, 
rcquicrc 48 a 72 boras dc incubsucion antes dc oblcncr un rcsul- 
tado vdlido, tienipo inaceplabic pant la maynrfq dc Id!^ labnra- 
Kirios dc niic;robio|ogfa, Eanry y cols.-'* descrihieron una modi- 
flcacit^n que se puede leer en 18 a 24 tiuras. Se uliliza uiia all- 
cuotB dc 0,5 niL dc eddo cun un ini'vulu rcldiv^mcntc inipor- 
tanic del microorganisnio dc prueba. Se agrc|!an una o dos 
£o4as de ruactivo dc rojo dc mclilo despu^ dc IH a 24 boras dc 
iticuhacidti a 35 ^ y la apaheidn del eoLor rojo indica una 
prueba po.<utiva Iv^ase lilmina en color 54C'). La modjncacidn 
de Barry es tan precisa cotno la prueba original y aboira un 
tiempo considerable, 

Pruelia de Vuges-Proshauer 

Los dc^alles dc la prueba de Voges-Proskauer. quo sc mucs’ 
Iran cn cl protucolo 6-4, sc basan cn la coa^'crsi^ii del acclil- 
titciilCiiTtunul {acetofna) cn dinceiilo a trav^.s de ia occidn de 
hidrdxido de sodiu y oxlgeno atmosferico. El diaccrilo sc con¬ 
s'krtc cn nn contplejo rojo bajo la accil^n c^iabtioa dc a-nafto] 
y cn^aiina (viase Ilyina en ft>lof 64D). 

Obii6Ae.se. en la Hgura 6-2. que la foctnacidii de acetulna y 
bulilcngLccl cs una via allcrnativa para cl mctabolisniD del 
icido piruvico. Las baclcrios que utilizan cstu vfii, cumo cicr- 
tas cepas drntru del giupo fCtehsiffla-Erjten.rhm'tfr-Srrratin- 
Hiifnia, producen sdio pequedas canlidades de dcidns mixlos 
que pueden scr insuficientes para dcsccrulcrcl pH del medio dc 
rojo dc mctilo lo suficietde como para pruducir uji c^unbio dc co- 
Icif. En con.vccucncia, la mayoria dc ]as cnpccic.s dc cntcrnbai:- 
terras Moges-l^roskauer positivas, eon rsi'a^ Heepciones, son 
rojo de mctilo ncgalivas y viceveria {v^asc llmina cn color 
6-4C >■ D). 

UlillracE6n de cilralc 

El pnneipio de la prueba de utilizacidn de cilrato (protocolo 
6-5) cs dctcTminar la capacidad dc un micruorganlsnit) para uli- 
lizar oiirato dc sixlio wtnu unica fucnic dc curbunu pura mcia- 
bolijimu j tnazimicciiu. Ls fiiiinuta origlrwl, tlcwriti pur Kuwr* 
en 1923. eira un medio de cnldo que conrenfa foslaio amAnico 
sddico, fosfato monop^tdsico, sulfato de magnesio y cilrato de 
sodio. Sc ocniticron lus procefnas y los hidratus dc Ciirboiw 
cuino fucnicii dc carbutro y tiltrdgcno. El pur^meirrp dc evalua- 
cidn de la prueba de Koser era In presencin o ausencia de tur- 
bidez visible despots de la incubacidn del microorganijima de 
pruebur c-stc parimetro en realidad era uru medida dc ta capa- 
eiditd del tnich»orgaiii>nto paru uiilizar carbono a panir dc) 
ciizalo dc sodio para produclr el crccimicmti suncienic Como 
para vulversc visible. Sin embargo, prooto sc reconocid que 
podn'a ocurrir una turbidez incspccifica cn cl medio dc Ko^r 
Simmons^’*^ resolvi6 eitte problems agregando agar y azul de 



Xiteno 

{Hjanetilaminobfinzalddhido 
(colot fojo) 


Medlos coo thprdarM 

Caldo da trtptdcano 

Agar suKuro-iodoi-motiltdad 
(SIM) 

Agar rrtoiliidadtndoi- 
oioitlna (MIO) 

Caldo de infusldo 
de corazon 


Rgura Q-5 kiniucidci dt indul [nr las tiacrtriiis [iroductonh mploCanifa 
4|uc itnccca n bit iiKdiio dc cullivu i|uc coutkec LrJpCdftDO. CL iEhkr] o uno de 
l(M pniditetiH ifitnediatKM dc dcgirndacidn (adc’ini&drl licido piKivicoyrI imo- 
n:iulliido Jc La tlc‘iiunLDtk::.kia del tripSdfiuio. Puedc Kre^tntdod; 

lafnvDCbPuidcLmcdiDpDrc[cl<voW[iK>yd«tcc1iKln [kitcI nnc- 

[]w dc Ehrlich i dlTnedlaiiuitulKiuaLdeLtldo). 


bromolLinol a la fOirtuila dc Koser, lo que prvporeiond un pai^- 
metro de color mis ticnsibic. Se vierte cn un mbo dc cn.'utyo c 
inclina eJ medio dc agar citrato do Sitnunons. Se siembra cn 
estna un pequeno inbculo de una coloniu de ciecimlento del 
TniicToorganismo de prueba en la superficie de la porcidn indi- 
nada dc agar. Cuantlo el in6culo ta dema,sia<Jugnmdc, \m com- 
pjcstns pccrnrinaidos demro de last paredes celulareis 

(Ic luLi baciciias muhbuudas pueden libcrut liuficicTitc carhnnn 
y nkrtigeao como par? producir on ncitulliKlo falso posjuvn en 
la prueba. Cuando se inocula una serie de lubos de medios de 
cultivo difciencial con un iniCTOorgaE^ismo desconocitJo. 0 ?^ 
iniportinlc seinbrar on e&ufa primem el medio de cibuio paru 
eviiar cl iraiipaso dc protclnas o bidratus dc carbono desde loc! 
otros medics. 

La produeden dc un aoU)r azul en el medio de prueba des- 
dc 24 Itoras dc inCubaCi^ii a 35 ^ indica la prcscnCla dc 
ptoducios alcalinos y un itsuliado pusiiivit> cn la prueba dc uii- 
lizactdn de citralo (v6ase Kimina cu color 6-40), 51 sc utiliau 
cajrbono del dlrato dc sodio, tambicn sc cxlntc hididgcnci del 
foitlatn de anni>tiio codttenido on e] medio y se libera amnnfaco. 
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Eji (MiSNioneii. m; d^retisi un viwiufifnn] vi^ibk a In Jc hi 

Ifnca dc Tiieiirihrii cm c^<■flil 43l)K^^ dc ] j comcrsidu Jc] jiki:iJjo :i uii 
color u7uJ. Hiitc crccsinicntn visible laciibicn indicjl UL1 TCMiliQ'' 
Jo ptMitivo lie ]4i pruei>u. MdIucuiCu, uccCcilo y muciilD !<on utroii 
ndK'atc^ utili7Hii:lo!: con Irccuencin cl fir dc Je^ 

icrmiUMr c;ip<idd<Ld dc la^ b»i:ieri<is ]>jirti itijliJ'.yrcMiiN cnri- 
pucMlos .<iitnp]c<( coinii dnicc Fiicnlo Jc cluHoiki. 

Ell Dtra i^poca lo& sanilarist:i5 y cpidciriotopog utilizabun cl 
□LT^nirru^ iMViC (indol, rnjo Jc mccilo, Vo_RC!»-Prn^hnucr y 
ciirato) parti r^fenr^ic ;i la.^ pmeba^ neceiiiirias iKini ilciccijr hi 
Linrirariuiiacidn Teoal Je ios ali]r>enh>R y el ngua. Lcit j uncinna- 
niM lie sulud piiblicii Fiaii utilizajo JurLrti: niuolios lu^os li 
Esdt^ru'hfti CYtii pnr;i inJicurconlamlnacidii fcctil. Eniptx^ffac-' 
ter oem^cncc pri.Klucc coluniuN cn iMcdinN dc jislzunicciln pri- 
intirio que a inenudo no pooden scr distincukUi:^ Je H. ittii. Sin 
CTTibar^n, cl aislamicnlo ik K dc alimcntn'i y agna 

pouhle iKt hieinpre iiLgnillCd coinji'iiiiiciojbn fecziE ^M>n[ue el 
iiiicnjoi^aniiinio difiindido cii cl nucU). ]<is paMus y la 
maccriu vcgclalivn. Por conslgnicntc. cs ncccsririo un ennjunia 
Jc cancICriMiCas bioquiniicus porn Jifcrcnciar Io.h dikH irikn}- 
arganismoi. Las pruebas IMVLL' fuettin Qdi>piaJa!i para cuni- 
pliresle rbjeliso. Ui mnnyonfii Jc Ins cepns do £. attf son inJcil 
posiusiiH y rojo Jc nielilo inTsilivas. y Ins Jc Vygcs-Proslsiuicr y 
citrnlo sim iK'galivas. Ttn conJii:ioitc» ifptLai, E- uentuffiei pi^ 
Jucc cxociomciitc rcaccioncs opucsla& {vi5;i5c liinnna cn color 
6-4C Y Uh Si bien las caractcnslicas irdividualcs ircluichis cn 
la wric IMViC si: sigiicn ulilii^anJocn los sisicmns Jc iJcrlifi- 
LiH.'idi]i bauicriund, se criplcan ixx-ms veecs coiro coniario ile 
pnicbas cspccCficus. 

En vislj dc In LocnpIcjidaJ dc Jilcreilcijr iiids Jc 1(X] cspc' 
cics dc crtcrobacicrias que sc presenran cn la proxima Kccion, 
enhe haccr nmarqtje cxistifi unn ^jiooa en la cual las principa¬ 
les Jccisioiies en micn>Mn]ogfd emn relaiLsamente simples y se 
pixlbm [iHriarNdMliObri? Inkise Je eua|ro priicha.s h]{h|Li^niica.s 
Jc rdcil rYulizncilSn. 

Produccliin de irreasa 

Ijii«micriH^r^aoisinos quo ticnen ia cnziina urcLisa hidiolizan 
la urea, libcrnn aiuontaco y pnxluccn un carnbio dccnlor [ojt]- 
rosado cn cl meJiu (vfn.so lamina on color 6-4EL En cl pcOCO- 
coln 6-6 w detalla Isi pnteha dc ureasy. 

Se Jelien ^dalai Itniiorianies direrencias eniio el caiJo urea 
de Stiiarl y cl nuar urea Jc Oiristcnscn. HI calJo dc Slunn ticitc 
muichos buyers dc sales Jc fosfalo u pEI dc El micrLx^rgj- 
nismn dc piucba Jebe Furmy^r canlidaJcs bssUnlC grander de 
amonfaco antes Je que el sisienia buffer ^ vea supernejo y el 
pH Jcl medio sc clcvc porcncimn Je K,0 pani prixlitcir uii tsim- 
btoik color en el jriJicuJor- Por lotiintiL cs uncalJocasi sclce- 
liso para especiesde /^mleus. 

El apar urea Jc Chrisicnsen"' tienc menns bufTciri que cl 
cnido urea Je .Sluuri y conticne peptortas y giuLYisa. Esre medio 
entiquecido ravoiece el creciinienriP de muchas cspccics ilc 
baccerins que no pucilen Jesarndlnrs^ cn cl cal Jo Je Sluarh y 
b incni'r capaeiJuJ Jc anKJlii^Uiicum pcnnilc la dclecctdn dc 
caul LJades mcnores tic amoniaco, Los micrnoTgnnlsjncm que 
producer mcuo^ urcasn^ conio cicrias especiei de Kit'bxifHo, 
hntcnthiii-ier. fintcf/In \ ItonJrtffSa ypwrtc/u.ti/^^svr. piieJcn scr 
e^aluaJos con agar urea Jc Clirisicnscn. hira muchns dc cstas 
especlcs, uiui rcaccidn dc urcasa positivu sc Jcicety prinicio 
como un cambiodc color rosn □. rojc cn. In pudviun incliiiaila del 
agyt'{vc:Lyc Itirttina en color 6-1E), El pico dcflaulaviraal prir- 
etpio al ixjjo irorque la reaa:idn aka lira, que results del JesJo- 
blamiento de periitcnas cariklaJes de ure.i, autnenta por las 


iuninas formaJas por Ia itcsciuEoxilaciAn oxiJativa de Ion ami- 
rodeijos cti la poreirtn cxpucsia al wire Jcl meJio. 

DescartciillaBibn dc llsina, omfllita y arginlna 

Muckis cspctie.s Je hticlcTias ticnen cn^iinas capaccs Jc 
Jcficarboxikr ariinosSeiJos esp^fneos cn el meJk dc pnwba. 
Las cnziniiiii Jc«carboxilasus cliinirLin uni uuilifeub dc CO, Jc 
un aminoaeiJo Ibrmar runinas Jc reaction alcalijiQr Los 
siguicnics sun los :L[niniWk:ldii.>s cviiluados nitis a mcruJny fins 

pn^uctos Je itegraJaciJii dc l<is (iToina-s. 

Lisina —^ caJav{:j[ni 

Gmilina —> putrcKcina 

Arginiki —^ ciirulina 

Sc dcscribicioo tilgunos siatemas dc pmeba para mcdircata 
propiedad, sclirr |a base dc b dc(cceinn dc un cambin alcaliro 
del pH en cl medio de pmeba ct li incdicii^n direda dc los pro- 
Juctos dc reaeciJn. Por cjemplo, se pueden deiectar aminas 
resuluinlcs Jc la leacciJn Jc dcscarbuxilAcidn cun cl reaLtivo 
Nirhydrin' despu^s <lc |a cxlnicciun del cullisi] cn calJu loH 
clorofurmo. LsUi c£ la rcticcidn Carlquist reluEvamcnte Hcnsi- 
bk,''^ uiilizadit mas a menu Jo para deicctar la actividaJ Je dcs- 
ciubtixilasa Jebil Jc muchns Jc los biciks gramncgalivos ro 
IcrritcnlaJtircs y ciertas espccics dc bacicrias auacruhias. 

Lii actividaJ de Jc^carboxilasa do las cjiierolKiclerlis sc 
miJe principuimente cn lus laborilorius Jc itiic rcbiolug fi clf- 
nica enn cal Jo Jc Jescarboxilasa de Mpiter En cl protocolo 
6-7 se ciiueiiirAn los detnlleR dc CRla prueha. El pardmeitir de la 
reaccii^n es hi pmduccidn de un eanibio nkalino Jc pH en cl 
medio y cl dc^arrollo Je color violcla azulado Jespu^s dc b 
incubacidn con cl niiciDor|!anismo dc pnicba {vease lilmina cn 
color 6-4^. Observese cn la formula Jc Mollcr iaduidii cn cl 
pniiiKolo 6-7, que el metlio sc encuentr^i amojiguado u pH 
6.1). Esio es imis ilciilu que In mavorja J>^ meilios de culiivo. 
Esic pH bujo os ncoL\sjrio porque las enzimas dcsuartiuAllAsas 
no ‘'On dptimamente acJva.s baMi que cl pH del meJio Liic psir 
debajo Je j!. La cafJn desJe 6.U hasta 5,5 es el resultado Je 
las baetcriasen SYCCimicnln i[ac mctuboii/.an li ju;s|ucii:t capti- 
d:Li1 Je gluoi^sa en el medin para producir ilciJos mixios, 
Sieinpre sc debe iDcluir un tubo control, Jesprovimo Jc aminiv 
Ekndciii ciiitadij realLzii [j pcuebii de dcseadboxilasa para tori- 
Hear que ha ocurriJo esta eaida inieial en cl pHL L'n eambio Je 
coloramarilloen el inJicaJor violctti del bR>mocreM>l del mho 
Je eontroj inucstru aeidincaci^n. El pirlJi'^xal iosfato csti 
incluiiki cn cl medio y aettiu cornu coenzima para uumentur 
mas b actividflj Jc Jcscurbos-llaso. 

Mur bus microbidiof OS prefieren el coldo lisina de Ealkow '^ 
ai medio dc Moller porque b pnieha Jc Ealkow depen Je solo 
del eamhio alcalinucr el inJieadur de pH. y no sc rvi|Uiere un 
fLmbiente anaeiobio nj £cido. ,Sin embargo, no se ituede utilizar 
estc medio para Jclcclnr acli^ iJ,iJ dc lisina dc^curboAibsa en 
cicniHi miembros Jcl gmpo KU-bxtirifti-EntcrvhiH fcrScrriffm 
HijJaiiJ. Ins cuilirs priTduccil at’clilmciilcarbiool. que jmernere 
fo cl eaiiibio ideal IfKi final ilel pH y ertnduce a interpieiacioncs 
fufsa'^ negjiivas. Lii.\ inoJificaLlono, Je cste medio fonnan la 
kLsc ikl ugar sciiiisJliilo inJol-omkiiia (MIO) para mulili- 
dnJ' '* LLlilizadiO cn lahoruEarin>i dc miLTobiulogfu clfnica. Tam- 
hicn se dcscrlbcn metodos rnpiJos pnra Jetcctar actividaJ dc 
orniiina"'' y lisina'^' dcscartyixilassi cn miembrfis Je las enre- 
ntbaclcriis. 
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Kdv-ainKy Hfc*'"(lpscrihieRiT> un mfdfct] s^lido dc Li»inadc;c- 
cnrtUf^iUihji hii^ado Mibrc la r<Srniiil4i ili; Fdikuur, i^ue ii9i;luy£ 
ciiraut aiiii'iitico f^rrico y lidMlIfaUi piiru Tu d? itulfu- 

ru (Ic hidilS^dnu. Esic ittcJio c>i ii:gar liii^nrudLS^Jnii (LIAp, ULili^ 
zado cn iruchos laboratorins coiro ai^xiliar par* la identifka' 
ci4^Ti Jc de SairnfmeHn, b mayiirT^ dc Ieis trujIfS m]ii 

tamo itulfuTTP de tiidr^igeno posilivas coiro Ij^ina descartmxila- 
pcisilbuK. Una purcidn pmfunda tic^rn y un picu dc flauta 
ccm LfA *»]n priktitMJTtunlc: indicalivu;; dc c^pccic^ dc 
Saitntmcifa^ Oird vontaja dc LJ A ck al^unas capecics de Pm - 
y Pitn itUtu ia, ainba<> de taa cmile^ desamlnan lo^ aniincv 
acidos cn lugar dcdeM^ailxmlarliis. pueden ser delecladas [kv 
la aparicii^ci dc un coKh' ru}o cii cl picn dc flauta (v{^asc Idininu 
til ixilur 6*40). 

La pnicba dc li&inp dcscaftioKila^ cs util para dircrciiciar 

c\pceicc dc lactnsj ncjrativai; ptiKiHviis) dc C!;- 

pccie^: tic Saf»innt'Iia (^R9r pi>^ilivuK), Caiii lorla^i ccpiii Uc 
Xffirnvi ^ni^s del 9K^) ijencii aetividad de iirniiina de>;- 
i.'£LrbctALla.sa. mieiilra'i quc <^610 al^uniLS cepais de S. fjovdil 
mucijirun eMs aeiividail: S. ih’sfnterhf y S./Jejciifri sun 
omilina nepdvas. Tal vez In pnichii dc ornilina descaitKinilasa 
htu mis liiil psirs dikrCTidaralgiina^ ct^ptdt^do Kifh.fififa (b 
mayorta de la?; especie!; sun iii^ativa!;) de las especie;^ tie 
EfUt'mffiit-Kr (la inayorfu de liu ccpa*s son pusilLvas]. 

PraducclAn de fenllalaniiia desatittnata 

1^ determinnfinti de fenilalaniiia desaminasa lihl para la 
difcrciisjiaciOn initial dc cspccics dc Fiirifax. y 

Pmvidffn fy dc mrvii bacilwi Et^macEBlc'^oSn Solo mltnibiw dc 

tstos ^^[ter[]% y jl^umiH ai&hdu?! relmiViiiiictiLr raini del grupc 

in/eftiftflerfriieneti h enzima rcsponiuihlc de la de^ajninaci^ri 
oxiduliva dt ftnil jianiita. I .a pmehji !se iCaliui t'^iliitemCn 
coino &e ^Aal6 en el prolocolo .Se puede deleelar £cidt> 
fcnllpiruvico lun t^lu cn 4 :si bc ulilizn un Inoculo linpur- 
[anic: sin cchbarji^i, cn ^c[icra1 sg rccomicndou J® a 24 hurasdc 
inLubueiun. El mesHo dc prueba dc fenjiulunina uliJl^a cmnclu 
de levjtdnra como tueate de cartMina y iiitr^gerio. Los exiroe- 
Mx dc came o los hidrul izodos pnileicos cuTilLcnen caiilidades 
xariudiis de reiiil jlaniiia de pmdugcido njiuril ijue pueden coll- 
ducir a icsullodos i^eod]^entc^. La aporioidn dc uti color 
vcnjc locE" qEFcgado dc un rcaciivo dc cLomm (errico es 
illinediaia y fdoi] de vi^iuuli/^J^ |v^:i!ie IJrnina tn colcir 6-4H). 


PmdaEClAn de suIHuru de laldrtIgeiiQ 

La i'^paeiJod dc cieitu c^pcoics baocridua^ para libcrar 
infufti: dc lus aonlnodcido^ que conticncii azufm^ u 4lrD& com^ 
pucKios cn forma dc H^S una cAractcristlcn imp-inatlic para 
sLL ideniincaci^. Los medios niAs utiliaados porj la deieeci^n 
de H.S y las fuentes de aztifrc y Lost indicadorcs dc sulfuru sc 
cnLimcrarii cii cl cuadro 6-4. £n cl rccuadro 6-6 sc incnciona la 
sccucncifl dc pasos que conduce a In pitMluccion v dclccc'i^n dc 
H^S. 

Las diferenciaii para detectar la prtiduectdn de H,S en lea 
diferenles medios son el tesiilrado de una alleracit^n en una o 
in^s die cslits eondicioncs. Ifl K.S dcEcctaiVa cn un medio pucdc 
iio scr dcieciado cn otro, y cs nece^o ocnocer cl slstenui dc 
pniclia utilizado cuando m liilcrprclan protocolo!; dc idcntifica- 
cion- R] mcnUo SIM cs ma;; sensible qnc KlA para Ia dcleccidn 
dc HiS, tfchido iaI ver a la coTisisienH:ia scmis-dlida 4c KIA. la 
(LUReiicia de hiLlroJlosde caibono pura suprimir la formaeirtn dc 
HjS y cl Lisi} de tiiemi pepLonizado conni indicodor (vdose 
lamina cn color 6-4BJ. Por ulro IeuJos cl KIA es md.s \cnsib1e 
que cL agar triple ozdear-hierro porque sc cree que la sacarosa 
sLipnirte los mecanisTTiDs cniimiticns rcsponiLAhlcs dc la prO- 
duccirtn de H,S. El aceiaiodeploinoesel indicad^n' inSs sensi- 
Nc y delK einplcarse siempre que sc cvaliicn bocEerias que pni- 
duuen sdlo pequefias canlLdadcs dc H^S. Lamcnlablcmcstc, 
cuando incorpora aectalo Jc plonio cn medios dc cultivo. 
lumbidii iithibe el creeimienTo de muchas hacierio-s con reqoe- 
riiniemns iiuincionale.s especiales. sobne lodo las que pueden 
requerir itn Nistema de dcteccidn senNihle. Hstos micnxirgonis* 
I 1 UIS pueden ser cvaltudus pam la producct6n de H^S euloeon- 
do uitj lira de pjpcL dt HIltu impregnada cn iicciiilo dc plotito 
debajo dc la tapa de un tubo dc cukivo con medio KlA. Asi, es 
posihle utilizAf lA extrema senslhilidail del jndicador de nceta- 
lo de pLoino sin incorporLirlo en forma dtrecta en el medio. 

Coji todos los sistcjtus dc dctcceidti dc H^S, cl par^lmctro cs 
un sulfuio insoULblc dc un nuctal pesadu, que produce un prcci- 
pitadu nggn.i cn cl medio » cn la lim dc pupci dc filtm, Como 
debt haber ioncs hididgenos disponibleK pata la fomtackn de 
H.S. cl emblanqueeimiento se nhserca primem en lo.s medios 
dc pruebA en cnales la forinaL'i^n dc Jeidi.] es ■n^'ixiinA. sk 
deeir a Id lur^o Jc la ifnea dc ith>:ulaci6n. dantro de las pro- 
fundldadcs dc los medios dc agar inebnado o cn Ids centnos dc 
l;iii ct>]oniqs que cttccti sobre lus superficies dc ajrar. 


Cliadro S'4 Mcriliiss parii b dcltcdiin Jc itulfuro dc Itldruibno 

MWilOS 

RJtNTt DKAZl’hKK 

IMDIi'AlXIH DK H/v 

Sii]flii-> Jr In^niuLi' 

I^C^UnUh ]I 1 LL 1 s-ulllLih 

S^ill alu rcre^mj 

.\^Uf cjImCi) Njlli|l3 

Tli.i4uLl~-iL^4k Li.^io 

Ciuuu Jllii^if u f^riku- 

A^iirdehii9ik(>fdtu ciiciMLi 

hVpiJLitiah 

t.:iir^Li r^FTkiH 

.‘\i;dE IjbiHi liictHi 

TiLhsulUl'^ Jc wdio 

Glratci UTKKikD fifrEk(> 

A^e l]i«m.i 4Je KU^lIi^ 

rkkiUl fi&Lch Jc UtdiO 

r-CF^^.iM.i 

\iiui hiiiriD ui^TCc 

llLiAUlJ;ili|>-Jc SAhJhJ 

Sulfalc Ferraso 

A^ar |1lLKih> arcLjbi 

Jc 

AwUki Jcplonm 

A^itf p.in 5irfffl.iMf 

kAJbO 

ChryJtL' 

MnCii.i Jc ^ulr'iiLi-ind^hSl-EniTiiitiiibd 

Tlrti^j||jt|cv4|^ -unJus 

Hicrrcfc pcphPfitjiid<» 

JCilfl^ii-tinnn-dA'^i^Mfi'iUlfi ite Heklcwi 

]liKUlUl^>Hk MldhO 

(*iEr:ilCi :inuHlis;Li fiJnVrii- 
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RBCUidlU fl-6 Cdmo ad pmluCfl H.S 


I. LLtlcJULJiH) Jc ^uUuu 1 puiur Jc La CL^Uirui u UsKiitlijUp [>oI Jj iUa'khi 

c‘iii‘iiia iliL A hii Is'ri.m.i 

2 .■Viiipl.imvRl-i lie miMiwi cS' I .:xTii uii lOn iH’i pwa U>mu{f 

Detcw4'i<!ffl Je HS pof hecmo-, • i pkmo pari piiiKhicir '^ulfito 

ik ifti^ jpurev'tn k^nno uii p4tLipi1i4lM 


MoilRdaif 

La molilidaJ baicEcriona cs otro dctcmiinajiti: LmporUmlc 
pun !□ iJcntilicaLinn (Inul dc un:! cspccic. I.li^; bjcIcriiLK sc 
mjeven por medio de nageloi;, cuyo ntimerci y LocaLi?nciii>n 
variaTi irnlrc lasi c-^pccies. tlKii^tcn tincioTies llafelanes pameiila 
tkcemiinuLidn (vt^ase cup. 7). 

La motllidud bactchuna sc pa«Jc obsen'or colocaiiJo una 
gora dc medio tic caldo dc cuhivo en vn portadbjetos micros - 
cdpico y flbfwrv'Sfldolfl diwcwmerite con im micmscopici. Exii- 
len camara^; colgancef; para goia% doode e;t posjble ver el pre- 
parado con may<»r aumento sin el iieligno Je descemier loi; 
objclin»s stibrc la gocn conlaminadu. E.-!ila x uli]i;fa 

sobre toJo paradeleclaf Ea iiioltllduJ de las espeuie^ Jc boccc- 
rias que no crecen bien cn medios Je a^ar scmJsdlLJo. Sin 

emburgO. Ijn eitien'ih^LCIcria^ crcCcTi bien y m: mil]can iTi^>i 
comiinmenie luhmqije cnniienen agar semisi^lido. 

Los meJiu^ para nHstiliJoJ. liencn concentiaoLuncs dc agar Jc 
o meooreSr Con cooeentraciuni^ mayores, cl gel es dema- 
siudo finne coino pura pefimtiri:]ue los tnicrocd^onismos ^ dL&- 
pcr^cn enn ItbenaJ, meJisw cninbinaJos, t:oini> el SIM-'*' n 
cl agar lienen tm uso urriplio en los latvominriri^ Je 

miciobiologfii clJiika pi>rque se puede meJir mils Je una camc- 
tcrlslicii cn cl niisiiK) tubu. Sc debe [nlcipictoj piimero la pnic- 
Kji dc ni[]iiti[Lu.j p<>nnie cl agregado de ur rcactiro dc in Jo] 
puede oscarecer Ins resultaJcis Comn cl mcJio SIM y el ag;ir 
MIO licneii urt fondo ligeramente lurhio, Ijs interpreiaciones 
pucdeis ser diffcileh eon es|.)iM.'ics buctenanos que orcecn Icnta- 
nicnlc cn cstos qnedios. En chios cawi^. se rccomicndii un medio 
pun i^TuCbu Je muCiliJaJ (rcCiiuJrO 6-7) pOrque SO^Eicne cL CfC- 
cimienlo de la tnayona dc Ins bacterias con rcqucrimicntias 
nuiricionalcH cspccialcs y ticne un unpccEo ebro Cfuno cl crisEa!. 

Lii pruebu Je molilUaJ vc inlcrprcta Isacicndo un citaEncii 
mocro^cdpico Jcl medio para unu ^^jinu difusa dc erccimicnlu 
que sc ptopuga dcsdc la Ifnca de inoculocidn (vcelsc lamina cm 
color 6 - 4 H) Sc han rccromcndado las sales dc tciramlifi cn im 
TncdioparamitEilidad ctimoauxiliarpara ladeieceibn visual del 
crecimienEobacieriano, Esias sales son incoinras peroson con- 
vcitiJas cn compicjosdc fomiazin rojo insolubles pi*r his pn^- 
pieJudes Tcducloju.s Jq lus hucEcrius cn cnrcinlicniu. Etl UO 
medio de pnjcba poru motilidod quo conticne IctmzoiioK la apa- 
ricidn del color rojo nyuda a rusircnr l» pnif ajeaeidn dc hacEe- 
rias dc^tlc la linea tic imiculadrtrt. Sin embargo. e.sias sales pue- 


Reettadro & -7 mscito de prueba para motliidsd (Edwards 
y Ewing) 

L\UjiC^» lie vaciinu. ^ g 

Agjir. 1 f 

l^:J4l•IU. 10 p 

Au'ii-i drill Lid^ bia**>E.i icu.iLil 1 [. 

CkriiJu de >i>djiL 5 ji 

pFrfirwI. T.? 


den inhibir ciertas baclerias con retiuerimientns nulricionales 
CHpccialc^ y no ^c pueJen uEilizar en lodos los cusos. Enue las 
cntcrohucicrii^. algunnti cspccics Jc Shij^lia y Kiebsielio son 
unilormcnicnie inmtivilcs. La mayaria dc 1*5 cspccics movilcs 
dc cnterobacleria': piicden Jetectarse a 35 “C; sin embargo, 
Ver.orrio eirSenNri’filimt en lu cueiI Iasi pnitefiius tlagclancs sc 
dcsaiTollati m^s rdpidameiuc a lemperaluras inferiores. es 
iTu'o il u 22 *C (lemperaluru □jnbtcnlc) pern fk) u .35 "C- IJitt^riu 
fjitmt)tyTcr)*i'ncii cs otra espccie baCEcriiHiu liuc te[|uien: incuha- 
cidn atemperatura ambiente antes dc quo desarrollc moEiliJad. 
t^\efnhtnoRfj^ aentgmflFft, nn microorganismo que solo cnece 
bien cn presentia de twigentN. pitnUioe unu pelkula dc pmpit- 
pacidn sobre la superTicie de upar pjia mmiliduJ y Eto (nuesEra 
la c.\lcnsli5n cn abojilco caraclcrfslica desde la h'ticu de istoeu- 
lacion ponque no crccc gn lat porcioncs mas profundas dcti- 
etentes de axfgeno del Eubo. 


Taxoftomis ds EnterobaetBriaesaB 

Lai upLicacidn de nuevas Iccnolognm al l'^IuJio dc Ea Eaxnru:^ 
mij de los miertx^r^anismos ba cimducitki u un rdpido aumcnHi 
en la cantidad de g^neros y cspecies de bacterias que se ajusinu a 
los critcriuii gcncrolcs tk las cnicrubuctcrias. En 1^2. Edwards y 
Euiog'-*' dcscribicruit 11 gencros y 26 espccics pertenjccienEcs a 
las cntcrobactcrias.. En E985, Faincr y cols.'^' tiescribicron 22 
p^ncTtrt [jue cfnnpTLTltli:!]] M espccies y 2V gniptm cnl^ticK Fin 
esie etipituln se desersben 31 gejwros y 139 especies, hingrupos y 
piipos ail^ricos slei mmihre de cntcrobaclerias. 

CiBsincackn ds CnteroosctartaceaBOfij irllius 

I j divifiidin de las enEerobacierias. en trihu^ no se utiliza en U 
edicic^n acLual del de ^tr^ey ni cn Fu eliisificaeLAn de 

los CciUcns for Dlsca.se ConErol arhl Prcscnlion (CDCj porque los 
autoncs creen que cl uso dc tribus coiocc dc importancia diau- 
udsiita y liene utia impononcia laxont^ndca cucHiiEmabic. Esec 
argumenlo es ttSlirdn Jesde la perspeciiva de la clasiricacidn 
]Hira. No obstanic. para los Icctoncs do cstc libro que son nue- 
VE. 1 !!: en cl campo dc la mictobiulogfa y que deben oricnlursc en 
las compicjas y cotifusas enlcnobactcriGfi. cl concepto de tribu 
proptieicc] pnr Ewing''’ licnc cierta-s vcnlajas para la ensefian?^ 
y el aprendi^aje. l-siamns de acuerdo con Ewini; en que su 
esquema. si bien impcEfcctu. n;prc5cntit un buen compromiso 
cotrr lus LLUiunoltlfas pTtklicu c ideal. 

El concepto dc Cribu proporclona a los estodiantes y a Ids 
profcsiEinalcs un mCECtdo convenienic paru agrupar los priEid- 
pcile.s generos denim de la familia que componen rcacciones 
bloqufTiiLcas similorcs y que denen una imporlaEKia diagn6Eti' 
ca similar. CrccintitsctinvciiicnEc que lti.s inicrobidtEigos cn ejer- 
cieio niojilcnf on una base riEuno dc conocimiento apoyodn cn la 
morfningia. la Esirslngfa y l;t bECKiiiimica dc Iuh hucIcriuK de 
iiii|h]]ianeja in^dica. AdemiLs, es necesario memorizar ciertos 
patnines fenotlpkns que permiten cl Tdcil subagnjpamicnio y 
la reunion dc cspccics rclocionaUas. Esla uricntaci^n cs muy 
[rnportanlc cuando lus micmhinlugus uiili^un sisEcmas coiner* 
dales semiauiomtiticos y autorndticos con idcntifkacidn com- 
pLiEurizada. pori]ue sirve como coEurol de calidad parti validar 
la informaci^n gcncrada pt.ir Iw insirumcnlns. El conccplo tfc 
Lribu Ctnrv.] criicriti para upTcridcr la.s enterobucteria.s cumplc 
bicn csii'KH i»bjcuvu.s y cs cL uburdajc cleg I do cn cstc tibro para 
ensenar las caracteristicas clave dc Iw jj^nens osublecidiTs tic 
las cnicmh.icEerias. Hn el cuatIro6-5 •■e menciontiii las especies 
aeuiales incluidas en los gineroscstabkxidos. 
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CtiadrO 6*5 CMcnbiw rrriciitri im|HirtantM id ties ^iiici db cstnblcciclDi dr cntcrvbacLcriiiw (> .^ 

NUEVA DES]<;NAC[6n 

DESlGNAadN FREMA 

CO^IENTAMOS 

Irlbu [: |^cli«ri(Mnr 


JJnrhiliit ^4-1 fMP^n pnra ^erfl^ipn ()I57-H7 TchIph las im^ i^pHin viji Mir- 

Lsii^fit'hta A ci^4 


bilL^ C-i 


AJIuiikduns-Di^w 

A^Mr^^a^ hcCiM ib^iti^is ^<y Uu^^s] c inrTH>vil«A 


N’un’TW f sp«■^c^ 

pt»n eTifct?rpe4fiiJ ^WniT-clntcn I^h ni^^os de Bjift^fiidrsh. Im3n| rwpiri- 
VJ. fmnmCii tfl l^mMiiNH pem au^ SefsumLi Jc H, pill 

prvebfl VP KgbLivj 



No {neu^ntmcB TnuEstras tHinunas 

Aislada cti ticce^ de cucaraelu^ 

iitflifrii-hris Jrr^ut^rviir 

CiiUqkP 4;dL-^rKli3 10 

Sr eiiLiicruravfi venpr.iirhnii > beee\. LiKkri i+k Si^rhiiiiiL |-k l-AO(^.->k 
Ksu:lusj pcr- 1.1 ONPG 

F-ii ^nwiTnif 

CiTiEpi cqtfpicn 1 ] 

[-iL\ h^ndx^ } Ids Iidcci iuri 1 x 1 mucHlrzui nti.i IrcrucnCcK Oeki pgavnla Jinuiri 
l|ii-, inilihl i ^ k uwtulol 4 -1. 1.> (-v-> ► 


Givpt^ ^IllirKrj 1 

LiJ rtii^wiV Ijo cqxi^ pnijenen d? lUridjis tiunuMs- ^tcl ife l4-% 


GrvfKhAPI 2 

GrupoAJnu 1 

(qi^i tknen un pi^mano 4irruriJ]ij 

Sh^^ih 


[.14 cumTi^ e-cpecie4 df ^ £*. ivft fhWiritii unj Cuiki espccic solve la 

hd-sd ilifi ]tabnJuiiSfl del DlN'A. S. lijiJc^^iF-^r iLir t^'Cupo Al. S. 

B},ySn ^^irJrf i^rufii:i C) -^on bicqufniieameiHe Munibre^ > deben w fcpam 

■11.4 n^k^diJ^^e metixliu .{. TvirirvrJ rs- otfiicini f+) 

THIpu 11: £^Mfdjj#J7ie'#i‘ 




£i/" TihJjir/Jii 

Prodijmi kiKkJ \ ahurubnie H.S, fenau-itian b \ b iiuIeum fvn? ihi 



knaDiiLil, laeLoAi, ^dciiCKa ni anNiKH^. St- e-n^iii^nif^ia m annn^li^ <Ie 

rirti 

Pic^^di;ri QpvniDiMi P^mk poTifUK LT in^dccKS 6c las liembi ) 

dis^iTca 

MrtL2 hio^nipo 1 


lndi:^l i+j. H^.S 1 -j. runiiol, y anhiiKisa l^k eneucuEn-cn vlbora:^. 

iiLi b UDd LCjiii Lliiikd liunurji 

iu/KUTJiifjVX/fT ivfjSnniV 


IchIliI I - I- ILS f-*.!. ojibiki cik a\Cft, [cplik^ y VWiiCK niv^Dirici iIeia cr. 

&/h;4UTiurrffl 


Nu aiOaiJu f r ]HJEWtni.is; |^i.\hre m cl p?ac 

THbu in^ SfflntnJrH'int-r 

rhT?trTue-‘ma 

Sd* L'HniiEik'riiijLir lEiilm Lin- %ul>/i\Jpm tM]bt"C[fern>^ I ik Sia^uTnrtfn y An.:£^niH' 

Soimr^iTftSfA 

Typhi 

pcfienc^e^ a la frtLsnu c^pviu. IjOi nkiei^iir^aiusnirKH %e tximUTSii.'-JiL iUival- 


J. 

mepic ipc.»f y smuiiii, c«iii(icodi3 lu rrlerwin? a b esjwitu; 

THIm |V+ f.'ilnnhaflcTwr 



CilW^tttr NlTTWi'dWHrHJ 

£^K-r;i^ iunirJciwrdfui 

H,!] (-k iniM l+k -uJi^nitol I'-k inaLwulo4-). Sc en(.uenira fiMidamencalmenEe 
en b«e^ hikiiiAUh. muy pjt&a vcce^ bc ihln cd li y\mp:c. 

Ori^Vwcjr.r 

Ci^roiMriirr nfiodi^ pcDCHiuca (y 

H_S e Lndol sod vifiihlcM. u<.lodi1i.il (-). oulniHCO [-> AHlidi.! ca hekes liunki- 
nav anna > tieridsL-s > de ankma3» y alkmemm 


C/jFr^MiTrr' UrrJcl/d^Jfirj'Lbio^lUtHi 1 

Sc CIICLiintrJj lulHldlliril£uliiiL''iili: efi biiti!?! hiUtlddah. Lq.-i i:C|;'hL>ikE bLip^lk^upu [ 
iccDicikULJi 111 caTiJiu^r-c] all D iiECil-O'iilui.iiilEb* y li niclihii^ia y 

^nq citRlLl^-1 {\ hpbihmJmcntc ikrw Ijk pcucdoncsi c|H3cstis 

C ifirAar-TTr PnriiruJN 


H,S [ ^ 1. tTh1fi| 4MJi:in4tal [- II maiomlo i -.1. Sc crKurmn cn cnni. laihrcs. 

c^puCi.3. >401^ y hciifla^ 

CiPn^biirAT f iTjfc'nc 

CjJrckdiiirrrrlhpcLnc gdriiniLicj lU 

H.S cn Variable, indnL (•k, •.IcKDitV'l nulniuiSn Sc cnei-icntr-n cn tlOCEl 

hSJdtkinsLS y iJirtlcnh-n 

CttrrfiMcUr ilriPf'/f 

£.vhpiv--r ffhif0tm^U4i 

11^ C-k jniH Itk -uiliiiJutuL i.-tj. nuJofuJu ^rJ l Sc cftLucntrucB uriiuk IiLiJCh^ 


CjPi^JilNTcK 

ntfi^HCipuLi > berirb^. Cillh cufLiik: lucukikptn iv.-Ln9j[al 

rprnr:*P^J-"i' 

C4/H4Aiqv<*K-f5|hKIC pCJlOfTMCa 1 1 

HjS c-i VBTUithleH indol [.+), nionJfdt C-k milduro (-> S^ cdLU^BCni cn Iiaick 

11*11 iiOil:i.k y Vdh^iC 

irtT^rtFriMiW 

pCflONkitJ ^ 

lIjS C-k idikiJ I-), LMJuniiul C-5. i9idJLiiJd['.N [+L l_‘,U5 bi sida 

ii-kli(.lu 4ij|ti m riirJLirc::i 

Cifr^n^irr ff^k?kii 

O'jiftii^nTrrf specie gcflrtnyca H 

H.S (-k inilol i+). jdPikiiDl (->, jikilrqvsicH4X S^r^qnicniR en h«c^. s^ncpr y 

lietfbij.1 hiLitiiULi^ 

CurtiiH\tifr nrrfriwrfl-ir 

Ci/trr^Wkrrr e^cie fctidnUbij 7 

H*S C-t-l,. bhJ(j| E*]. LuJrisiCul (•>. irkoinfuiU^ H)- ciiLueiiEca m h^xtik y cqillK 

hkJtfrUJka.i: y Ilh alimmlm 

Orri/iycjFf wrvFjfiW 

CimTikKT^r e5pccie ^irinuca 5 

El HS y el iMcA S4H1 wiablc^. jbkMiiuU 4-j, nrk*U>iiian i-). Aul.*rtE>ti^ hc^iv y 
ann^rc liLiiTiAEUM y dc AdlmoleM y Lhlkdi^niuN 


(Cnnfmwiii 
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CUBfJrQi B-S (i'amhicK neirEdes imparlaales en Iik j^incmi BilablecldtH de enlfnibacdeEiBC (fivjif.^ 

NrF.V'A DFJiilCNAClf^N 

nE.Slf:NAC](^\ PItEVlA 

COMENTARIE)^ 

Tribu V: Kldddlme 


r'u^i n:niii/c»^^jL ^Tjriir ^nrda^d^/mjrrj 

Mp jiucck: Kcr-LulbiLuLnh cn inciJjiis- dc iuhiT4^ Lm^irru i^Yidlcx AgcnLc e:uuili1 
cWi jMgLriflLiJ 


Ei. />fjeijrjk>f7Mr 3nd<1 

M ti a <-,-^.-1. ALhlikfriLcnuNi;linii;i:? tiLVUcmt 

J'.ifTr'IiJriJ.iJIj'iJf MihuV]!i:)CIC 


>110 i-.-.-\. AjhLjnbr^lLi L'ltnki? Ij^lUcItCc 

yNj^^i^/inKrdiT 

jitfJr' 'ill 


t!Vpj h-nnfii[nir4in^n|^ irkM'ElViL - 1 ^ K* fii7>*;rtm£Lrrii‘->r‘. I’Vmliu.V Nn.iEfcS> aldiVihi''^. 



nn NyHiirnLi Hlt'mnninykUk 

KiebMAtlUtf}r£tiiiTixmsae Hiho^ck'ic^ 

A'/i -JHAr-L* /Jfa r/rirM J] c'[*£' iJhi« r 1 h 

Ctpi biiHimcaicjineidc ubKtL^'iLdc K. J^iiJui.< mm c^nf-cri^i^' 

rh tiT^.s £ /ifn ijttjJ'j v 


dLhI grimLili^ihn^ ti^nkH ri/HK^I^mviJ 

r'nTrJ^wr.>JS7T4-|a 

filft^srx^iin gnt]sj47 

jc'f^ fiVd 

him 4 -.4-.-tr. AisJaij.i cn ur^irc, nniu, iNpihut y hL^idJS 


A7rAAif//«i ?spici;fcc 2 
ftyvk\T^jf 

ifiV/:ArV/w 

AisljjtCiv cn li^ll:i v ploJlU^. L^lcnic^?! huinan^'M 

Kaf^Efhciii^ df^rrjjr/FJ 


Ai%l.i<J4> ft ^Ufli .1 y <i iijiiui 

frWrr^J^h frJ' if rt 


1 ..V^ A‘>^l'-^nLi^3i:i I n InTii^'iil^ 

-Oiinplcjo fjiwfl/jft^icTtf'r 

Ln^mcA 

fjjhi^ii- |i^"iori‘'^^iK'ii ilv: nii^i4^vj;i^i^i'^i>iLis ciJiT i^jMCMniab insiN ^Lc p^rLj^ih- 

^rt^^'VIHTUTLF*' 

nirlh^Kfc 

dc tlil>fkJ*;i™ J? PNA llK".l IIC X[|3 t^n ^ilIii ir^rksl^crijn zaI raiDcvch pciK- 
r-i> h'HWT^i Ar<ir^*«a fi^finrnrnuz-i. 1-lk^ TEiH.';ihcirpunEsrrici% qup- ^^'Uh 

E-AtJ ncji1iVT(t^ <itcTVi>roinailt»s "inplc y 

btEicii pi^irbcnLqt uniBi^llo trjji idtjUkfihT-udir^ en cl ^ojii>> £. 

JTT-crJ/iJ 

/^twi iif^wirirr itmriijftfiuj tui^jinigKT- 1 

flnrpf E^.^ 

LVi ^Ktgmpi^i. 1 . 0 ^ dH hjri^rjfc 1 t’c-nncFitan h } l:i ratinn^. 



(vru n^>i5 jj-^^tdhnL l.uh dtl bic»^njpi' i rtiirH.^4jn cL k)-siJTbiui| pcn^ rw 

Ll -^LH-alUU III lj lijJIjim^Q. M ILI JiXUiilllallU.yi rUlHi-njJ!CUUlllJJCnl{- dd UJrl-li 
||»in .'^^'< Jiiufsliah huiTidridA pen? sin a'\ELknL[Li Jc 4 |’iIl'' £. 

iwn^i^^viTi^v purtia pf^^clu^^r ^■^^f^^^ng heinmna 


(JnjfXHfnitrKU 17 

BHNMimifimnU: ^iniitur j f ch^fiw InnW^vd. Wt i. Uf ^[si.jts lic 2 


Crfft^ ^C"J dM'p^li 

ll^J.■h^ hucj l-tk rEiirdJ.1). AhiljLki JjsLiLitiL-i fiK'alJ.s hunLinib: siinc.ij. 

nriiu. iKnLb^, ip-ira'ii rrspiCiJLiriii y tirL^'s 

Ii^rrL'^fh^Llcr Ljrk/Ji^Vf'^rf£ 

Fi\i itifil £ llji rirjLii-v:.r 

lihjliil^t E^iL/LH^UiULibl'ilfM JILlt:s L^LLbitk^nliyS i:yLIL'^i £. r47SP-'J|iL\ LVJ 


A’flrcHu/'^jr^L'f Ji.'i^i'rdr 

( . + . + 1. LiJpniCEil. inLisitul. ^'ilvihil. rtfirfin^n y iTjclibimj ;ivifi--4 nrpiHiiiit. 



ANliiJi'rs tik Jucnc^ fliriicn -i. iTiL:lu>'tn ^ti^iv y iKjuiJi-it'tfd- 

lv<ll.ii|jktt(> 

ilfitrn-lMiulrr t'^onzyAc 

Sirtiilur a 

Lit uii IhNIlbrt L 

Kimihur u ^jrJrmAui’Jfr -L^^KKdli^-tspc- 
LiL'' sin rtnnhrtl 2 

Simitar a t.ni^f^>i>ai'uer i 

Lic sui ULifiihri; 3 

li'jah’irUitn Ttr ■iifJMTimi'r 

C lr«pri NlH -Pi 

Im ik \a\ LCfUs Liisl^hlas ik rr^jMrdv L7^lLlc^1^ ^4iri ^ 

Ai'-l-inrEirilP l1ijih.7:i tlnifCnic 

E*7icj^-'^\< irJiv 

An . r n j u fA 

iL^llCChorkcnli- L. €l<^i\r£. br*i;^L rci4:kM.'TiCru h':l 
tiuETunas 


finf rrrif-tn'\t' f firs Ullfii n 

]iAf) r-i-,-,t-|. li-h Ili^M^ St iJriLiidnCrn. C:i\ cl fViCdh^aiTllHL'flK y tJI ^ 

^■rina y <-l Lip;jrjibi- rt^ptrar.^no di- Ur^ .scicn JM.jE'Lmus. Sc buci 

jniritN vf|iu^H7n %-Mi^rr 

Lnicnjfwitcr ^'rranJn hr-i 

f aryp"! i?-ntdriL~4N 7S 

l..Al> f- t-.-H mns i fFUJinn a F. nwirrn^i^-rniT.i. txcqw rtl 

uita ^A'aChisd i-i-) y i;>:u3i(i-i 1*1 

AlslabUfjiCLii LsrtbunuLkJ<?^ cn IkcrkUs j cspUii 

fn/fm^ih'/fr irzTcrivrri^jnT 

nni|.ii i K1 

Sr rnLLk'n[r:i Ort y tuclo I’Mn IV"■^■uplTJ^lL^■LTJ^;fc\ tei \*ni|rf, heco. 


Fnf^mhth’frr jrar^'nniN^jjflj 

[iniJk^ y tiilts huinufij 


Cim^Ki cDlaiHi:u ii'ai 

E■^t^¥^.lMIIK■plJt 1 claL iMdiiLlLi fc.i>ri £. i JfiiH Jf. La tnaji'irl# iriuEstrns 


fjnipo St\i jajHtncs 3] 

fh'narj-^ 
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CuJdfD G"5 rcticntei importaDlBi tii Ids gciimis caialtecldo? dc oftmibAd^rtAs (rpnLl 

Nl'CVA l>K!j]i;SAi:i<^K 

btSK^NACJt^^ PRfcL>'U 

COM£NTAREOS 


fpii wid 

Entcthailltfnlf tvlA?ir>fifKki -rnn E H-Jj^irui- Nfv le ffnciMUlraB itiucmIjm th-fii- 
L'-j'. huilfiJnJri 

/FijrjTilrj 

/jpuijii'.j fiifiATii 

Urcau (+u scEi*-C|UftL£b- a E. hC ilLfcmiLJJJL [.W LjLlLCIlKli HI 

c^IlLt i\{r uia]iuir> dc tmiElihimi. la [iiLHlLx'LliLHn Eld ;lci>ii‘ h pt-irlit JrS inji-iiimjiol 
y la ^Jlla lie j¥mJucci^di -id Li panir ^ Is ntiniiiM. FtiiXluizt 3ii rnrefmr- 

lillJ Jjc Jsa- lliaSklcs^ ni psfLLja 4 IC lOfi ]>crald^ 

EntrrTji\rrf^r AiEL'j^EJtrj 

Ilnfrnihact^r cin pig:niciiii] 

amiTilSn 

I.AjO I •>, ^iTTunJa amarillu hnibuile- a ^C. t^Jc pivducLr mciuiapCii, 

f ntif 1 jl iLwtfl y tKK1fTi^mlll Twiffl TwwKlin 

f/iJi'nnJ iilrri 

Eri/f rTJ^bkTJTifr ^iofniiir 

Lao L+.-.+J. Ci'nZ^ a 3} C t^kH^DUUU'LUWBlii? JTl^ iKli'Vi.i 

a 25 X. ^ dilL-UEMIB t% DkUt^alEB^ clUkKl^. e^pf^NFirw^llC nc-iuo- 

saiigre-. > hn-nda.^ 

IfLi^jlr’ij «rAyi L 

^'HisSyiia j’.iPTATifJE “ 

iyhfMiimhitcli:riMm frsvfcua l)GLigni[Nii 1 

SIli 1 C aihL^<][niLdilUMI£r ce*! Juir^oTiO^. piie:iCil[:i-cLI l^ti d^uMi'h. ibldlde iircxZd 

cih Ins Eii:hT& ik- laM 


Wfr XW/ 

AVi4-JjdbJ 

im'/JrtrtTr 

l-M} (-_-.-J. iilgumn jHJdiflcfi tener piumrnl^ □inariLl^ Aidinln rn b ^upfiti- 
Jc La.s pliiAUb. \ai- bCfliiJLLi y cl ajclu. > UiDhidJh Jc ku s^rc.i hujDiiriuh 
lojipc, oiinj. ^gsjhh iDtciTii:*si > dc- L-[h Jidiirudc^ 


£fjrtrt-.»^iHTjK Wfj 1'/ 

UIZmTiAX 

UTT'JfT.tY^ 

KarGfCfK>dr Isi pluuL^i. pfindLice Is rn^ennodsd drt aiijjia 

AtfNi-wcj 


Aisl^ f n msmijriruh c^t jRp6n 

f\tt\!T}ta JlrpcfJil 

ElitefT^ai'^-cr cjjT.j^rL'T^i^nJnd i/G I^t 

AiiL*ila fa aupctfiLhch pbuLhb. M;iinll.^i. WfCb hkjiiiaiMJ>^ y itHxlMiuKviitc. 
ffCtiamiu lIc P. dr^^^HTTid-njNT dr >:iLic-i1iiu fic^stn^L 

fHfficidtu 

.iXcibErrdri iLi>fvpci:ic 

ttdnloKff^r^ 

'•u*>csK%nc 

fJn^orSii 

trnra 

fchftftic 

EiMiniis ii'i^»4artjd 

‘^I’rnTJrni 

JLipcClc dLfCVdl 

AI-hLil^ Ein ii’iSi^da^r^aS li% Ja^'^n 

Clauuj iiutfiiJLJb CEi las tiLJiyji- del unjEi-cn •calm Ur /atitv v l£cL iniiu perUdi? 

A^fc"ni< vml'E!i:I ih-l iiiarriliLiriETirnIn Jrl r^uf/ iW 

AuIxlLi cn cL Niicli^ cn Japni 

i^rmn'd 


Sc iL^mcH £1 S. iBrahirtoss-rrizgatEVEi). Kili^no dt insocto^ nn- 

i;<3|lflUlliwtl tx;pus Jf d|^ bi.fc||ia.fH,FS 

Ji'rrriirri3_f?Liirf«T 


FrI rxiblnil id2i\ hi4 hpp>^ y :i¥isf^s dc Ini pnuy 

pibras veoc^ tiiriitrjrs humarus 



Kd 1 rnJnhcaLe unu ic dd -Si'rru^kr. Mk’EiHjr^daciM dr] ii^uiL |xuls 

iccc^ aubdj r-ii [mjHirsshLLmuus. pniKipfllmfutc ilr htiidib 


Vc^m! fruprp ik-Xf^rnarid AivDv^JjM'rrrt.v 

Ai^ladLi eL trwdiiTiajnhiK^iii^ y dd itiue^ioras oluiLiai kuco.'idas. Nn s^t 

JiferdfiLia/kki ik TUbrniftn^.^ ikL ~^pij S. p.ir la^ pruetm^ 

lljUliJtLllM 

C^UE^i? Srmilui 

fjrJf n Jivarl'ff ^rrrfJiT 

l^irLFOiilcs |itL»f{ri:qh(h <lcnlirN4lc la 

S. i\qmcfiK^rtnh 

1 'nnH-i-hU op -b-Lno^ |;i^lpLiN \,\^ hil^ridiiL iPn dtf I>NA, grU* i^lL lu^i^n 

aikLira dCiHirt[‘iidd;LS irFnjpjfij prrJJt'Awntt’'uJiVAt Jr .\. Wn fiR»r»li- sra 

^izpara^lo piU Lls pn^tUb IliiXIllituicilt babtruidri. I>ificfc dc^ S. marrmirriJ- 
\ee l.^arahrilliTSJri {-kk CLirtiilrticLi iittiXM “^^rupi .V 

BJdnvyrirpjA 


UrlsisB l-r), ^cLiii lb l+k j -subijbCPuf-J cspcccs Mmi |Ktsi1jw) 

An-liUdHtiUu cIliLx'd flTLiUihlEr AljpiiuLi cepiD prijdilccn pi;ntcnL» mj^iN 

nrfiJN^'nr hi^^HIpci 1 
rJ<-L?Nfr^w i 


{lliff s MK-iflUrl y miisun, nirmbr ly pntnn^ Jin'! Nrtimipfw. i:i Nrn;n..i(>iN I 

^r, 4irmluu. y HfuK^^L pt^MLivu y c&> jTc^rniiurriEriiKJile ui-^ljib cn 

El }iiD£njp> 2 nc^BtLvn pi^ji c^iu tre^ fcicch^no y tia aiilo rf\u- 
prT«iJf> dc uingre ^ Ifqui^io {:cfalmiqLil'dc3n 

itt fiflfO ^/vi7;ii'l/l^LrJ 


Puede tfLwi pi4;jiiicnio ri.]i|t.i. .Ai^-lLuds ciicl ^urlu.-u^uii y ciputu. 

EilicnudADnflKC riTu cfi DiiL^iru?i ^Ifiikss 


ft 
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Cuadro 6-5 CnmHas rrcienlH iinpurt:inlcsE rn Iw finurm rstKbtrfklm dr i'dtrrotuict^riA!ii [cwiL j 

N^'F.VA DF^IONACi6n 

nKSJGNAIl6N PSU^lVIA 

L'flMENTAlUnA 

EJubc^pccJc 

v«if ETUpj Je JffntfW 

4-rrflT 

pH.] pwdc ic[ icppiruki- Jc <ilnr« jnlcr^ifrihn 4^1 “‘cnip^ilc S. put- 

bl-.n|uriiiiL-:Ks aCfLi.iS££. E^if^fn dt>.^ mi^n-rinrvti pcir E.rafLSbl- 

rli^M (+1- 

ruhidcitu 

.^rr.riziiQ pnr/ifimrArulafTr 
^^.n-'ri^rcJ JjrUpOifiC 

I'ti nwdcireh ulvajet. irvwDf>^ y apui. lYmnii 3un cfi muc;;- 

1x03 cLLduu hUlDUfltU. 

Sc pruJLX'c pi^inrnLyi rvi)i>. IYhaL^ ^iskdij- rp1 »r4b Isiiin^rK^ 

Trlhu VI: 

Pn^IcM iuTuieri 

PrfiSe\f3 rtJrJ-cJdn'Jci 

Phwtki iTtlmifii biogrupo 3. DNA 
injjtr 3 

lIjS l>p. iniJah sfdbciru y p^culiTia son (-]!■ 

ILS L'^^i iiiiLil ivnitiru* l!~^)- AixlimiciiEu cIJnicu hrLHUilD' 



^|’| Sc nTimink-jroEi pn aiMjuiiia>i04 AiMada ^rt|*tn viv^^ 

y inLiEriLB 

pj-nr4-4^^ jvnfwri 


Kbciorudjn £!ihi P, e^ oxct!fHn cn quc ts irdnl !•>, 

[]j (-K csLiiliiu I-] y rrHuLcnlr oJ cluf^fcaiLiil 


i=tf/£dPi.s ^iagmf>n 2 

H.S L+j, inddl t *■ iL cmirinu f- P 

AKJtiiiiit nu^ ^iLiiiiTt* fn;:i:ucnle. IrtiL^l. iiilicin^ y cxculina un |Knunm. 

hLigrupoi 3 


Conilblccn c.>(wt:icf^ prfi^lKymcriBc l|l^ w dcii^^n^n ia.KiPHi 

giupoF dc DNA ?. I. 5 y^i In^W i+J. pcm R:^lK3liII:^ y 5';culina t-l- FJ pTipr> 
T>SA ? hfl ^idn dHKvmiiiitk^iTrifnifTOrnrf 

rthVV^Jnrr 


I3;S IkiiKk t^PnaiinB y mnrUiddd u^U* v^riphlrx. tTchnlmj <;-j. PmdLcc 

infccvk^nc^ dc 1^^ urinjinoF y r:i; miclvK -i» 4 nK (kl 

Lucrpn. XTnnLicnc ciiiidm bUi^mpui- iJc^iun^iJus A ti 13 


ffifirgann bk>jnjpi 1 

H.S <-k hwiiLL EirraHn^^ ^inihle. IrtHalftSi y riw^iil^dld hnv 

pnifKi^ dc^iprvHi.94 E; 3 G 

Al^jjTf/iiTfWiJ tm>r^anii wjheiriocif ^ 

/'^fDi-M^cni.-Ni ah a^ifacuriT 

prwLidi^rui hfio^cnap™ 

ly2 

tJnr-P 1 -]. odLipjlnL irtfKcLhiJ fin uniEraL cx zu^UJi cp Jusccs iilair-n-Lan, 

nubile Ci>djLPcd flinn^ 

^■c4i?Li?ii4-/|ur4' 


uikiiiq^ ahbdji clmicLimEntf! cn hunurv^E Sr rrx:i]^tr& rn Iw.^ de 
piiii;LLl9in-h y cn un Iciu df \JiL^ ahaittkJu 

Pffihiiitni id WTiTjf^yf 

Piru^u:, 

UiTiL i-^ i. aJ.iiilhil (+1, lIkp9iL£>] f-k-]k. E'iEiv:i|ulii»cfiljC ij^IlmJj. CD fiiiii Jc ixiiicn- 

hd^iEab^r^d.^ y mmstniF dc 

^rrib'i^nriii fWJii^uinii 

PnHiiIcf\ai} 

Pnfv nfcnciil frirdcriL 

L'tch- f-i. Alncrilo] 4-|, LJio'-il':i3 l^'a.s\eiT^ hiiLladiP^n rtiucNEraN clfnifik-i, 

prink ipLilriKrtle cn heces hvlli$iiu>^ 

^'‘rriMiL'nr'b] AhMirtn 

Pjm'iilmdc} ir^-r^rJiffTCTfiiy 
hiin^ni[>n J 

Lr:r4iL LV|, $Ll.im[LKli-1, LrhntLi-1 AbladiT priiicdpUiTurnid dc pruu, inerws-u 

inrn-uiJd dt lirrUas^ LjUCIdbdLtiaih > hKICficmiUd. Plicdc prCbJlKil IffOir^l hOF- 

1 Trihs V: Jmciirnif 

Irf^'inv jji'4^riiV4' 

CrdifJcJ JC- it 

m^r.'prnJ 

IlLixjjuIniu aiiLEii^c Min.il^i a 1. enterw idrJAC'a. AKEuJa cn d^imi dc TiLiprrHLJic, 
a^un p(na'We >■ }H;crs 

IVWirtW ^WAVjIt^iTI' 

/'jiJ^'rTJV rj/idui2 liiii^rTqyi 3D 

BEL'^iiLlbiiLjaiMKe ^unUjir i cflfcpeifrhJrjjfii. Ai^ludicn ticcci ItuindnM- a:|ciji, 
sucio y vcf risJH (.'nidrrv 



PUcik pr-DilLfCij dijiic-iL ilciOs tErrmirul. linfiidcnalL^ rTKwnlrn^. 4 idriti% y 
tkrmii ctv wre-* hntrrmTnw 

)f /jrA rrJ-wmJ 

Bingrvpn i-' 

5i? cjicuririn iinnclpaLmciiEc cn a^ua. u^uLin ^.'Iuk'iIc^ y pCCC*!-. Ell ■.wasionc^.. 
en hccev ^L;Ul£|-e y CS;pLlJID TUJn^l^. PlTCOH VCCfl ■U.^KiAdO C«1 CHfCTlTKdaiJ 
^aALmiriEchlLpal i 

l>rTjnrdr iirtrmTrdia 


liUkiiriMU CA ujjuii duicc, df ua*- cluucalcf y lUninuJu ucudli^m. 5c li«i 
tkJLaJo ecpu rkialjdai cn heen, un^. Iicriilji^ yc^riru hpiiuw- 
Ftr4uh1«nHit^ n<^ cii una cati^ dc rnfeTninlAJ f r^crmfiCfi^CiiiAl 

y^rswM KrtiJfnsnm 

Bittjnpn dc r 

tncLi^rrlrA era bcudl iLjeln y LmiraulFs 

1JLS ^ jiiEar^n cn Iicccti. Min^r-c y (inrkd tiumanasi No tuiy c^iilcrKia dr 

que pucia pnxhjcir cnfcmrr^J-Pil pa^truiipcsLiiiaJ 
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Cuadro S'S Cwnblos iccirnUs tmporlunles «d Ido j^neros estilderldos de aalirobactertas fetpat) 

>LIEVA UES1G.NAC16N 

de5k;naci6n premia 

COME-VTAEtlOS 


JWtijViio liia|;iC|fv> 3a 

HF^VpJf^T7icaQl^nll^ Ki1lhit:ir a t. ±'iTJr>T^r)/jl[d -d. A^^lM3a cD hunauUA.. UglJl 

dc 4 :diihijdi] hiJiikMi», unK y VtU^CLiki LiuJok 

YtfjiAin pfi.-ii-'i 

fTfJfdTn )fFrfinU\ 
iiib/irut/rtii lubrKpecK piiiiM 

A^Plc Cjiusnl \ie In \k3Ac 

ymiaiit punuii^NIkrtTu^t7Xlt 


Pi.lC(|i± piciducir linfndcMiiHi rrLcuM^ticnn dui^eu y cn 

hLirtl^tfc'h 



HiiH^arink^fnfme ftirnjlar ^ V. ^ tkec» dt pitFrox. aifua 

y liccc-% huiiufljLt 


“bitcieKji de Doca rujr 

IVkbabJnhdlU uAI>Jird -i uji iLK^u ^Acru. d« k4 peo(^ 

repuu 1iuii'.ii:iDJ lun cnlrentiLliiDVDlF warm 

LAO; hiina. Offurma: MfO: wfilfAW, f^O-‘ r-J > A cfpaijxinm'M: f-Ji: > 90^ dt Lu 

rtjm (r-Jr wamJ^'r. 


Canderislius claves paia la idejitilicaciDn 

de las especies m^s cornu iks 

Ell cl cuaidro 6-6 iiiucsUdii las carBClcrfsilkes c laves Jc 
idontincacioti Mlilibukii para sepftrar ]t>s ^nerm cstpblccidos 
dc enlcrobacterias en siete tiibus. Los estudiance^ deben cslu- 
diar estc cuadro y aprender a ntegoiizar itn aislado desconoci- 
do cn uni dc CJitas tribus si'iSiTt las hases dc las neaocifrncs f|Ut 
sc observan en csias pniebas claves. Las siguienieii obscn’^acio- 
nn ayiulardn a los csludiantcs a idciitificar las cspccics mJs 
comune.<i. 

Los imembros dc EscheHchteag llencn las siguientes icac- 
Clones claves; indol poutivos, tojo de nieiilD posiEivos. Voges 
Ftoskaucr negativos y cilrato negatives (c[ eJeinpLo cldsico de 
l<>s rcrmeniadoro dc dcidus minios). Sun rKgaiivos pani lodus 
Las olrus pnicbas bioiiufniicas claves; iulfuro dc hidrdgcm). 
fcEiilalaaina desaminasa y uica. Obsdrv'cse a panlr del cuadro 
6-6 que las espscics de Skij^flls son similanes a las de 
Efchfrichia. salvo en que sun negaiisw para el gas CO^ y la 
moiilidad, 

Etlwanisiiftitfae son siitliUlVCS a Els{:ltt!rlciirt!tii :iJlvo para la 
pn>pic<iad dc scr sulfuro dc liidi6gciio positivos. Los csludian- 
tes pueden pensar cn Etinnrdsittia tttt^ como £. coU sulfuio 
lie (lidnSgeno pusiiivo, Suinj/inflifof sc asemejsn a 
sittiti. salvo en qge son indol negatives y dtrato positivos- 
Ciftifhatter freundii ts similar a saivo en que cs 

tislna negolivD. C ktfseri diftcre dc C-ftvnfiiiii pur Kcr sulfiir^) 
dc hidrdgcno negative c indol posilivo. 

Klfb^i^lifar cstin compucslos par miembros VogeS' 
PrtKkauer posilives de las enterobacieriaR. Como se muestra en 
cl cuadro 6-6 y sc ilustra cn la Egura 6-2, la mayorla dc los 
miembKHi de e.su irLpii pftvduccn canikladts iiburtdanlcs dc 
CO,, Innto quG la porcidn profunda dc los agarcs inclinados 
KIA y TSI a mcoudo cs empujada tiacia atriba tiasia miiad dc 
camino en. el tubo. Obs^tvese que las especies de fClefnietfa 
sun Inmu^iks y que Ptintneac cs triple dcscarboi^ilBsa negativu 
(lisioa ncgalivo, argiDina ncgalivo y omitina ncgatlvo). 

PfQJecTue estac separados de Eodos los oinos en virtud dc ser 
feniJalanini dicsjininasa positivas, vm camclcnslica nclusiva 
die Bfiia irjbu. La reaccidn de La urea para las especies del gtJne- 
ro Pwfeui y Motfanelh y ima de las c&pccica dc Pni'id^ncra 
(P. rucrtemcRtc poiiitivi. Amba^ cspcelcs dc Ptv- 


leiis tnenpcionadas cn cl cuadro 6-6 son sulFiuo de hidrdgeno 
posLtivas y muestran molilidad nscendenle 

Yffii/tieae Tcprcscntados aquC por la espede aislada mis frt- 
cucnEc, y: entf/vcofiiivit, son inuy similares a lus miembros de 
EH^ifrkhiwf, c^ccpio cn que K enffsuck ser urea 
posllivo. Los cstLidiantes pucdcii pensar cn i[ enterocoliiica 
como £1 coii urea positivo. Observese que la motilldi»l de ¥. 
emen*adUiru es negailvs a 36 T pern positiva a 22 

En cl recuadro 6<S sc tnucsiran las rcaccioncs clave que 
deben recorder los csludiantcs. Cuando sea ncccsorio cunfir- 
mar la idcntilicacidoi dc tmi cntcAnbaL'lcna comdn con im 
pQtrdn hLoqufiniiZD inusual o cuando se sospeche una especic 
pocD oomun, seri necesario oon.suEtaT el cuadio 6-7, que pro- 
pore Iona las raaccLones a 47 susiratos bioquimicos de todas las 
cspccics lie cnEctobaCEcrliis que lienen numbre. 

TFIBU £SCH£Rm£A£ 

Los dos gjcneros deniro dc csia iribii son Esctieticfiia y 
Shigffta. Como primera rcnc;iL6n, cslo& dot& gnjpos de bactC' 
ria.s no parecerliirL esUir rclacionados debido a las difercncias en 
ks car?clcrislicis dc crccimicnto y cl aspccio cn Iqs medio^ dc 
aislamiento entirko {E. coli canLcterlsticarnente fermenta la 
laciosa. Las cspecic^ de Shis^lia, no). En general. £, coU e& bio- 
qulmicamcnie activa cn comparacibn con la;; cspectcs de 
ShigffUh que lienden a ser inertes. Sin embangiv E. atii y las 
especics de Shi;;t!lla e^Un eslrechamente iclacionadas desdc el 
punto dc vista gcikcica; de heeho, las cuatro espccics de 
Shigeliil y K- ^oii farmon una -sola c&pceic Kobre In ba^c dc cstLi- 
dips (If hibridaci^n del DNA.^ Sin embargo, como las especies 
dc Shigtflia sc asocian con un espeetro cspccillco dc enfcrmc- 
dpd {disentcri^ bwilarl y, como cnisten cn cl ccmercio anli- 
sucros para la llpificaci6n especifica que pemiite separar £1 
rflii de Shigelin. seguitemos elssificando las espccics dc 
Sfiisttta en un gdnero separado. al menns por ahnm. EmperD. 
los cstudianEes deben Dbsa~viir que puede scr diffcil (lifercnciar 
dertas cepas de £ aili ferment 4 dora.s mrdfas de glucosa. inmd- 
viles y bioqufmieamente Inactivas dc los espccics de Shigelia y 
que algunas raras cepos dc cspccies de ,Shigeitii (5. 
lambi^n prtxiueen gas a pmlr de la tcnnenEaeidn Je la glueo- 

HI cspocuo palogdnicu de £. coU a muebo mis amplin que 
cl dc l4s cspccics dc Siiigflia y Ins cepas lougdmess dc £. coti 
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Hecuadro 5*9 Hecl>ot claves para racordar ati Id Idertifica- 
cldn de Entprob»ct»riacB»e 


Sullura da hldidijeng poEiliuzs 


Tiri^rjn'f 

t^pcckCFi \\c .Si?^VIviyjnV-i hvfriAi 

OrnJw/f'r fftMuif; 


Vf^gB9-P^Kt3^l^r pmrtmr 


E»P^’kSl dc WE-drj|>Ui2 CspWKJ- tta 

Eipcciti tie £jirrn'(»tr£-N-r |-Kp?vir< dc 

Lie ff^Uw 


Fcnilalanana dBiaminaia ^lilivai 


B^pcvks tk- rnfif^iJT Esf^ies de f*ny>'kitni'ui 

E^pccws dc 


Inmdtilflt a 3i6 X 


Eipirt-lcs ik dc A7r/M^r/Ai 

E-^pccifkile yfniniu inKwilc-i .1 22 'C’l 


pucdcn cuu!uir sinJronies d:i 8 enlcrif 0 nTic& indislinguiblers de la 
jhigclDsi^. En ulgunoii cuiius. pucJcn bcr ncc'narjab las prucbas 
scTOl^gkas para difcrcpicjar cjcrtas ccpus csircchanicnic rcla- 
cionadas. La& caracLcrii^tjca& clave do Eichi-rkfticae sc prapor- 
doaan en el cuadro 6-6. 

fi'dASJv EscliBrlcliEa. E. cnii es la c^poeie ilo bacToriia fioci]pt;Tjbd^ 
CGJ1 mayor fpocueiKia en Ick ]ab<.)ra(orin^ elfnicna y ha sido 
incriminadn cn cnfcrnicdadcs Infccciusas c|uc afcclan cii^i n 
cualcjuicr Icjidu y ^iislcma urgunieo humanu. Eh unu dc ]u« 
microor^anismos mas frecuente^ involucrados en la sepsis por 
grimrKcgaliviOs y en cl sh<ick tndiccjiUt pctr cndGlo:iinas- Olras 
infeccidtKS habiiuaJej> proJucidas por L ar/i son tis tic \i£ 
ttriqiiiriioi y la do ] j\ hciida.s. la neunionfu cn Iw pacicnEc s hiM- 
pitalizodos inmuaosuprimidofj y la mcniagttis cn ios mcli5n 
naeldas. E. se .scmd pifica scihne la ba-sc dc sus nntl’gCTIC^ dc 

superlkie O (somatico), H inagelar) y K icapsular). En la 
actualidod sc cccD-noccn mds dc ITO scrvgnjpvs Jifcrcnlcs dc 
anlfpcno?! O.^”' La combiiiaci6n dc Hinfgcnws O y It define un 
“SiCrotipD" do un aisilEiidiK porejcmplu. E. lWi 0157:117 en an iiC* 
rDtJpo de una cepa vim Ionia do E. coti asociado can colitis 
hcmorragica y Nindrnmc urdmlcn hcinnlClicn. 

E. coli que producer flaslmentehtis. Cionas cepas de E. 
coti pueden pruducir cnlcnlis o gasErocnlcrltis par tiCLb; incca- 
nismos dlsiinios, quo cunducen u sej.s tjCiHlrnmcs cllnicus dife* 
Ecnicii. Estas cepas incluyen E. coli cnlcmtuxigOnica (ITIliCJ, E, 
cofi cntcropaldEicna (HHECj, f. cati entenoinvasiva tElEC}, £1 co- 
fi CnlcrOttcniarrdgicsi (EHEC). E. coH cnlcnKtgrcganEc (EAEC) 
y E L‘tf{i difusanionEt: odlicrcnte jDAECL''^* (Vdanc cuaJm 6-S), 
Los aislados dc EPEC. EAEC y DAEC su cofiictorkan par & os 
pjtitinesi distiniaH dc udhcjicticia a las cclulas cpiteiiales in vilno. 
Las cepas EPEC se nnen a las c^lulai huifspcd cn un patron 
denominado adhcrcnclu local, en el oual se Fnrmafl microcnlo- 
iiias sobre las suporncles dc las c^lulas. Lus aislados do EAEC 
sc un.cn cn un putr6n dc adhcrcncia a^roganlu coiactcruado pur 
una disposicidn similar a ladrillus apiladrw sobre las superficies 
dc lasoiilulii'i. t^oscepas DAEC estan detmidas parun paerrinde 
adhoroncia difiLsa en cl outil Ihs bucicrias eubnrn ditusumcnEc la 


lotalidad dc la supcrflcic cclular^^* Adem^s dc las sets dascs dc 
E. coti diamcicogdnicas mcnciunadas, cxisten oEraa clasc:s po- 
icneialcs, cumo £. evti pmduciora dc to?iina citolcEnl disEcnsora 
(CDT) y la £. cf}Ii desprendedarj dc ccLulas (CDEC) no carac- 
lerizadas aiUn en Torma completa.’^ 

Si hien existen ensayns para identitlcar todas las caiegorias 
dc E. coii quo pmducen gastrucnlcrilis. cn la inayorfa dc las 
caws no cs ncccsario idcnlificnr un patdgefKi cspccffico dc E, 
foii cn un pacicnlc panicuLar. Ed casi lodos Ids pacientes con 
gahlrocnEcrilis debida a £. caii La diaircu sc rcsuclvc anlcs dc 
buscar atencidn medica a luego del tratamJenlo con antlbidii- 
cos cmpfricas administrados para atras diarreas bactcrianas. 
Pur lu lanED, cun cxccpcidn dc Ids onsayos para la dcEoccidn dc 
EllEC fcjiplimios iuegoL no sc tCBlizan cn forma habilual cn 
cL laboraCiona cHnica ensayos fenotfpicos nl serolipiricaddn de 
E. roSi para ct diagnt^sticn dc Ins cepas diancicogcnicas. 

fJsinp^olf^'a deeoficnternhemarHi^cb {ElfECl. No 
hc canociA la imponancia cifnica de EHEC lia.sta I9R2, cuandu 
cslns ]]ucrDor]^ajiLsmos fucren asdociados con dos trastonio-s 
cuya ciiologia sc dcsconocfp hasla esc momentu: la colitis 
hemonni^ca^^^ y cl sifidfomc im:ntiC[>heniolitjct>-®^ iV^a-sc 
recuadro de carrelacidri cifnica 6-1). E. ctiH 01.57:117 fue el 
primcrt.>dc las seniilipos productores de losiina Sbign dd que sc 
bupo que produoia enfenneJud bumana. Sc dcnuiiiLna as! pur¬ 
sue espeesa cl 157 iintigcno somalico (O) idcnliricado y d sep- 
limu aniigCTio nu^cluj (If j. Eniie Lax caraclcrfslicas mas impor- 
lantes de virulencia de £. coti 0]57:H7 esli^ su oapacidad para 
pnoducir una o mids loxinas Shiga (lambi^n denaniinadas vero- 
ciloluKinas. antes cunocidas coma loKinas stmilarcs a la 
Sbiga). La luxiiia Shiga 1 (Sul) cs indistinguibk dc la to:[lna 
Sbi^a producida por Shigella dysentcriae Eipit I. La tuxina Shi¬ 
ga 2 iStx2) ss una niolecula mtis divergenie que tiene milLtipies 
vadanies (S[x2. Six2c, Su2d. Si!i2c, Six2r) csiTcchamcnic 
reEaeLotiadji.s enire si ptra con uoa rdmetOn rtiSs disTanic cun 
Stxl. Algunas cq>us Jc E. coIi 0157 ptoduocn s61o Sixl. sdito 
S[x2, ndenIraK que otiox prcKluccn ambax. Lcls EnKijiiLS no impli- 
can nesgos equivalentes de producir slndrome ur^imco-hemo- 
llticu. cepas que prodocen aIVLu Scx 2 acarrean d ricRgo 
iri^)iinio: lits cepas que pruducen sdio Sd I ticnen d riesgo mis 
baju. micniras que las cepas que clabum.n iimbcts laxinas aca- 
rvean un riesgu mtctmedia. Aiubos laxiniu e.siaii cuinpucsuis 
por citKo subunidadcs B y una saEa subunidajd A. La subunidad 
H se une a glohoinaosilceramida (Gb,), ui^ ^luoolipida hulludu 
cn gnidns v[^[idus cn las mcmbrana.s dc las cdulas eucarion- 
icii. Lu ttubuniilad A cn una cilotoxinu potente yes ncspoitsabk 
dc la lexiun cclulur La prudu(;cidn dc iDxirw Shiga na C5 par si 
sola suficienlc para prodaoir cnrcrmctiud. Oiiai^ fiiotums dc 
virulencia idcntificados cn E. cod 0157 incluyen un plasmido 
de vifuLenctfl de 60 MDu IpOl 57| y el locus de horramicnla dd 
cntcrocLiD (LEE). El plismlifo dc 60 MDa codifica una enlero- 
hcmoliainii (dciipnudi EIIEC-Hlyl que puede perrnitir que E. 
cifti <.>157 uiihcc la hemagtobina libcKKia pur la accibn de 
EHEC-Hly como luenie de hierro, estlmulando uii| el creci- 
micnlD dc E. cod 0157 en el inies;^^.^^** El LE{E contiene 
genes para unu mal^ulj dc adhcsibn <LnEimina!l y para utros 
j'oe tores impaitojitcs pura la pirHlucciun dc Icsitjncs dc Eijncibn- 
bormmiento. Las manifcstacloncs ciuiicox dc la infeccibti por 
E. coli 0157 van desde la pnrtacinn asintomdtica hasTa diarrea 
no sanguinolenta, coliiis liemorrigica. slndromc undmico- 
IscmullticD y muene. El perfodo de incubaciAn varCa de uno a S 
dlas. cun un intcrvalo pn^medin dc 3 dlus antes la cxposiciAn y 
la enfermedad. La muyona de Ids pacientcs con colitis hemo- 
rragica se recuperan dentrodc tux 7 dias. En lux casox tfpicos, 
la cnlcrmcdad cumicnira con cblicns alxiominales y diarrea no 
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sanguinjolcnm. Las hcccK pucden tomaTw: sangumolcfitns liicgD 
Je I a 2 dias y la caniidad de !^ngre varfa de!;d« algunas [h^que- 
Aas cstrfas ha^la hcccs quc conslituycn pur uumpklo san- 
grc. Sc piTcscnian v^miios cn cl 30-60% dc lus casus y la ficbrc 
lovc [] c^Lj umdilc.'’' Sc ha ccinumicailo sfiidr^^mp u[ii;nnicu- 
hcmoliticG luc|o dc una infcccidn urinaria por EKECi^-^^^ sin 
cmbaigo. dchido a sn baja prcvsilcncia, no parcce jiistificadu 
realizar pruebas de mtina de los ai>iliult!ts Lu inarins Jc F. t-itii 
sorbiioi'Cicgativos para la presciicia dc [osiiiia Shiga.En Tu 


actual idad, no sc rccomicTidan los antibidticos para cl trata- 
iniemo dc las infeccioncs pm f. i nfi 01,^7 dehido a la prtocu- 
pacidn dc (|uc su uso auinente [a pruditocidn de loxinas Shiga. 
Los genes pan cstas loxinas sun eodiOcados por bactcTidfagos 
>' los anlibidticos t]uc producer irduccidndc bactcridfagos (p. 
cj.i lluoroquinolonas. trinctoprima-sulfametoxauiil y fura^uli- 
thma) pueden aumentnr la expresiAn de Six. En vista de esta.s 
cuesiiiinen, sc tccoinierda a Ins laboraloriON no a^oiuiticar Iw 
^^4?ll|Lado^ cle la sensibilidad a los anl[hi6LicO!h para los aislados 

B Est igiTH del dr. VaFbr Eso 
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dc £■. </>^r 0( 57 u iitios ai^iluJos dc E. coii prxxlu^U^rcs dt loni- 
nj 

Epideniiologln de b'. coti cnten>htmDrrdplcii. A ottmicji- 
r<K. dc 1443. ac pfiidujo cl hrolc mas grande dc kto^iicacLdn 
aiiimeiiiariii jvw tS. njii lia'iiia la fccha cjusjJa piir b. ctjfi 
Ol57;H7 cn kis csladcis Jc W;tshinglon, idatio. Calilomia y 
Nevada. En conjuntu, .sc i::i)iiii]nji'4uci] .‘>82 casciFi uonrintiuJiis 
por cullivo que piodujcron 171 hospitalizacionesn 41 cases de 
sfndtttitke ur^niico-hcmoli'ijcr] y 4 itvucrieK. Sc implico j las 


hamburguesas de una unica cadena tie restaurantesdc cr»miilas 
r^pidas. Sc cunsldcm que cl udgen dc lu inajuina dc las cnlcr- 
rcictLidcs icIuLiurtadaTi ccii E. cn tes Eslades UniiklLS Cb lu 
came dc vaca molida. Las tiambLir^ucsas cn particular ban sido 
la cauiia dc rnulriplcs brntes dc cnfcrincdatl. Rsto s'c debe a lu 
alia pt^valencia de infecciones por E. coli OI57:H7 en las 
vacus. Para vn rvMinhJn de Iw raclufcs dc ritagu durante UjJcs 
los pasAS dc la prcduecU^n ile came \'acima en cscala iRduslrial 
desde La granja hasla cl tenedar vdasc la levisidn de Mejer- 


B Estigmadel dr.VaFbrEso 
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Cliadro Ciaracleriiliciii cla\^ dc £L noli dbnxknscnicii^'*'^ 


T^icMJNO 

AURKVIATI HA 

i i:MD r]i*ti rAWrciKNO 

V KiK^iriMA.S 

cvtIp 

t^wi: 

HlibiTTiifirtu iJcirFiUFiihj^in^'q Itrrnnlihilcs >/iHct- 
iniiiMi'Mpi 4|ue JifiqiL cl fplielin 

fdLicau> La pmJiKiJidfi Jc Laiuu c%vl mcJiiJjL 
}HK pLivnidirf Jf \at\t iri^'druaiJi' t. rr^iV ^ert'iitaj- 
jtcK fwjis, i)\^. fvjii. 02T, r>TK. im. 

0fl5.092, ftl 15,0 L2Sul-, OJ J9. 01 -43. Oli'i. OJ 59 y 
IWfehasta 200?. ixunicruo 16 
buma dt infccciimci p!>r FTRC tti l<w hsiaiiiH 

Y cn harci) j 4 k crL3Ccnp. £. iyid 01 A9; HJ1 
lur iJciitiliLaUB eii IO htcAii. L-^lc M:ir>tLpn 
iJEiiEiiici'NCD 1 lie 11 tmilcfi L'4ti]EirED:hltM ppT 

E■TCCimw%^l^ I94^y'- 

AMHlJhlns PHI JIK sindAWlPH fUniTiT^ imprif- 
lAlHC^: “'dlibrfC-J I.l^l Uik mns dtf hm 

JX1L1C7I CD VI3& ik: JcsarTiillip y "'Ji^ititj del 
TieA^h art iniciip bruu.'u lipicip crwi 
prriwifi torn? dc incuhaciDn (hnra.'iK 

Lji diLUTca LbL'LKpjB pmfuisLC^ cl A^rilLiEni 

ptcdLiUlitiBnic liiBbiloj j l-Jilhrrir i/jiJ^rErr.i. 

CQ^i .H]ii Mfigre, nvpco tii ftus A 

iti£ilulIi> ic d&>jni]ui1a por cOl iL-4K> 

uaki li^ici. Ln UchkidialLbL iqiii y ^OflbiEuS 

ucuiTLrn ED Ql|uicni LaMJi 

£. ■ li^rf cntc:ri.ipnLi;^en4 

ZPEC 

.Sc ajJIn^kq « Ian cpildjalc^ cd 

TnKFncnlrffllrt IhcjNtwUc qur pfTKhiPCn k^u-wiCT 

^k rtjjtvfrti y t>e>{>n;n4licnH;iiCLi" -^rupniT 

JKH iV'fl.Ortfi.liH L [ .□ n '*,«! JH ^7.0 1 y ni 41 

son Im invciLucrwJns cwi froewnew''*' 

Ifiv^ikn lascrlulAh cpircliilcscak^nicu^ 

Ef^ibiiEuaJiiicnlc tHutre cn ]jtldfi4Li 

Sic canctcrijpip por ffhcf Ln-c. nmlc^iir jew- 1 
r^l, \0rDil4y-hy diacTVLi £u.iJ4iNa. prniusii, ^h~i 
|C ruD k-'anELLiJ dc tt£h.s*^ pifrn Acn iiajiipriE 
nuLnjMjCipicLL 5c 4jl>HEi~dJi rciDUJCitui rn 

Ibn hetec n61ii h 

f. rtpVj cnEcruirivuiivi. 

EIEC 

La fcilLijciiIj El llui iJuiilicn 1 Ij lIc Lit EiptLica itc 
Cflfni] surrde ceki In inaynni 

Ail LninOvik^u ^4Tnlc^t^*lJLl^lf i.^ 

nth fcniif^ic li y Ia^ 

wTTognjpos irwilucmtln^ crai mjyoF fne^uenepp t^wi 
n3«ac. n3^. IH 014VOI-U. LH?Sj 

> ony+^^ 

L..I iDfmiii^EL w pmccLCLi prink'iiulicicnLc 

CiWftrt dnrtrt ifclisTiqiiiihtf la 

ITTKC, AleurRi^ lukricntes pre^rnbn vn m"fi- 
droiiw [I.W, punnifk ^ottrw.l»cnbN 

win li-chrif y c-nlui^. J.ck siniomnN luin rwcf 
hitbd iirpcinKD dc dcfcair > IcricNinih pct- 
LjL. kiniErc. n)iKi.i y eilviiH^.^ Cn 

Lis liccr\ 

t. cnbcmhcmiifTtigcrit 

hHhC: 

ti-liNiriiciL'iEi tie UuiikL-h Ipl1ij^:ji. lam cnCun»lp^ina y. UL 
4 . 0111 LI- EPEC, pEiJi]Lb::i:fi Icsionch AfE. 1:9 ^dlJpu 

iiijji t'nfCUfiiiE cjb [J 13-7:1 IT 

m^TTW sipifUMKsVtlia sin biitntili*4. A 

QLcnudkt sm Lkbn. □ 4k4ijr^itK^.^uuL 

lir-i UiIdI^ ISictlr tivisirriuar li.ri'.l i ■■! ■smilrii 

DK m^miccp hdnMplilic4N 

cnteroa^rt^Cc 

LAEIC 

5^ ihlhificn j Va'- c^Jubs cghLclialc^ eei i»n ^;iiri!irt qkJii 
u: ll^cll^lcj^ 3 . Liru pla ilc ]jdrlLl4H y pciicJiiicB iIjilI 
lininj umjLjr u ST iEA.^TI.I, EnJcjiLi l^rdhil^hil } 
fjrttircN citkmi^ijdOn tltf [a'i lltnUv OentTiJiirWiJrjA 
Grabmih iJc iidhcfcrwij Jigfqtantc tA\T} 

Ejlt'crmrLLid ifiiri'diL*! M!Cjr[-Dl~j. BiULOiiSd 

^uo^a cm fichrc \t\-^ y pocoo fungun 
M.Vni[n, difjKKKZKWics siiclcn f^c^ ilLh. 

inH-TinL'dpittL m kuPLii:iLjiii riicjfc.s 
rBciLipcr;i principfihncDSc lIe nifimi l'hwi dia> 
Tm cnVnicn'^^ 

E. cafr diruuuncnCc bdlKPCfit^; 

□Arc: 

odhicrer u lo^-Litlulai cpiLcELiIck cn an patrCjn 
dIfiL-cn y CriLn-i^icHfMn un jEn qu? c<xJitH':L Las FOi* 
hrint dc MiiNrrflCrie Utf7jetl)*i.ts^ hlK4^ 

Lu niiiyuffa Ue Bui piicJcDlch liciicn dMiiic:!i 
^'LU>ia j^in sajign? ni IcticociEfr^ 


Broscta y cols.’^* Scgiln cttcuciilii.'i rccicmtes de canastas dc 
mercado, E. offi OS57:H7 esta presentc en el lnO'2.5^ de las 
muestras de came y cte aves. Tsmhi^n hj prcscnia ton merKu 
ri^ueiKia en niue^ira^ Je CffldfhJ y cerdo en los supermcrca- 
dos, aurniue c«ios aislaJos podri'iin surgir por contain] tiaei^n 
secundona cn cl drca dc camiccKas, En los EstadoA Unidus, lus 
cu-stis tendieruii a oouffiircn Ids dos dltimos icrcioi! del ano y cn 
los estados limftrofeTh con Canacla. La infeccidn fiersjsit en los 
rcscrvnritJS aniinalK en pane pof^ue el mkrooiganismo sobnc- 
vive en el suelu durante largos pcriudos. Oiros ajilmalcs. cumo 
ccnjos. Qvcj4LSi+ tricrvos y concjos. lambidn portan EHEC, y 
muctios circles alimcntos y cl agiu sc pucdcn coniatninar con las 
heces de aniuiales intectados.’*'-*^ Como rcsiihaJc] me pmdnjc- 


roi broles cn los c|iic tuvicmn panicipacidn suminisTrus muni- 
cipalcs dc agua, '"' carncs de venado,^'" verdaras crudas, retiue^ 
ficin,'^ Sidra de manzana'^' y bnHcs dc alfalfa.’’-^’ AdemJs. 
como cantidHdcs intreiblcmcnte bajas de esiw micTiwrganis* 
mos pocdcn cau^ar cnrcnncdatL han ocurrido infcccloncs por 
Eransimlgt6n untrc personas cn familias y guiirdcnas. cnirc Iim 
ninos duriuitc lasi visiias a granjas leciaeraji,'^ cn ^oologico;; 
dnndc se puede locar a los animalcS''^ > enite irhltvidunsi 
eapueslOs a ii^eFTfn y ii'iros naaterialeK del suelt) cn fertas dc 
e^poslcionesi de aninialfis.^*“ Si bicn 0157;H7 cs cl pivtolipo 
del scroiipodc EHEC cn los EsuitJos UnidoN, tiau reconoci- 
do cn otms pafscs otpis dislintos serolipos conao U2f):H3K 
I>+R:H:I, 0]()3HH2.0I I l:NM{inmiWj||y 

B Estigrradel dr. VaFbr Eso 
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HECUADRO DE CQRHELACIQNES CUMCAS 6-1 
Colitis hemorrdglcB y aindrome ur'6mlcO’^l>en>olitlco 


El iifdHUcx>lkCJi]c>Ll'£U;Li uluj cnfiiEiucJfiij IcuDilHjiCimj di: la 

nuLAAaKyLaLuii jcnal cn !ia4:taaJ Ij c^lula CIiJiMcILjL Cii til Aihi'i pfjmiTh'i ik 
daf^i^. SeiklirU pM Urta Tfi'yjcii Uir ; I ji ^lirinHc-hs 

fRfjPfn^LsoKinia li?nK»IHi« n«icn.qnipLi|i^ri«J. 2) mSu4^ii>fi M 
rccucnlp^llc p]aL|gctiM itn?rTihij^^lLiipcnL:ri- y IjuyriLiciwij tcMiA a|:uJa. 
quc %c p<irv cn m-kkncui prar un fniaifc fitiracUri pUmicmljir y 

volume-n unnanD hajn. El sirKtnifDf ur^cxvIuirinlftiiiT^ la rait^ finncl- 
jial Llif invuikifnciiL rt^niil Uj^UHla crt bIJIhas. Em mu furjua ULb friN::Licuk. 
csit HPilrrvn? wti preredidu Uru enJcmwJ^iJ diaireiu^i tpwc m: prcscnu 
can ihcibir il\loii'.in.il pmw, v^imllfK 3 diirr^j aiLuiTvj, [ a di:iimi :iilL|[iitLir 

lue^oisicrtjis Naiifuliipknra> 0 se mknm.^picamemf sinji:uii>i>kjti:a 
y, a fKAur Jc Las fPthMffra. 1 4lc cudcix lus yifl^ litibm pUCA llrtht- l> IliCii^tLrkl. 
IL%L£ Gr<uiijiiii1ch iieibh J ii'nlDmai ^fe-riuidlna Eniliti^ hf nuiiri^lfiL-a I d 
h;M:3ms jdiLN itnivcc. pittk i-K.’Uinf prw cidiris C*m pirfnmi^'tci 

En piKimUrSn. k ipiJAJc dtr^anvlliir un^i c^lc-JUL^i^-CDtc'fika hJK‘4^>^e 

EllcoUelv ii^^udtiiioL n^iL!fix»2!j.iiisinLi» EllIC L^olt'^kizin d liuftLiiru 

[^cn3 a lr;Lvi?i ik Ij fcPHnaoL^ hsi^vie^ Ji]t:iT'Dtn:ii.l:i^ ik- hj/iLUMi V 
hiirrjirit<TiLip tfuc jwiifPLVCiL'H^aii lai^Cio iC 4 f£t:|'u calfc 1~ddEC y la super- 
fkk 4k la^c^lwl^i.^ qiitelwle^ in,1fd:iiiilcv El djc^JirTnlUi i,k Icmuiac^ ik Hjii' 
ciiin y t>iMTDjnuaito-Tc^ukrr. uhjcIhi femes qLie; s« kvaluin wbcie un i^lcitc 
de pB[43£enLicid»d craDM]Sj5riLico4k jl5 kbdrnonunkdo Iccus. dc hnrriimiefi- 
[u ckl L*ii[erni.'iHH. t^L^u Iacf^4mi7;u:-idn, KKEC [ViKtuee iuuilis Shi^u 
e|ije sc liaM.iJiKiui kh e:in;iL]:k:ic'iD, Eal vci tfuL-ili Ij,dia v pL>r cl iiieiicsu iIcluis- 
Ecifr^'Hiii • 6c nculTvOluL Una yci cn Ij L;in.uljki>'Ei. I.i lEitiihi Shifii iiaja 
hd!^ riikwkK. duKk K [rfin<d^^da > ^ unt a tnnw 4k 9:is ^ihurucUdes 
H Lk Ea liPltrlha a reL^ul-fis jxiha cl (lbCDlipi(V> liemi'iP ^b»bL»tliaM.TiikT:CLiJlli- 
eLi fOb,} ]« iJ^lgks JUrw cndgldkikis ^InrncruljjTs y iarlu- 

liH cpileliDtf^ vutqjIaiTt) l.iKpi lii Id^iiiuh c-« jfiEpnialk^dih y w dirigi; al 
rctkiilD dnruk l:i ^iilMinidad .4 itnica inactiva efiTimirieor 

lueiite kia fllKPsiMTiLct y pi^iduL'f tfiliibiL'-ida de la ^kLchbi y 4lafSLi 

e^LiiIji EvUp L-UDiliR^i! u Ij luiilcfjL-LiLTtl dc tak L-cUllub ChtliHcllialek 
glt'^nufulafcs y al EkN|Mt>iidihii«i[o 6c La fnainlvaha hk5:al ^ubyaeenu 

L^ipii hL^li^arU'Hii sccUniLitia l..•.ulll dc las filiiLjyEltis L^t'AlliLi la 4 ;:i'i-i:’JnLl lic liL 
C4>i^ul^u!ki. 

EstH secueflizia ik AeiimceehnikAtois dj lu^Mr 11 sj|^iioi-cld»in.>s kl 
Himimme- un^jDkMu-fKWpldaDu niediadn porl4>xina Shija Ij esicadlak la 
Ci'airu|*f Ml^fi ^LiRiJiict fli Jepi^ico ek Ui li^ug ^Lsir^hiLftiLcms^ 

lie kii u jpilDms y ^L/iallaiiupnEip dc cnLiuciUii cikjnc&ct iiLEciiLiB jUutcuj' Ups 

v-jMik dafiKkM. El eiijtlEBtliCdLcp y ti'J dcif-jm-i dii^ Id& Ca'lEtl'iciLOS- lltf\a ii los 

Criln:CilL>s jnijrneiilanliis lipiicirv de la anc^nlj IktitigliCiLia IliiL'ItbJIjjhliipdfllCA. 
t3 ^:Lirtj4nin,i pli^Lffs gijiicsa civnilHKiiiK^ieinii >■ lii- wiepnii*. junna \rim d 
rUij^i awfipfiwri miringidrp9n*< riflaneis 4cTii’&^n insuRciend* FPn43l.“^ 
K4^ cxisxc Dtnfun fratamacntD n}CTig>n?lh2d<.i fucia de la asi^erx'u dc ^>4^. 
I-.I tjatamleiwn oiiiihiCkKU dc \o\ ni^ik lnfci.i:ii(^D ikk H. 013? 117 
iiuniriL'iii d fLCkCtJ k slbdjumc ULdiuLw-JkonalLijcg y. pua \o Jrix: 

Eti ki 4iclUij|idaJ nc tv^Ii^^ii] in^C^iyE^H-nilc-s p^n deKOTidkr iuiik~ucriHiTSi 
4;^|Yi;i^icl:^ I’eifiCru iis rgsiiui^ Shifu vtm cl Tin dc hk»\|ueLvr sg im^^n a ki^ 
4:^]uh» efid4itclij.lc4 y Icit nruluftj} k rwcpictm k Ch, que 

jHicden fldminitTrariKW via fual. alT^ipfir l«s C4 cl iTifce’ainrvy evi- 

Iji jsf su inj[[i:cs43 cii la 


Ij>s seroiipos no-01S7 de EHEC son rams en los Esiados 
Llnidos. pero !ic comunici^ uti bn>ti: dc colitis hcmumifica pru- 
Juudii ptjr niJEC wiolipo 0104:1121 cn N pjcicnMrs vn 
Helena^ Montana cn 1994 ** Otro bTolc ocurrii^ entre acainpan- 
ics <tdok:$cenie<i en Ttsas tn junio dc 1999, causado per EHEC 
seraiipo 0111;HK. en eJ cual 55 acftmpanies \e enfermaron y sc 
clcsarrflll^ «;fiiilrome ur^miccv-tiemoUljcn en E. 


0111 cs la '.cgunJa STEC nti-0157 en fwcijenda comunicaJa 
cn los Bsiodos Unjdos,“y una dc lus niib frccucnics cn Euro- 
pa Pan saber nuu Mjbrc lu^ inl'cccLoncs causadns por EHEC 
pueden consullar Irui rcvj&iuites; dc Kaper y CHiien,.^ Mead 
y GrifFin.il 5 [ijaTam > Kaper.Patofl > Palon.™ y I'atr.^ 
Detweidn dc E. tali enlemhemnrrdpica. El HiKlamicnto dc 
E. o>f{ OI57:H7 sdlo cs posible duranlc U faM dc la 
cnfcrmcLLad y lus mlcnoor^iunisrros pueden no dcicctafsc 5-7 
Jfu.'i dcspucK del inido. Coma la inaji'Otfa dc las nit'eccloncs por 
EHEC son cau.sadas por t. coit serotipo Ol57!H7. los aborvta- 
Jes actuales de lahoraloKo <;e hacan en la deleccii^n dc cepas 
productoras de la loKina .Shiga o ta dcEccciClit del sennipo 
O I57:H7, Ltw mitoeJos aclualCsS^ pura la deteyciAn pueJen resu- 
mir^C iiSi'r 1) cniiayos para la detcccion dd senotipo 
0 l57^ -”'^^^o toJ(in;is Shiga’i^-^ dircciumente de las heees; 
2) siembra di recta en agar de MacConkey sorbitol CSMAC),-'^ 
cefixima-SMACJ™ SMAC compicmenlaikj eon ecfixima y 
telurilo (CT-SMACT’'^ o medios quo cunlicncn 5-bro[ilu-5- 
c]oi’oO'inJo3til-3'D'glucuroni{la'‘’ o 4-mclilunibc]ifcril-3-D- 
gLucuronida^^'" y 5) scp^iracidn inmunoinagniJicca uillizaado 
esrens rei'esiidas con anilcuerpos espectticDs de 0157, segui^ 
da de euliiso haeteriolAgicn.'^-^i Muctios lahoralorios en los 
Escsulos Unldos y en ntras sitios utiliun agardc MacConkey- 
sorialEol (SMAC) para idcntificar cl fcnolJpo dc fcnncntaciiVn 
Icnta del sorbilol (sorbitol negative) a las 24 horasi dc 0157:117. 
El ugar SMAC conilene D-.sorbjto] aJ 1^ en lugar de laclosa 
pan difcrenciar las cepas dc iL coli sorbilol ncgaliviftH [lascolo- 
niiLS aparecen iticokiras, similares a las coltuiias laetoKa negjti* 
vas en agar de MaeCemkey regular). Loego los aislaniicntos 
sospechosos son conFirmaiias con antisucros OlS7:H7 cspcei- 
ficos. Sin embargo, csic medic no dciccia otros seraiipos 
EHEC sorbtlol-positivoR. Otros rruinid<>s dc dcieceiAn como 
inevlin cronmgi^nieo y m^uxlos ELISA para la deieccidn de 
Eoxina SliLga siin mlis H^nsibles y cspcctTicos pera inuctio mfis 
caros que SMAC.i“‘'”^ La incorporacidn dc cMa prueba cn cl 
laboralorio dc microbtologfa dc rutina implica an crwio udicio- 
nat imponantc y cr pnsiblc que Ior Lahoratorios deseen liitiiiar 
las pn,ichas a loa pacientcii CtJrt riesg^o. Kehl propuso 

nna ininiinrevijijAn sobne cl papel del bboraiorio en ei diagnc^- 
iLto do mfccctuncs por EHEC.'*' 

Fjfpcdc-s disiinta.s de E. caii. Las cepas designoidas cn la 
cbjijificacidn dc Ids CDC como E. cofi inactivas son anacrbgC' 
nns (no prodtieloras dc gas), lactosa negtilivas lo lardtas) c in- 
rndviles, Esias cepas se atrK>e(an antes ctuno seOJiipo Alkales- 
eens-Dispar, 

E. albcriii in utia cspcelc lecidn descrita dc ciitcfobaelcrias 
Indoi negativos, i>-sorbitol negotivas y laclosa negatives sis la' 
djis cn beecs diancicas dc niAos.*^' Como cstas ci;)]>its no estJn 
invluUlas en las bases de dan^s de los sjsienias cnmerciales 
actualei^, se lets ideniiflca mils a inenudo como fiafnin. 
SulitiOf\eUii. Eifistrichiti fttii o Ke«jrr/(ii rucivtri.^ E. uiitfnii sc 
o-semeja prineipalmente a E. evii inaciiva^ aunque no se aseme- 
ja al gnipo AlkalcsecnS'Dtspar dchidti a su capacidail para pn> 
ilucir ga.s A panir Je ii-glucosa. Puede .scpar-uisn dc D. 
subTC la base tie La O-sinillacidn dc acetalo. la prueba dc Voges- 
Prosknucr ncgaliva y la falta dc cicciLnicnto cn cianuro dc potn- 
sio IK CM). Ademas. E. oihfrtH mucsira reacCiones d^biltR a 
moderadas a i.-pnoljneaniiittopep(ida.sa (PYK), mienims i|ue H. 
ithei cypress una aeiivldad luerte de PYK.' Sc debe aconscjsir 
al pcrH4>Tial del labsiratorio que las cepa-H uisladas en niucxlms 
dc bcces que praporcionen una idcnliFicocidn negativa cn pri* 
mem instancla para 4T/i'('i y que sean L^mmnosa negatives, d- 
xiliKa ncgativas y V'tsges-Proskaucr negativas deben evaluaixc 
mejor para descanar E. nihvnii. 
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£^.)Srr;il'««j(»rPi7<anlcsgrupocnc£hco I Ode los CDC) fuc rccu- 
pgn»dc» de saogre. vcsfcula biliMr, ocina y heen; sin cmbari^o, 
QO ic ha cfiiJiblcoido aun su imptirtincij Se 

diferE^ncia de E. cafi par In'; ptuebax dc ^arbiioL ncfu/tiva y bc- 
to!i.a negaliva, pero adonitol positiva y celoblDSia pD!!jtiva. 

E. hermanii (milcj; grupo cni^rico 11 tk CDC) Fuc halb' 
do princiFralmcntc cn hcridas, c^ipulo y hcccs humano^.^ Dc 
Im ocho eepa;. cn el University of Jllinois Mcdica] 

Cenlcr, dneo haii sido de mijeSilraA de heridm, que induyuon 
cuatro hendas de Ioe; piernas en paci antes con celulids y una 
beridit <k on dcdi^tk lu manu y w Ua aisladt} una cepa cn Birina, 
senos maxLlarcs y sangre. Las ocpns aisladas ik las hcridas 
cstaban mczcladas coa otms cspccics dc pacdgcnos; sin embar¬ 
go, las dc sangie, orina y senos poiranosalcs cstaban prescnies 
como cepos (mica<;. Ginsberg y Dium‘^ coTtiunicaron In recu- 
peraci^n de hermafitj de sangre, llquido ceralorraqnideo 
{LCK) y tiquiJo peritoneal do un red£n nacido s^pticoeem per- 
fofnei^n intestinal; no obstanic. sc rccupcraron ocros Toicroof- 
goiiisinos dc la songre y cl papci palogdnico tn cstc pacicate 
Fue incieito. EJ unico caso documentado dc enfermedad invasi' 
v;a causada por E. hermanii es dc \m rccien nacido cuji una 
infccciOn baclcriana ik un ccfalobciruitiinia con mcningills 
dbciimentiUJa mcdianic euhivo dc itiuliiplcs niueslras de LCR y 
Ifquidu asplrtulu eJe un ccfah^bcniLiiKiirna en crrcirnicnlO-'^ Lm 
cepas dc E. hirrttiaftii ticnen pifmcnlo aniarillo y son indol 
puitivos y snrfainil negatives.Gomofl hpTTnanii son sorbitol 
negatlvas, paieceti bloqufmicamente similares a1 :;crotipoOl!i7 
dc E ceiii. 

E. ntlnfris (anlcs gtupo cnldrico 1 dc los CDC) licnc alta 
prirpcnsir^n a pn^ducir infccciofics cn las hcridas hjmeinas, 
sofare lodo on los braxos y las piernas,^ ^ que pticden condu- 
cir a osteomielilis.^ Ademas, existen comunicnciones de uro¬ 
sepsis y bacicricmia iclacionada cun ca[^ten:s inira\enosos 
causadn por E. Sc obscfvd lih casu de btWkrie- 

mia por E. vulnens en im laetantc de 40 dfaa cn c! University 
of Illinois Medical Center. Mas del 50^ de las oepas lienen 
ptgmenco amarilLn y son tanlo indol negatives comn sorbitol 
negalivas. 

E biiiimt. aisladiu del lubo dJgesdvo de las cLLearachas, cs 
indol negativo y no fermenta la lactosa. No ha se ha asociado 
con infeccicmes humanas. 

E. odecartNtxylaia ha sido aitignarto a Ub nuevn cooio 

£^ckrrrii En el cuaxlio 6-9 sc mucstmn las 

difcTcntcs rcaccioncs bioquimicas pan las cspccics rcconoci- 
das dc £.Tpftcric^^cl- 

Shigella. Lus especics de ShisfUa poedeni sospechaisc 
en cultivos ponque son no fennenladonis de la lactose y licndcb 
a acr bitHtui'mlcamenie inertes. En los casos (fpicos, no produ¬ 
ce n gas a pitriir de hklratos dc carb^ino, con {txccpcidn de cicr- 
los biogrupos dc flixnen que son zcrbgcnos. Focus Cepas dc 
S. ionmi pueden fermenlai lentamenlc la lactosa 12%) y la 
sacarosa (I '^- i y la mayoria cle las ctpfi.s poeden descarttosilar 
timitina, cartiCDeristjcaK no compartidaf; por otras cspocics dc 
Shif^cilu. 

Exislen cuatio subgrupos mnyorcs y 43 ^cnTlipus icconoci- 
dos dc Shi^tUQ camo sc muesliti en el recuadro La clasi- 
Ucacidn de los CDC combina S. dy^enteriaf Ignipo A), 
S.flexneri (grupo Biy i'. boydii (grupo Cjcomo ^'Shis^fUa sero- 
giijpos A, B y C’ debitkt J sus simtliiudcs bloqufmicas. Debido 
a [a prescncia de uciividad de oraidna dcscaiboxilasa y ^galac- 
tosidasa, la maycria dc las cepas dc S. sortnei son hioquimica- 
menic discintas dc Jas oirav especies de La incapacidad 

para fermentar eL manilDl distingue a S. dysentfritxe. En cl cua- 
dro 6-10 sc intluycn las «ir 4 *Clcri-Hiicas diferervciales de las 


CLtalro cspcuicK dc Cuando se sospcchan cspccies de 

Shi^fiUi. las cepas aisladas dc bs mucslnts dc hcccs dc pociciv 
ics con diunca deben scr categorizadas bioquimicacncnlc y las 
especics deben cunrirmansc mcdianic pruebas scruldgicus, En 
un futiim oercann, quizd sea posible detectar espedes de Shi- 
^elh y cepas cnicroinvasiva.'i dc £'. ulilizando sondas de 
DNA sclocdunadas para dcicetar lus pl^mJdos dc vinilenoia 
rcsponsablcs dc coJiftcar los productos gcn^ticos qtic iniclan la 
peneCracidh celular y la invasidn de b pared inlc4inal.'^^ 

Incidencia j fuentes de las infecciDncs por Shigeita. La 
shipciusis cs b mds contaifiosa dc las diaTTcas bactcrianas. Los 
acicn hunwios sirven como hLl^^iped natural, b entenmedud es 
ironsmitida por la via fccal-oral y sc icquicicn tan sdlo 200 
ToicrcHffganlsmas viubics paro producir enfermedad. Se cornu- 
rdean enire 20 OOU y 30 000 caAos de shigelnsis anui^les en los 
Estados Unidos.J'*' S. soititti es el setotjpo as^ciado con mayor 
frccuencia con thairca en esc pats y reptnesenld el 77^Jfc de hw 
scrogrupos dc S^tigeih comunicados a los CDC cn 2001 Lo^ 
srntonias lelaLiunados can la infcoL'liyn por .'i. xannei tienden 4 
ser Icvcs y algunos pacientes pueden estar aslntonidticos. Ji. 
iivffntfrine cs La especie rccuperada menos a ntenudo en los 
EsiaJuTf UniJus, pero cS cl sen^tipo mtis virulcnlo y el sertuipo 
mds fnecuenie aisliido en los patses en vtas de desanullo. Es 
poiiible que la idea de que lai? espedes dc siguen cstan- 

do limitadas al intestino y que ninguna invade los iinfj&licos 
iomlirtoles ni se extiende a otros Arganas ya no wn pt-Tiincntc, 
Druu. y cols.^-^ comunicamn la necuperacidn de S.JJexneri de 
un abscc^so cspl^ico cn un paciente eon diabetes, lo que indi- 
cii que se pueden hoJIor sitius c?;lminlcstinulcs dc inrcccidu. 
La'S mucKtros di^tiittns dc hcccs dc dondc sc ban aislado espe- 
eies de Stii^fUii incluyen hlgado, ganglios litifadeos mesenu'ri- 
CDS, LCRh Itquido sinoviaJ. lesioncs eaginaleSn pulmones, 
sacos conjunti Vales. rdSpuJus eorrtcalci. sangre, lesir^ms cui^ 
neus del cuerpo de] pciic y urinar''" Las infetciono dc las 
vlas urinarios debidas a cspccics dc Sfiiffetln cn aduUos son 
excepcLonaJcs. Sc ha comuiiLcado vaginitis por SiiijffUa con 
infcccidn de bs vlas urhnarias asociadj o sin dla cn niAa^ pre- 
pubcres.^AJgunas pacLcnics cKpeiimenuu] uiia t^ccrecidn vagi¬ 
nal sangLunolenta que puede confundirse con goaorrea.'''^ La 
mayortj dc los casos dc wli'ovogLnilis povShigclio son causa- 
dtwi por S- 

TRIBU FS)WAEDS}E11£A£ 

Ethvti/tisit!if€ii& fucron denominados inicialmcnte grupo 
Asakusa por Sakazaki y Muiata cn 1963*^' y gmpn Bartbo- 
lutrew por King;y Adleren 1%4.^ F.wing y cols, siugiriemn el 
nombre ErJiiitriiitjietlcde eii cn honor del so^salicnle 

miurobLdlo'go nortcamcricano P. R. Edwards. Eilyiardsieifettf 
consistc cn un g^clcru., Ed-ntirdsiclla, que licnc Ires cspccics; 
siri pcnbaigo, solo E. tania ticnc impcrtancia medica. Los prin- 
cipaLen neservotios en la naturaleza son Ins reptiles (sobre uxlo 
; (boras, sapos y torlugas) y Jos pcces dc ugua dulcc. Las caioc- 
tcrislicos tlavics que sugicren E- lardti ac proporcionart cn cl 
cuoxlro 6-6. 

Una caractenshca clave dc E. njrda cs la produceron de 
abucidanies cantidades de snlfumde hidrdgeno. Salvo por esta 
c^micterf^tica. la bacteria lienc prnpiedodes Noqutmica.s simi- 
larcs a las dc Eivltericfita cofi. El microorganismo tambkn sc 
oscincja a alguita-s cspccies dc Citmitaclrr y Salmonella pur ku 
prodticci^n de sulfuno dc hidrt^gejiD cn agar triple azikor-hie' 
TTo y su Falla dc utilizacitVi dc lociosjir Es.ia I alta Je temtenia- 
cidn de locttpsa y niuehus otros hidrains de earbirno es la base 
para cl nombic dc la cspccic larda. Una cspeclc similar de E. 
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que cs swlfuni dc hidro^enn ncgali^ii. pcro manitol posi- 
{t\x sac.itrisa pr^sitiv.i y pooijviu. hn ^ijri desigifin- 

du ’*/r. inniit binyrufM) ]”.'*“ Este biinipc? pi>c:is ^eue!» >ie 
ccKucnCra cn la pruclica dc laborulorlo y aun nu purcxc iciKr 
Ldfiponanciii ^Ifnicj. 

{i. fcinUi ha Hirin viladn cnm<] tausii dc di^lmtas inlccvifinc^ 
ejitfaihiewimdei.'^''-*^' Uis mis fretiiemen st>n Uu inleocidrn^; 
Je herida^ izonio resulmdodt! iniumii(l>iTin>. -a irt^nudD reliK'ic^ 
njMlocon ui^ciiknlcs iucuiilkus. T^mbi^n son Tn^iiciULi^ aK't- 
LTcvos quc piii;dcn cf’ndu^iT a bai;lvncniia v minuctnjsiii.’^' 
Siccil puL'ionifM'n un csEudiit Euvicmn unrermcdadL'^ liluidL'an, 
unn cunsiderjcrnn diferendal importaltle porqui^ fi. umta 
pyftle Annular typhivu culiivo.'*' La iiiiiyiin'a di; las 

comunic^Kionc!; dc ciilcnncdod enldrica describe n una gar^tnv^ 
tmcriliH Idvc quq ntqjdn \in Iralarnicnt? ul tybti dc 2 J 3 dia,s. 
S!n embof^o, Voidepitte y comunicaron un ^oiin dc dia- 

TTca prcilongada en un bclantc dc 2 mcscs dc vjda cn cl cuaL E. 

4dtrl ini^ino hiOi^Ll|>0 dc lirt pc^ dc Trtjpi- 

cal cn cl hcjgar del pacicn(c) Tuc cl linico paldgcno poicneial 
aialjdu'. Mandl y G(»rbach^^ cnmunicorun ql ai^lumicjiln dc E, 
fffrv/ci dc las hcccs dc un pacicntc con dianvu sunguinolcnta y 
ha|lj 4 S(is .sigmnidnFicnpijL’os dc ifiulb'plcs dlccras ciildfiicus y cn- 
gnxiamieiMO inuo(woot^nipdilbletf]ii enfcmicdiid dc Crohr. HI 
pacicnli: sc asinlomdlico dc.spuc^s dc 2 dias dc tr^tj- 

mlcnlo anlibiudco. Sc Lia cunsJitcradu que la disponibilidud dc 
hicrni icgula la gnivcdad dc la infeccion pnr ' La 

ifobfccarga dc ll]Cin>. Caus:ida p^ir [ra^ti'iniEih ccKrruk criErocilos 
fiikifonrcs, Icuocmia y cim>si!>. v iis(w:ia con septicemia por E. 

Tambicn m; sc ha cumunicado infci;ci^>n por 
E. Mnta Klacu'Hkhla coa prutesis vasouiarcs.'-’-^^ ’ Sc cm; que 
ocuiTcn cn Eos ^CJCS humanoH broEcs dc inrcocioncN asinloma- 
lictbi pNtr E. tonh y « inl'<iTmn al menfM uno de cstos brotes 
enire sietc uiftns y un rriaesirit tn »m gtiardcrij dc Fhirid:i.'’* 

Sc dcscribicron iHras dos c^pectes del gdiwni EiftutttUsdfti. 
CififTwml y dcstribicixui E. intsiiiintf. al^!atJu inicial- 

mentc cn avcs, lopiilcs y cn c] agua. Eslla cspccic tambicn fac 
akiadn cn bcceshunumasi sinemban;fi. no seconoce que pro- 
du/ca diaitea. Ilawkc y Col'.,-'-' ilc^nNcron ft, H-toinri. un 
inicroor^aiijsiTW que ha sido aislado stVLo cn pcocs y, cn I a 


actualidnd. no ticnc imponancia cliniea. Kn c] cuiidm b-l I sc 
lll|]C^i]I'a hi c(inK-leH;racidn NoqiiVmjca dc l.is cs|)ccics dc 

Etivunhiffhi 


mieu mmHitiEAi 

.Vti^HMJFEf'Wfflp conEicncn un unico gentro. j reci- 

ben el nombrcilcl loicnihic^tlo^uicst^dounklcnsc D. E. SijJtrton. 
Las salnionclas Eicnen antfgcnoN soniaEicos (0> que son lipo^ 
piilisacaridw > antigenos Hugcliircs (H} que protcTnas. S. 
typiii ticac Eamblcn un anligcnu capsular o dc ^ irulcncia (Vi|. 
Desile cl punto dc visia dc Ins pnjcbas binquinfiicas, suelcn ser 


RECUADRO DE CDFIHELAaONES CUHICAS 6-2 
lirfaccion pur SArpvJlf ^dlBenlenu bacIXar]! 


FJ l^mj-nch "^ii^rnWniT ^l1tf lAili/lH^i [■.7 ^lipCicTiEc!* pirTi indipir m lTwi|ur'> 
nn cnrjcltfTiriiJ<^ pn ti^^wKiiJni In^fuenrt: Jf he^rssque oTnltfiwfl ■ 
y jT}i>;ci 4K;Li[ii|HiliDkLL% por boeunti-j Li,>i bcm 

homanci?- con^J4uy'?n t1 linico hud-sficd nalura] piri Shif^rna y la LrefincfKin 
■xrm por ingr^^i^ri. Ej diFonle-n* tucibr h Ia mi\\ rriri^BTi'f^iMc Ac be iHii- 
CTca.H hulcrurut y uiuiJA^h infFcnafiljc de lun 10-100 hLkJifnaj pnMtv- 

Lt ^IlfcEtiL^Rljil tttl kK'i AitulCih i^LiunJ" Lii ]m dloJltJ At ifeOij ^Hl 

diikir tlhiSr^llcriAl y 1Jl 1 JUliiigjv gi^bri'ldililda'i }<Ji ifillO- 

iflrt|wab*>H miiA, rfwiH^fiijue siiajfleri thifieMA.'^Tarisfridii ^ rm?' 
lit^ii I l^civua p^EiJjJjk lIc iFiiLJJhi y nlDLlhiiliEiH tJ dc I* ciircnth:- 

lIjlL Jcbicia j b ikjcirici ilc bcnterntni-ini iuil^TT ccIuLxli ^plcliaJ^i iiv!cv* 
EhnaJcri Despo^v lJ4> 1 ;i ^ cb:n. Im niOvl^iMIcrt jtlBt^arfcal^S he hiniaTv 
HKni'nu rrKUfni[t:> b Eu cuBtid^ ik Ih ile|>R&LirUiiK'b dbnniiuyc. pitrob pre^ 
EciKifi stiBfTt EDJ.I bnlbnic y iikcd mi Eh beocB y iiikiodb icuc^aM 
dr indiraai b fi» divm^ric#] ck Li enfcfracdKj. lo 

L|or 4Jfifreciu? pnihnMenKutr lu (^;iinidji la pcnrtrjcidn txacten-WM eti cl 
fcEvlcsilJKJi. Sc iikticiii MJnpc^luf por et% Ic^ biucu cLinau- 

BlIAfiO^ lie MlfcnkkCdllJ JiLUItiCu qlLC AfCLlutl CD fniliu II 

Ed^ niiioh pcqucArr. Lch tirouh pucdcii mirhr cn maJifuicr im^mMiEO deJ 
nfio. pen I son mi c] vciumi. 
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Cuadro 6-10 rilftTritr-btrliln de las epedu dcnlru del K^iieni 

Pltt'KH4 BlOQlllMICA 
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uinio luciONa ncgaitvti.'i cojik? s^ur^riii tice^livti^, cmraccc- 

rf^iCiciLv cliivcrs por Ihh lujIc.'i m.‘ pufJc sH^spcL'Iinr cl 
Stiltttottt'Ufi sc proporciocuin cn cl cuadro 
CiMsiliaeiAit Salma noil ai. Oc.S4k‘ cl TiHimcntcj del priincr 
lamteritn dc microori^anjsmns del gnipn comuni- 

cado cn lliiK4 por GaiTky y cn [££6 por 

SalifitMi y Smich iSoimonefla cfufieruestiis'} cl dcsanciIlD dc la 

[iDmcncl:i[ijr[i dc lu^ salmuncliu ha si do nuiy cuiiipLcju y cs lui 

[cma dc dcbaic (rceuadro 6'10). Lns saJmonclas son las cntcro- 
baeferias mis complcjas. con mis dc 2 JCMI scnillfws dcscritps 
cu el estiuemii actual tie Kauifniantn-Wliiie.*® Autes Jet ]■' dc 
julto dc l'9R3. sc utiliAaban crcK espedes dc SnitiKHielln pura 
coinuntcar ri»ult£udas pusilivas: S. ctiolftu^suix S. typhi y S. 
ent^ritififs. y la marona dc los semtipos pcncnccian a csta Ltld- 
enn cspccic. En la aclualidad. todas las cspccics y suhgmpo!; 
anicriorcs Jc S^rlfttanfifa y 4rf:;rjao kc considcrao dLc la iUisilL:i 

CNpecpe, pei\> pueden sejuirarNe en siete laKonc^ ^jue represen- 
IlUT .sets sub^iupifs. La liiika cxcepcu^n a H. bofii'ori, ajitcs 
cuiioculo como subgiinca^ V. cl cual por la Eiibrldacldn dc 
DNA-DNA cs una cNpccic distmla. '" Fur lo lantu, cxisiten Jus 
esr>ecies y seis subesjwcics dc S. entctii^i cr el sisicma actual 
uiilizHdi] p<iir !rts Cf5C (fecuaJm (Vlt). En el cuadrci 6-12 sc 
prupurdemail las carjctcrfslkai^ Jifcrcnciales dc \\ss cspccics y 
las subcbpcclcs dc SahttutieUu. 

ttemmeiitlifa tfs SalmonsHae. DcmIc 1966, la QMS cumenEo a 
dcnoniiri^T Eos senitipi>.s siSIci cn subespeek^ I y ubundcini^ 
Indos lets nombres dc semiipets cxistentc^ cn Ian otras siibcspc- 
cics. Lo« CDC siguen esia priHetica > ulillEtin nombres para los 
senuiposen la Mihc\pccic I y ri^ririulas iinligcnicmi para kis sc- 
mtipob sin auciibrc dcscritos despuds dc 1966 cn Lls babcspc' 


FlBGUaEjro 6'9 SuEjgrupoa. serotlpos y subtlpos de Stjfg^tB 

SufeifrupD 

Eflrn1J|>nT f tUblilhaf: 

3 4ru 1' ' ^ rli imArri'dr 

]:S NZ-mvnpi^ [ipii 1 pn^iKv itwiru 


Shij^.ai 


K urutipLi^ y U luNipL-iH 

(Vt^pl^ C: hoyiirr 

3M v^nilapiii 

{■minil] Jj/iPEi'i'-liJ Sfannf? 

1 wmipn 


cic^s II, IV y VI y ,S. (fott^orK Paru k.'rs sertulpos coil nombre, 

dcsLaLjuemEis qac o» sun cspccics scpiutulait, cl thttobic Cim 
serolipo no sc escribe cn buLstardilla y la prinvera Ictra !w pone 
cn rrtaylJ!u:u];iii. En b primen mcTicidn lie nn KeTnii|K] el ncrni- 
bre del f^ncro se da seguido por la palabra ''scrolipo" o por la 
abres iatura “Kcr"" y luego cl nctmhrc del scrolipn iSatmoneila 
scrotipo o scf. Tjrphiniitrium). UlEeriormenlc. el nombre sc 
puede cscribii cun cl j^cilcnt seguidu dirCClaiOcritC pur cl nitm* 
bne del scrotipo SetittionffUt TV'p-himurium o S. Typhimwriwm 
{rccuudnt 6-121. 

I:n la pridicacondiana. lascep^s dcsconocidas de mucstras 
cllnidLs que scan sugestisas desde el purio de visia biitqufmi' 
CO dc cspcdcs dc Stfimmcilu sc conrtrinaii utilLzando antbuc' 
ms polklanalcs que coniicncei anticuerpos contra lodos los 
snhi^rupos princi pales, l-os suhcullii'ots dc cepas cctnlirmadas 
sc temicen re bborjiofios dc ijnltid pdblica, rlonde las designa- 
cioncs dc los serit(i|t<iis ip. ej.. .'ll semiipit TyphimuriunV) sc 
haccR sobru la ba±c dc liis rcaEicioncs ifcul^gicas a los dclcr- 
mlnanlcs 0 y LI. 

ttfaittifiacioit ds SalmanBlIa lypliL S[ bien la mayorta dc tosscn> 
lipos dc Sfitjtit7neifa no pueden scr diMinguido^ medianic icac- 
ci^mes bitK]ij[micas, on hcrettjpo, denoniinaelo S. rvpirr. tiene 
al^Linas cafacEcrrsticas blite^uinuLas siiigularcs que pcmiilcn di- 
fcrcetciarlo dc olios scnolipos. Priencro y ;intc lodo csta la ob- 
sersacion dc que algunas cepas dc typiii pr[}dur:cn s61n una 
pequena caniidad de suEfuri] dc hidreigcno, cl cual S 0 suelc 
ohservar como ima curia semilunar de pr?cipilado negro que » 
fonita cn la iiilcriuiE dc la poixidn inclimada y el cKircmo cn Lo» 
iTLcdiE}^ KIA y TSI Elimijia cn culur 6'4B|. Adcm^. ac ub^rs'ii 
que las eepus dc 5. typhi son me nos aclivas bloquimicamcntc 
que los scrotipns tnas frecncnlcs y a;peciticarrtcnic snn ncgaii- 
veis cn las siguienics rc^bccioncs; cilralo dc Simntetn; omitma 
dcscarboxilasaL gas piivvcnicnlc dc glueosa; fernicntacidn dc 
JucLiol. mabinosa y ramnosa; y oiiU/acidn dc nmcalo y aucta- 
u». En consicciichcjj, Lrcciaiui que lu mnyoha de lus laboralo- 
rios pueden icalizor un infonne pmliminnr de S. lyphi o de 
especics dc ftahtimu'Ua Jisiincos ck S. typhi mientms :vc cspcr^i 
la counriitaci^n semlngica csitccLftca del labetralnrto letcal de 
salud pdblka. 

tfneidutcfa f da las sa^mami^lSr La snimrjnelosis es unu 
CQUsa imporlajilc dc cnlcmicdaLl cnCifriLa baCIcriLLiUi laOlO cn 
seres tiumancts eomo en animales fvilase recuadro de correla- 
ci6ii cHniea 6v^>. Se estima qLtc wurren 1.4 millones etc casns 
anubilcs dc saliTionclo^is cn seres liunlarlus CO los BMados 
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Cuidro G'11 CNfereiidaddii dc liu capcdra driiLm dd e^ntro EdmmrdsUtia 
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* itiiiC lAr I I'^vi I jBPidr.Miii. ‘ iH «L'dVjndA itrijiiflidj'b. I li AV*!-Jr i i^Ud ^vljrJtli'iil 


Unidns. lo que conduce a Ifi (XX) hospiuLip^ciones y ca?LL a b(X) 
mucncs.^'* Alrcdctlnr dc 35 (XX) tic esios casos jicm sen xili pi¬ 
cador por Ia1x»rat«>rji»s ck s^kttl piJklica y |[i\ re^iulubtlijs \m 
Uajisiiijtidios cleclrOnicanicntc -a Iok CDC. iiifecctoiiCK 
hutntuias por saJinoncla:^ son causadas pnncipaljiicnlc poi' la 
tngcsiidn dc aliincntos, agua o Icchc contaminadoit c^rv cxcrc> 
ft(enU»s huciniflrts rt anirrmltii- I salmtmCla^s jicin p^l[dgcnln^ 
primarios de tos aniniales tnferiofes (p. ej,. aves di C!>rral, 
vacas, ccrdiw, niasci.iitas. ave.s, ttveja-s, fttca’s, huini?!. lajjarios y 
V(boras), tjuL; coii^tliluyci] la I'ucnii: prlncipj] dc salrihjnalosis 
no tifendea cn I os seres humanos. Es intcresante dcslacai quo cl 
Kttrnbn: el unico rcservciriu cniKK'cdc] lie 5. Irphi. Si hien lu 

incklencia de fiehre lifoidea ha tIcellTiihIo en los paises ilesa- 
mdlatkis. siguea iKinfricmto liniics esporitlicots. En Ins Estadiw 
UnuJos hc coinLitiicaiv alivdedor de 4(>l casiiii ^nuali^.^' Cercu 
del 50*^ dc las epidcinias do salmonolosls &on cl rcsultaJo dc 


la iransmi^ion por aves y product ns avicolas carKaininadDjs. Las 
salmonelas on las heccs tk; las gaHinas eonlaminan la superfi’ 
cic de Ins Uuevtss o peiieiran inicrtianwiue a iravds dc jiiieta.s 
llms. En gallLniLs con InfecciCn ov^co. los microorganiimos 
pueden eontainintir las ycinas. La Ley dc inspcccion dc pro- 
ducto^ de litwvos dc 1970 rcquicre ]a paslcurizacion dc lodos 
|tiM pnxIuclOK dc |:i]>i hvevn?; y la InKpeccit^Ei i^uper^'isadu fedend 
dc los huevos coti c^Acara para dciceiar grietas. 

Histdrieainence. S. Typhtiniuriunn ha fiido cl scrollpo mds 
cumutiicjdu y rcprc^cola un poco mis ilcl dc lO'ik aislodos 
conannicados por aDo a Los COC. Los tres scnulipos mas fre- 
CucntcK dc .'inhtmnetia cn 2001 faenin 'lyphimuriani (22%), 
hntentidls ClH;%,) y Nessport (lO'S-]. que repnesentamn el 50% 
dc liKliss los alsladns. E! hmle ififc granite ik salmitnclosih, pni- 
vcnieulc dc Fuence iSnica cn In tiintnria dc Ilj!< Entiulna Unjilos 
(1C OW casos conlirtiiodos por ciiltivo coo datos cpidcniioldpi- 


Recuadro Q-ia Taxonomia y nomenctatura tie las salmonelas 
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l^\ iJc kk5 ^evH:4ipv%«!« mhi ikRniJ^s y iii;Anlcriiii^ [Hnrcl C^Eitra Civ.afKr 4 ]Liv^ imra Rcfc^^ncio e lirvnli^K-kHn N4ve 

cte h Or^ani^Mcitin Miirhlin^ dc la SnkiJ (OMS] cn cl Pnitcur In^lHuU dr Rfinii. Franeiji Sc kn nucNKi^ ^ccivlipck^ cn In Di:U]aliznprioffici 

diiLkklci lie] de kauft'nLinii-VS'tuu.-"'^' Hit e^sceesqikcnna, la« ^ImcK^ela^ ^ afnipan [A, C. «rihre la l^-i^ lom :iii[iljj.crfe>^ {) •{npiirico;! y se 

MitldiviJch c.\i MCI'iiEr|Xii?i riL'.l |Mpi hus iuilCjlcluri [ta^ksrC^. Ili l|Uc LLtfiJucc a kn ^iiiii'^iqKkii LlcAijfi^aiii^v A. C!», [rte. I'iU-Jd :^cclicI]K» jjhi^uljl 

iwibc un rh>iTibic. Ul& prinicnu sUrkmicIj.^ re^itikcron JKicmbrci qur Lrihiii^atun la cnfcniKdad. e.l unLinu] Jcl cuj] hc abJolia d inkioorgatiLuLH^ Cp. cj.. 

iicmripa T)iihi, SjiEwAncJAi scrr4ipik rholcriruinHi o ajubi’^s. Ffi la actual idiid. las- nnnibrei nuc4i>s 4C dno sc^un la kvalbdad fcogrilfica dc dnndt 
^c ai-^ki pfir pniDcra he/, l^/rr^i/it'l/^ii ^mUipiY Canada. .Wrtt^iiinr^fd >^mtip^i Ck^ckind, clc.^. iBiciolmcmc. cuda i^nxipn tiK cm^nkraJch uiu cspccic >cpiirudB 
4p. cj.. S. ctMcliliri S. t /cKr^r^bl 3-iD cuitiurfu. cil la A'nulidjd C^sluieobJukkjLi u tltlu dc .! -KlUc^pciLlCli dc Stilnuwclla, c^LikJibs lid iduLidD ilcl DNA Illii 
dcini'nitTOdu quL L-ChLl» lt% CCpai dc Sitlrnfmeliciy Cmluh kchJlipin dc “vlrr'ririj]” fumun un j^rupii liniLu dr hihriiLacM^iL Jcl UNA cua -tide .hub2:rLi|ii7h., cun 
cikTpLiiSfi i\f a. han^ori (jujihifTnw del c|Lic «c hj dcTnrMrash mcJlwitc hilTridacinn r>SA-]lNA qnc fnrmi nn^ c^pedc Cnuin rWcrri- 

nuis ya Jii; retninxi-da i-iinnn lu c^pcctc lipi Jc luv^ pimriiljvl csuwi dt^igibatiOn de cjippcic paru Iin^ vis Mil>j:njpi.ii^ oiii>i4lcTwJia^ nkiriprcnduMs 

cn Bn [Lnk^ gnipn ik' lubriiluidR. Sin mibar^'L ct *Vh4i]crai!tiuis" paede ci>ihluicJr i i^onfusidn. djdoquc v rdkic lurcb a uaa ftpcnic nvmo a on 

lo fciKiMh. cn rl rcu‘i'Eni^mii.‘iiiiiM| 'li' hlienai-ii'rli ,if d «l AuiK.s^inLi^ k‘n»#vx>biii'ifiiM liel O'lniji^ IrticnuKMiiMl dtf fbjrfL’icfbolLi^f.B 

Sh-lcjnaibca rccfrn«iik!i iin^rimcfiiciitc cuniihi.tr la c^pcetc tipo dc a }i. iKimhrc 4|uc nn ^ hahiu uitiF^iLlc aiucis CD<?Kh vnHariedad."-^ Hn 

L997. Lc Minni y PupulF”- pre^civliirui qm "^.unciK^ia dc opinkWi'' a la Conu^h^ JudkiaS dbl Cticuil^ lEiccfrycJcirkJ dc OmLCcriulu^fi Sd^rtcaidlka ik 4|uc cl 
gcrkcrDSir/iHiirN'i'JcJ ci:¥isi:tijm -sdin cn uni cspccic ctfrcncir", para bv-luir ucic uilK:>fkvic^. 5. lypl^K S tyfr^ivnariuin y S. ■nafrn'iidij fibcnm incluL- 

iU^ cn S. cnT^fTCfT Fp-^n nrahTncnJaciiNi fnc nddprndsi por hn CEX" y mtichcK ccricK Saboraioncis. Sifi dc^tks Jc una kiiga Jc-riKica. Ui Conikidn 

JuLkv^ih la snliu~ii;i.3j la dc 4pic In conJidCki dc Minlipoiyptu net Ibabfa ^biUh truuLdaJc jikiticti -Mienudj cn lu prcp^ic^io ilc Lc 

Miniir y E[i4iiKbn pnccK.ijpiidf*% ptirct liek:lu> dc i|ue nt %c iidin[Tiah* J. CJi/cfihM^ hc Tcfairfm n ArfwrTifdftf scrdtijw T^plii como & ewerarw MJhcspc- 

CK crrJrnrfl wriiiipci y pstdriii srrmmnidq n pawii pnrnCan pair lin mcdiflu-.^ Pnr lo inrh?. cl Comilc Judicial rcjlimmtdquc sc rciuvicra .51 choit'mr- 
TaJj tiirrai c^fViic lap<? k^fliriH niicniras c^pcriihu urn solkilmd cxun^kJa pom una Dpi3ii6rL‘*"^ '*^ Lc Miner y PoprtrP^ lamtitfn pcttpuMcmn cn I^H:7 denn- 
miruir a khs wcJc Hibp^ncTtrsdc St^fm^-arcthi cajmu HibchpctiEji Tiubctficcic L II. ITIil ILlh. IV, V y VlV Mi-i iccbcnrcoieiLlc, Eu/i£b>'^ pibpusii d 

ennuKta cn trc^i npccici dcncmijniajas S. ^Yva^r^rL S. y S. r^J. Taibhidi pciipLiM^ iti^ blic 5L cnfcricn c« sci^ ^ntuMpcLic^: S. ^niincit 

^iibc^pnnc rnft»rf4"4J. SL enttrira subcspccicrtfL'miw. .t inN-nctT suhfspecie LiW 2 rt:rWrr. % itilw^pccie Jbniirrmr*’, rrJrniti uihespede imlrtu y .V, 

€fff<nfKA Nutvspccic Masliid jnrMi>cnli.i cn que sc jwiblicJ c^cc hhm. cl CLmur^ Judhztal nti v tialKLa pn^iuiH.iadLiMitirc rsia uliniia pciipLfc^ia. 
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R^tu-adro 1 Cl^&IEfccdci[^n de I^b € species y Bubecpe- 
Cl«« du 


ELkixtCn tkn rjLpn tE^s- iJc S. enf^rk-iL, i|ud LiMapicnle kin 

lUhHflctnev y S btmt^i^n 

5.4TTlW'r?rt4- m^rk'^iDr inrlu>f b Fia>i>ni ife Hflrrtip^w; 

5L ^nr^rkcf buibe^fKci? Jij/dT.^hJf ^U) 

S *»Tr/NfcT SUtif^pCCiC itHi) 

S. ^fpr^^ntvr niihc^Kcic 4/jr9n';7>ihv dllh) 

.S', rrtwnf’^ suhtvfucir JirfurrPuMJ tIVj 
j-nff ricd- suhpifccic ifFjriLV (VJ) 

SjTlnifvu^Jfi friHi,|nrf (irtpi MJtKspc^icVj 


cos <iu< inJicHhiin qut^ m: iorectLinm cn dcijIidjJ 1^0 [XX^ 
2(K)(HH) prniciilas} ucUlTLu 4:i] cn Mliclois } hiN l:^[Lldm uic- 
cundinlCN y lui^ rjfitreaJD a uan ^'4ilvulj djcfifctuosJ en Mna 
tmna comcrcijl Importisnic dc suministro Jc Iccht.’’^ Dcsdo 
|y^l hanotjmdo vantis hrolcsikEnlcriliilis cn Ins Es1a<lcis 
(InidiVi aMW.‘Kidi>f> Cim Imcvcis ijnn CaNCani.’''Sc cSliiTi:i 
tjUC c] ().(]] ^ dc Uxlo^ hvi huc%' 0 s CtHI L'dSLZ^'il S. 

EcitcritjdJs. En consccucnci;!. lo& alLinjcnto& quc cnntii;ncn huc- 
vosfruJnsd svbtncidns (p. cj., ptinchc dc hucviio hcl&dio case- 
lt>, salsa ho]:tniJcsj, jJere/O pant en-nuLad:! del C^sar, mayone- 
sa iza^ra ) ionill:i!; IJ^uiiJ:i£) pl3tik:iii im li^e lIc in1cc- 
ctrtn i^or .7. EnlcrilLili:^."^’ En 1994, un t»rotc dc infct:cLi,^n pi»r 
S. Eniviiiidi'i fut nelationadltj wn unn inir^a dc livladii dc Jiv- 
iribucidn nadonoJ. Sc docuincnlamn cnfcrmcdadcs cn 4 L cfila- 
d4Ts y hc ciiliiTio qnc hc hubfan cnknTiadn inifs dc 24X1 (XX}|Vf- 
'sonas/' [ j incidecicia de enfennedad per S. Entcrilidis y 1ji 
cantidad dc c?44o^s bn^es en Ins E^Ladns Unidos ba diftminuidi) 
cast un 5(XS- cnlnc incdiadus dc 1991] y 1999.'" fara redudr 
aun man h inciJcncht dc csl^s infcccianes. cl Consejn presi¬ 
de nicial dc scjuriduden his Lilimenins anuncin cl ]0ik dicieiTi- 
bretk' 1999 nn plan con el dhjelivode transicion dc nedueir las 
infeedmnri pur i', EntiiTiliilii si^sydadnis toil huevys al en 
20(}.^ )' ik cliniiiiarla^ cn 2010.^' £ 1 ^ 10 ^ brulcs sLrvcii ci^rthi 
reenrdatorio censinnte dc que Ja tccnoly^ia mndema no sicm- 


pre puede prnleger Uk esl rages de las ^nferTnedades 

inrecei(.i?ias que pueden iH.umr cn cpidem’ias subiijs y niasivas. 

La safrtinnelos»& tanibien se ha asoeiodD con el contacts 
direclo o indincttii cor rcprilcs (p. ej.. la^artos. v (bonis, tortu- 
gas], Lofi reptiles estan colon!/adnt cniiiuriTnente prir Sutfno- 
Hi'ifti y elinnnan cl mieroorgnnisjiio cn I'unua inlcrmilcntc cn Ins 
hcccfi.'" Durante cumicn^os 4k ]adtka4Ja dc 1970. las pequeiias 
loriugus ina^p’otas coosittuycmn orw fuente impoPaiitc Uc infoc- 
eidn por salinonclas en ItK Estaden Unidos. En 1975, la rood 
and E)nic AdniinLstraiion prohibit la disuibuclf^n y la venta de 
tortugas pctjucALi^:. hi qLic condnjo a la pFevenciiki de IIX) (KX) 
castw de salinonclosis ptir aAo."* Sin cmhiif^go. desJe I98h. la 
|Nt|niljri[Ld tie la.s ]^Liana.s. y otriK reptiles que pueden iransnil- 
tir inkcctoncs u los scics humanos ha provocado un aumcnio dc 
Lu incidcncLo de inlcrcioncK pur salrnonelas cun Kcmtipus cn' 
contmdns cn Ins reptiles."''**-Ijit datos actuales sugierencon 
crctkntc ccrtc^.a que los smfihntK Ip. cj.. rantis. sapus. tiimrics y 
syTamartUra-si lamhieti pueden represemur un riesgo dc salmo- 
tielcisLs parj lus seres h-ujnanus."'* Glob^iUncoiiC, se e^titnj que 
Ins conlaciofi eon reptiles y anllbins cxplican 74 iXX) ifr^) de la.s 
ink\'cinncs p(ir.S'ir)rrrrvre//n c;ue ocumen enda aAn en los Rstados 
Unidits-'''* Crime] Ins nipitis pcqucHns licncn Un msiyoT ricsgii dc 
tksarrollar saJinonelosis asocifhta eon reptiles y anfibiivs con 
eoniplIcacLoncs pdcncialmciuc graves tp. cj.. septicemia y 
meningitis). c& muy impnrtantc redueir la cxposicion dc los laC’ 
tanies L'] Los niAos roenores de ^ jAns u esos .lOimaLes, Pdr esta 
ra7dn. Ins repiUes y antlhitv; deben see ru^nienidos aiei;i4h>s de 
las easas dundc hablLen niAos nientjrcs de aikKS {» peirunas 
inmunuJeprimidxs y nu se debt' pcrrnLlii nu pt'onaneneiu cn lus 
inrardcrias itifantiles.'”* 

FmergBfKfa deSalmeneltaa maitiTesisiEnlss. Durunic la decada 
de 1990 apareeib en Los Estadns llnidos una eepa inuliirresiv 
tente de Tyfffwnuriunf lipo JcLinillsti 104 tDT I04> cjus es 
resLstcnic aeineo antibii^lcos ftunpiclLina, eloranl'enieoL cslrep^ 
toniiicina, sulfamctniiazo] y iclraciclinu).''*'' En una cncocMa 
njuLcin^E IIl'v^mJs [l c^bf} psir Los CDC eo el jnO 2[KX), el 50^' 
de las eepas dc .V. y_Vp)trtftwfP»tfF fueron ivisisicnies a uno o mils 
fJirntatoH y cl IB'S; kJifa uti puin^ti de reskknek ^ cinco fir- 
Hiatus earatitri.slico del fugo lipo DT1U4.'' Asimisino. desdc 
1998 ha suigidn S, Newport cumo paingeou muhirrcsistcnlc 
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tSI'ttIh 



Ji. 

ffl/friCd 



li- 

^t:BKSl■l;^ IK 

1 

Kfrifn^ 

11 

Salatnaf 

JII \ 
.kriznnof 

um 

IV 

Hoaitttaf 

VI 

/nrf^'d 


Pruchi iijixiniiniicj 


+ 




4l 

+ 

{>NP(} C WjO 

- 

- 


■t 

- 

x! 

+ 

Maii7jijii.i 

- 

4 

¥ 

■t 

- 

- 



- 

* 

* 

t 

4 

+ 

- 

^rsffipbiH 

ji 


♦« 

+ 

-/+ 

- 

+ 

Ko: 

- 

- 


- 


- 


D-iunri^o 

V 

- 

- 

■■ 

- 


- 

G:ilikJ4urnrurxh 

- 

4 

- 

■+ 

* 

4 

- 1 - 

^^liM.ucL>nkLfSj (Mll'Cph 

U 

D 

- 

4 

- 

n 

- 

Mue-jiij 

4 

♦ 

■+ 

iTTtS'l ^ 

- 

4 

■P- 

&lEiiriTi:k 

- 

- 

- 

- 

4 



LjX'hivj 

- 

- 


4 

- 

11 

- 

t. hi-a^JuL^ il/ icpiu pi^nrdiiih. 

it Hkb Jr 


if//Frrni|'i rir'iii ■ J'rinv i ^hii> 3irriiHxii 
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Rocuodro ()'12 Nomcncfoturo de SeiirfoncNa en uea cn lea 
COC 


HDHEHCUnUlU ACTUAL QE POSEEtdN TAXOHDMECA 


. 

.mJrrfA.'dZ, t^uc inniliLvc I js MibcafiCLir:^ I. 

El. lib. Ellb, IV y VI /[krirr^v/W (AfVIC^ 
^ubc^pwk Vi 

ScR»ti[xH L(in JHiiyijN-'ul-t. - Ld pfirnc-ra rr£ wc k: un 

Mil Ni-iaidi‘il.ii KTii4ipo; cl nomtirc lichc ir ^iKo^iJn 

por b pethbr* n “^cr" 

- i.K^ \CT^Hlpn^ k/KI FKWTlhrwVw ffl V^^- 

I y dciLpiUiiih por 1^ fi.Viiiu- 
li^ nntif^icM cn xiqb^pwict ll. 

EH..]V y \ ly S jWi^ijruHp. ^j.. 
^c«.nijvj Ivir 'l 

T'lppliimunyui,. [I 5Ckli:^^, 

JElh 

- Ijh ni£CFnhtfK>4 dc II. 

IV j VI y J. p mjs 

h>jcljhm li kn CDL ibxhJd aMEcH d^- 
l^<i6 t] . -WjiprjfTr/Jj-j Stlfflipfi 

Mj_riifia f]V 4 j 1 :i!j,,:-i- 


impurljnlL".-'^ IZii 2(X)l_ .^3 <26^’> dni I2S 4ii5.]jJuj> dc 5. 
Newport cti\'i;uK''> ;it sijiicni& cMwl^wmitlenM; dv mciniUTrii^iitpnrt 
(Je reM!t(^ncia ;i losi jmihioticrvt (diftponible w wu'.cdc.^o^y 
namipVmdex.hlm) fuemn rcsistcnich ul rriL^nds a 4 ^\c Id^ IT 
.igciilcs antibiLVko> cv^luijdos.'"' 
loteccioBes itebifiBSM Salraianella B:nlDrlca sjvAaipedaarizDniLe. 
nitjttclia fnicricit sTibcspccie urizifrwt' stf a^em^jii j las salmo- 
Tielas desdeci ptmtodc vi^in anligcnK'o. elinitJT y cpideniHilcV 


CUAOAO Pg CCPngLACIONES CU>JICAS G-3 Inf^ccidn 
por SBfmOBe!i» 


ilifCinfiiLr cwln.b upns lU ijifewK^n fi.w I 

l^Tilik. Ij nsddlfiivU£ic1ii mill rmfiJtfiU. VaWa Jts^iAz litia ifloitca Levr 
lv#im wip fiilufliwntc. mrminppruilp pnr fchtpc Jctp y (nuk™ Viiriadm de 
n-HFnk!> y vcVtuIq^'. hadnirmEi Mn N^mnu^ joi^niinl^lt- 

n4k!!^ ma>urc« [5. porlKubniKELlc iimuii-a^.-LarjLtfnfadj 

[Hc Ckbfie Hits en pLci» y heiikDCLil4b4;n. pofltivo*; cakricj. 

dj fiawiK'ijil mefiDf por cniliiiuer de- Kpoci? dc iiut If 

mujiifinlaivc por fidwc lor y dunr^L m las cl^icu^ile il^brc 
tifoiJulS. /vpAdJ.ff] Ln que La cnfcrEnodAiL k dcMirroUacD fiJiriiia biiachlaL 

CDncT^cflajidifc [hv un pcirl^ida letnpniiBD (que dun 1 ii 2. pecnuuukj dc fue'bu'c ' 
ddnsEMc r| cu;il ]o& hCdTUXiilcivcA iwi [M-nkqiCRi > ti>i fi >pri;i- 
cullih-ns M nujiilKDcn iic 2 :ulitn.isL, aojiniiLii |Hir lun nciriLiula. E'lil'ic (JunciLul 
Jurtrilf la fUdl lui ht nwrU l^i^^M w lUnUn ItifOC'iVH y lot L:?n|Yui.'4Jl[i^rrii 
prusiTi^YK y 4.1 un prpnadoren rl q\\& Lm penrin^:; uru 

fhVfl previa. ».ihEf tudo ptii .^. fvpAI., pUnlcE) f.^L.W.midjL'h cL D^li'hXH- 
gjiikihnMCD ba Iiclc^ iVbU un IftJ-dc lj rmikidfi ilt aLMOIllin. 

Sor^ lAgri |HC4kcupitfHr^s bt crinwiika^ionc-s decicii^ts bdi-Ka piir^Ltiyj:'Ldc 5. 
HircAtftf qyc pn.duLrn ImiiifricniLB y i]ioiLii3;^lEli/^' .Si Men j^i hcjej LhCi.'il 
iktcocidtl ik-CtfU? Ldt-liml puficIv-U- C3i Mul^lir a liqtiido LffalLitTLiqurdfu^ nii 
lulkifacii las brcci planreniii m pcohlcnu cn b nuyrvb de Ir^ latvmaa- 
rm ckhido n la. ibioiilirui dc- «u n^rclo con f1 dc oci\‘^^ -i^rlLFfiniio Ijciothi 
pibiLi^ prorQif:^ fLilis mutstrun Ictuki. 


j:i«v Ai<ljkLa jnt prlnicnt ve/ en en reptiles tnCemuKs en 
An/<'Miii. se La Jen(iniiftt^ al pnnttpin “espscie ^ic StiltnunrH^t 
tipi? Dur-L»-sj]LUiiii. ViitLLdnil de Ari/i^ciii''.'^' MistjnJe se la Jh^ 
tin^iiid <tc y sc l<i ubico en el TiuesagcncKKlnriwic^ 

eon uctLi unicLi cspcL'ic A. hin.ihanit. Sin cnibai^o, cn lUc 
rccldLsificadLi conio un semiipo del ^encfo SnirttittuUtf sobre lu 
Kise Jl' cMLitlids Je horridldgij Je L^NA. Si Inert l;i iituumj rk 
]L»h hcnUipus de iiu pucJei] scr JiNim^LiiLlus per 

icneeidties EntiquiiniLris, StittntmL'iiii L'nii'ritu subespocic or'i^d- 
I'jdC pueJe difcrejiciarse con fricilirbJ ponque ticnc rcaceidn 
|-KhitivA nt my Inn am y mr^rativa. :lI (iulciiol. AJcmiK, 
cepafi ferinentiin in Lictosa y tndas LLScefMN son OS'GP po.siln- 
C.'dind rcMillaLib dc e^itas ri'Lieddncs bioquimicas sin^ula- 
juh. SC puede haiu'cr f^ilmcnie unu dcsijrnaeidn er»nceta dc los 
'•enriifK^s nicdincire ];i rnnytirfa dc Ids sislcnus de idoniilkucidn 
(MmeKUkri, Htira tuipdrUiniiid cUnien vi;;tsc cl rcLu:iiirT» [k* 

(M)m;]:u:i(ni clinka b-4. 

NuiBrai iitimos dd nmfieiBSiAit y umetiriiMi^a is StlmuiiellaB. 

Adeniis de Los iiicdios c]SHL>5!i yti csplicaddH (veanse cuaJros 

6-1 a 6-,Tj. Ne LlL'KeribkHm nuevms ntL’dl'i}!! dcNlLiijdLSK a [nej^uLU 

ot aislamienlo de es|>ecbs de .'inirntirtrUa de Ijs nmcstni'^ Icciiles. 

M^lns ^decliviK y di tcrmi^iJileK. Kstds medios im'liiycn 
n^ai JidMobidcinn-'^criJc brillame-irliiCdsa tNBO,"^ 3^ar [luvsi- 
liLOL'iJiii’Vctda bril[i]j]lc*“liecro]-lai:Uts:i INBGLj."' ntcdio 
dc sitdsa-lisiirLJ-Ter^itdl >1 fKLTdf'^ y medin de Ruppapun 
Va'iilliailis scinkdlido nirhdJllcndo{MSRVLas Jonnu- 
las y las pnipiedadcs dilcrenciitk^ rlc cstos nicJids sc pnifor- 
ciddiin en el eumlrij (>-l3. 


ELFADHD DE COnHELAEIDNES ELIHEQAS e-4 Sjfinmntiii 

AtiioBa§ 


|jn rqH|.lo._ Mjhn: Imlrfc I;ik consritiiycn cl prtfidfHJ Trwn nnn 

Futimil df ,V. Ari'rt.^ae. prm lrr« 'icno huminnk ]\^ ivrv decurral > ntr«t4 
uniiii^kA unnhkiP ti,ii ctxilrud'do la enr-onned^U c^lc micmorji-ijiiArnOr 
IrJi injiKcii^n humuiind^bc clcv-rmdcnbr b irr^citifoddn |mkINc 

cwmT.infi fim nq^ilet y 4vcn dc comt y |wndi.wtJi<--rtc twop. Vqrirw mvi ■%?!• 
fadoro tujvi'onHjnk-ujJjj infetviiJa por^. Aei^uuk cn piicicnio 4.^rKM.bl^;L- 
evH If |iJK'i:fi.i(^ |I|V pfMhLjvviK Ikid^i] dcl cmBuriu>4b ir^puilqn dc pciLvn <re 
xfhticj (."lihinip df |lk fl|^nriiD|i.ink rciliftifiiK |ia. 

LV)«i)u iv-LuJii UEi 4:aMJ ts\'jl lEc ];:ibEELK[Hn'cli^ |h.k .3k .Aii^luW cn an iliQd Ciiii 
muiTurc 1*111 Lb dc luu E^ainllio Je eiiLUc:lcLf':ifCb ik wnpicnEu Jc Mocvn 

I'Jelbii, IridiJL^ 

l:L cspcctm ■rlinsi-n de li enknTW!dai.l v^iria jasnomienli'i hiTi.'-r-i. 
huib Betqe enl^iic^ y lepiicemkL •uon JEifeco'idi] k^:4ijj;*;La y cs hiraiLir il 
C-JLi^jdopOr DIffh ik Kfiftt y COLv CMBUlkOJOdl ipic 

puedc nh^mniiia jachmenifncn cn ciBkiuicrprupo ebrio y w i.ifm::i'- 
n/4 pordolurabdomruil calico, tliinci [.i m^nudo 4nii>u). niu«4^s. v«^ii- 
lu^ e Ki|ienefmin loe.^ Eh kflCMCul. IntlioncELC^ 4Lrio|La^iijjda y durA de 
uno a 5 Jfus. POfdf h^ijuituu oeptifemit, pcYO istnyh^n nf lia inlVitmdi^ 
cii auMEii'u Elf ga^uTjrrucrELq. V: pntuinkc que ofurre uru JnleiEci^ii Lncali- 

juilij ezL divei'^oi H.v^uli.Tii« cotno cbfbtjtsifi, Id^udo, puiaib. 
dtfiifvbckLTiH's.^tatfulii hihoj luegic^ik lo. baifffrieiDib, !iUj4[ue no 
o dncurnenc&ib. Tamlw^n t\2Xi comunifAdofOAO!:. hicn documereiados dt 
ohEtiMBlcUib.^'' Ea pririiadxle^^Lic li pro^lcaK'Jj! tie Iss lEOrceiuon liiiiiH4£fcJsv 
cau^hkib por S. Arizofide wa ivlbeoruu-iiif^n p>fi|ue ]a» aErnDiiub 
irsrjfl'iks -suelci ser kic^. Sia hh jurh^mo eiw^idfra- 

Lk} en dlfeFa4;blI^S4k [};3i2Jaiie& ifpbii y pdstnrn- 

letiEh cjdie que uenrn aaieirilcfiLe^ ik icpiiln, cn Cbpcci^ 

viNira^. Sr de^c lecomcndor bh kencr reptLIo. koItc lodo en I-r.^ cakochi 
mbn mciKvm de 5 luV^.^ 
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Cuadro 6*13 Nuerot cii*djM pam la itcup^racidft de EKpeciH 4te de las tKcea 


MEIItO Fi^KMIll.A PRJNC|PIO>; INTKItPRmCK^K 


Agar iKrtf^iiofinj-ivrdc Ajiiif crijuk’jH.i ^ija, JO g; 

l>.MlLiLilc-jflLO>u CJlfaJM 1^ jf 

{NBGJ Tlinul F4ICO Si'^ko ^ 

Rnjrfc fcmi] I'ial mj 

Cj3i£i'nu]. I ^ 

lH]ll:i>ii^, 7 nlf 

NriVuIfniJuki, 1^^ rnu 
AgLiy .h-s.|:|fcl.i a \ |« 


I Li^ CLiIvnLis Jd- jjiLirriTn h^as y inlcraL cim ccrtnxi □liclriuJctx 

dL'-4-Xilur nCjl^rLi JdLif-lhai- V liiltIhhddiLh a ^tafulc m 1.1 [iri.'H.liu:' 

L K^n kk- II.S Aib-iiiJIb^ piv^Miru mrLifdi^aQBciiiu y lutji 2 orij hibiliLc 4 Lc 
ait'ljrudii^n cn cl irir^hii alic^^tiv dc c^dimka. l.o^ c(iCit4vniH son 
inkihuL-H fi iiih piiiJwcti ^n[cwii|h cciMr«> rwgru. Algunui^ ccpui^ Jf 

dc In^ cspc^-ir^ ik- 


fll rlrikU. 7J 


Ajar rKKfci+yLH*ina-itr(k 
hrpl|uiDd-^Eic--drn|-l|k:dQ* 




k.inihx'b 


Apar SM-ID 


Af jj ^plKisi >iiia. 40 p 

f~j4»1ci {irruitiicci fcrrko^ 1.^ ^ 

Tl^bsuir^Jh^ sjVdica 5 ic 
l^UKklL, 1 IF ^ 

CiJk^'CPd, ll] ITlI- 
>Pflle Imilajilc, 7 nif 

NLt^-nJiiiiiLuu, LO cn|[ 

Aj:ua. ifc^iiladLi a I L 

RrL^pi]cr;flJCESI, li) g 
ftpUWliLJ ^ 

IHKEraci(>ik: IcL'^dun. 2 ^ 

^kKlku. 3 ^ 

RDi^> j 

5 .l>riNTnii- 4-cliMnv ^-1 ntliilil-fl- i>'^iitm;ii.ipirjiM:iMLi|ii. 
fj.l If 

1> lit 

Agiia dr^sdladi kmTa 1 I. 


E^cradc^ \bc came \k v^;\. .1 g 
BHipcJilnPii. 0 IjE 
E-. 9 ;inau ik 1 dvudi. 3 nE. 2 
Sjk^ kili-wTs. 4 |i 
ncutpj. 0 . 01 ^ f 
fEiartciTri^. (f.fifl ij 
VtfLid hrillanrc, 4 J .4 ftif 

SiailurK^uFiHptjiimn I ifa].u;liipirnpikidnj. lM 7 f 
{rliJvur^>fiaE^i 12 V 

SuilruUh ■L[E»fn.^=c]L>:i 1 ff lLx:upi]a[Mii^]Ji>]. g 

.SftfbUkll. H E 

At^af, l.1_5 J 

Aflu de-^nlada hanNi I ]. 
pEi firwl. 7.6 ± 0.2 


LaiklcL^h^ dc c-fTflijc.' dc t^JMJ M>^rc la proJiKcwn 6c 

irs. (jiid cfimliiCT ^ i4-<^kHii^i. FK^rM.^. S^-ln %c li^fjn iwu foritiaj; icVi ^uii- 

ciHiicdd K.S c<>n ccikwuLs qire nci frodijocn ndidc j parTardf ^LlaccTi^l fi 
laclctsfl. pnn|up p1l bjin iralerHerc cd In rtn™ci(^n de I3,S. EsCo plwJu- 
fir y k^danii^ iru^lnR^ piini Lp m^yuriB |lc |iA^^^pcfieA ilc FKtvfiysi y 


Ik-tiA’nJ In tiipjcidad <le t^(rcic< de luirJ Friiblb<ilij!W ftofilen- 

fltk'i.il l.’A'i -LLilecjLu 'aLfbi|^ 4 :bOii^u cn it^i^diu &lkI LIhi lin^pcc n^aA bri 
ILnnici . fVinicncuni L'Annd.Hd imxk-raJn dc s\i\cs hiliark'^ pao-^i ifthiNr lifs 
kulkfurniei 


Lj deKkCkv de espccich ite ie hii-ui bohre U rwrtiacida de icida 

1 panirdr flwumnpMii y en In ai.itfncii de Ji-giiUiLln^idj^tt. Las scTolipfit 
de pmJL«n eialMni!!^ rojo n.Timj4K U vece^ ton ujt bejJf 

inffvkirt']^ marnriTi-’ q^ie fcw colifmnfH h"H™n rtrni. ei,Tkwi <vfrdf. apiil d 
vjiiLeLaJ u khti fXKi4]sc*rs i^kro ()-^Bh^1i.p?id«4 e >c inunrienen irH'uluKvs. 
fTLinliiziu uri.i cjDlid.Ml mikirrada dc vuirt hiliaiTK para mbihir a Nw 
tilllflMniK^ 


M-edki iJe TiiSve^tki. j 

Vault laihi wiriLu1]uJ;> lliJii.diuLLo liiridLi dc cascina, Ji^'ij- ^ 
mixlillcjrtn iM^KVj Clnruni dc ai^Iil>. 7. M g 

Fii^frici^ dikidn'i^i^rni^ 1.47 g 

C'|riri,ini(le inRgrirFKMniihidru'^n}. 111.^^.^ y 
ik die in^ilii^uiu, 

[|jr^7 ^ 

Apal. 27 

Agiai dc^lLUJ..! h4:-s.a L L. 

^JLl^lllLii^'llLi iAi:iliiLkiii A ^ ucrc^aijd L 5 cipacs 
dci^remljJX'iAn il^ 1 niF. 
pM ,U t 2 


.\iln«a4isEiu-i?eirj|;iiE^i 4 iTnin^a pepm^a Ha^zco .V 1.4t £ 
[XLT4) ExuaLLC dc Lcvaiiufd Baeie. 

c -liii-na. _V0 £ 

Xkicria DdiL'UiL -^75 ^ 

l.ihelrnm B:k1o. 7 g 

S^hiicti^ D-iLtciL 7.^ (2 
(’jlrj^n arptVlkn fem^-n^ll.H g 
TMHvuLFahi ik M»dni, A.H! ^ 
ChUkMi^dc 5 g 

A^IV Ih g 

Rf^je feBLil B«k3. j 


Siibk.! b ha^e del ler^Vnuc^iII iiiLt^'imkili^N ;LM;T?PdC-nie de 
ind'EilFb- (EApccjL^ dc y uLca^l cn L'^Hu.'vrrirM.'Lwws- kcdiicidu 4le 

agui IJiihpLuS dc lj inculuciPn sc ccHiiiidan las pldcas parj dciceur huc- 
icriks miSvilcs qj^»c nipuixvTFi un bnol^i dc crecLiiiiCDto que ^ 
de^ el piinin de miscvhK i*ni Sc t^rnwi tuUmltiiiK. JH iKinie dc 

niignu i>^D jmth ^nnlv^ir b pvie^a y para reali^^iT o(nift jrueti^s Nfii[ulnki- 
ca4 ) st'i4dri]fii;:^s [jk ^-Ciblur'lfl^s ula ihhlhidiA^ prir iIin LXk’hlSiil.ic'i^MI 4Se 
□uiiualfi -dc la piVM4*Fl-Lii-indiJLa, Jc dc imiaLiLiila c biirZul'ULEMh 
a4t 41 


kijc cs an CTKdic> uLumcflBc^lc^. ri'^i^ que b^i^diuye cl dcbaikiilimi dc 
‘M.sEii] que :,c racuL'nrra cn el jgar XI13 por el ^uffnciJiitc Huiennka 
Tcf^iiicl 4. El agaf Xl.'[ 4 icibilH.^ fk'ir enmpIcDD cl i-rcciniicnnh dc trichL^ 

Ija Wlclili^ irjitipiA-irL^iLs y hiuLguh, c iiiliitie tuul u fncncjucLue 
el erceimhznki-ilc mucha^ hiaenia^ fr^mncfinL^TVs. que ifielu^'cn Pwr^ir.f. 
/'jrnirfL’Tjtf y .AiJcnn.l.^L la^ eNpft’iei dc OVfti^i^^i rcrNun 

a|f n iiihiTiiJpi y nuiy prndlK'en ^rilwHlLa'! i,:^ tcnli™ JiepnM 

dCspuOs di.r UDH i/iLEihik^i^'H^ l|C I'.id^ la k1iK:|M! l.a^H CLihb^lm^ zlt S(i^sTri,T\rfhA 
<Ti S-piinuki^asi jiTmitZE-vn negra'i n de ^:en(fo eon urw perifeiin 
imiirilln de<|xi^ Je 1^-24 tirin^ dc inciibaein'in. de una 

JiKubatiOn njkitijivLi. kviukwia^ v vucLvcn ^cHiiplelnnKnte ncg^a^ 
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Cuadra 6*11 

Nuctoft medliBs. p^ra la recupend^H de cspcoleF de Sa/monrCa de las bens (Coufj 

NtkCrill 

r^RMlilA 

PRJNCIPIO E IMEHritETACKiV 


A^iiu Ji':<tj]jd;i lu'^toi 1 L 
pH iitHt. ^Az^U 

«iii^iiJu'i pijih t;ihnvv"ntrni mLprni, Run'- Jr (i'jl nn 

rT4KluiCT ll^-S rnLir^lT^in ciJiHkin- ik i|w ixiftiflt 

sl"! difcTcuciAiLi^ lJc LLiiiTiu^ JMV ^ilm.•ii[?l:i> aiTuiiil]aN hiilE:iJ]Lc> 


Me^Li-AliC mi*ililL.;jJi» A[!.ii IbLlziNOdfiL^ 1U 
irAoJi^ii fir^-cnirHig^'ifei- i f 

Lt"t.ou ^yW^NrujI L-4iTfi^rlimki. Hi ^ 

I. c-iAtrMi.*i. I'l.l^i^ E 

Cjk-maJM ^ 

L'liihliJinj^ Ul,I f 
i.-iMulnisiin^ ^ 

L -kixinj. C^.l § 

I-Ihtinj-i>J y 
L-jncCkmirw. fl.rfl.*! p 
I -itpiliUnnln?, iS.t 1 
I .* priiluu, i^.L f 
L i-L'TiiiiL 41^1 p 
L.-ir^iMijriiL. 0.1 
L triEiCfvfjno. iLl ^ 

L-lirosiiuL OJ ^ 

L 0,1 3 

(iLunhla.iUM ^ 
i:rwiKi1.fi| 5 
Citiwirw. N.'il n 
Ai.l?nin9k iM)] |c 
ficrgcn Je j: 

TiulFolu Jc Dia^rc^h?, ik, L i; 

SkllfaEu Liihi^kiLM, ] g 

Extncu.^ 6t kVdUuriL O.J 
Fi.x^sn’i dc Kidrt^gfno d^pi.nii*k'ii. 7 ^ 

FtKfali; Uc pvs(Li.’!ki% 2 ^ 

Mrj'Ll.i -Je 

fi[iaci> ftf^^L^L CkJ f 

x-ilf;»cj.fl.rw It 
CMlf-tJiJ-iiJ s 
IFTG- j£ 

Afl^i J<-<'il- 3 U i haM;^ I I 

Iei^I cdi cnLr-h si^rr^aLkj^ duipuch Uc Lj 

l^c^;oxdcaL'1co ck mhJh). il,^ g 
Lui'DnofnLr^LkLiih TljuL l3c jEjfo^l'aLLu n eik 
ifirdc'2 a iFtrT> y 


SaliKMiflliT du LLik]iius o/Lilcv 4ilCai -chLo'dlXM.'icitas d^n LriltNUiLh iic^ias. 

I.;1 ;llf-irnH4fl|inn piV kK-Ls^rir^ J difcrLtlK^ VL^9iK.-Nla4ic-H. H iriLVCH 

4^ ^iii& pE?riiic-is,i SMtm'iChjisviTK.i ) piK.vk XI iiKiMOikUrinc^i- 

If foriJJia Lifniiu»prpijd;i^:i |iir.j dar lix^.laliBiL 2‘^\e L^mipuL^iln Jihurudn 

illltkijtrt tn cl fl^tal^lliMkUi IlmlflwHit w \r4SC\ Jc 1^ iniCI:M,vHi(l «Mk t| 

cnfirELi ularinJ ijiL’riii;i*>A n:>|xjn%dhlr dc ^ci'k.'c.li jp> aL.*inrii.i EnLj irlcroL 

L\i^ pucd:^ L^^idL^if j III i^hL^lL:lO^ del tri.\'inaiLnin 


BIU.*rHROV1a|iar^ 
Siilmimclly Commit; wkli- 
|>u[ IVO bjju- Ulh 
^i^ucrdn ck- kruLi.i 
CIIROMdf^r. F^irk^, 
PNihiuP 


Cpimnpfpiiin,!, f 

MeA"|u CK;14 

A^ldCc^ irdubidiXL^. LK[I(Z ^ 
AfLlT. t.^ f 

AfUj Jk'^il.sd^k h3Nt4l I I. 


lA\i fTippcio^ ilk’ jjijiiVi’fn k'rtmo cidi*nljk4 udiv clLkf4' u 

nuUa y oln»i k'l^lifc'^irin^s jp\±feT:tf 0 LiHTV-i-iobyiiiLi 

Xurdc jJuCiJifa.^ L'ldTja- n hu.'dc? a/ul;kJj.\ Al^unihJL r7i3LFi:^r7ajiLcinih.i4^Li£7 hlp 
hidn.rli^jjn ily Ntj iTnYipufsit^A piu^.^n ikptrrv^er 

L'i.Hihi-‘L'Lil4riiLLi^ uiL’iflticav [-hri^j- ^^noiu <fn w'olitr 6-1 III 


^^.^^Ft-lvli'Jiih: r/Ulij iTr ^EiAvtJvJi/j iHfJ > IhP ^ rJ jrikrim^ruLi^ iJj- Tii^ HFniTj^ui* iVr .Kjjl-fhiiMjl Ij .'i'^ i|irf.!lT 


Medlos croDuig^iiicos. hos c^uiiiiiiticus uroimiigt^- 

nicos son compueslos que pctuan conw susiratos pan enzimas 
espcvitlcaiv y tambian dc color dtbith] a I a accit'in do Ip tazinu 
sohre el «usiRito t(i£. HI pTifner meilio dt e«ite tipo fue el 
iii!.jirdc kuinbact) qui- utilizit un f>iLsintlo ci%>nio^enico par^ ^- 
j;^TjjcltJsLJjia iX'G^l, 5-biiN[rHi-4-L’lnni-.T-iiidolil-|i-rp-^al3t;L(j- 
piranosido) junlo con propilcnglicaL que cs rcrmcnlado por Las 
e^pecles de JuiiimmffSn para generar dcido.^" HI ogar de 
Ramhacb es uJtamentc e^;pel:{flco: sin einhargo, no deieciu S. 
Typhi ni S. Paiatj phi A.'” El agar SM-ID cs !»imi]ar a1 do 
Raniibach salvo cn que meurpora dos suslfaLcis dotnugi^njeos: 
X'Gal, para J^'ga];H:loKjd:i)ia y X'GULT, para [^-glucosidaisa. HI 
medio SX1-II7 detecta lanio el serotipo T)phi como Faratvphi 


111 mi;diH» tTonKi&onk-cp pa4'a 5 (jWjW^j 
(SCM; Oxoid. Baslngsioke. keiiw UniJoi comkine do^ ^ustra^ 
tns cnomogcnicos. El primem es Magcnta-cap ( 5 'Ihimtio- 6 ' 
clorfv.l-intljolilcaprilatd), tjite on hidroli/ailo ptir onpodos do 
coil lo i|Lie se genecan ctjltwiiii^ uiageniu. El segun- 
su^lraM cs X-Gal. quo hacc l irar al azul a los mierwrgiL' 
tiLStno^ product Jtos dc p'D^gaLjLtiisidasjj. Oirus coLiioiiof i{ao so 
uLili/a |[i!i ommogenos crccen como calonias incolontt.^^ El 
nfiedjo ARC I medio ripr-(,-mn»oj^mci».l uEili/si dos susirams cro- 
mogdiiiixifi. El primeio. !l, 4 'CiclotieAt:i]oe.scu[el'tna-p-Li-jtaliiL- 
losiJc) (CHQ-GAL). so uiiliza para dolvolar mienjorganismos 
productones dc jl-galaciosidnsa que aparecen como colonias 
riegniien presencia do hierno, HL segunJcj nLislryto, .Chrcvnio-J- 
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Reaccidn cromog^nica 


cromOqeijo 


CH^M IK 

K,OH ^r'A 

OH'^—r l| 

H 



SUSTRATO CROWOGBMiCO OlVIOIDO TOR 
ENZiMABACTERlANiA ESPECff ICA 


Enzima 

aspcci^r^a 



Oi 

\ 


/ 


SUSTRATO 

CRQMOGEHNZO 


CROMOFORO LIQRE QESPUES 
DE LA REACCK^N ENZIMATICA 


Cl 


i 

n' 

H 


LOS SUSTBATOS 0£ CBOMbFORO SE OXIDAN 
y PROPUCEN UN COLOR IHSOLUBLE 


Figun RcjL\'u^ll-Lr<!(l>iiCi^l|jLM: Libv >LU>rr3lLiK linirK'l.*iL''!i- (LUUllu^t'ruril LiL'iCrijn LLi-clll^urhlL-ii*- ik' datcdcrTlir^ ik^Eiu^cK Jc Li Jc^r.9jjH.'iLift pDrrn^imj.-^ l:Lictc- 

niuiav-L^psciTH-^i^.. 


s:lofo-3'in4liilil-cjMJ'puljLtcjpifEiiiii^Lik^ (.X-a-Giit), cs liiJnslj/a- 
do por c^pccics dc quo ic pri;^cTil4in como coIoniiLs 

vcTdcs/‘“'‘‘l^:rrv y coin, modificaron mas lardc c] media 
ABC! crein la inoorpnocinn de all'shtKfaUna (ocido I sLanit-l- 
iLminoeijirn!^ldniix>k an !iuic;ida“qLLe avuda ft la reau- 

ptriaciOn de espccicis SafttUffttiUi al inhibir crccimientu de 
una aiTip]i4 iranw de bacimas franincgadva-'i.^'^' El agar para 
Siiinumeltii COMPASS (BtuLur DijsiiohliL:^. UuauvaiN. I'rjn- 
cij> uliliza dos sustraios erorio^cnicos -5'bromD-6-clDix><^^ 
initiilil^cnprilatcL <|uc dcicciii aclii idnd de esicr^iNa dc 
dc qiie amijan tol(irila> iria^enia. y S-hrornfM-clo- 

l(.v3-ipdidil-gluci>pirand‘>jLU», que dciccia UL'[iviLL.iJ tie [Vj^Illizo- 
sidaui de ctms cntcrohacicriiis que dan colanios azulcs-."' 
CHROMjgar SalitioneULi iCHROMsjiur MiL-robiolugy, Panji. 
Fraricin; tamhien vendido por BO con i\ nombre BRL, 
CHKOMugar Salmonella. UD DiagmKUc^ Sparks. MD> cs un 
im-dio cmrn[]j:i;nico mils nucvo (iiic u|j|ji» iirlu mcz- 

cla do I'roiiid^onns i sufitraloi patenudo^) qiic detects aclividad 
dc cstcrasn de espccic'? <k Satmmi'lta y steiividad Jc l^galac' 
lo^klavd dc oiras cnionjbactcrias,'^-'^-«<^J'^'' Fpi e] cuadro fi-13 
sc pjupuix'iarian las l^rmulas. los pnncipiijs y las IntcrpictEucia- 
nes dc los agates eromogdnicvw, En las Uniinas en color U SE 
a H sc peosenlan dibujos do colnnias quo crceon on 
CHROMagar. 

RvaluarloiiejL En un esiudio de Rul/ y cols, qiic compand 
kM inodios do siembra parn cl alBlainicnio dc SalfHotieifu. los 
medium NBGI- tuvinSin lii miixima. scIcCbsidjd H^,A^ I y ol 
siilur pTt^dieiivo cn£s alto pam La rccuperacic^ dirccla de 
Stiiamt'Ua de Ins Estos autorcs t^coFnicTtdan ulilirtar 

S.M'ID pani cl siislamicrlo dc S. TVphi que nocs dctcCtsiido cn 
ague NBGL- Mudincry > coU. ci^uertarou quo los agarcs SMID 
y Riutibach cran ntucho m&s cspccificos que cl agar para sal- 
moncla^-sbigeUis y cl agar dc Hckincrir’''’ Duscih y Alis^cgg 
comparomn scis medios (agar ent^Hco de Hektoeri |HE|. agar 
de Rambacli, medio SM-IH. agar XLT4. agar NBLG y nwdio 
MSRV) y Ikgarcm a ta conclusidn de que MSRV era el mis 
scniiitilc pjmi cl nislamicmo Je sartioiiclas no liJoidcas dc Iils 
hcccs; sin cmbiirgo. cstos autoncs observamn que k naturalej-a 
sL-misdliJa del medio era una deeventaja y roqulero una niani- 
pulitcidn cuidiidosa cn cl labaralorto, Scfi;iLar^>n que Xl.T-l 
(cni'a una sertsibilidad tomprfuhle cino Hfi y ujiii tispcciJicldiid. 
(Ie cosi cl IQO^- y pucdc comiidienirbc una oLlcmativa prn cl 
aiHlamicnlo dc .salmonolaE de las hccos.'^' Perez y cois.’'^^ com' 
pararon cuatro medios enomogeniens {medio ABC, agar pan 
solmonelns CtWPASS. agar para ftabTwnelJU CHROMagar y 


agar SM'fD}e(.in agar Je Hekcoen c^alveiiciotial cP 916 Ulucv 
iras dc hcccs do paeientes inrcmadi^ cn [res hrispiialcs- 
Dc^pucs dc 4S boras dc incubacidn. la scnsibilldaJ anies \ dcs-' 
pu«; del enriquccitTiicTito cn caldo dc sclcnlta hic del 62.5^S' y 
del cone! medio ABC. tie] 77.1^ y del cor agar 

COMPASS, del 66,7% y el fl9,l'* ci)n CHROMagar. del 
S8,8^ y del SS.?*? con agar SM-ID y del 85.4{S' y del 98.4^ 
lotl jgar de HckhKn, rcNpccCiVamcnlc. Sin cnnqticcimicnto. 
dcspiiin de 24 hot^as de inoculncibn, se docecid enlte el 45.8^ 
y cl 62.Vr de iixios Ins aislados de Sahstm^fi^^ sogiln el medio 
ulili/jdo. Kckloen fne si^nirictKivamcnlc mds sensible que los 
cuarri] nicdiiih eromogcnicos. micnirjs que las scnslbilidadts 
dc los cualro medJos cromag^nicos no fucron muy difcrcnlu 
entro St. Con enriquecLiriienlo y tin penudo dc meuhacidn dc 4R 
boras, ot agar de Hekioen nuevamente tiivn la sen^bilidad mi^ 
alta l9H.4*J^]. miertras qnc Las scnsibilidhilcs dc COMPA.SS. 
ADC. CFfROMagary SM-lD fumm del 93.8^. 39.1 mA% 
y 85.9*^ icspectivamcnte. 

Oirrw iiKtmltK dv detecdon ripya. La pmebo dc 4<mcii- 
lurtibeliferil oapriljittY ipruebn MUCAP; Biolife. MiWn, Irylial 
ers uita pnicba dc lluitrcsocnt La para la idcntilicac Li^n niptda dc 
cepas dc SitJmtHU'ilu JiTcclamcntc dc pLicas dc agar. Cons isle 
en un ester de oebo alonios dc carbono conjugjdo con meti' 
luTTibciifciniro. Esic sustmlo intcmclOa ctm la C, esierssa dc las 
!^a]]iaonela.s y conduce a h liberacidn Je uiTibelireiuia. que e-s 
fucTlcmcnlc nuorcsccnic a ^65 nm. Sc yplica utui gola Jc rcuc- 
liS'O iHrecTiimente ei^ liis Loluiiiazt JiOspcL'hLJsiL'i .sobte la superfi- 
cic dc agnr y kq ob^erva la apnricion dc la fliioTcsccncia azul dc 
ia ctloria bajo limpara <lc WonI Jcnlro dc los ^ rttinuloN. 
Viiri[]?i e^mdios Iran nHnaradm que e^la prueba pniporciiaiH itna 
seiisibiLidad y una e^pE:ci^c.ida(l dc casi un 100^ para doiecLar 
cqpi'sdc Siifttioitfilo yes unauitiliarudl y rjpiJoparolacaroc- 
lenzaei^n bioqaimica do niiina de e^as cepas.’'-^^'^ La pmo- 
ha para salmonela'; Sislema de identificacibn biotjufmica 
Gsoid (Osoid DUiclictiiical Tdcmiritation Sy'^Eem. OBIS I es 
una prueha ciplurimt^triLa ripida et^ cL sido para la deternitna- 
cldn dc actlvidad dc pirogiutaniilarriinopcptidasa (PVRasa) y 
nitiofcnilabnina dexamitLana (NPAj. Sc loma tina mtieslra dc 
ujia cninnia que creoc en una placa dc ngar y sc aplica ;i las 
ilre^N dc pruebir dc PYR \ NP.A s*rhre lu [arjeia. Sc agrega ura 
gota dc >uluci6n bulTcr cn ainbiia iirca!> dc prueba y, desputis dc 
5 minutos, sc agtega una gota dc solucion qiic dcvtirrolla PYR 
nl atca do pnrcba dc Plli > una goEa de solucidn que Jc&aiTD- 
llti NPA al inca de pnieba de NPA. Se impregna el area de 
FVRasa cn la taijela de prueba ton dcido L-pinglutiiiiiLO 
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7^ajniiK>4-mc[jlcur7Turinii (7AMO. El drea NPA cn la laniita 
tic pntebii sc Iniprcgtu con nitrofeniialjitina. La clc£ajiuiiaci^n 
del reoctivo sc rcconocc porque ix prtjduErc un culur pacdo unn- 
ronjudQ cija:ndo se agrega la soluci^n que desarrolla UPA 
(hidnSxltto de sodlo 0,25 M>. La t'aCca de actisidad de PVRasa 
y NPA en Ijs ei^pecies de Salmoftetia se puede utilizar para 
difcccnciarlasi tte latt espccicit dc CiSfvbacitr, que tienen ajciivi' 
dad de y dc especies de PrvititA. Mof^aneila y 

Pnn tiitiicia, qtic licaeo acti%'idad dc NPA.*^' 

Sc intioducicndu nucvas ■[‘cnieas quc puL-den alleror en 
gran medida la ideniiAcactdn futura. de especies de Salmontif^, 
lanto en el liibomtoriD cllnico como en Ids esludios dct campo 
cpidcmldlOgict). Con )0 ejcinpio de nueveu» apllcacidness. OlipVik 
y rajlcearon la tnnKmijtiAn de cepou dc ^ Typhimuritmi 

desdc gatiado vacuno cnfeimo en cuatro manadas scparadas ea 
Mncucga liaSsia trab&jadorcs de granjas, y observaron pcrfiles 
id^ncicos de pTdsmidos crfpllcos para Ids di^iintos ai^Tados con 
cl (ISO dc t6cnicas dc digcslidn con cndonuclcaiias dc rcstric- 
ddn. Cornu scAalun c5tos autoccs, las t6cnicas coovcncionalcs 
dc scrotipincacidn y biolipillcncl^n a mcnudu no .stm .suficien- 
lemente especOlcas como para ileienninar en rarma deliniiiva 
que dos o mds aislados de diferente^ fuenles son, de becho, 
id^nilcoM. U.S cornu el an^llisis de endunuclctua.^ d^ 

resliiccidn o las sondas gcnfSdcii±i, que dcicclan sccucncias 
dc niicle6tidos cn plii^iniduit u en DKA n RNA cmmoLs6mieu 
hardn que el trabajo epidemioldgico y diagn^stico en micro^ 
biologia sea mucho nu^ rieuroso en el fururo. Estas tunicas se 
CAplican con mds dccalle en el capitulo 4. 


TRiBU aTBOBAcrems 

En CiifvrluK'tfrfAf se inclwye nn gcncm -Citrrfimrter- y 11 
especies. El genera Ciirtiftacter y laespecie C-Jnet/ndii fueron 
designados en 19.12 por Workman y Gillen. En 1970 
Frcdcrikscn dcscribi^ uoa nui:va cspccic a lu que denomin^ C. 
hosfri. Eu 1971. Young y cols, propusicron el nombre Lennira 
mahnatica para un gitipo similar de microoqganismos, y en 
1972 Ewing y Da\is desciibierofi C Frederikseti 

eJtamind la^s tres cepas, deteimino que ens feciotfpieamente 
similares y propuso restablceer cl nombic C kostri camu 
nombre vdlidcN p?ra d [Mon ”'' En 1S93, Brenner y col?-, u[i- 
lizande esludios de reinoidn dc D^fA, mosiiarDii que I us 
nniciDarganismns idenlificadkis como C.Jntindii consist^an en 
un grupo helerog^nco que rcprcscutaba varias cspccics gen^ti- 
cas,” EMe irdbiyo condujo al establetimlentn de ] ] especies 


gcndinlctLs deniTf) del g^nect) CiJfubucffr^ coirio liC muestra en 
cl cuadio 6-14. 

Las eomirtcrfstjqras que sugiensn que una eepu aisluda puede 
pencjiecer q 1 g^ro Ciimiwcfer se pnoporcionon en el oiadw 
6-6. Las caracterlsticas clave que diferencian a C. fr^ttndii y 
otros miembros positivos de las salmonelns son el oreci- 
mienlo cn KCN (las especies de SafmottfUa son ncgali>'as>, la 
aosencia ik ucilvklad dc lisint) dcscarboiulasa (las cspceics dc 
Saiiitattiita son posllivos) y la hidrdlUis dc ONK (las capccies 
de SalnutfifUa sop ucgauvas). Lu difcnenciacidrt bioqufmiea 
entre las especies de Citrobacter se muestia en el cuadro 6^15. 
Las cepas humanas dc lodas las cspccies gendmicas salvo C. 
tojeri se ban obienido predominantcirknie dc hcccs.”' Furmer 
y colSr>'“ que nsvisaron cepus retniltdm a Ids CDC, cilaion u C. 
ftvtintiii como posiblc causa de diBirea (auuquc ia mayorCa de 
ills aislados fecalcs no parecen wwr awiadoit con cnfcrmc- 
dad) y como causa de ca.soa aisiados de infecoitines CKlrainles- 
tinalcs. Tumbidn cilun una posibic asoclacliln cntic C. koseri y 
hrotes dc meningitis y ubsccsos cnccfcilicus cn xccidn naetdos y 
comunican la rccupciacion dc C. (walonffticus dc algunos 
hemocLiltivos. Janda y euU. en el Microbial Diseases 
Laboratory en Berkeley. Callfontia. informaron que C.fivttttdii 
fue la es||K£le mis rrccuenle idenlinL.':£kda de eoJcm Ion sir Ion cor- 
pomlcs CAcepio Las hcccs. En las mucslras gaslrointcslinalca se 
ubied ctl cuarlo lugcu pur dclni.s dc C youngaf. C bfAakii y C. 
M'rrLmDjriJ'.^^ C. firuirdU (complejo) Hu sido comunicudocomri 
causa de enlennedad gasmoinEestinat usociada cod el queso 
Brie impunado'' y sc infurinDcl uislamiento de una cepa que 
iransporbi el amfgeno ik E. evii 0137,” C. Aojfen ba sido ais- 
ludu principalmcnte do mueslraN de urioa y del upartiito rcspiiti- 
torio.-*-^ Tuniibica sc scnald con frecuencla crecienrte C. kase^ 
ri corcin causa mcnitigiSis cspurtdica y epidemic a cn rcci^ 
nocidos y lactantes pequeflos.-’'^'^^™'^® Se observan absco- 
sus cnocfSIicos cu el 75^fi de Ids lactanles con mefiingitis por 
C- kifseri, Una prcN'olencla inuy superior a lu publiL^da pcJU 
Dtnis bactcrias que producen meningitis.^' Un tcrcio dc Ids 
lactantes txtn mcningiijs pur C. kaifri mucrt y al menus el 75% 
de los supervivienies lienen un deteiioro neiiroldgioo gravc.^^' 
Otns publicaciones corroburan la lerKkncia de C koseri a pro- 
duicir meningitis y ab.wcsos cncef^ictM. sobre toJo en asocia- 
ErpTi cl btieilo gmmnc^llvu auacrublo Pti^vietia nielatti- 
nogcnicti.*'-^" ^ C. nrdiakii SC aisl6 cn la Nungre y cl Ifquido 
cefalorraquldeo de un laclante prematuro de 5 d(as con sepsis, 
mcnirigiljs y un ubsocsu cnccfiilico iratado cn cl University of 
lllmois Mediciil Center.'" Til niflt) fue trdUitio con ainplcilina. 


Cuadro 6*14 Ei^pedEs unlEi1un:i j atlualEi^ dentn* dd xtoero 

i"- T- -4; 

DE.*;ICNAE'J|6N AMTF.ttiOn D^E l.k ERPEC1E 

ESrEClE GE^6^[ICA 

C£»rJ£C[E: ACTUAL 

CflTnptr|o C. 

1 

frruntiii 


5 

C'. VTiiEtfTJKUf 


{j 

C- bnuiiii 


7 

C- rtfr^Jifanrr 


K 




C mi^rtjAHJTa 


14] 

C. 


11 

C. *mfrf»\iaf 

c. -rlri^ri-i.^ 

2 

C kivn'ri 

<7. -UrTkckrTlOJiL MJ 


C. cMu£i7n£dh UU 

C. JitterJt>Tiaf«rwj bftogmpo 1 

4 

C. fawmen 
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Cuadru G-16 

DlfL^rtibL'LhcEi'm cic cs|inIc£ dcntrca del cfiirrci Ci/rriAnfr^r* 



-r " 1 

P • ’ •‘j*. «. ij 


PRIKBA 

Btt)QljfM]C.4 





CiTROBLAJOTER 






c. 

c. 

C. 

C. 

ilstdemJitAHi 

c 

giJiemi 

f. 

niTjaJiiurjiificriJ.i 

C 

fawmm 

c 

hmmtii 

c 

frtuMjht 

C 

nutflinlia 

C. 

ypjtiliptr 

Adnailcit 

4^ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Ma3i.3TOli> 

+ 

+ 

+ 

+■ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Omitin* 

t 

- 

t 

t 

- 

* 


4 

- 

- 

- 

MeJihinu 

- 

- 


- 

V ifiT> 

- 

4 

vOUf 

+ 

V JJ 

- 


VlW) 

- 

- 

- 

V r.ii> 

vu:>) 

4- 

- 

+ 

V{33) 

VtlMl 

tfldnl 

4- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Vi3^) 

V (IKI 

+ 

V(;i4j 

[>ulLi[ 0 ] 

V I.IS) 

- 

t- 

- 


- 

- 


V<I3) 

t 

VIII*) 

US 

- 

+ 

- 

- 

V [67> 

Vll3) 

- 

V(«0h 

V47S) 

V 1*7) 

V^*7> 

■ Je ifiVAiif r fiJ _ 

y I iJi. 










■*: rii FTffj f p^rj 

fp™i ifrt ejki'i wviriU^v.' iv^¥iT/viWii\«.t: J^n /iHnn»n ■"T/wwiT/ik^VF-rff LTf^iiTJ ^pwrJLin 

jiyjciWyiyi 













pipenicilinn Ycefotaxima. Kaciael d[a 14 Incinme se encDn^ 
tniba ctuiicamcnEc cs^jihlcy cl irintAmicnln N*:cLjmbi6 accf^^La- 
xinij intraveiiOiSii y coitiiuoj^mol oral. Foe iMa Je uliii dejspo^i 
de & semonas para cojnplctai 2 scmaaas dc tralainlcnlD con 
colrimoKozol oral cn cl hogar A I os cinco mnn y Tncdio una 
tomoigrafia coitiputrizikda del cetehrn ]a resH;»luciAn de 

toda.^ la.<; cavidade!; de Icm; ahsce?;o5;. Olras cepaf> de C .’mitakii 
cn la Llnivcr!»ily of lllittoib han sido rccupcraJa!« dc oriila y un 
injcfto artcriun;now infcvtiido dc lu piemi*. Dc ] 3 C brvutds 
idcntificados cn cl University of IllirioLS Medical Center, $ sc 
tecoperarati de orina^ 4 de ICquJdofi periiotieale^. 1 de una heri- 
da ahdominaJ, 2 de mues|ja!s endoliaqueales y I de una mues,- 
tr^ brociquial. Lsn cepat, dc C.jttfTtKri ttii^ladus on ta University 
of lllinoiis X siblu^icron a pailir dc hcccs. oriruin icjiUo dc la 
pared uliduTninAl y Ucjuidiij; acuuiiov. Bmcluicry cols. conuuni- 
earon un caso de bacteriemia por C./artm^n cn un nino con sin- 
dnome de inlei^tint^ corlo que sufri6 un cpimidio Si^ptico rmto 
de^pti^s del C(>]nienn» de una infuiiti^n Je nulrieidn parenteral 
total (NPT).^' Stilo sc ban iccupcrado ties cepas dc C. 
cn la University of Illinois dc lieil flienlev .sepniadlLv: orina, 
IfquidD peritcrtieal y la pnntn de un cat^ter vejio«o central. La 
maynrfa de la.s cepas Je <!'. vrvrrrgire han ^ido aisLad:is Cn mliCV' 
Iras tit orina. C rodentinpf sdiUi ha sitki aivladis de ^^ed[lflt^ y 
produce uina enfermedad en los intones dc laboratorio conocU 
dacomo hipcrpliuin muiinn colonica transmisiblCr^'^'’ 

Lj idtntitrcaciirt dt tfipccies de CitnThirriFr at ve obstacu- 
]i7.ada porque las nuevas especies; no estiJn tncluidas adn en 
las bases dc datos dc la mayona dc los sLsicmas comerciaks 
dc idcntificiicidn, P«ra uyudar & los lahttratorios a JctcmtiTiar 
lus nuevas especics dc Ciirobatiter^ O^Jdarny cols, publkaron 
una claw dicotomica que utiliza pmebas bioquimicas con- 
vencionales.'^* FJ patrdn de sensihllLdad de lascepas aisladas 
lainbi^n ofrece un auxillar para la identiElcacidn. C kifseri 
licnc un patrdn dc bcnsibiLidad a Icks antibldijcos sinfiiltLr a 
A!/eb5fe//er<rcvistcTHc4i ampiciliciiy ticurcilioaL inictuijs, que 
C yirwftrfjf tienc un pntrdn mas t^pieo dc cspccics dc 
kact^'r (resilience a ampicilina y a las cefalosporinas tie pri- 
mere gcneraci^n). 


THIBU KLmmEAB 

La irihti Ki^hsifilfae inctuyc cuatni gtneros inayotcs 
EnfttJilfiiCiFr. fiafnin y Setntiiti- cade uno de Ioa 
cualcs abaica varias cspccics que son paldgcnos inanificslos y 
nportunistas del hombre. Sc ba agregodo un quinto nitcvo g^nc- 
n>. para adnptarite a la reclasitlcacidn de los miernnr- 

lanismox anies llamados Efilemhncter aj^jflomcranji biolipo 
XIII y dcnomitiados ahnni Fotttwn of^glomerans.'** Las CaiaC- 
tcri^iica.>i clave.H qiie sugicien que unu cepa desconuctda perle- 
nccc a Klektiftieije sc mucsiran cn cl cuadro 6-6. En cl cuadro 
6-16 se preiKnian las diferencias bioquimicas entre Ids princi- 
pales f^nerus y espccics denim de la tribu. 

Gimm Xlebslells. El gfneto Klebiiella rccibi6 esc noimbrc cn 
buTiici'f 41 I^'Wio Klcb-s, uu nticrnbiulngit iilentiu de 6neji del 
siglo xi\. El hacilo cotiocido oJiora como KlcbsieUa tambien 
Fue descrico por Carl Pricdlandcr y durante muchos aftos cl 
“bstilD de Fried Inudcr" foe Nen cortockit> como eausa de una 
neumonla grave y a menudD TataL A." iftieHttutniue ia eapecie 
tipo tfcl g^ncm. 

Cam bios laxondmicos em cl g^nero Klrbsirlia. En 200 L 
Drancourt y cols.'^' realizaran nn analisis comparalrvo dc las 
sccucnciastklrKNA de I6S y losgenes , 7 Tf»£f(que codifiC4in la 
suhiinidad [) de la RNA polimerasa bacteriana) de las cepa.s 
lipD dc nucMC cspccics dc KlfifsieUu. Sus ballazgos conDrma- 
mn que fCtcfriitfla cs hctcnigdrica y cstfi cumpucsta ptir tspe- 
cles que formnn ires rt^pamienlos ftl^ticos. £1 grupo I com* 
preude K, pneutHtviint' subpcspccics ymewmflnwfH rhittosclefft- 
tJutUi y ifTiwrjuf y Kr ^raitukfntafii': cl grupo If ctioiienc K. 

(frtlitbiiHiiytiiiJ. K. plmiticntu. K. irrviitinii y K. frm'jecmi y cl 
gmpo III contieuc K. ci^Jtvrootr.'Sobre la base dc cstacvidcn- 
cia pmpusicron que cl gdnen:] KUbshila fucra dividido en dns 
g^jieros: KlfiKi/lIit y KmuUfUa (nombre en honor del bacte¬ 
rid] ogo frdmkh Dldicr Raouli) y que f(. <jLtyrtx^n debe quodar 
conoo un lux^n monunktico. Las cspccics ineluidus cn cl grupo 
1 ui miiniieiieii cu el g^nero KUi^sictLi, nuenLras que las inclui- 
das cn cl gnipn |I smi trunsferidAs al rtvcvo g^nem 

Granicr y cols, moslrarort adcmls que cl laxAo K. 
nxyffira enia dividido en dos dados, que corresporden a dos 
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grupos gcnfilicos. dcnoininaiJosojd-l >■ oxi-2d"--^’ Por uliJiro, 
Caiytfvnatobai:rfnwfi ^ryrtititjftiaiis. cl pn:;b:un[o ugcnLe caututt 

dc la dunuVjiiusi:(. ha liido nd’flaKitlcadu culno Kichsictia gra- 

nuhmarii sobrc Ja bascde Ips dates filogcrcticos.’^-*’^ 

especteji lit y fianafieftn arnpliameriic 

distrihuidus cn Ij naluralcza y cn cl luho Jig»livc> dc I(h 
humanuis y dc Im itniiiuksr Sc debe sospccharuna c^jpccLc dc 
Kichiietla cuajido sc recupcraii colunias f randes con una cern- 
sistcnciii mucoidi: cn las pbcaii dc aislamicutn priin^nn. Ell 
agar dii MacCnnkey la^ colonias ifpiLramenie sc preseman 
grandcs. Jiuicmdcs y ru^jaii:. y c3 pigircnto nujo sucic dLfijnJLrisc 
cn cl u^aT circiuidanic. lo que indica fcfflUittLCidn dc lacLr^su y 
produccidn dc 6cidf>. Sin embargo^ nn todas las cepas son 
mucoides y algunas cspeciCK de ^rrfenjhinrff\: pucdcn ^iinular 
estrechamentc a las cspecies Je iitfhxictia cn las pmebas dc cri- 
budur Tod«s las cspccics dc Kiehatptia y RuvuISftia Mjn inni6- 
silc^i y Id iiiayoria no dcscai'boallLiii la oniitina iJ!. ijmithiintfy- 
rin? cs oniitina-positiva). caraclcnslicas pnsitivas cn la mayona 
de las cspecies de EiifcnyhiitiFr. Muchas cepns de KirhsiFlSu y 
Rantdielhi hidmli/an Icniacitenic la uica y producen uu cnior 
rosa claro cn cl cultivo cn pku de flauta con a^ar utoa dc 
ChiislcnNcn. Se pnede ulilicar la pFodiiCcion ilc indal a pcitir 
del iriptotbno para separar las dos cspecics principalcs. fC. 
/Tn^unr^nTr/it' es jiulo] oegailva y K. fi inJfi] pnsuivji 

Ckrias cepas no pruducen ralas neacciunes cl^icas. ht qne 
Ilcv6 a nombiar varias cspcciirs adicionaJes {cuadro 6-I7J. 

AT. pneHitiifniac sc nccupern con iticyor fnccuencia dc muc^- 
tras cKnicas y puede producir una forma clasica de neumonla 
pfjmaria. Se eitcucntra ram vc/. en la on^fanuge eIc las par^on^s 
jianas (lasa dc portaeidn del 1-6^):^-’" sin embargo, se puede 
presenter una prcvaicncta de hasta un 2^A cn los pacicntcj^ 
hospitalizados. Esia cnlonizacion puede scr la causa dcinostra- 


ble de las infeccloues pulnuiiiares que suelcn ocurrir en pacicn- 
tes con tnislonicrs dcbiliistales cornu alcoholisino. diabcics 
iticlIilLLs y enrermedud pulcilcinzir tibsirilcliva cnSnicu.^^ L:i rtcti- 
monia tiende a ser dc^ilnictiva, con necrosis y hemorragia 
cxltn'inx, y conduce a hi prnducci^n dp c^putu qup puedc s^cT 
viscusn. mucoide y rojo liidrillo, o niiidn y deaspeclo "siintlar 
a la jalcu dc grusclla". En los ciisos gmvcis sc pueden obsen ar 
absccios pnlmunaies, enrermedad caviiuHa cndnica, bemorm- 
gin inicma y hemoptisis. I.a plcuriiis cs hohitnel, lo que ciipli* 
ca por que d dol^ir pleunlico se observa en un de tos 
pacientes. AT. jmfutHotiiar lanibidn puede causaidislintas inl'cc- 
cioncs ciilrapnlmuTiaiPs, lotth? enteritis y meningitis {cn lac- 
tentes). infeccioncs dc las vi'as urinanas (cn iiinos y adullosj y 
HCpriccmi j. 

K. y K. rfnmtnt'it‘r{ift\ii:i.t son aisladns; infiecuenies 

cunsldcrados aclualincntc stubcspccics dc K. pftfNmomnf: )ijn 
embargo, cada uno de pllo^h !ic a-sneia cun un espcelro singulaj' 
dc enfermedad. A", oorierme se asocia con rlnilis ntrofica. un 
[ra.£iotiio detiominydo oecrui c inrecciuneN peruleniHii de las 
mucosas nasales. Janda y cols.^'^ lainbkn han infomiado un 
Caso de ab:Sce^su eorneal cuusado pur K. ttzpffttur. Las CEiinuni- 
cacinnes det aislamicnto dc A', ozitftvie dc sangne. orina y icji- 
dos blandos sugieren que el espectro de ent'ermedades causn- 
das por esie microorganismo cs mils amplio tic lo t|oc sc 
crefa.'-'' A'. Fiiitutack’nutiiifii pfoilhce la enfermedad grHnuh>- 
miitosa rLtiochcleiunij, una infecciiln de la iiiucusa rciipirnturia. 
In orafnnngp. la nariz. y los senus parana-salcs. Se deben real!' 
zar correlaciones liinicas cuando se rccaperan estnii espocies 
cn culcivos para dclcrminar so imponancla mddica cn his cawis 
individuales. Aon euLindu esias dos especies; yn no son cmi-si- 
dcrudas mas verJadcras espedes sinu, mas bicn, tepas biuqui- 
micamente inactivas de K. pensainos que la 
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Cuadra 6*17 
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corifiunjcacjf^n tie Ins ^om^rc^ K. inaerntf! y K, rhimu-ctemimt- 
lis ticnc importune ill cL^nica debiJo a la asociaci^n dc cstas Jo:» 
cepas con cnfcnncdjKlcs cspcciflca^. 

Casi cl 500t dc lu cepat de K. ovytnca remitida:^ a Ins CDC 

han sido de heecs. y la siguienie lueme en Ireeuenda es la san- 
grc.’*^ Las npocics que m^s rccicntcincntc han nccihitto nom- 
bw, R- tfrrii;efui^' y R. ptantk'oln.-* rtjflejan ^aLS fucrtlcs en lu 
naturalcza. R. icrri^cua sc asemeja nnjcho a K. ptieumopitte y 
ha sido aislada del siielo y de L agua. Las cepas aislndas cn i^ctcs 
huRianOK han nbtcnidn dc Ijs heecs de pttscnas sanas^^ y 
del a^iaraio respiraiorio:”* sin emhargo, ro se ha mosirado sj 
capacidad paid pruduclr [nfcccidf] humaru. R. phnlkoitt (sln<^ 
nimo Kr ireviiaFi;/)”-''” ha sidn ai^^lado primarliiinentc dc 
aitibicnies bolliiiLCOs y LU'udticos. Las cepas nisfadas cn seres 
humanos han side obicmdas del aporaro respiracoho. La nrina. 
el liquitio cefaloiraqu^dcn y la y la mayorfa de 

el las represenian coEonizacidn y no itireccidn. Algunos csiiuiiub 
dc Francia y Alcmanla j$ugjcrcn qiic hasta cl 19^>t dc las cspc' 
cies dc fdabiidia/Ruotilrtlh son cn realidad Rr piarjtiffJ- 
jiid cnihwgo, la wparicidn de R. pfanticala en los 
Hscidos Uniclns parece ser menos frecuente.^ V^se en el cua- 
dro b-l 7 iina lista de las caiac^erfsiieas pnr medio dc Las cuelIcs 
sc pueden difcrcnciar cslas cspecies. 

Es pnibablc que la incidcncia mayor de iiifeeciones debidas 
a cspecics dc KhbsieHa durnntc In dltima dccada rcllcje lantn 
un numento dc las infcccioncti hn^piialanas en pacientes debt- 
li(ittli»s 0 imniino!aiprimidcw; conio wra tendencia hacia nna 
mayor resistencia a los andbidlleos. En los EsCados Unidiu, 
KUbsitth represcnla 3'7% dc todas las infcccionc,s bueterianas 
hospiialarfas. In que la ubica cntie las oehos paiDgctios infcc- 
cimos mJs iinportantes en tos hospitales.'^*' Kicb'iicilfffF denen 
Toidcncia a aibcrgar pl^smidos resiliences a los anlibidtia^s: 


por 1[» tanto^ sc pueden prever inIccciuncH pur cepas multirre- 
sisicnics. Cujjj li^as las cepas cUnicas son lesKienlcs a ampici- 
Lina, carticcitcilina y ciciu'clliiia. Es dc pccocupacidn particLilar 
la aparieidn redenie de cepas dc Ktebsiflln que tieacn plismi- 
dos que median La rcsisicncia a agentes |V<lai.i^Kus dc ampllo 
eMpeciro. (yua forma de resistencia nc dehe a la prodtjccidn de 
enzinins P-laclamasos singuLarcs. dcnoininadns p-laclamasus 
dc amplin cspccim.^^^'*^ ob^ervada^ priucipalmeiitc cn cepos 
de K- piifrunianiac y E. coli y qiic hacen que scan resistentes a 
la mayorfa de los agentes ^-lactdiniCtri, ineluidas las cefalo^- 
puriiiEis dc lercera generaeidn. Una caracierfstica itingulur de 
las (l-lactamasas de atnplio cspcctro cs su capacidad para cscu- 
par a la dctcccidn con In mayorio dc las pruchas dc sensibilidud 
dc USD comun y l:t picocupcicidn resullantc de que Los microor- 
ganismos que las tienen sean considerados sensible^ a lus anli- 
hirtdeos a los qiic, dc hccho. wn Tesiiiiemes,^ ’-’ Esie lema se 
cKpIlea con mils dcialle en el capfLulo 17. 

Kfehiiclia fames Cafvmntatoiwjcffnwjj granw- 

Inntauiy^ CS un bocklo encapsulado gramnegativo con requeri' 
mientos mitricionales cspecialcs que se enctiemm deoinn del 
ciiupliriTTia de los (nacrf^fago.s. Es el agente eliol6gico del gra' 
nulmna inguinal ftambi^n conucido comu donosanosis), una 
ciitennedad dc tmnsinisl^n sexual que afocto los gcnholcs v ]o.s 
si das circundanles.’-^ Se encuemra cn focos gcogrUficos espe- 
cfficos^ principalmenie Nueva GuincEin norocsie de Ausiralia, 
sudcsic dc India. Carihe, partes de America del Sur j^cs dc 
Africa central y la regidn de KwaZulu/Nnial dc Suddfrica.-" A’. 
^niiiutt)TttaTii no puede ser cultivado cn medios de agar con- 
vcncionalcs, nunque ha crceido con ^xito cn huevos embriona' 
dos y en un {jistema de cocultivo de monolilos.^ En la aciuali^ 
dad. el diagnE^sti»» de Laboracorio del granulojna inguinal sc 
ba-sa en la observacidn dc los "cuerpos dc Donovan" cn prepa^ 
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radoji Je o niu«:>iras de tiiopsia cxaminad^s cm lirKimcs 
Je GLein&ii y dc Wrighl. Paia aumcntar Iei c^pccificiiJud del 
diagndstico. bc han utilizado UncjoncK de Dlcicrlc, Wjrihi]i- 
Siany^*^ y Giemiia nipida (DifI’ Quick).-^'^ Su ha comunlcaido 
una reaccidn en cadena dc la ptilicncraKu CPCR) pana la deiee- 
clf^n de <lonovanof^iii en mue$.ira!; geiiilareii.’^'' La uzitromieina 
ha apurccidu cuino fUrmaco dc cicceiun y sc debe ulili^ar cuaii- 
do sc CCflfinrvi u ■tuNpechaH djiJ^rt[:S!iliC(y^’^ 

Gaaaro EnteraliaetBr. Como mudias capoa dd g^naro Lrti'tv- 
Wrrrpmducen gi'an cantidod de gas,, durante miichos anm la 
espccic fuc dcnominiuJa Afwhucitr iwtrigfrtf.t, Lti dcsig- 
flttciOii del fue cambiada por EnKwlwiKr pwr Honnae- 
chc y Edwards cn I960.’"*" 

Hay 16 cspccicK induidaii cn el genera Enlembacltr. Un 
desarrollo reciente ha <iido la eliTuinacion de tinn de los bid:]- 
pos dc f. GggUmerotts y nu ubicacidn cn cl giincrt> Av«/rvrt."* 
Ct^^nlO g^iiero, EntenrinuffT liciie ljb caractcj'rsllca.s ^cncraJcs 
dc KiibnUiltiiCy pero puede scr dircrc;i]ciadc dc la fnayorfa de 
bs cspccics dc Klfhsiflh pun|ve sun iriFtic^vjlc.s y onriEtina po^i- 
tivo;;. Enel cuadno 6-1!^ se presenlan las caractensticas bioqui- 
micas (juc permilen dircrcnciar Ids espccies de imptiriancia 
ni^dica. 

E. acivgenes y E. fioticm' son las cspccics hoLladas mas a 
menudo cn las mucsinu. cifnicas. Sc disiribuycn jmpllaincEitc 
en el agua, las aguaj; cloacales, el suelo y las verduras. hnrman 


pane dc la flora ciudrica ci^mcnsal y sc crec que no iva^siunun 
diurrea. aunque sc ha aisluJu una cepa def", r/rwa«' pnjduilo- 
ra dc unu tcixina similar a Shiga dc LuS hcccs dc Ull lauLuttC cun 
sfndromc urdinlco^heniolfiico/^ rambicn sc asocian cm dis' 
tineas infeccinnes npnrcunista.*; que afectan las vfa.s uiinafias y 
resparatorias y las licridas ciitAncasL en ucinioncs. producen 
scpticen^ia y meningitis.”' 

E. conuoLdo ceano E. i-Jifi/cnc dc pignunlo am&fi* 

lloJ^^ ha sidn hallado en varios casos dc jneningitis y sepsis 

Se cnmunicta'on tasas de morlalidad 
lie basra on 75'i.-^-^' lo que indica que pnede ser altarneoie 
%'iTuTenii>- Alguni^s publieaciones recienies han ligadi^ la infee^ 
cldn por £. cn iccicn nacidus con formulas dc Icche 

cn polvo cuntjiirninadus.'’*'-^*^ ELI pigmento amaiillo brillanic 
fparriculanneTUc imenso si los coiltivos .se incuhan a 2fi *C) y la 
nautraleza "resisienie" de las iiokKtias iton lois prirnero!^ imli- 
clas dc ]j prcsciicic dc csic mjcroorganihtiao ifirtHt/tni i/gghr- 
Uunbicn produce un pigmento amarillcs cn general 
menuN inlensra \ a menudo .ndlo de.spud.s de la incubacidn lar- 
di'a a Temperature ambienteh El patron de dcscarboKilasa dc E. 
itrttirjiW Ipnieba de lisina negativa. argInina piHiitiva y nrniii- 
na pudtiva) ayuda u dirercnciai'lci dc. £. (li^ina post' 

liva. arginina ncgatli'a r omitina positlia) y dc /i crgghmmifix 
(lisina, orsimtij y omitinu negutiva); jdemisr P. .Taifljfi*:!/ iH] 
t'ermenia el sorbitol. al contrario dc t‘. que sf In hace. 


CliatfrO 6'16 DiriTiMTcktchin lie csjiei'ie.is liv teapnrtanda clinica en rl ^nera En/er/t/lnKter^ 
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254 CAPfTULO 5 


E. ^erftwiac produce infcecioncN Uc ]«% vfaji urinurias y bc 
hun oen.h fepas cn el apamlo tespiroloriu y la s.iiiij:rc.^' 

Desdc el pimto dc vista bioqulmico cs ccrcario a £. ui^nf- 
({rwf (pnwba de Ikiiis'i iwsitUa. ar]gjniaa negaliva y nmitina 

pttsijttval. pen'* es ruenemenle ufeasa ptwiiiva. PiieUt «r dife- 

retii^iaclo, por las r±accLones nc^alivas cn adonito] JH'Lh 

ailol y sorbilDL micnlraj que E. nervm'uts mucslra pmebas 
pasitE^ as eon las ttcs r^aceinnps. 

Se ha notificado que E. (.iimrjT>§i^jtrT5 (antes Llamado Enn-i- 
nin timcenijfetia. fjtrfwfiflt'Krrd'.t'j'flmf yfnipnentfrko 19 de 
los CDC)^^^*' causa dlstinlas inJcccioncs cltnicos. que Inclu- 
ycn uMcumiclilis clcspuca tic una fructaru EibLcrtm”^- infcccidn 
dc hcridas.^i^ sobie lorto dcspgcs dc ua traumatismo grave o 
lesiontis por aplastaniienio.' infeccicSn de las vias urina- 
y boclcncmia y nrumunla.^-' Las cjracEcrfstieas bio- 
qurmicas elaves am sus rniecioacb lisina ne^ativa. urgininu 
pesjtiva y ofnitinsi posiliva y sun itsaceiencs. negati^os a udoiii- 
loL inosiiol. sarbiiols ratmosa y mclibiesa. Las pruebasde lac- 
(nsa son negutiva!^; pero l:is dc ONPG. positi’iiis, y hemns obscr- 
vado c|uc las eolontas que Crceen cn agar dc MatConkey desa- 
TTotlaa oeniiuii viokias desjxi^sdc una incubticiiSii pn>l<in^dii. 

f. uibuTtue (aiitcij llatiiajdio jtrupo enkrico 17 dc los CDC u 
Citrolfiicti'r atlpicoj cs bioquiinicaircntc similar a E. cloiicae: 

sin cmbctTgO. e^ singular cnin: las espeeiasi de Eirti'rabaclfrpor 
serinmdvil y V^jgcs-Froslaucr ntgalivo. Sc lo cncontrt^ cn dis- 
liui.is rucitles liunitin.ih, sailgn:. orina, heriJa^s, irado res- 
piratorio y bcccsSc infoirtK) un caso dc neumenfa CKiiahoS' 
pitalaria causnda pw £■. c.T/wnVrfr"' Hemew ob!icrvadn unn 
variacion considerable en la capacidud <le Lca sistcttias ccmcT- 
ciale^ para jtleinificar cn fonna coiTecia esia e!<p£cie. 

f. iffuni^enux es rumJajncnlaliiienCc llh jnicrtiojganLsmo del 
BRiw que ha sidu uistado en muc.siras liumunaji.-^ Sc inf[imit» 
cn Fruticiu Ktubtc un CMO de .scpticcntLa postransfmional causa- 
da por£-. 

k. honttijfi^furi « una nue\:a espeeie de /LUtfque 
recihid ewnomhraen 19S9 ptir E^lenio HomiiieoheK tin micro- 
btologo uruguayo. quicn (con F. R. Edwards) propusu y dcfinid 
el fL%M?ro Enii'rabtificr.'*^' Antes conocido como grupo cntcri- 
cci 75^ desde cl pgniode vista binqufraico es mSs cercano a E- 
myionie talhpra E. salvo en que es tinea posiii* 

VD, sacarusa positivo y csculina negativo, hjm nolincado 
cepas aisliulas cn saagte. cspuiri, hcridas, oidu, vcsfcula biliar 
y hccc^- En ffiar™ de I99.L los investigadores dc los CDC 
idemificanm un hiole bospitalariode septicemia pof £ honttij- 
efftei cn una unidad dc ciiidatVi^s inicnsiv^>s net^naiate^. Cinct^ 
Jacijtntes lavtcrrai heinuculusos j^vsiiis^its y ulrti luetunte tuvu 
una iniqijeftis por cac mieroorganisitto. Eji olios cualiD laclan- 
tes sc idcnnficd colonirjcidn. No sc inforruE^ dc ninguna mucr- 
le. Ljns cuHivos ambiemalej; tnostronon queel microorganisms 
esraha presenre cn ties csluhisdc ineubticic^rr y en el porno dc 
una poerta.'"'^’'^ Sc conranic;** un. Knole di? in.re[:cEDne*t del 
loftcnte bangultico por £. hirrmocfttfi en incJi anidadcn dc cui- 
dado^ inten^jvoH aconaralcs cn Rio dc Janeiro. La r^vi^idn de 
]a!^ hUtcirias cllnica!^ pana Los procedlmiento^ pievios puso dc 
manifesto la nuirlcidn pureniera! corno unico proceJimiento 
en tomdn.'^' Sc lui vistu un easo de battcriemiu recun-ente luu* 
jado per E, AorricaerAci cn cl University of Illinois Medical 
Center en un pactentc de 2 anos con tin neuroblastoma que 
afectaba un ganglio linfaiico liuprjiclaviculaf ijquierdo. la gldn- 
dula suprarrcnal y un ganglio ljiir(itji:E'i periumbilical. 

En [9$ L sc defitiiiS el grupo entdrlco 69 dc Ids CDC paru un 
grupo dc cepas eon pigmento nmarillo Kmejantes dchde cl 
punto dc vj.sta bloqurraieo a E. cliwoe. En 1996. se descrjbi6 
t'nftrKtlMCitr kabei eemo nl^c'i^^ espeeiv dc cntcnTbaelcrias 


setrrej units a Enlfrobucter c/owtiaf^^ y similar at grupo entiri- 
uti 69, pero qiic cran negative cn los pruebtts dc VP, fcnncnia- 
cidn de adonitol y proJuccidn de pigmentu iimsrillo, Los cRtu- 
dios de bibridacidn de DMA realizodos en los CDC y en el 
National Insiltine of Health, Tokio. lle;garon h Ih conclusion dc 
que las espeeics del gmpo ent^fico 69 son variantes bitH|;uiinj- 
iras dc Er kobei con plgmcnto anratnJlo.^'^' La mayorla de las 
cepoii dc E. tphd fucion aislados de mucstrOrS clTnicas que 
inLlayeron sangte. e^puto, ruuceK y orina.i'""*** 

Enrembacifr ct)»riiiih es una nueva especie propucsia pona 
un grupo Jc miemurganismoiR denorntnados Grupo Nlll 42 {^e 
rcfLcic al Noiional liutiiutc of Hcalih, Tokjo),®” Las cepas dc 
E son negatives pam lisina y ornltina descorboxilDSos 

y aiginina dihidnsla^a; poe lo latiro, dcsdc cl punio dc vt^ia 
rcnuliplco sc a.scTTKjan a ni;7J4Vi? (tm^I^enins. Las prue- 
bas utiles para la dircrenciacidn dc P. aff^htn^nitts son la utili- 
iraciiin negiiriva del malnnato > la rcrmcntaciE^fi dc dukitol y 
sorbitol (ambos negativas para P. tiggliHncranx). Dc liLV nueve 
cepas cstudiodas, ocho t'ueion aishidas de muestras cllntcas; 
m~ina (cuatro]. esputo (dos), .sangic (una> y pus (unaL pero su 
Liiipoitancia cllnica sc desconocc.^ 

01141!^ cujtro Chpeeics tE. inmnnetliuL, E. iiis^mlvens. E- nirni- 
prvssurotis y E. pyrinus} se eneueniran end mfidroamblcntc y 
coino patLigcTUBi dc las planlus y s6]n pocas veees han sido 
haHaJas cn nruei^tr^^ cllnicas humanas. No sahid que E 
irttennt'iliuf (antes E. ifitentttJium y Criipo H1sc pticsenla- 
ra cn seres buinanos hovra I9B7 cuando PmtN y ltdIk. comum- 
camn cuatro cepas dc E. imertturdius que hablan sido atslad.as 
de una herida en un pie. vangre, heces y bilis.^*^ Mis Tccicnic- 
rnente, O'Hara y cols, ncliftcaron el aislamtento de E inirrme- 
eiius dc la veskula biliar dc un pticicnte eon colcci.sttlis que 
Lambidn din Sir€pnvo«:iv gn3p<.> D y Stop}}ylo^^^fc^^^ coagula- 
sa negativo. 

Lts estpecics dc Ent^mhifcUr. junto con aigunos otros mlem- 
bnos de In faniilla Eutertthactfriiicefjf tC.Jfrwfda, ci^jcetos dc 
SerftiiitK Mprytirteflit naorjrt/frV ) espectes dc Pfpviiifncia}^ 
purtan un gen para lu p-lactamasa codificada crotnosOmlcu- 
rnenli; que puede ser indueido por ciertos antibidticos, amino^- 
cidos o Kqgtdos cotporalcs.^'^ Al coriirario dc I as [Vlactamasas 
rnediada.s por pLi^jmidos, estas enzimas no son expre^voilas nor- 
rnalrncntc, SdLo bajo influcncm dc un tnduelor o luego dc una 
mulaciun cl gen se activu y la eniima se etprcsu. Ptir In tonto, 
es preoeupante que los microorganismos que albei^on geiHS 
para ^-lactamasa^ inducibles puedan mostraruna falsa fienstbi- 
lidad si st>ri evalujtdos en un esiadu inducido. Redeme- 
nrcnie, han deserilo mdtodos para la deteecidn de K.sistenria 
debido a jp-loclanrasas induciblcs^-^- Esic tema sc c:tplicD mejor 
cn cl capilulo 17. 

ftSnem Panluea. A comienzos dc la decada de I97U, P. aggh- 
memtu (Itrcgo denominado Erfletvbactir (jgghweran.t) fuc 
res;x)rtsable de un brote jiaciotta] dc scplicenila causadn pur 
liquidos inlravcnosns cuntaminado.';.^^ EL nuevn gcncro 
PdiiiMii hje creado en 191^9 y la espeek lipo fue 7! agghttn^- 
frrJTf.'^ Estc tax^n incLuye las ecpa:S ItptT anteriorcs dc 
Entemfmiltrugghtitefuns, En/viniit ffetiHcffin y Ermnip imUf- 
tiiit:. PantiKa dcriva dc umi palabrn griega que signirtCa ^'dc 
todos los lipos dc fitcnlcs", que deceit be asi a cstas baclcrias 
(|iic provicnen dc fuentes gcogra6ca.s y Ccolbgicas diver^as. Sc 
ba aislado utia segunda espeeie, P. de las supertlcies 

dc plontas, scmillas, seres hurnanos y del mcdroambtcritc. 
Ambas cspccics muestran pruebas dc triple dc-^KrartroEiilavi 
negativo.'^ (Ilsina negativo., ai;ginina iwgativa y omitica negati- 
val, pero pueden scr separadns pur la salicilina, la cual cs pcKt' 
liva parn P. y jtegativa para P. itisptrso^*^ Se des- 
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cribieron otros cinoo cspccics quc sc cncuentran cn cl iiiclo y 
las plajitos (vcase cuadro 6'J). 

GiotfO Hafnia. N. atvei, acklES Entervimctfr ha/nia^ -csi la unica 
CKpccic del g^fncTD Hafnia. Las cciraclcrfsticas bioqu^niicas son 
similarcs a dc las cspccics dc EtttervtKaler saJvo cn quc H. 
atvfi nu pnjducc dcidus a parti r dc ^iguicntcs hidfai^ dc 
cajrfeono: lactusa, sacarDsa, mciibiosar rafinosa, cidiCtnicu], Rurbi- 
tol, ducilQl e iaosito) (v^ase cuadro 6-16). ti. atvei piicde ser 
distinguido dc algunas especies de porque no produce 

lipa^a ni dcsoximbonuclcasa. Tambi^n hemos ub&:crvado quc, 
al ccnlrurio dc drwi cspccics dc E^ittrJhaef^friKCW!. csic 
niLcrDOigaaislua despide un fucrtc ulor a hcccH tiutnanas. No 
estd bien definida la importancia clinica de H. chvi. El micros 
orgaTiismo hn stdu nccupcrtido dc la« hcccs humauiu; cn ausen- 
cU de hfnlnmaR. .Se tian cnniunicado uisladtjs de Infec- 
ci6n cn personas con aiwi cn heridns. obsccsos. cspulo. 
onno. smigre v entos silios- En tino dc nucsinw laboraiorius 
(Universily of Jllinois) se aisid aivd «i cultivna puoo de mia 
henda de t(^x en vn pacienie Ine^o de la cirugfa tor^cica. 
Existen pruebas conio para sugerir quc H. oivei iniede Rcr uiia 
causa nuevade gastnjcnlcrilis bacicriana aguda.''^^'^ *” '"' ^-^-''*' 
Sin embargo, Jatida > cols, turn iupsItwIo ulicriormcniic quc las 
cepas protoUpo dc liafiiia aivfi quc gcncran diarrea. dc las cua^ 
les se comunicD quc conticnen cl gen enc dc E. cofi cntcropa- 
idgcna, son de tiechi» una caiegorfa de cepas perienedenicii al 
g^nero E.\riierifhi{i pfoductnra.s de colli is que fueron inal ideit- 
lificaJu-S corrio ffufnia ul^d por cl si^tcnia API Estes 

cepas fucfon dcsignadas como la nueva cspecie Etcfufridiiit 
fiihertii estplicuda antes 

G^ttOfO Scrralia. Las especles de Serratia son singularcs cnlrc 
l3i CTKcrobibcierias por pn.xlucir ires etiiinais liidiolfiktui: lipa- 
sa, gelatinosa y DNasa. Lo resislencia a I j coUstina y |a cefalo- 
lina es oua earacicrfsiica que las disirngLie. En la actiialidad 
cxisten ID espccies reconocidas, 7 dc las cualcs fucron rccupc- 
radas de rnuestms clinkas humanos. En cl cuadro f^c 
mucMra lu direrenciatidn bi<x)iiLmjca de espedes de St'rruiia 
dc imponandH eli'niai- 

S. man:csccns cs cl miembto iniis inipurtantc del g^acru 
SfirMia y a menudo se asocia con dis^tintu infcccinncs buma' 
Tins, suhre (odo ricumonra y septicemia cn paeientes con procc- 
sew maljgnos reiiculoenJolelialcs que estin recihiendo agentes 
quimiotcr^picos. En una ^pocu. cl tiiicrourgunisino sc uti]L;faba 
como comctLSal inoreit&iMO para rastrear la cantijninacidn 
ambienral, sobre todo porque lii pigmentaoidn n>ja eametensti- 
ca de nlgunas cepas cut facil dc distinguir en ItM medios de 
cultivo. Sin embargo, en la aclualidad el mierooreanisirio es 
reconocidn coinn un patdgeno importante ettn prnpieJades 
invaslva^i y uoa tenJeaeia a icsistir a muchos anlibidlicos de 
USO frccucnre. maj^e\i:eiu puede sct un oportunislu huspita- 
lario importnnlc, como lo demuesLia un caso reciente de 
meningiti;; infantil luegodel uso dc unasolucirn dcslnfcctante 
dc eloruro de ben^faiconio eunUinnnada-^'' En la aetualidaiJ, bc 
sabo quc las cspcdcs dcooisinadas Ji. ticfnirfiic:itrii no coosiitU' 
yen una cspecie aislada sino un conjunlo dc vario^ gruptr: <le 
hibridacidn del DMA, que incluyen especies denominadas S. 
proteoffuicuhtii y S. grimeiit. Sc bis encuenira sobre liis super¬ 
ficies de la.s plantiis y pertenecen ul complcjo "JtVmrrifj tiqae- 
ftii'ietts-ptvKitmiifnfunS'grimesir. Algunas cepas dc cstas 
espeetes prodiiccn sustancias quimlcas quc ppomueven el crC' 
cimktito de las planlas, lienen propiedaiies anlirrilctSilcas, esti- 
mulan el csiableeimienU) dc simblonlcs quc fijan nilr<^gcno y 
aetdan como patogecKwde los insecios.'^ Dado que las c-spccies 
quc couforman eslc giupo do hibridacldn no pneden scr sepa* 
radas medianle las pruebas hinqufmicas ucluaks, sc sugiCtO 


comunicar a los miembrDs dc csic pupu como ''gnipu de Sc- 
rratia Estc giupo se difercncia de S. marcfjcvrif 

fKn' Ku uapacidad par^ reniientai L-arabiTiosa, 

S. mbiifeiK como su nombre lu indica. prxiJucc colotiias quc 
tknen plgtnenlo rujo pero poeiis vc<;;cs sun niHladas de mueslras 
cLinicas humaniLs, Ursita y cols, informaron sobre un caso dc 5. 
mbidaea aislindo dc la bills y la sangfc dc un paciente con un 
carcinoma de las vias hiliarcs que se sometid a procedimientos 
im'asivos.^x- S. odorifi?ra produce un olor a suciodad y hume- 
dad. similar al dc las p^tpas sin pelur, Se desCribeil dos blngfu- 
pos, B1 biugrepu I da prtiebu-S dc umirina positivaH socarosa 
pasltiva y nifiituui positiva y sc uisli picdoniiflarttementc del 
esputo; sin embargo, sc inform^ que produjo sepsis grave en 
pacienies ancianoii e inmu^cHlcpri^ni<los,^‘->ny sepsis asociada 
con caidieres en un adurlchcente con talusemla mayor quc habfa 
iiido esplcncclomizado.'^^ El biogmpo 2 mucviiu eslas tres 
prueba^ ncgalivas y fue oislado en sangre y Ifquido cefalorra- 
qitfdeo.i^^ Las cepas de H. pipnaiitk-a pueden tener pigmento 
rojo y tiari liido aisladas en muestras de sueln, agua y esputo 
humano. Aunque por lo general nn sc In ennsidera causa de 
infcccioocs huinanas graves, algurias comunicacioncs rccientcsi 
han mosintdo quc puede scr cn pal^gcno imponuntc quc pn>^ 
duce osteomielitis cionica,-'' tnleccioncs dc ticridas'- ^'^y bac^ 
teriemia adquiridaen lacomunida<b'*y hospilalaria’'*^^'^'-'"! ha 
sido aislado del liquidn periioneal de un paciente con coleeis- 
Jlctnin tiene un li^bii,ii naiurtil cn Ion hig[^ y la aviN- 
pa dc Ins higos.^*^ El iiislamiento dc citla cspccic dc muestru 
humanas cs cxccpeional y sucle ocompaflarsc por cl antccc' 
dcnic dc lu ingestidn dc fntontaphitn cs un pakV 

geno dc los insccios y no sc ha comunicado ninpin aislado 
huninno. "S." forntcvia no ts realmeme una especie de Serntiia 
y probable quc sea Teclasiflcado, Es un mis'roorganismo del 
Qgiua aisindo pocas veces cn muestras elfnicas humjinas, sobre 
t^o de herid^.'*' J', fonriirafa fue aisindo en In sangre de 
un paeivnte cun una neuplasia digesliva en el University of 
lllittnis Mediuitl Center, 


TEIfiU fmomAB 

Prafeea^ comprendc (res gcncros: Pratrun, Wof^gonifV/o y 
En el cuadro 6-S sc presenlan Ins cancterfslicas 
que sugienen (lUe un microurganismu pcrlenecc a tsla tiibu. 
O'Lillie y etds. hin icvisado la clasificacii^n, la idc^nlificocidn y 
la imporlnneia ch'nicadc Frotcfoe.^^ 

Gensfo Prole us. Los cftudins cte nelacidn del DMA ban aelamdo 
]j cljsificdcjdn de lus microor^anismos denirQ de Frotreae. En 
la nciunlidad. el gfnero Fnrjfui coTnpretiJe cinto cspeeieji con 
nombre: /t P. tttiTttbiiis. P. layxcfaciett.y P. pcji^jcr/ y 

P. haaserj. y tres cspccics gendinicos sin nombre que antes cran 
idcnriilcndas eoino miembros del bingrupo 3 de /*. wigaTiy*' 
Las eepas de P. ban sido eolnc^as tmdicionalmeiUc 

ert lo.ij ties bjogrupos siguicnics; 

Pmtetis biognjpo 1: prueba dc indol negntiva, sialkilinnncgiui- 
va, cseulina negjiivai rrsisicntc a! elorpnFenicoL 
Pn>ten5 biugrupu 2: inJol positiva. sniicilina THifiitiva. csculina 
pusiiivn. 

PtvTt'iis biogrupo 3: indnl pusitiva, sniioilina nc^ntiva y cscuLi- 
na negativn, 

Ptvreus bittgrupo I cn una especic gcnetica dnica «iCK>cida 
rm la actiialidad como E penncrt.^i’ Pnuciu' biogjupo 2 es una 
cspccic gcti^iica linitH y mHutcndri el nombre dc P. h'ltlifaris. 
PratcHs biogrupo 3 consistc en cuatm cNpceitJi gcnflicuN scpj- 
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CuadrO 6'19 l)irer«nclul6n de especles dr Importaucia dfnh^a en rl .ffToCAr* 
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rf^ll^lc',^Urri1M£. 1? d J.f,pCJ jKIlfi^LUL 

•Hi A fr‘Ji» iJi-kla^CM iff HruviJrati .Jin is ^ J^rtvlni.-i 






radas quc 4c!iifna44i.': grupo!^ DNA (v^ripJadc^ gcnomicn^s) 
3. 4. ^ y 6. El grupo DNA 3 puede ser di^linguido de Pmleas 
gmpos DNA 4, 5 y 6 porque mue:!!(ra pniebas negativas de tap 
iratu dc JurdartH Lipasa y DNasa (cuad^V) 5-20). CoitiocI gnipu 
DNA 3 puiidc ser scparadtj rciiuU'picanitnte tie la>i otras cspc- 
cle& gcn<5niica5 de Frtntm.f, as lo deiiomlnd oficialnutiTC 
Pmtfut hauscri an honor a. Gustav Hnnscr, cl irucrDbiiltlogo 
alemiSn. quien propusu c! gdncni /*FnfrHvcn I Pmffn.r dc 
especicA gcndmicafi 4 h 5 y 5 sc manlicncn sin nombrc hasla 
quc sc k>^TC unn mcjor difcrcuciaci^n fcuolfpicar Eit cl cuadru 
6-20 !>c indiLa.n las difcrcnciiis blcH^ulinlcab dc IilS cspccics dc 
Ftofeus y los gtupos dc DNA. 


El gfnero Prpiem sc cncucnira cn el sucloi cl agu» y las 
(naterialcs con comaminaci^n fecal- Las cspecies de Pmttux 
muestran el rasgo catacterislico de la molilid-ad ascendeinte, 
que !»c ohserva cn agar no inhibidor (p. cj., placa de agar san- 
grtl como una pcvpagaci^n undulanic del inicnxKganisnto ei 
I ravds de la lolalidad de la superficic del agar (v^asc limim en 
coLor 6<ID). Siempre qiie sc observe cstc movimiento, sc 
deben sospechar cfipcdcs dc PwifUM. P /primifflir cs 1;^ espeeie 
alslada con mayor rccucncia cn los seres human<», sobre I(n1o 
como agcnic causal [ante dc iafcccioncs uriitaiiRS como dc 
hcriJu>. P. valf;aris Sc tccupcTJ m^s cumdnmcDU: de silLos 
uifcctados cn bu^spcdcs ininunosuprimidos, sobre Eodo los que 


Caadro 6-ZQ Plt^ncbxcMn cle las t^jpeef^s de las iiatprnhnts ditt n^ni^ru Protfor 
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rectb€T) prolon^ados de anlibidlicui*. Como sc scAa^ 

la cn cl cuadio 6-20, P. v^faria da udu pruebu (k indol posili- 
va, micninu que P. mirabilix du una pniebii de indol DC^Qtiva. 
PorJotunto, Iarealiz^i6nde una pruebide indol n^idacn una 
cotonia cnr mo^imiento caracteristico, pucdc dar una idcntLIi- 
cacidn prcsuniiva rjipida de P. mimbifij o F- ^uf^oni -1 nue- 
vas especics R permerp'^* y P myxfifacie/i.'c lambi^n son indol 
negativaA pcro pocas vcces so encueniran cn Taboraiorios cKni- 
cos ^cl dlliino cs un paldgcuo dc las Urvas dc lagartos y no ba 
sido aisJado' cn mucstns humanas). For lo lanfio, a los fines 
prddicos, cl aislamicnco d£ una cipcf it df PmtetiJi indol nega- 
civa puede identitioarsc prcsuntivamcnic como P. mirnhilis. 
Qisi lixlaii la^ cepas die P, tnimhiii.t jon sen^iiblcs a. onipdcilLna 
y ccfalo&pariiiiis, nuentnu que P. iuljfaris cs rcsistcnlc; per 
consiguiente, la mayoria de los paeienics con infcccidn clinica> 
dc loi; cualea nt :iiala una especie de Pruteus indol negaliva, 
pueden aer mtadoa con una die las penicilLnas o ^ralosporinas 
dc amplio cspcctro. 

P, pentieri sc a^iticja c$lict;hamentc a P. vulf;aris pen? dific- 
re df el par las pruebas de indol negativa, sallcilina negativa y 
esculina TKgiiriva y por no pmducir sutfuro dc bldrdgcno cn 
TSI. Cuando w sospecha F penu^ri. se debt realiw una prue- 
l>a de !«ensibilidad al cloranfenlool a lo^ fines de la idenliHua- 
cidn. P. tieiiMri es resi!;tenle al cloranremcot. mienuas que 
otras cspccics dc Prptfus iiKkil negativas ;on iicnsiblea (v^i5c 
cuadr&6-20>.^'^ Las infecciones humanas por/^ p^mr/i dneu* 
mentadas h^n cscado liuiiiada.^ principal Fncnfc a las vCa.^ urina- 
rtas y a las lieridas de abdomen, ingle, cuello y tnbillo.^^^"^ En 
una comunkacidn, sc dcscribid un paciente con Icuccmia que 
sufrid unu bnclcricmia por P. pfnneri con un chsceso ^itbcuUi- 
ncQ simulr^cci del irmslo. Id que dcinicHli'6 cl potcncia.) invaid- 
vo de esia bacteria.Se aoonseja a lo& microbidlogos soFipe- 
char de cualquter t?olofiia de P vutgaris que sea indol negativa 
y J^ulfuro dc hidrriigcno negaliva porque posiblcmcnlc pueda bci 
dc P. petmeri. 

Gfjiero Mdrganella. Sobie la base de los cstudios gcn^dcos tea' 
lir^ado.'! por Bicnner y cols, cn l^7Ji, cl Tnicmoigoni^mo antes 
designado PKHfus mfftgtimi fue reasignadn al nuevo g^ro 
lW^lrJro^c^^tf como Af. morgarifi ^’hos esiudlos de lensen y cols, 
mcejuaiuji que M. mffrparrii pucdc ser teparadu, ademfis, cn tres 
gnipos y sic[c biognipos par tciu;l6n ^ DNA.^^ El grupo 1 
por relacidn de DNA contienc los biogrupos I a D. El grupo 2 
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par rclacidn de DNA coniiene los biogrupos E y F y dos tercio^ 
del biogrupo Q {dcnomiitado biog^po 0-2). El grupo I per 
telaeidn de DNA conlienc al tcrcin icsEMiCe del biogjupo <j 
(denominado biognipo G> I). Como C* 1 y C'2 son fcnotfpacn- 
mente indisiinguible^ Jensen y cols, propnsieron dividir M. 
TTuif^tAtui sdio cn dos subespecles sobre la base de la fenyienia' 
d6n de la l«ha]osa,=° nwtsdnj'f que son incapacts de fer- 
menlai la Itehalosa son tlesigtiados M morganii subespecie 
morganii y las que pueden utilizar trcbalcoa aon dcsignados M. 
mfjfsonii subcspccic 

M. morgartii es una causa tanto de infecciones de las vlas 
urinaria^comode las hcridA'^ y ha sldo implicadocomo causa 
de dlarrca. Laa Inreccioncs graves comunicatdas como causadas 
por M incluyen un caso dc mccingitis cn un pacicn- 

(c con SfDA’™ y un cajo de menin^tis y abseeso encef^ico en 
un lactante de 8 dias.'**^ Como se muesira en el cuadrn 6-6, el 
patr6n dc pmeba dc cilrato dc Simmons ncgaiiva, (ulfuro de 
hidrdgcno negaiiva y orniiina dcseotboailasa piwitiva es cofM' 
terfslico del g^neio. En cl cuadro 6-21 sc ofrece ta difcrcncia- 
cii6n bioqufimca de Las subespecies y los biogrupos. 

Gtirsrc Provideniila, Sc iccococcn acnjaluientc cinco espccics 
de Pfijvidenrifil. P, alcaii/aciens^ P, itmiriH. Pr KBgeH y la:S 
especies recifn descritas F. ntsugianii^ y R hfimimchafP* 
Todas Las especies del g£nero P.mvidtncSa desaminaD fcnila- 
lanina. pm) sdlo P. retigen hidroliza siempre la uiea. En el 
cuiidrc 6-22 sc mucsiran las difcicncias bioquimicas dc Las 
e^pecie^i. 

SaLvo por producir infecciones de las vfas urinaria.^, para las 
cualcs Pcodcr ha cicado vaiins brotes hospitalarios,**' las infoc- 
cioncs por cspccics dc Pftfvidsncia son infrccucnlcs y cst^ 
limiiaclD.^ a comunicacioitcs de cases espoc^cos. Todos las 
especies pueden ser nisladas de las heces: sin embargo, sdlo P. 
n}irtiiff(icien5 pucdc asociarsc con enfermedad diarrcica, habi- 
tualmcme cn los niHos.-^^ Hichjmn-Bieiuiet y cds.^ designa- 
hjn P. msiigiunii a lo que antes se conoclii coma P. aicatifii- 
iiens btiogrupo 3. Este uiicrooiganismo timbidn sc aislb en Las 
sin embargo, su papeJ en la enfermedad diarreica siguc 
siendo cue^slionable. 5e ha cnmunicado una nueva especie, R 
fKirntachue. en l» hecesdc pingUinos y en un Feio abonadode 
vaca,’^'^ Existe sdlq utia notilioaci^n dc inleccidn humana por 
P. heimbachni^ obtenido de las bcces dc una mujer dc 23 aoos 
con diiirea idiopatica.^ 


Cuadro 6-21 Dtfenndacl6a de «peelc« drniro del g^en MafgatuBtf 
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CuadrO 6 - 2 Z Difcnaidurioa dc npccio drnliv dvi Prcn'idtacie 
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$U'f 9LKt i^mih Jt ivfjtu ^jf^i/jhiu. 

tr^mrdiwdr ta nr^rrciriiiu"'' ^r.nrfy 


TRIIBJ YIHStfItEAE 

Tnes cspccks (It Pasinurflo, quc incluycTi cl sl^ccicc causal 
dc Ja pesie humaua. P. fVUTin, fuernfi asi^nadoii antes a un 
nucvo f^ncm, Yet-xt/tin. cn \n ntlai’a cdic]<ini del Mantm! tfe 
StTficy y coIc^^e)^ on Uf> cnioroliiiiiCtcrLas. El nombrc poio cl 
g^ncro Vtrj,tmci provicnc del baclcriDloEio Trances Aiciiandcr 
Yersin, qiiicn cn 1984 identificD por primen vcji c] microftTgA- 
Tiismo dcnotniDado ahora Y. pestis. En el cu^idm fi -6 w pntscti- 
lan las ej^rttterisiitas cteives dc Yertinh'ti^. 

Aunque liu ospccics do Itr.w'nw culiClcari Jcide el puntc dc 
vistii biaquCmico peua lu intlusiEjn cn \w cnlcnibacLcHiis, Iun 
cclulas parcccD pequoi^nH y ccKobudlorc.s on los Troris loAidos 
onn Cram y puodon scr poquetias y puntiformes en cl a^ar dc 
MocCnnkey. sobro todo para cierta^ cepas dc Y. pe.Ttis y Y. 

El crecimienkT^pilmanourTt enire 2^ y 32 
*C. Las OEtlunin^j liemlon a sor piiciEiforitvos luo^ndo 34 horai dc 
tncubociiSn cn jtgjiT um^rc ovina S t Ko C'eiFilinua la incubacLon 
a tetnferatura ambietitfl, despaks dc 4 n Jwras pueden ohsenar- 

ortlen^ias bl^ncoifris^as oonvexas; que miden I a 2 mm do 
diimelnv 

G6aefB Taraifila. cs cl unico gifncrn en Yci^inivae. Sc 

inciuyoron ires cspccics; K pcMb. Y. pseutltttubcfvuitjsis y K 
cniemcoifiica, ouatido cl g^nero fue rransferidD a criTOni- 
bacterias. En l9S0i se propojsicn^n [rts espccies nuevas para 
ccpas qiic anttrs cran sul>gmpO« de Y. Y. 

fTViierik-venii Os el ru^tobre dado a 1 blugrupo con pmd>a dc ram- 
no^ pusi(l\'ai"' iitit^ruigdia 0^ In designiici'nn dc Csos cOp^iS 
atipicas qae fcnncnlan rnmnnsa, rafinodia y roolibosaH'" y Y. 
knstensfTiii OS el tiomhre para el Wogrupn pnevln o“n pniCb^ts 
de Y. entercoUiicn saCinfisit no 0 uTivi 4 y irehalofia posiliva.^ En 
la actuolidud. s^lo so ha mosiradc imiadablemcnic quc cl gcnc- 
m incluye 11 cspccics; sin embargo, sdio tiea (Y pcj - 

tis, Y, pscudoUtbfPctilo'ii-'i y Y. enterecifitticu) son pald^enos 
hnmanns. Una especie, Y. rutk^H, un paiogeno de los pcccs del 
quo no se sabe que produ^ca inTcccidrt hmnana, probableirea- 
(e ser^i c-ambiado a un rtuevo Hit e] cuadro 6-33 sc 

inclujvn las oaractorti^doas dlTorenoialcs dc cslas dlstinlas 
cspccics. 

I'este — y. pfstis* pcstc cii ana cnTormedad infecciosa 
de la antigUednd quo persisje en los liempos nuxIcrtKis. y 
pfitis-, qje suTre un ciclo vital obligado pulga-roodor-puln^a. 
produce la pcstc bubPnicBr una enfertnodad zoondtica rdpida 
y ^uiuamcntc Taijl fosponsablc al menus dc ires pandemias 
que ocurricron en I os sigkM v-vi, viii-xiv y KlX-XXl (recuadni 


Epidemiologia, Y. ptr-ttix es endemica on vario^ mednnes, 
cn[je cIloN mta^, aidillas lorreRlTos, porTos do las pradeias. talo- 
ties y cofiejos. Se presentan dni^ formas epldemicas de la enfer^ 
medad: la posio urbatu, quo \o niantione en la puhlacidn do rains 
Lirbanas y la pcsic iMflviUjca, quc cs endOmica ca 17 catados del 
OCStC (fig- 6-7) y cs trnnsmitida pnr perms dc Ian piradcras, mlo- 
nos. coneJos y ratas. El nfiicmorganismo os transmltido de un 
roodor a olro a del roedor al hombre per las pulga>i. Los casos 
bamanos se ban concentrado cn dos regtones prineipalcs dc los 
Estadw Unidus: 1) un (boa del sudcc^ic qut ifH-’luyC Nuown 
Mt^xico, nutesle dc Arizona, sur dc Colorado y sur dc Utah, y 
2) uiin region dc la cosla del Pacffico localizada cn California, 
Oregon y ocMc dc Nevada (fiy. 6-7).“ Duranie I9!3!j-2d03, se 
comunLcaron 112 ca.sos humanos do posie en 11 estados Jol 
oesie. La niayoiii Of) sufriertm exposMdn on cuatru csiados 
fNuovo M^aIco. Coloriiido. Arizona y California).Ccioa del 
de csbis CAposicionos ocunioron cn ambicnlcs poridonks- 
lions, sobriE codo Ids que prapnrcioiian abundanlo alimcntu y 
aibcrgue pant roednros infoiiiiKlns potr pul gas y susoeptiblos a la 
pct^lo- Leu jnreooiutus damdsiioas oourrcti cuando las personas, 
ios aniinalos dom^sdeos ten especial Ids gutos) y los roedorcs 
pciindomisticos llcs'ati pulgas a la casa y CKponon a mis perso¬ 
nas. Los gains doirkslicns a los quo so Ics permits vagar tibrc' 
rnenie on droas dnrute ocune la pcstc ert kv^ modoros lieuen nn 
riesgu elevadu dc Infccoidt] y. por lo lunto. ainnonuin o 1 rlcs^ 
do la iransmisinn poTidom^hiica a loji ]icn;s huntanos. Los abs- 
eesos bucales se djcsDirollun cn los gatus Infcotados.. por irodio 
dc los cualcK iransmllcn la pcsce direciornente a Ids Individuos 
A [niv^s do los lamidos, los arartazos las mordidas.'*^ Emio 
1077 y 1998. w comurricaF’Ort 23 trasew humunM de peslc trans' 
mtiida por gaios cn los cstados del Outc y cuioo dc lus quc &c 
enfennaron fullcoicron.'’*^^ 

Luk viajenTs pueden onnrraer la poste on un area y enfermar- 
at on nira dn^a Jonde la pesto no es end^mica (pcscc peripiai^ti- 
ca). .Si bion cs rara. Cs iiiAs probable t|U0 la pc-sic pcripaidiica 
tenga un doscnlace faiol dchiJu a demoras 4cra}kullcas o a 
Jiaand-^iicos cquivocados en Areas dondc los pmfesiuraJes dc 
la salud pueden cstar monos ramilionzados con la euferme- 
da(l.'°’ En tl ostMjo aciiial de una mayor concicncia de un pttsi- 
b|e aeio de lernorismo, toscasos peripat^iooK lainbiin podrfan 
confundlrsc eon los quc sufgcn por la Hbcracidn Inicncional dc 
lits bactcrias Jc lu. pcstc. (V^aac rccuadro 6"|4). 

Sindromts cltnicps. Se reconocen ires formas cli'nicas de 
pcsio: bubdnica, ^pticemica y ncum 6 nioa. Las formas sepiic 6 - 
mica y ncumdnica suelen ser sooundarias a la fonna buWnica 
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Cuadm 6-23 Dlfrmic(aci6n de cspecka dentro deJ 
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** il If1k2.c |i/ i1 WUll rr^Ui OfpimiLT; L' prJUflVM, SO ri-ilurA/iiI i|i> 


la cual cs b niAs fr£ciJi:alc cn ]o:s Eslados UniJo^ [ vdosc rccua^ 
dro 6-13), La pestg tiabnnica w caraclfriza pvr tainetaccion dc 
los ganglios linfiiticos cervjcale!;^ axLlaref; e inguinale;;, segiin 
la ubtcacidn dc la pucua Jc enirada Jc hicicria^:. La 
niiriacirttv hcinatfigcna de las haeieiias a otros di^gsmos y (ejidn^ 
pucdc ptuducir coagulacidn Intravascular y stiiacl; enduLo^ico, 
lo qac causa un cacnbio dc color oscuro cn las c:ttrcin[dadcs 
^bmina cn color 6-5A; recuadro de correlaci6n cllfiiea 6-5). 

Diagndstice de taboralorio. contiTniacirtn de laboratorio 
Jc toJas las formas Jc pcstc sc rcaliza mcJianlc iiK^loJos 
micrubiol^gicos o incJiantc la Jcmoiitrdcj^n scn.i]6gLga Jc los 
ifculus Jc £m[lg.cnus o aulkiicrpus. Nucstrus cuk^us del 
DepaTtamentn de Salud de Colorado han ob^ervado que los 
hemttcuhivos son positives: en lan 809r de p^icienre!! enn 
pcsic bubdnica y ti cl HM)% dc los pactcnics con pcsle septt- 
e^mica. Las liiteiones de Gram dimina en color 6-5R| de aspi- 
rados dc buboncs mucsiran bacilos gramnegativos cn ccrca dc 
dus IcTciOs dc los casus y las tincinnes dc Wrighl-Gicmsa 
(bcniTia en color 6-5C) de fmtis de .sangre perif^rica a menudo 
mucstran la tinci'dn bipolar earacicrfsiica Jc la)» ycrsiniiis. Las 
coloniias liencn CKxirriiento lento cii niedlos coiiiunes y sc dice 
que ticnen cl aspeeto del eobic lopuj^o cuondo sc las ubsers a 
con cl esicicoscopio (lamina cn color 6-5D). La icnccidn en 
agar TSI en 24 horjs es similar a La obserruda ctjn especies de 
Pii.trettreiia (producei6n dc ilcidDS d^biles en Ea poncit^n incll- 
nada, con pucos cambios o ninguno cn d c^ilrcmo). Sc ba erc- 
ado una prueba dtajmostica rapiJa qtic utillza tma prueba sim¬ 
ple eon liras reacrivas y anlicucrpos morLOclonalcs para daiec- 
tar el anli^no FI , una pmterna csi>ccffica Jc K /irtJrjr. tji pnie- 
ba produce resulcados contiahles en 15 nunutos y podHa ayu- 
Jar a conlroUr In cnfcmKdad cn los pafK;s cn v[ii:s dc desano- 
ILu y lal vcz acclerar lu Jclcecion y el traLimientn dc Ea infec- 
cidn duranie una alaque bioteirorisra. 

Infeceloncs Cimsadas par ^ pseudawberentosis. )! pseU' 
dombetvidoxi.t lambi^n es end>fniica en una amplia variediKl de 
animalcs. que incluycn ejvcs dc corral y cs rcspunsablc dc Itn- 
fadenitis mescnu^rica, sobre (odo cn nidos en Iek cluIc-s sc 
manifLcsia nno enfermedad cifnica que Simula una apcndici- 
tis.^T" l..a Torma seplic^mlca de infeccirtn ocuric pocas vcccs y 


sc dcsciibid pflncipalmcjitc cn pacientes con un iiastorno sub- 
yacentc> como ciirosis hepatiea, hcmocromaTosiis o diabetes, 
con una mortalidad de hasla un 75% a pesar del inatamiento 
anlibii^licu.^' Sc ban informado mrus casoa dc infceci^n Jc bs 
vfaii urinaliats y prosiatilts cr^nica,^^’^^* 5t dcscoiKJCcn Ins 
\ehfailos y Ills rocntes dc Infecciun. En vtrlud dc su similitud 
con K enietvcoiidcth sc presumio que cs un posibic paldgcno 
[ransmitido p4ir tos alimcnios, pero la c\ndcncia eslii linlitada a 
algunrts broie!; suge^ktivos y do<^ brotes mils grandiev. umi en 
Canada ligado a Iccbc pasteurizxida-'^^ y uno cn Finlandia debi- 
Jo a Icehuga romanu nistreuda tiHslu una gr^nja que utilizaba 
ugua no Iralada parii cl riegu pur uspersiiSn dc los campus.^ 



FIgura ft-? Cnsrn iJe |)e«K. pn.ff ctwJiuJoi «s1e de Im EMaJin UniJoi, 19TO- 

I'jtcnle' Ccnlcj']. Tuc DikCAic Cinitiul oiiJ PnrtkzabDrl. MMWK 24Ximi2.:7Z5- 
721i. 
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CUADRO DE CORRELACIONES CLfNICAS 6-S 
Peate humana 


(’minilo intniitivfn Kt; Ji^ tji fvMf cn m hL5C'«ppd linnurv^. ki.^ 
iiub:ri^>!y.jni'iuis r^plk^i i^ri f3 wWq iiiiciul dr ialcLCik^n. q^r pucdr 
•cT d Kiiio dc Li inocLldJuriA iii.‘ \a inrEciisd ^ah^lJiac-lld 

mnii j ^omo rf^uh-vd*> piiwIcQ irarcccf itinn.i-. clfniciis i1rf* pc<5DC 
tiuirmiM; 

tialHHiii'H: |vrh%ki .le inriih:n.ii’in Uf 7 di.i's n rTirnr-^ Of llf lj |»C3“ 
Jem Ot* uiiii f)«ip:i infccUhlD. Ld> K&i i.cru\ mt pLi^pfa^an • Ih> l.'n^- 

JjLims ic^mchilcs* luNrumlincfirt cn Ia lil|!ii: lrl:kii frcilucciUi, Id. uIiIj li-cL 
^ \iv^\h^ Un iiiH.'i|‘inlCc Jr inUxwi<m iJc \<^ liAi^J.lk:Li« e-i la 

A|\ArLi;H^ii df griUidc -1 y ikiloimiL^ ikrMnin>Li^ hik>nf:^ 

ilidlluJh f-AKlu d UIJLHi ^ul'Llu ik Jiir^c.^c'uLiJiirniiiY^ ikl'IliLLui ) ocfidc;!. 
iLn lM?ras. U¥s |~uLicnlc% ppeJen iiiriin diik'f imii'iimi rti t.i ir^i^ ilr Uvs 
I iK ^clrpii nrhirairi".^ y ‘inp'KT. y pn^Jcai L^t3r ifK^a* 

J-N. li.Kjrt cixi In TPaiupulicicVn dt huNmt^i. lis fnnrM m^'ln 
dc vie fiduij'u. I.t ij!>^ Oc :iiLiniiJJJjJ da lu^ [ucjilii-j 

c\ ik \ii\ . 

NcuinMFilL'j^ t^iLi fdiJii ^ucld la jI plvcvi l^jlHiiLiciL^ lui- 

kjlMl CartiltLn puir^k cl [imitkiik' ik |j cXpOsiLii'ic JJrcvM j ^liLiEilm 
pjcazCMins ^ elfin pacafrlld nnllilinnCtMl iJe gaFiA inlirotjiijns | j. 
rK:iiKj^ iiin cA fn^\ ciirid C iL iliiLSh lL>s jkvi>7iiJd^ pui^tlfn ^ prnKi* 
[■■In IklTc y m^kv^ikT fCTic’inI y lud^cv ]Lz un 4 i>l «Apitfcccn If^v ^lul 

inniurc'.- I'n e'-l.'n punrntrih, yt tihserhii Ii 1 ^ 1 , ili^k r nv^vn y benuiplt.^i'’.. 

un r/^p.iEn h~aM siirniptd imnirn^nki i|Lit' KkIUkh iUr la pfsk 

iliini.’kii cn ■-:t>kii fi SIL li-.ICi. l.,iL iiLUiiNVnaLiL ci --u^'yaLLi upiiLjiiidii 

1 C* pnr \i?pw y rruicdi? j jpchu^ que ic inivic cl tRE^mifnen ^rKiniic3<*t5;i- 
Tif» Od pfirncT dea. l-i ck rm'jTljLliiijd c^cedr fl TWfs 

CTii^ji. Lji!^ p<‘r>^»Jii!ri cii»n [TesiiTiiu pcsk nd^JimHUiiii Jcticn scr cok 
■ni Ai?ituJlJciitu iTinpiciU^xiii > ad ikbc LUjnufii-diiE i5d IniilitiJiJilJC- il U'v auui- 

riJiikJcki Jl’ v^oIiilI jiuhlica purj juk ijr lai 4lLJpiiHlii.^K riqiiLlu*, ciLklLULiniifs 
jrnhitrnLilif\ y nh'ilii.l;i'i ifer L*4i:ilrcil 

l^tptkritaficiiE Lfii'c'CLiiDn dti ccin ikl lOfimYic i.iBi^uma^ pen I» pu aJura Jr 
ilAil pull’ll •■ pfopvi^iiHnnil dfi-l bvdilo ilr 11 hk^dd ln^ J|■.^<npllll^ lii'liili 

VUN l 1 . 134 E. 4 i ell InrTCiilcT un^:ulriL'L\ qUd pucilr |■l•llJlJ- il pcxlc ■HCpLii.r>nih,'j I Ji 
cU4 knim.i.. tl 11 nr; iJfcS loK jucictiw^ vuchen w:pcjoeBii4:ox li h tirmn 

. i.|li%4i«- I'l MilisI*-., Sf Jir^imill.i rjrhriL*-'ii-hri*' 1 illsi«■!!£■■? f 11 |n<. 

iii^us. sJuilI: sE-^nicii > um^lsuldfi i:ieriiv-a>duUr sLiscniiiiahU iCIDi- 
Drb’idi.E u la A|iiaiu'ii'*ll ild iii-kiK Iia 5 < IldihiYFilfklun iir^ln^ ^ kliiiiu cil culin 
ri-5A I Ee dii^ a b p'^HC cl noenhre ‘•muenr ncgi*.# ' 

PiiDAiMMliciK VC iJfl'v •mNpniiiw la ppMc cn li^ juricn^ fchnlciLquc hun 
p<:r*li* f icputMft? .1 rrk-iinn-'^ n nm-. nwiniTcnw cn inc-te wii^mic^^ c'rmiv 
i (\g. n-JE. tJ dj;i^nc:rsi]caidjfdreiK‘uJ incluyt OaJnHmd ik Keyt. 
iu!.ifciiuaL ncuiuiiiii.i EiaiL'kJi:!ji.a > iiKloikidfi quieiir^iiin ..il^iuJli. L'tu cvl^u- 
Liiin fdbnl t'D nil pJciciiCd |'R. 11 [^ll^l■l iw] un ^LiKiVk. Jchd u 

riJQicntb: •u.* ptifdc hjocr (Jdlmc-filc dl KKCfnnlfijgk'ri con lib 

i;k.LdriJiJii y dui[i\i;i Jd j*>pii Jc Uii h-N<i 

I'rRlanilcfilo: rcr^ia pcimjria: CMrefriiiiik[iR;a: uniE^iir jlocEniinii jiricnbc 

^dnojiiuLieo- idULh.kliEU'hO LlLirjjJcnik^.’ ' 

l/iJ4.l‘rri .mJ-i ./i .Sli'nJrn.*!^* 


Uls prinL’jpjles pmc^hd.h hiiiquLinicij?! hum i]il'L:n:nci;iii u K 
Joiui^n^uioiiiis iic K c'fpre'j'Wi'tjJfth’if wn oni'nina JcspCiirtn^xilaiia, 
sacifcFdwi y scirtiilw], Y, pscu(iotuh(‘n~it{osix negasivo para bs 
Eits. niieEiiHLM que Y, ciffcnKoHunr e!^ positivo (cuAdco 6-25). 

InTtccionts csius:jd:iK per K eiUm^coUtica. K 
evj aEiiplijitH!n3t; JiHlritiLLidLi en ilcudIlccin y iinii- 

niiilcs. y lo^ cordon ^in'ori como ev^rvorio principal parj la^ 
cepas piLtogciifl^i bamonaSr"^ Eft h c^pccic md-s frccucntc Aq 
Y erxlnia LiiKlaija en niu^hkaN: I'llnicr.is. La pucna dc fncr^da dn 


ftecnadrO E-13 RoBona h^BEorlci dll Id paatn 


[^•k tm panJcrnia^ ifiiiynn^ ocLimnnn criB tntm "lUvs ^M \ cn4;i 
luu (k dlu^ al firul ik liu^'i ep<K'ji hisLcirica iiofvrljrUd' la pole hi-^tijiiana 
•I riruk‘> tJr III Aril>i'ji)c l^l. U niUclEr oegra n ricLiJd^ Jd Li HJjJ Mniid \ 

Il jHwdwni-^ TSTiJcnifl «l dc l> er^: ^ilij] 

PtHiMTB piLndcfiHi. La pc^ieyiNnauni l-5-S-li. n.-inls^ ci*. hmw ^1 
ifu^Kjador jniLuihi dk‘l si:^)ri vi, jJc^iLd a kH puLsch imdJilciiJjidxH Joild 
S21 LiuLji 5'?5 3 j>»ntijji.i itul% Jc ITJO itiJIuDC^ Jc niuciIrN. CuiikCiiTM ca 

F-i2ipa> y :■«: ph.ipii^Li a Innii^tfc .Merihi) OricnEE ) l;Lin.ipj VkiSiU'iTiinriz. 
F>:-.|-ki-;*^ l.i^ ^ilukrilci^ 2'' ^ M" I ‘^^N-ti'^J-i ly isni^Tiin clclci^ ek S -1 ^ 
ii^ii--. \ .*Ma ufocL^ |74ic t.'iliirihi .1 k.yJu cl ’inui 2 i;lii ■.I'linccik'"’ 

Srjjmiiil^ paii-Ja nili. I..] naiicriir nc^ra t I .^•«7^ I3■5 I) ^ I'n'i^inn rn rl airu licl 
Mar sp prnp-igii ^ Sinlia y f^lTncnle 1 ixla Is ik 
Eumjxi ha^ta {rnim UmiLilo, y Rusui ik'CuknLil Un Jc 

|7-2n ik fulIrLCCE^iii |.Vii la clilcimi:Llj.il. iu 4{UC' icpEi:- 

sCiYTabj rl Jq Lj piihlactnn CUni^Pdiij. epiJi!Ehik\£iiil[iiTiiikn'VL 

fil %'k l-Vv ik 1' S u^ink ik^io I li2i\U I iW 5 rri dickhN ifiifiiii*. rrei-iii'n- 
Lr.\ cii e| MjclEi ftVji. ^^turnU pfinJvnik iKiicJ nv^^sisiwnlc IimJii ^1 
'■|^^^^^lJ^ •mriiM. iJir 

Trre^rj piiifli'inuk. ||kiiiii: mui 1 r. 11 .irn .11 1 iiriiin>.'i* ^iJi |«55 cti VunMoi, 
LiDf r'r=rtiiK-%* JeJ <k \-ii. Ui^ne Kun^ fw jEcMada en ina)B» ^k 

|S94« Buliibj;. CD { -^‘*1 . ytjLUiLta.Hi.iid dll Ib^^'n, Euipi'^'. E'LifL-LidaL, Ja|3ui:ii 

PjjjgiLuy y cl OEd Jc Afritn cd y Nlutali, Gla*ifin^. Sydney y Sail 
cin ^'^KK Lo^ hmics c-n Lu Imiia :i nUv Jc 10 mikiW' 

Jd ^ iLUiiiaj ci.Lid I \ r.^1 > L:uiiMLi 4 xi La mayeiiiu Lk liL% nwciica: qud 

□lumcflifi uutaiLk I'uiKkmij Luc^i apoEdUkULMi epiJcihiAii kvilcii 
m re\1i id ■! it^dn nasEu U J^cadj ik uL^h. iiiiacndia la pund^iuiii lemiiiiii 
I u [[ie^lt rll Ins LsIswIips I kiideis I .1 pevEc cri l|un|: Kno^ •i|\iitii:]il:i cti 

SC pn>|'-i^i;'i r:i|iiLljiiiu:ini: y ak~ii|i.^Li cl iLc !siai f fioiclstu UaLiLi 

pnr Lk eiL'ii|MntrM lIc ini hrie cn I'M'C^ Cpsi j>I rra^EHhk tj.'infvi lapaRcnck i*:i 
Hf. s. l. NiK’ifl OrlMi^y V-wk. L^TCtkcnria Jelcw ftfoemnarn^ dc 

vaJiMl JeCdlimmu a i>4iiribiiE''i^ Inpcbie dn GuriaJkovirh cuciJujni u 

la uikyLJc'm de La infc^CH’in ^cE^iiEitu Eii^a iardk-V^^ii iTuiiLlaiibcnLiidDdflEc 
{■■r 1 1 .LiJi-U dc rioru I **c piE cran piuit .U-l chmdc dc Jn^ E^teJn^ 

I ntiVn 11 V orjdiiH I y \a maynii^i dr kis Hw;iirricmi cn An?i 

CiiUriMiuii. CokfriJk.k M^vico y Owp'm. Enin: 1*^47 j hij*ki 
9<;ii V .•-4n ik [vJr ci: U>t hurh.lits L'nnik^'i^ ipL* CiiiMtiij^nni a ^13 (I 1 
miwrif^ l-i fnr™ ni.j - IrmnrJiif fwU pe^r hifrififiif,i ,}2? |K4-t) 
k\KK kLinJujkitvi ii 44 I |4 11 nr^icrlcMi. ■<i;URla i»«>r hi H'lHikCfiika 
pfifTurin (-1^ y I r |22^*| iinH“rlc^i j b poll-iwMiinkiv;* pii- 

ninri.i \1 cjhos y 4 [?7^rJ mucflfth Sicrc y niiii mnifne 
luci'Lm iH^ificjilli>> " 


Ini icrc^ humunns cs b vb dipcMiiTi a *w-x\ y h infcpcinn rjcumc 
i:n cl Hciin l-cnTiicui, que d4:\Lb i;l puriUi dc vi^lju LinaE^mico 
iidyac^nle al apeiuLice. HI microorgani^inin se aOhbre ul tlenn. 
kipcnctr.'i y pniducc ilcflis tcniiiniil. linriiLlcnkiii y 
iijiuJLL. Cut! Jttjiiirc:^ti:ictO[ii:iit s^N:uiidiirias dc elitema nudoso. 
polbrlritiK**^ y, nicnns a cpeTiiido, Jicpticcmia'” y cndcxanlt- 
l.;i ficpiicemisi [»r K frtferju'eilitiro fie afiocia casi enclu- 
hiviimenle con pscii^nles que lienen und ^t4>rec<irg:i de hiemi o 
dquclIiK trdtudoh Lion cl n^ente quclantc del lUcrro dczitcroKa- 
niina.* Loi puctenlci con iobrccpj^ti Jc hiemo y 3‘la]aicmia 
licncn nn ricH^n nuy Luimcniudo dc Kul'iir una yctsiniosiiSi gmvx; 
dun cuando iu car^n cor^wra] de liierro ilcomo lo indica el nivel 
dc I’erritiTia cn sueiis>) eMiJ ^dlo rTn>dcradsimenic dev^ttb y no 
e.Mcn n:4:ilai:ejid4.t Ifaiamietlto quclulllc del ]kierrtii,^ ExUton boi^ 
biiiyaricdtulcii [ 1 A. IB. 2. 3. 4 y 5> y nias de 50 scrognipos dc 
Y, i'rttcmcnfitif'fj: hIh embarfo. idlocincn. dcsignatlas 0; 1 .2 tt,3; 
0:.l; {):.^J7e 0:K y l>;9. Kuelen conifitderarfie pati^enafi juira lot; 
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Taxononiia da 2G1 


Recuadm 6-14 EpIdDmlologis, diagnoatico. tratami^nto v 
prevencldn y comunicacldn da la paste 
[ Yersinia pestis] 


E|^i(l«Hilaleyia 


• La HKle irirMBiiiir^ ■ |ik humifcno^ poi I4 (‘i^:f*.Uii j 
III! I p'ilfa ck' nHnJ(wr% inlf<'i:i. 33 . 

• E^l ilr i‘it:iiluM'|L'iEi ild I -T diu-, p«iaij Li potc* h.ifti'iiklcA ;i ik 

I' l diLii|'-Mii U pi'^cr ii^TUitictnik .1 

• i^\ [334 dc mi.nT.iliLt3J dc fkiim li f!<-NLc hii)0mc4 no CrniA.k 

• ch i{)h^ 4 hL:-ji^ i |v-jUh > putdcn ixmar i 

uiLi'i. 

• I ji^ iDclkjycn u ci/a. Iih k dp h Ib 

rtc^Ukiiw'ia fuiA doadc \a |ic'»ic cv ^di^iiv-d. 

• I ii ti^r^^ini'kahfi p£ nfin.i .1 |iupdi' -rvurTir dpcpciH dpi pnntnctn 

fiifi UBtt liSKHi Mjpurjjda Iwhi.’imcu ■ .1 de 

re’ipirstnrLft'i rpcMp ncjmdnical 

• La prMc dr iuJiiiihU b^i ntHlunal L«snirn/;i df rn^iien iipic:i (.xtibh 

p«r%1e ImKMiitik, Lj lilwriMiiiVi icibcmruMUil ip. ^j.. [?l sf 

nrurrkiid-uaru [inivb|ul incfirf ci^mn pesi^ nruiYicmk^i 


HsIliTgai cMniccis 


* I.HZrv y UrH juduy^h 1^0^CL^ , iruik^Tjn* 

mU citliiit:»fLi^]j y lyI 

* ^ dc-^ifU'llj urwi IlnLidrnhi^ ibuhiiVu: EJngUns Im- 

fdlicn 3 i inginiisik^ rst^R nlrctiiJin tn rl <k lew 

* 1,0 inr^wnin iroik fimiiTTOr IwJj i;l ihm;!; ipntc vpiiccTnk:n > 1 U 

DrLini<>rii‘|i Ippsl^ ii^'iiid* »n>>-'4ii 


Priebat da libdraEarla 


« l.nt [7^ik:fii4i!^Mniihu>f ijiTuvuicfBinos rn "iinprrdiMc" cor 

Cl lieu ki hipi.i|iU H(in HiffC-ftJ^'k'r^ lie per fc^k 

* Loa pmthi* diruvlA^ ik ajnkMJCTjk>i fluofr^ccrvle^ 0 Lj dr 

pcif ^uyM mntunii^Thriilr Ufialo a rruiiiu^ v:)n prutb^is 

« l .iiN pnM'h;i^ ciiviliriTLihanA^ inckiyi ri fl mlliv^ik fi un dkrnHH^ ijr cuntni 
^■clCt o JfeuiVurrfl cl C^luEu ik UDli^lucipas. 


IraKunisnla rffcamEndB-dB 


* Tmljmicr.lii pnanufiu: e^CrcpCi7JtiK:uLx; iluciiti ::.lLi:riij[n b. UnIi/ji 2:cj;' 

LuT^EL'iiiJ., IdfaiiiklinaJk Liui:xifniiL«'l. 
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sercirb huiiUEio^;.^^ El hio^rupo 1A c^irc^ee dL* deierminiinEt;:^ 
lie vimlmciii tic lo.^ jjiva^fviw y w; lu cunsieJera rk> 

patofcno.'** Los tiognipos restantcis son de origer humano y 
ptiedeti ser dktdidos en hiogrufMi IU, que se cncutrurj snbre 


Knlo Ins Ehiados Unidns y Ins hlogrupos 2-5, halladns cn 
Eu]ir^i>ii y cn iNttits siciuN. Ncubaucr y citis. prnpusicrun la divi- 
lie y. i-tiU-nM.'ntitii ti [:i] ilos sutKspcclcs: I! eiiltnfcaiisica 
subcspccic cfiit^nscifiiiftci piiTLi cl bLognipo b y 1! t'menxviifi' 
ca sutwspecic painenrctica pam 3a< bloxariedades eumpeas.'^'-' 

/VrflfWfin'ff <k Y. ertl?nx'«:tlitici) fen reaccionet p(tr (mm' 
/iiijcin. Y. i'ntrntfpfittat fuf rccupenata ilc una unidaeJ tie ssm- 
dc doiiafitc reniiitjiitJ u] Labor-Jiorio ilc Mjcrobinlojfd del 
LTnivci'^lly of Illinois ELospital pura oultlvo luego urq reac¬ 
tion tnin H lusioTia.!- Sc prescniaron cscaloFtlns y un sinJrnine 
fiimilarat shock en el receptor de una imidad de sangre conin- 
minadu ttesputfs de umx irynsfusidti de unns Ml mL. Tumbi^n se 
jnrtjnimrDrii cusos si mil [ires en olrns seeJijs, Io qiic iluslra la 
capacidiuJ dc ciitc mlcroorganlsiriD para crcccr con tciitpcnilu- 
ms fnas-.’^’^* •*••**•*•■■•*'■*^ Enlre rmviembre de iyB5 y novLcmbfe 
dc 1996. Jos CDC L'omunicarLin 21 casos de sepsis par translu- 
sior>es de eriirocitos conlaminados con La 

InvcslLgacit^n dc cstuit cj.sos ]lcvs5 u ia conclusicln dc que la con- 
lamtnacidn dc la sangre fuc c3 rcsullado dc una bactcricniia 
a.siiitojnJlica por Y. enftniculifica cn Ids donanlcs dc sangre cn 
cl momento de b donacidn. Arduino y cols.'' demostraron que 
K fnirrtfrt^iiiicit. cusndo s£ inoeub cn unidadcs de concen- 
LriMlos dc crllrocltos y k iiLmaccnu a 4 °C puede pridiferar y 
priidLicir endotnxina despues de una fasc dc rciraso dc 2 a 3 sC' 
manas. Estd cLaro a panir dc csras coinunkacioncs que Y. cir- 
terocelitica debe bnscarsc siempre que se sospcchc una hac- 
tcricnua o un:i endotoicmta aitneiada con la ti^'ifusii^n, Para 
mds detalles, remltliros al lector al aitlciila de revision de 
Wagner y cols/"' 

Aseciutwri de Yi cntcruculitica cop la pr^paijEtcron f njprfE 
lie Pitnudus dc cerdo. En lu& palscs donde I! ciircFVcu^rriCitr SC 
ba confs'eitido en una causa impartanlc de diarren: (h? cs cl 
serntipn predominnante. y Ins cerdos parccen cnnstimircl prin¬ 
cipal reser^nrio para la infecci(^n.^™ Lln!i revlsii^n ilc las cetvis 
clfniciis de Y. cfucnjculiiku rcniLljda.s al laburalorio de rcfcrcn- 
tiu para Ycryinpi dc |os CDC dcsdc ]97fl hasta |99fl y desde 
19S6 basta mostro un canibio cn cl scrotipo pFedominnn- 
[C dc H cpteTPcnlitU'a cn Ins BscluIoh Unido4i desdc tfcK hjsia 
0:.l. Esic Cambio coincide con uii brote <)e gastfwcineritts cau- 
sada pur Y. t'Hfen}Lt)Ittictt serotipo 0:3 cn Atlajila dcsdc 
noviembre dc iiasla cncru dc I9S^. £1 broic iiivolucrtV a 
15 pocicnlcs (lodos noncamcricanos ncgios), dk los cualcs 14 
eran LK.'E:Ln[es (edad medianu, 3 mcKcs). En lodos, cIJok se desii- 
rnolW una enfermedad diarreica febril, que se asocio t’lrme- 
mente con la prcpanici^n os'^cra dc mcnud4>s dc cerdo (nitcsti- 
iK> grucso). Aurk|Lic ninguno dc [os laciaittcs tovo cnutacio 
diiccto con los nienudos crudos, cast cn lodos los ciisos las per¬ 
sonas que cuidaban □ Ins ninns picscnEaron anEcccdcntcs Jc 
briber linapiEiEln esos menudos.^ Se cuittvd I! eaicmcoiiih'ti de 
recipicnie.H cerntilos de nicnodos de cerdn. ilc tos conlaclnH 
doiiidsticiis del caso y dc los recipieiite^ de Ins menudos adtiui- 
ridos en Los supcrmcrcadoi locales. En 10 dc las 12 famllias 
CApucstus. los nJcnudtuH fucron preparados para In comida del 
Dfn de Acetdn de Ciracias, Navldad a AAo Nucso. Lina cncucs- 
la rcalkEida a una eadcmi dc aliraccncs cn Atlanta miTstro que 
ia S'cnta dc anetiudns dc certio c^[tl llmiiada cn gran ptinc al 
periodo dc uctubre a cnem y a]cai]/.a un pico cn ntTS'lcUlbiC. 
Law daiDs pnwcnicntcs de otras cncucstns apoyait la asodacidn 
enrre la prcparacidn dc mcnmlns dc ccnio tlurante cl perfr^tio dc 
vacacioncs desde el E>ra de Accion dc Gracias basia Nas idad y 
3os ca?ios de K enkPK'fdiiU'n y sugioren qiic sc Justilica cl cri- 
bndo dc nitlna dc Y. cntfnK-oHitca ea id^Linos bospiudes, subic 
lodo cn las cuniunidadcs dq raza ncgrj. y cspccialmeotc en 
los ninos menores dc un aflo/"'’’^' Hay inlormacinin snbre 
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la preparacidn !«egura Je incnudns dt Lvrtlo cn http:.^/wvvw,ph. 
dhr.htatc.ga^us/cpDncw^oclOl/l 03102.&html. ’"■ 

Rfcuptracidn df Vi CDterocoliticn dt mues^s eUnkas. La 
inayoria de las cepas dc Y, fnffmroSftka creccn cn agorcs cnrte- 
rccDfi selectivoi; y <!« presentan ccKmo pequeAu colonias lacrosa 
ncgativas cn agar de MacConkcy y agar SS cn 48 horas. Bn 
jlgunoK lalMcliluiioii, Iils plui:as dc a{;ar de MacCuOkcy incjcu- 
ladas con mucstras dc hcccs dc las cualcs sc sospecha quc 
dibergan cspecies^ de Yt'niitiu son incubadas de miina a lempe- 
ralnia ambicnie. ettfirnfCoUnca^ en particulafi puede aislarse 
mcjordc las mucstias dc hcecs incubadas a 25 El cnricfuc- 
cbnienlu por frfo dc las mucstrus muy cijniaminniJas. eomn las 
tioccSi incubaiKk) los ctillivos a 4 duranic una a 3 scnimas 
cn solucidn satina con bulTcr dc fosifnto antes dc svbcu Id varies 
cn incdi<}^ cnl^rico&, lambifn aunaenta la iccupctacidn de ¥. 

WeiNsfeld y Snnnenu')rLh’°° ccrmunicarDn cjue 
cl prctratamlenlD de las heces con hldn^xido de potasiu a.i 0,5%' 
cn unn rclacidn 1:2 durante 2 minutes, seguido de la siembra cn 
agur cni^rico conduefa u la rtcupcroci^ del ndmcni milximn 
de aislados de Yersiniti. La superioridad del agar crersuLodina- 
irga-sin-novobiocina (CIN) pam la itcuperacidn de Y. euieut- 
cuiitku dc mucstras dc hecct^ que conlicncn 10' unidadcs Jbr' 
madenos de coinnias n mcnos tambicn ha sido infarmadiL por 
Head y coK.-'^ El uso de mitodos de enriqueciinicntD pot frio 
y medios de cultivo especializadoSi como agar CIN, para la 
rccuperacidn de >'erij>rje no suelc Mr ncccMrio porque, cn 
CBSos dc cntcrocoliliSi loii microorganismus no sc cncucntnui 
cun rrecuciiciii cn enneentneiune:; iclaliviunccitc qIlus. No se 
reconiicnda el uso de agar EMB pnrque IK enterocofitica es 
sacarosa positiva y aponecc como un colilnrtne en csle ntcdici. 
Puede liallarse un preblema i^imilarcrui el uwi de TSI, que tam- 
bitJn cojiliene sacanj%a. 

Identificacidn dt Y. eutervciilitioi. K entcrvcffUtica cs mAs 
bioqulmieamenre react!va a tettiperatura ambiente que a 37 “C. 
Nucstmcxperiencia en el Univcr^iiiy of Illinois Hospital ha sidn 
[os aisladm de Y. enirnKoldiai no siielen dar uiiu identiH- 
cacidn aceptahle cuondo son cstabiccidns cn cl slslcma Vitek o 
cl API 20E a una tcmj^crutuni dc incubacidn dc 37 '*C, Sin 
embargn, bandas dc API 20E inojhqdas a temperatLira ambien- 
le prapoicionan una identificacidn aceptahle, Bste date ha aitki 
confirmado cn publicacioncs reciente?;,'^''”^ Neubauer y cols, 
cottipararon las pnicbas API 20E. API Rapid 32 IDE y de base 
en FlIR y ubservmjti qiie A?1 20E proporcionaba la maxima 
scnsiNIidad tauto an cl nivcl da genera come dc cspecic.'^^ Un 
csludic posicriar del goipo obnetvh que la tarjeta Vlrek 

GNl identiHcaba las yenilnias con una cxactiluil dd V6.3% » 
Tiivcl dc g^ncro y una cxaciiiud dc 5T,49t u nivel de especie.^'^ 
Si bicQ no sc conslgucn rdciLmente anllsucros que sc pueden 
utilizar nealmentc pan cepos dc wmiipn de Y enrenKtftiiic^, 
Farnicr y cols, describieron cuatrn pruebait simples que se pue- 
den utillzar para U deteccidn de semtipos patdgcncis, Estas 
pruebas son la poueba dc la pintsinamidasa. fcrmcntacitin dc 
siiliciljru-hidr6]isis dc escullna, fcnnenlacl'dn de D-xilosa y ct 
afar rujo Congo-oxalato de magnesia (CR-MOX) utillzado 
para determinar la captacidn de colorante rojo Congo y el crC' 
cimicnio ualciodcpcndicntc a 36 

SettsiNtidiuJ dt Y- enterocolJtka a las andbiStkos. K etHf- 
frtcoiiiicii scrogrupos 0;3 y 0:0 pueden prodiacir Jos |3-|acia- 
mauL'i mcdiqdfls por ccomnsumas, io que conduce a resisfcncia 
a ampidlina. cefalcMmn y carhenicilma. Las oepSK settviipn O'R 
Mm sensible^ a ampidlinu y variables a carbenicillna y cefa- 
losporinas- Las pruebas in viiro no son confiablcs y la adml- 
nislrad^n dc eeralosporiniis de amplio cspcctru combinndas 
con un utninoglucdsido pareca cEcaz para In mayoriia de las 


Infeccione-s extraittECHiinaleN, incluida la septicemia.l.uv 
iluoroquinolonaSi solas o con aminogluujsidias o las cefalav' 
porlnas dc amplio c.spcctiD« lambidn parccen efkcaiccs,^^^^ 
Tiimctoprimo'suirametoxazol muestra eficocia in vitro pern 
liene poco efecio sobre el curso cllnico (duraclAn) de la gasutk- 
enteritis por V. entenx.'otitka.^'^* 

Otrna espedest dc l^rsinfa. Y. frederiksenii »c afsia mds 
comdnincnte dc agua dulce, allmentos y suelo no inigada y hie 
nsicuperada pDcas veces de muesitas huiUaniu, Esie micTouj^ga- 
nismo puede tecuperarse de muestras de heces utili/undo aga- 
rcs Jc MttcCunkcy u SS incubados a 25 ‘C durante 'Hi horos y 
puuas vcccs sc ncccsitan idcnicas dc cniiqucciinlcnlo por fria 
Sc crec que forma paric de La floni coiticnsul y no pt'cxlucc dia- 
rrea. Farmer y cols.^'^ cilan nlgunos cepas aisiadns en bumanos^ 
nemitidas h Ios CDC. obtenidast <le mucstrus dc hcrldas y respi- 
raitHias. 

Y. iiUtnntdui tambi^n puedc meuperarse mediance enriquc' 
cimlcnlo por frio da mtKstras fccales humanas.. pero probable- 
menic tvo cstii rtlacionadu clhi enfermedad intestinal. Bottone^^ 
nevtsd la Itteratura m^ea hosla 1976 y objietvd 2t cases dc 
Infecciuncji eitirainLcstjnales por esias c^fpccics aif picas rnmjto- 
sa positivas, Dc cslos casos, ocho fucroii de conjuntivitls y Ires, 
infcccinncs dc las via? urinarins. Botlonc ngrego otros ires 
cases, que reptesenlaban inreeciones dc las vfas utinarias, dc 
las con;unlivas y abscesns. 

Farmer y cols."” chan sels mueslm recibidas en los CDC dc 
las cudes sc aisid X kristertiemi, uuatro dc hccos. una dc sait- 
gre y una dc urinj. Me nc ha dcicnmnudu aun ku papci patugc- 
nico. Se describleron ciras cuatro especics de Yersmia todas 
bioqufmicamenie stmi lares a ¥. crtffiwofitica. Todas son cepas 
iitimanas muy mras. Y. ntfvJei fue aislodo de heces de perros, 
agua y hoccs hunianasJ^ Y. uldoi'ae (antes giupo X2 similar a 
Y. (’niercvolitiraf sc hall6 cn agua superficial, agua potable y 
pocK.'i y. mollanriii (antes X tnterocolirica biogrupo 5A> hie 
Aiskdo de bece^ humanas, agua poiable. came y vonjuras cm- 
X fteffOtkrf (antes X tut^nKotitkn biogrupo 3B) fue 
comunicado cn hcccs humamis, aguo, sucio y verduras,*^ 

TFIIBU EmftiSAE 

frur'inteU'e' son prinfiariariente patdgenos de las planias y 
n6]o &a}HdritDS cn Ids ^icrcs htimanofi. Las cspccics del g^ncro 
Eminia pueden dividiisc cn tics grupos filogcudlicm. Et giupo 
I rcpicscntn las erwinias vcrdadeius y cemprende £. arnyhAv}- 
ra, E. ttuilhtivom. f. persicinitSr E. psidu. E. riiapontici y E. 
tracheipltdar La^ c.^peuies del grvpo II si do Iran^^rerid^s al 

gdnero PcclobuLtertiaa como F. carolovontm subespwie hItp- 
.•^cpficiua^ R canHovomni subcspcccC hctai-ascatoriun^ cut^?- 
tavomm subespecie catvTowrum, F. {nsmtowrum subcspccic 
ot^fjrj/cnnn. R carofovomm subcspccic HW-vahroc, P. rarfrei- 
tiitin, F. t:hrysattihefni y P. cypriprdiL Los miembrtw del grupo 
in han siduclaslficuLk^s cn un gdnero iiucvu BrenrierSit coniD 
tilni B. nifiTijluens^ B. paradhiaco, B. qu^rvitaj, B. rvbrifo- 
cifns y Br saficis.^'^ Lus tspecies de En'Cinra, p^rtnbacrerinrtt y 
BTvrrnena ppoduccn cnfermedades que marchlian y pudren la^ 
plantas. Ids culiiws dc alimcnlo^ y Los drboks o que fOrman 
pane dc la flora cplTita, Exivtc una comunicaciOn dc umi infcc- 
cidn de las vfas uricarias cn una mujer de SS anos causadn por 
Envinifj persicimis. que hab(a iiido aislada antes de disitntas 
frulas y verduras."^ Recieniemanlc, sc dctcTmmd que una 
nueva cspccic riti>p4iL(igemi aisluda dc ^Tbolcs de Erytbrma 
ctifcrmus era surLclcnicmenta diferente da fniinio, BrvfVKria 
y Ptctohacltrimn como paia justihear su ubicact6n cn un gene¬ 
ra nuevo y bn sido dcsignada Sam-wnio trytbrinae.*^ 

B Est igma (del (dr. VaFbr Eso 



TaKonotmia de Eirierobscteria&iae 263 


Oirts B^ne70snii»is de Sftitnbactsriaase 

El cumIai 6^24 Si, una IIkiu de laii e&pecies des4:nt3N 
reckntcmcnCc y iTicnc» frccucnla* dc CTitcrobact«riji.i>. Lus 
de.^i^aciDne\ dc los nucvos y c&pccic^ luui cvuliucio- 

nado dc estudio& de hibrtdacidn del DNA y canictcnz&cicnejK 
bicqulmicaj; realizadas en cepas atlpicas nemitida!! a \ca CDC y 
oiros laboraiorios de referencia para ideTitincacidn y clasilka- 
cidn. Muchos dc k:»» numbrci* de cstos nucvos grincros sc apli' 
cwon n bacCcnprias quc. cn un mumcrtk), fucron dcsljs- 
nadas a. gnipos eetericos attpiros en los CI>C. Varios gmpos 
cmcricos qucdui sin nninbru pcm probablcmcntc Itt^cn cs[a' 
do dc s^nero en el fuinrn cuando alcancen una cantidad sufi- 
cicnte dc cepaN. 

CARACTERlSTICAS DE IDENTIFICACII^N DE EfTTSiOBACnmCEAE 
MAS HUBHAS 

La.^ caracleriNticas cJavcK de identificacidn de variofi dc Im 
gdncrus mds nucvos sc cnumcran en cl cuadio 6-25. £1 aprcn- 
dizajc dc los g^ncros rads nucvcjs no c!$ dcmusiudo dificil si sc 
rcciterda quc b mayorb dc esiM bacteriai represcnLan cepa.s 
aUpjca$ CiiitechaincnTe TCbcionadas con gnipos bkn eiiublecj' 
Uos. Por cjeniplo. lott gdneros esirectiamenie relacionados 
BuFtia^ella^'’^ y Kiuyvrra'^^ sc pitscntan fenolfpicanscntc 
coma '*E. voli ciirata posiiivo'^ en el cuadm 6-2.5 ^e iocluyen 
las caroctcrCsticas csfwcitlcBs por las males puedexi ser dife- 
[cnciados. Las bactenas pcrtcnccimtcs a sc nse- 

mejan a Srmiiio porque ^sen lipa^a^ ponltivas y son Tcsjsicnics 
a cefatodna y colistina; sin embargo, al cunlrario dc Strraiia^ 
no hidrolizan la gclatina ni cl DNA. y 

Tatumciia,'‘^ ioiciidmcnic serin agropada^ con /Word agg^o- 
mrnMf porqoe son lisina tugaiivas, oniitina negalivas y ar^gini- 
na descarboxilasa negaitvas. Los gfneros y 

Obesumfxictfhtitn*'^ son si mi lares a Hufititi tf/wi: 

puedc wr considerado PrFtvidenda remlalatitna ncgaii- 
S 1 D, laclosa posicivo y LemittotrHd^^ puodc scr pensado como 
cspccics dc Pratem fcniblanina y uit^a negativas. Mcdbnic 
el usodc esta orieniaciddi, .se faciliia algo la idenlificacidn. 

Los patrones de reaccidn de estos nuevos ^dneros y especLes 
ban sLdo incoiporadus cn Ids archivos dc eddigos numCricos dc 
k mayoifB dc los sisicmas dc idcniillcaicidn cornpinarizadas. 
Par |o tanio, kus nombres pueden apwcccr cn ks comunicad d- 
nes generadas por ordenador de muchos sislemas comereiates. 
En esios casos, puede scr necesario conlrobr visualmente bs 
icaCcionca indivlduidcs para detenninar su czaclitud y cv^luar 
1a.s catcocerlsticas adicionalc^ utiliEEuido cl cuodio 6-25 y lus 
cuadios amptiados publicados por las CDC y repnoducidos 
aquf M et euaJrCh fi-7. En general, una cuidaJosa correlacidii dc 
la actividad hioqufmlca con los patrones de credifnientn y la 
aparietdn dc colonias cn mcdlos dc agar cs suficicnlc para su 
4:(^nreclii Idcntirieaeidn. Nn puedc exagemr cl hcchD de quc 
Ids estudiantes y los micTobiDlog.as deben muntener una 
oricniacidn rundan^Cnbl sobre la mOrrologia, la lisiologla y la 
biuqafmtca dc las bactcria.s para reall/ar idenlifieaciorKS pre- 
cisais. 

tMPOFITAKClA CUKICA DE KDEVA6 

La nueva Ctasilicacidn. los cambios apaicnlemente intermt- 
ajbles en. la laxanacitla de la.s bacteriiis y cl ugregado riccuen- 
le dc r»ucvo« gincios y cspccics podnan scr dcsnlcnladorcs 
para los estudianles de microbiologlia y tambi^n para has tns- 
THICtOrC^r Sin embargo. Fanner y coh. Ilevaron a cabo un cstu- 


dii] de la.4 puniuocianes de los biogrupcs no clasificados rcini- 
lidos pam ?iu i JmiincKidn a las CDC y ban ardenado el dcsor 
den en un infonne primordial quc resume (odos los gdnetos 
viejus y nucvos dc cnEcrobuclcriiUj conocidus biiala cnero de 
1985Cciino sei^alan cstos investigadckrs, hasla el 95% de in' 
das las entcrcibacterias aJslaidas en laboniEcrios cUnicos son £r- 
cherichia cotf. Kfebsi^fia pneumoniae y Proteus miro6rV/is; 
^^^Ls del 99% de las cepas pcitcncccn s6lo u 23 cspccies, la quc 
deja mcnos del I % como incidcncia dc aislamicnto dc distin- 
las espccios dcsignadas, Par In tanto. las baclerias enu- 
mcradiis en el cuandro 6~24 pocas veces sc cncuentran cn U 
mayorfa dc los laboralnriO!> ctinicos; sin embargo, como a6mi6 
rambl^n el doclor Farmer, exisien al menos tres ruones de por 
qui e?iias nuevas e«ipecie<; de enterob«cicrias son iirpoitanics 
para los micTubidlogoa clinlcos: 1) algunas cspecics producen 
inlccciones huraanas graves, 2) otius aparecen cn mueslms cli- 
rico^s, pern ku papci cuusal cn In eiife!riTied;ad es Incierto y 3j 
miJiChas son bioqufmlcarrMnle simllares y, por lo tanlo, pueden 
iKasionar iiroblemas en la identificacidn. La imporlancia ctfni- 
oa dc las cspccics m£s nuevas quc hon sido aisladas cn mves- 
iRu cl micas humanns se tesuntc del iiiguienle mudci. 

El g^ncro Butiiauxeflu camienc iihora siete espectes (vdnse 
cuadrt> ivM) quc so presentan on forma frocuenie y abundanle 
en kw iniesiinos de earacol«. babosas y otros moluseos.^^’ 
Alguiia.s cepas ban side aisladas en muestras dc suclo y de agua 
bebible no contaminados, aguas superficiiLes^ aguas cLoacales. 
suclo y hcces. pcio no ban sido aisladas de raucstias oUnicas 
cstdriles primarias.^^-' Se infoimamn dos cepas clmica; dc 
mioToarganismos sjmilare^ a B- sovmftae de muestras de orina 
y de una tienda cn la piema cn B£lgica. Las oepas Fucron btO' 
qurmicanicnlc indistinguibics dc B. ga^itikie, pcio la sccucn- 
eiacidn del gen I6S RNA tvo fue decisive. 

Cetira Ka sido aislado cn mucsims respjratorias,^ snn- 
ijKi,?iHj!t mi ahscKO esc-mtal.^ una Ulcera cutinea^" y tejido 
putiTiDnar.'^ i^ln embargo, cn la mayurVa dc Ids casDs no sc 
probii'p uu papel eiicildg.icn pura Caiea cti cstas inreCciones. 

E'v\rln^lla umetifruna sc dcsciibid en 1983 y icolbid esc 
nombre cn tmnnr del bactcriDtogo cstodnunidensc William 
Ewing-^ Las cepas atriginale$ provenljin de muesiras clfnicas 
humanas, que incluyeron esputn, isangne. taringe. beridas de 
dedos del pie y pulgares, orina y heces.'*"''^ £1 amencana ha 
sido Impiicado cn baclcricmia.^*^^^ bactcncmia iclacionoda 
con oatctcECSi^'^ un bn^lc de bacEeiiemia hospitalaria^- y un 
broEC de seudobaclericmiu asoeiada con tuboR ih> estdrilcii para 
la recolecci^n de sangre.^“ Taiitbi^n se asoci6 con coloniTo- 
cidn dc hcridas,^^ conjuntivilLs-'^ y perimiiitis cn un pactcnlc 
SDOKlido a diAlisis pchloncal.'^^ 

El g£netO Kiuyt'era eanEiCnc Cn la u^nJalidBid euutru espe^ 
cicb; (vease cuadiD 6-24).^-^ Las cepas originalcs dc cspecics 
de Kliryvera pmviniemn dc muostras tbnicas y del modioam- 
bicntc. Las fuenies humanas frecuenies ban ^idn esputo, 
seguidD por orina, Eicccs, faringc y sangfc.’^^ Las fuenles am- 
bientalas observadas han sida agurts eloacalcs. wiclo, alinwn- 
Eds de cooinas, agua. lecbe y la pileta de un hospital.^^^ Sdlo 
exi^qen dlguna^ comuniceoionos de inrcvcionc!; giavcFi ptir 
cspccics dc quc invulucroron lo^ v^a$ urinoriav.*^ la 

vesicuin biliar'^* cl tubo digestivo’-"^' y cl icjido blando del 
aniebrazo lucgo dc un ecnc con un cubo dc bosura.^ Ademas. 
te comunicaron casos de bacieriemia rel^'^ionada con caEtre- 
ras**'^ y media.stinltjs y baCEeriemia luego de cirugfa a eorjwdn 
abjcrtDr*** 

La imporlajicia dinjuu dc L^clrrria adccarbo^cylaia cs 
inciena, pera so infOirnaTon copas aisladas en satigie, espulo, 
orina, heces y heridasi de En cl 
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CttSdfO E-24 Nlievu g^DEnu j especlcK cn i> Ikiiilliji f 

■•'f.-'- -js* ^ ..r - = 

' NUEA’A DESIGNACI^N 

DESIG?4AC]6JV PKEVIA 

COMENTARIOS 

^KUr^irt^ 

EipNit nveva 

N[iiIiiil.idL*i 4-n 4Erc<ta hupi^niiA CvuN? ^^1 w^ipui saUr ^ U vvjfpip fui^rpilUv- 

rU. SuifmMi nJrf/hj'iMi.c 

£W>-jWd Akjuufr^a 

'•Gnipa HG" 

Hfi (+). Se EWTwnlf* imuCTfcnKnic m fl] ^guai pciuble y dc wpafeie. Fuc aw- 
]Ad4cn hect^ liiimaru.'^. p^ri tk^tc anraa -ittw cnfennKt^ tkiimana 

Buiti4iu%rlU 

"Cnjpti F“ 

tttiCAau ikulc tl puiiria lEc \\iiM liitx{ujDiiL'C» d ^Tuyirr^j. Lu iracLiciKK clj* 
■n\z4m IWViG xD^^ri^cj {-), Airi#4p cn Sfi « 

crmurti«n «pft^ tMldas. frt huifflWcw 

iTuJEiGiiLifriu Amutcrur 

E^pClJiC tlUCl'U 

AinIoJ^i -cn jxiuULHLcWp :Lf uii, xuclii v ti/Uii!.ani.'k. 

Bu-irrAlnJ-r/lu fettuguikir 

’■OcupuP' 

Grup'i rnl^niTi -63 

AixI^iiJei cn ji^ua y xuelu 


't3fypg F* 

Gnipo fri 

AisImIo fd ruDluKW 

Bunhux/th iuirdii 

EspecK fluev4 

AiSiladu CD nuLii:k.'ui 

Si^ldMT^r/n fthu^4cie 

Grnpn Hi^chco ^9 

Sinilai a A;iTirott;4i dq’x/r^rfKnmi d^cepco m « aipiiciifid po^uiiw. dn 

iliOlilALA>». <apU40 > bEEida:^ llUIIMOO»« y ^JljDE^fLEu 


Eupcck rucv4] 

tn Uiacoki 

di\-iw 

C^d&cen lapojt^^ 

'X3rU[H.i CrTH^IcO 

CWrsw ft* ft-^erwja a piir^ae .uwt (+) v usftTtiei a y 

iidfvjDiin^-. pnv p1 wiPlnirliH dc^^r-rra^uf |:FlAEjjia y !.->■ C 4 ^ 01730 ^ 4 $ 

lu Kp«i4 enJs fjrtrwni.e 

Eil c^uu cft In futnt? mdi frfojcnbc 

Ahsl^ cn niL3CUT.as dd aparatii r^ipli^cMlo [iuni^n 

Crdc^ciA nctch 

tVrfncTf^i etfo^ic ^ 

"Ciriiecm -E5pDLKt4^' 

"Ei^xck 4k CVi^r-cM cep» 

"'E*fctk lie tVidWw cqiB [*>1'* 

AuLkIocCi htiLinOL^jIli^uf eld pucldnii:?L lciD i^arili^.^liil. valvular 

AixIadocD cvpulu y aifd^^e cicdiaca cn li neiinp^Lii 

ciipccic 5 

C<!dWv4v cipcdc 6 

^ e^Kk 4k: CrdinYa vepi t}l2" 

Merida dti lus 4lcJos 4l;L pic 

£h msf/i^T imrncono 

Gnipu «ikm.T] 

IMViC LAD (-«-»-) Lu -cqui- pueden habrr fido cL-iyifiL~.Klifr iiih::^ 

ccviKi £>i^d'cWw^fr cJjrjrJ^tmr'un'j pnodjfkica por bcr anilimeu 4-^. Ai&Jaio Jc 

liM-idai y hmuculli^'oi 

tiscofbaai 

GrU|»i:ftlClK.:u t 

Sc JMDifJj 1 1\ I'liAr c^4cpik>CD que mlciDufo. cttcuLlfin y cJiram> 1 *3 l Pi^fwacu 
vkilctj cMuro CD medfe^que Tio-Kiatioico iingrc. Ln fuFnlc fneoenbr 

cLc^puto veg^ndr? [MFfnfnd, heeny 

ITfu wra <ochJ€ti^ 

Ejpcclf DUCVl 

cn mnLiiSfds 

Kiky^m I'P^/vjcYAf 

Grupo' eai^fko 9 

SicQilar a K rir^fwturd ciuepCo cn qjE cf«x y rnuwiHa li glwmu u5 1C 

ffJ^OTTnt 

Orupo ^flcinco 4 

Je JG«ji'ivrci ntnijh* 3 

Atsladfi cn c-tpuE^^ y ranngc ^uinaaa 

L^irrria adrcarb^aytala 

Grllg^^ 4AErrW[] 4 1 
tiMi-hcriiiitit i^tkcathiixyiiiid 

Ea^nj^oLtci o^^mvruru IlG XI 

IMViC I-AO Pagmfinati4^fci anurilla 

Sc AHCDKjl m £. Cidi CIl UgAf dc MlL'ClMlklSy y EMB 

St }ifl adsluJo cfi bni wktIaJ dc raaciUai c]ijhk'A&. iliiiKDEDs^ igua y cd cl 
fnedio ambicun: 

Ijmimfniia j^Nifk^nTjc 

Grupt^cil^rKij 5"^ 

H,S4^), tUA (-H, LAy --K 

IMVIC Ak^ztaJacn Ik4jdi y Drib hjujci&Dk] 

im*j^7iTjJkT Tjchafvtii 
cspccic 3 

CrvpocHt^rvD ST 

Grupo cnt^rK^ 51 

IftJa] £|iJd i_ gnmnnJ-jE fUrtjUft piW IMViC I-.— 

iWrtf^J'rrHi^ H-iJrrinivrvjJj 

Gnipo f nkiko 46 

Sc pwcee * K, C^P et> UTI iwdm ciUfii^o 

TMViC(->• -.+1. LAO y AMlidn rtifirk^nanicnw 

CD ntpiwvlU vi.it cn ^"iKi^aruin 

Cl^fUHjwvfirini pnHfus 
bu>jtfvpci 2 

Ffmi^crfTf/fwi 

^l^>*^ }uDLcnmunic;uli>4.TpAK ahladiis; ^31 fiurn^oSi Cirmcaifiiruntd frecuenTe dc La-ii 
ctrvdL'criu. Cit£c kcunh^iiC4:uu3]dLi a uictibidu a 3b qi:e4!iik:ijltiLsti 

idimElFlrjLiii^a 
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Toxonomiade ^5 


CUBdrD 9-2( NhcHh ccdciiHi « cs|Mdi9i d Id faktlUiii Cnfrpu&drlcricrrtae 

NuevA ijnsjOrKAcrtiN 

[>£.;ignaci6m prrvia 

COMENTAHIOS 

/pMWnr^^-4-iT.T 

Xfnt¥Thn\t^us /iAniuT4"jrrn.T 

HKiliimiiieurcnlp y biiMpifnncaEiiEidp laaLtivu CiedinKbl^ -^juiDkl .i IS *C. 

f4lraifV.T4-^^lS 


Tiiidb^ ICA ai&JatfiiknD>^ lujraaiHM pcncDCii^cra a i: asymbiorica. Las colDnias tk- 

FkiitofhjibJMX iwniaejctriu 

Nuc^d. MjJbnpccic 

Dcu i:ukM hudiLol ptviSacdQ uua h^aiolltkainutuiiL y sou ficfjrii^u 

HibCi;|WM aXJwnlii 


pan 1a redun-i^ ckl aiirri^. S« Iimi fia^ladocn twri<U^ y hunruiui 


Nufva Rulics|Kcic 


nohClpci^kC 

rh{?lof^tJihtiMS lemjxiulii i£ubt:a« 

bTilcii-ii c:ipcL]u y dbbCifX?Cu2 


pecic tfrnfyrmia 


Wncfc-a Rjhe^fKsic 




US li-E-), hl-^qurifiLcnnEalc .^linilin a Bu^'kia. !_□ inayonu aIc lai cciht. povicnen 
dp jgui piJiaME Jc CbpccHbnriM|uia 


Gnipo H2 

LAO 1JniDf^viL a 36 X. pero o 25 X, FAD WdbLliacDlc ♦)• wj* pL^- 

Fncnh> iiiwHiHfl. Puedf hntwr Jiii|r> Mlcrtifkfldn ccum fL c^It3m\mn^ m cl pua* 1 
db. Sc liM iBNiaiilrii rn iig\iA\. aliifn^iiliK% y disi]nL>.i I'ucAlPx liuEruin:!^ 

RiihmftSii opccie ^ 

Riiknr^iJ 3 

ptyseat 

Gmpo EF-V 

Colonias punlirDiiTtn. iSe c 7 m:iiTDailn knio. relativiincratr idcHcn Mmilci a 

25 X« pm IDD 16 vlI» u. JJ *C, Uh {[m^-cUa khl pudarcs. laLcrnlcb o uilbwlam 
i¥lib qftic pi^icricDS. Sc fatttiiU ^Citidd^ lu^hH Jc inlubkhk ilKdtJc^t Jc: lui 
daM^oi 4 Lie conflicMfi jwiiciltu 1 10 U}. PAD nay IcnLi I'd^SbilmcniP 

AiKFi^'p pfi rTiueL[ra^4:Lrjiicaj; Ihinanasi funiLiulanriMiK pspubi 

TftiLuliii'SLi ^u^ii^'rufjr 

Gmpn cnifnen W 

Jl.S (+) j hiiKfuimicjJTiep&e umLtf a,W™fwiIcT- IMViC (-.♦• -.+]. Luchb (*), 
■rgimiM 1 n'rucir.i (+). Se cl spcin yen herts JwimaDULs, Sm 



pnj^bjs Ck ijLije piroduzca dmrroi 


}£fni7rhahdvi ^uheh- 

pgcit fc^rlfprt.CBP 


Xejufrhulrii^a 

AfniJP^Lj^.viiLT nrmaft*f.ihiSii.i luhc^ 
p^ip fci7k-Bri»N 


^PiWnfJ 

X^^frhahitiLi nitnaxophtris 

Achfrmofwiai 

Sc aisJ6 snio HI ncmaicnJoK 

X^norhiJuiiu poinarii 

Xenor^b^Mj lumatjfphfSia aabci** 



p^le jTripjujrpj 


Yoii^nrlla ir^i:ruhuiji;^i 

ATpjrprfid Jni^iJjEE 

ituiqiifiiirjiiiicnCc aimilMrii ^ai^iu ■a/i'cii. DlIiptc jwr ur-L'nlialLna R:^L3ibciitc y VP 


(aiUpb PnlMctp 4^ 

N1H Hiumti hit>trtiprt y 
liainiQ jbpiuD 

HafrrSd ^h|K:c.'i4 3 

4-). Aabildilo EH BJi^'Tc, bcnilDv, laringc, cxpuln^ licccx y m^mm 

Grupc^«i^ni!0 


Se cirEikamcnte en hcrJJjw y heces 

Givpi>«DtiCKO W 


BHX]u^[Tl31:lfB«][c jiubctiw- RccupcradjJc ohiu. y 

Onipo cfitf nco M 


DNiu Cf> ftro pM OEfii pane lhi>t}alVajc-aitu-dJif i|e frmirjrj. Sc 

niL'AnkfiUE cn iMirii 

Gnkpo4»fc^tw Lj7 


fubiCcIhaiiiritfc IclaLiucULSi^ l^wl CiTivi?iicX£r farmeTi y umu/pinii/ii'LM- 

Aial^Li (Tt Dnihi y bcdJaH"^ 

MAir* jvrj^ rj’rftifth,' ir^AnniM; ivwirJitir.: rtntJrtiW; fil(3:JV7irWL^m[iifr'.'i[FT.'^[niii.; ji^wn-dr 

* PPV dr-i'fivj fVJjnrhMj; - ^ 

WX- lAr eepta HP^of^iiu. V: su^uSir. 



Univci^ity of Lllijwt!> Hoi>pilal, L udecurboxyiaia ic halt^ cn la 
CDdotfliqucu lie □□ lOLicn itaciJu y cn una niucalia cislose^pic^ 
dc orina dc un paciente con iusuficieneja rEEinl. En ambos 
d micnvirgani^iinQ fuc ai^lado Junto con otias especies 
de jw st pndo esiAbleocr iin papel eiiolrigico. Se 


recuperd L adetarbiKySani en cultivo pLira de la sangm: de un 
Urcer pncicnic coii insuiicicncia renal erdnica quo rccibfa hc' 
inodiilisis. 

Ltminontia fue oisiado dc heces y orini.?^’ BIckbcr y coU.^* 
revisnmn Lor regislros m^iicDF: de M pacieotes de los cualea se 
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M^todos de cribado pars (a r^pida 2Ci9 


aisLaron ei^xctesde Leminoretfa y clasilicarDT] el 4^% de los 
CEUios como paldgcnus dclinilivus, cl 29% conio paldgcnuis 
probfiMe^ y cl 21% como pat^geno^ posiblcs. Los El^ndromcii 
cUnico!) fucron infccciofics dc las vfns urLnarias (scis pmcicii' 
tes), infeCciAn del iiicia [juirurgica (trtiij y baciCriClUia primu- 
ria. perilonitiSi infecci^n del a^arato respinCono e infecctdn 
de Jos cejiti^'ts blandos. ciHia una cn un pucicnte. En un caso dc 
baCLCtiiim asintomdiica. lu ccpu ini luvo imponaiKia elfni- 
ca.^ Las e&pccies de Lrinmarclta sc preacncan cornu cuIudiels 
laclDsa negativas sobre medios de siembra primaria y daa un 
pico de flauca alcalino y una reaccidn dcida debil con Ff^S en 
el cxtKmd de TSI despii^Ji de 48 boras. Al igual que Las espe- 
cies de Pnfleux. Ia.>; especie.<i de Lttninar^la sOD I'LS iKHlllvah, 
D-ioanosa ncgativas y tirosina posilJvas, pcro al conlrario de 
Piutfust sun UrcB y feniLolilninu ocgalivas y L-urubinuBa pOsi* 

ci^'as. 

Mnelfpretiii wisconserviis fue hailada originariameiiie cn 
mucMras de liccc^ huinanas, sobre todo en cl csiacLo de Wis- 
coiulii.^^ Tbmbi6n sc aisid dc agua y aniiriales y dc muestras 
clinicas distintas do hcccs* comode vesicula biliar^''-^^ y de un 
aspirado bnutquial.^' Sin cmbnrgOK la mayona dc las ccps^ ban 
sida aisladdi: de beces humanas y ejclsien pruebas de que se 
asocian con dtanca bumana.^^ En agar de MacConkcyK las 
colotiias apareccn rajas brillanlcs con btlis precipilada a su 
uliocledur; per Id LuiIOt son indisEingulblB.'i de la.i. colonial dc £. 
cotiP^ Stock y cols, comunicaron que M. i^ iscortsetisit es 
naturalmeate seiistble a doxicicbna, minoctcLina. todos Ids 
aminogliJcdsidos» muchos belalac[imicos» todas las nuonx|ui* 
nolonas. los inhibidores dc lus vlas del folato, clcvanfenicol y 
nitrofurantofno.-*^^ 

Las species de Piuiipritaixifa son [M Orticas bncterias 
luminiscentes tenestres (la bLoluniLmscerKia bacteriana se 
obscrvn sobre lodo cn las cspceics marinas). La clasilacacidn 
dentpo del genera es compleja, sc reconooen en la actual klad 
tres cspccics: P Inmintitam <anics> Xt^nifrfubJui iutniftta- 
cefis}. P. temperaui y R asymbiofica,^^''^'* y varias subcspocies 
(cuadro 6-24). Lan esprcics dc Phoforfvibdus hubilun cl iutes- 
liao de algunos nematodos patdgenos de los in^ectos, donde 
estableoen una relacidn simbidtica. Las especies de nematodos 
dc Cs(c rjpo pueden itivadlf Itw larvae dc los irtsccluB soscepti- 
blcs y llbcriff cspcctcs dc Phoiitrhctbiias. Las baclcrias prolife- 
ran y matan las lajras del in-sccio.i*^ l^os ncmatodos pai6gcnos 
de las inseclDS que albergan cspecie.s dc Fhfftnrhisbdfis: sc utili^ 
/an como hiopeslicLdu en algunos paisc;;. incluidos los 
Esiados LTnidus y Australia. £n cstos dtlimos sc comunlcaion 
12 inreecioncs humanas por cspccics dc Photorfabdus. que 
pioducen m^s a menudo infecciones de la pid y los tejidos 
bkndos y pocas veces bacleriemia.’“ Las colonias se fbr- 
nUn sohre BAP dCspu^ ik 24'4^( hor^ tanto a 35 "C como a 
temperatura ambtcnic. con una tendcncin a ■'elevarse".'* La 
caracicrfsika dcliniiwia cs la prcscncia de luiDlnesoencia 
ddbil. que se puede >cr a simple visia en condiciones de oscu- 
ridad total. Gemrd y cols. scAalarun que cs fundameulal pet^ 
milir que los ojos del obser>'sdor se adapten a la oscLuidad 
durante 10 niinulus.'*' En la actual idad. las cspccics dc 
Phatirrhahiim On aporccen cn las bases dc datos para 
MicroScan Rapid ni en pineLes para coda la noche o cn las tar- 
JcTas dc Vitek GNI +, To cual conduce a idemificaciones equi- 
voeadas cuando se uttli/aii] c?<tos fiLstemas.^**' 

El generu Kuhnelh consists en Ires e.species estrccliamcntc 
[cluciotiiadaa: R. y dos cspccics gcndmicas que no 

pueden serditcteiKiodjis fcnoliplc^jimcatc dc JE. aquatiiii y, por 
1(1 lanio, Tccihcn los nombres vcmacularais de Hatmftta especie 
gcndntiea 2 y Rahneifa especie gen^mica 3.” El hibitat natu¬ 


ral de flahftetia aquadfis, como su nombre lo tndiCd. cs cl agua. 
y la mayurfu dc cepas aisladas cn U culccci6n oiiginul de kis 
CDC fucron cnconirndus cn esc medio, cxccpLo dos cn seres 
humanos (una en una qiicmaduts y la otra cti cl liquido de lava- 
do Mnquial de wi pneiente con IIIV).’>^ De im pocas pubiica* 
Clones de casos de P. a^Nulitrs, la mayoda describe infeCcioflcs 
cn pacicntcs intnunodeprimidoi;. Ademds dc la.s cepas de los 
CDC. oiros ban cotnunicado cl uislatniento dc e$te mtetoorga- 
ni^imo ea espuio (cn ua paclcuEc con leuccmin linfocilica cr6- 
nica y enfisema)."^ en las vias urinarias (en un pacicnie con 
tmsplante icnal),^cn una berida quLnirgica posiblcmentc dchi* 
da u una fuenie hospitalaria^ y en sangre de pacientes inma- 
nodcprimidos^^^-'^-i^-^'e inmunocompetenlcs.'"' P. aguatfUi 
lamblfn fue lustado cn verduras (TundanKnlalnicntc zanaho- 
rius) adquitidns en supeimercados™ y ha sido identilkado 
como agents causal dc un olor ahumado/fcrWilico (debtdn a U 
fomvacidn dc guayncol) cn kebe chocolada rcfrigeradn y ccho- 
da a perder 

De las cepa.s originolea de Tatviaetta piyints cjsiudJadas por 
Ids CDC. 30 se aislaron «n esputo. 6 ca. cullivos fuingcos. 3 en 
sangru y I de codn una cn un aspirado traqucnl, un tuhn de all- 
mcfllOiddii, raringe, heces y oHna.^ Se inFarmd de un cuo de 
7 ptyxeo.t obtenida del hemocultlvo de un rcciCn nacido con 
una presunu) sepsis.^ E^islcn tres difcrciKifts iiotubln cnlre 7 
ptyxiOi y Utro-i miembras de lus cnicnibactecuLs: 1) las aepas 
producen una zona grande de inhibicidn alrededor dc la pen!- 
cLIina; 2) Itene una tendencia a morir en algunos medtos de 
laboratorio, como agar sangre, denu'o de los 7 d/as y 3) habi- 
tualmcntc sdio sc observa un flagclo (polar, subsolar o lateral) 
por cilula,-' 

Trabuhifilp ^Mofneojps. antes conocida enmo grupo cntcrico 
QO, es J4.S posiliva y se asemcJabiuquimiLumenie a^a/irrone/fa 
subgnipos 4 y 5.-^' Se han aislado cepss en polvo de aspirndo- 
ra, suelo y hcces humanss; sin embargo, no c^tisie ninguna 
pnicba de que prcMlii£4:ii dianrea. principal tnlcn^^ pura d 
luicrobddLogo clfnlco puede ser su posibic idcnlKicacidn cqui- 
vocoda como una eepa dc Satmonellff (vdosc cuad.To 6-25). 

Yokeneita regensbitrsei fuc identilicada origin aiiamcnic 
como NIH bicignipo9 por los National Institutes of Health en 
Jap5n-^ y m^s lank observb que cran id^ntiuis a “PtfSftrUa 
irabtilsif' (grupo entdrico 45) iwtubradjo asi por las Irabiijodo- 
«s de Ids CTDC.^' Como el nombre Y. nrgensburgei tiene 
pdoridod snhrc “K trshphit" en viitod de la publicacirSn ante¬ 
rior, el uso del ultimo nombre $c. ha suspcnlido. En las comu- 
nicnciones originales. Y. rpgt^n.tbutfiei bab(a sido aisloda en el 
tubo digcEJtivo dc Inscctos y agua dc pozo. y cn mucstras cKni- 
cas huinanas, que incluycrmi hcridas dc los miembtos,. vps 
aereoi superiorcfi, orina, l«ce& y Uquido dc la Rulilla.^^' M5s 
recientemenle. Abbott y Jnnda han CDmunicado el aislamiento 
(k Y. fvgeftsburgei dc la sangre de uti pacientc con una bade- 
ilcinia transitotia y cn una herida dc la rad ilia dc on pac^icnic 
con diagiH^ticD de sepsis de rodilla.* El micruor^uitiHmD sc 
a.^cinFja mis cstrecllpmcntc a H. rr/ver. del cual debe scr difc- 
reciciadn (v^sc cuadro 6-25). 


Pe aibsdo pant ia itJeatificacidn ripitfa 

p^ftehchin coli^ la bacteria aislada con. mayor I'recuencia en 
Ids laboTiitorios cUnicos, a menudo es idcntificada cn forma 
pcesuDtiva si una ooloiiia ^eca, okidasu ncgaiivu y femtcriuido' 
m dc lactosa cn agar dc MacConkey da Lina Feacci6n dc indol 
positiva (ciiandc ts cvaTuada cn una coloniu que crccc en 
raedios no inliibidores, coma agar iumgre), sobre trido si el 
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nucroof^ganismu hu !>i<Ju aislado cn cullivo puio.^ Ls prucba tk 
inJ(]] Uimbilfn !ie utili^a cn inuc:b[!i$ lubtiralciriuii piiru Lina cJcIcr- 
tninaci^n rdpida ile c&pocios dc Prvicus en tnovinilcnlo a parttr 
de placBS de a.islamicnto pncnEuio.^’ Qndri y cals, descfibicmn 
una prucba dc r^pida (2 minulcn),^ U cnaL pcxlriii titili- 
zanse pard separar tos posibks paK^gerwn de las heces qiie 
rei^uicren prueba!^ Iilciqurnucas del ^nipo Pj^rcuj- 

Prvvitii^th'ia-Mor^dfteila no paldgcro. Taylor y Achanzar 
infnrmanin cl ufio dc la pnicba eJe calulaiia (cDn al 

conic auxiliar en Iq idcntiticacidn d« enterobacierias/^ Elfilos 
sutures observEijon rcaccioncs cn^rgicus dc caciilasa con 
Serreitici, PrvfEus y FtwiiituvSii: rcaccioncs moJeraJas con 
Salmontlldt Etiitfwhficter, Klfbsielia y algunos Eseberkkia, y 
rcAccioncs tkbilcs con Shisflh y ]a mayona dt Eachcrichia. 
Cumunicamn cl uso dc lu prueba r^pidu dc Catalan puni el Cri- 
bado de cnlotiias sofipechoitas en medins eni^ricos que imitan 
los paldgenofi Tecales. Las cclonias de 5frmrra, Pn?/eeiJ, FrO' 
videncici o PsfftJottK»ias sun climinadas Cun rap3dc^ pur las 
rc^cuiuncs cnergica!; dc calajasii, al cuuttariudc las salincnclas, 
quo dan reaccLones dc biles n modendas o Ins shigclas, quo sun 
negativas y, per lo tantn, csidn marcadaj^ para invcsiiga- 
cioncs- Chester y ban ccmunicado sobre la acli^ 

vidttd dc caliiil<i;sa de muctws de loi miembfos mis nuevos dt 
las cnlcrcbactcrias y rccomicndan ademis cl uso dc la activi- 
dad dc calulasa cornu prueba cumplcmcniiina rdpida. Mulczyk 
y Szewezuk*^^ sugiiieron que la prueba para In |.■pirTn|idtmil 
peptidasa tPYK) licne gi^n valor para diferenclar eniic las 
cepas complcjas dc Sabutmfliu y Ciiryttat-ter freimdii. Oiros 
iiuturcs lambidn scnalarun el vsilur del uso de la prueba dc PYR 
para seporar cepas dc Saltrhwtflia y E. colt {ambas ncgaliiTts 
para cspccics de Citrcibvicfer (PYR+),'“ Yoric. y cols.”- pro- 
pusiemn uii algoriteno para la identificaetdn ripida de E. coU 


sobir la base dc pmebas reaEizudas cn cl lugar paia uxidasa. 
indol y FYR y la ubservacLi^n de femicntacidn de tactosn en 
agar de MacCotikey o EMB y La piescncia o ausencins dc p' 
bcm6lisi5 cn BAP (fig. 6-li). Su algoritnio pcrmiiib la idcniili- 
eacirtn de h mayoria de las eepas de K. adi snspeebosas con 
una exaciLlud mayor del y una redueeidn del 75% en el 
coito dc Los leactisos y el liempo de los [6cnicos, asf como una 
disminueidn cn cl tiempu hasta In cumutikncioEv. Sin dtida, 
cualquiera de cslos enroques liene validez en una era de res- 
triccidn de costos y ante el deseo dc rccibir enseguida los resul- 
[adiofi de las pmebas, 

Equi|](fiC0[tierElBlU pan pniebas da cribada 

VaHas compaA^as ban comercializado equipos de deteceion 
para la identldcacidn Je E. coli: E.COLI SL'KHEN, MUG l>isk 
y BaciiCand E. cofi (RcmclH Lenexa, KSl; Lyfo-K^'lk OMI 
(MieroDjoLogics, Si- Cloud, MN) y ColiScreen (Hardy 
DiagiuKslLCt Santa Morin CA). Estos sistemns dc pnieba sc 
bnsnn cn cl hatln^gn dc que In imyonn de los cepas dc E. cati 
sun T^pidaitienct indol pesitivos, ONG posiiivas y MUG {4- 
mc[]Eiimbeliferi]-p-l>g[LK;un.inida') positiva.^*^-^ La hidrblisti 
dc MUG libera 4-mctLlumbclireronUu qua cs altamcnle duores- 
cente cuando sc vbualiza bajo lui UV dc onda larga, Un uso 
mtercsnnte dc La prueba MUG cs cvalunr los aisLados de £L coli 
para la dcicfciAn dc tepas sscmlipu 0|57rH7. qtic son las cepias 
similnres a Shiga qiae pnoducen toxino asoctadas con colitis 
liemorrigLca. Esle scrolipocKpccJllcocs Eanto sorbitol negutivo 
como MUG negutivo. 

Tambkn sc cucfda cun cl sisicmu RapID SS/u (Remcl). que 
consiste en un grupo dc 12 pruebns cromog^nicas de sustrato 
unico 5cleccionada,s pnra idcntificar ripidomcotc las baclcrias 


Esquemo. para una idenif^icacido ripidB de E- coli 



Rsalizar | 

prueba PYR | 



Flpura 6 -B F.fqjema (k- idcntiiicK'iAa pira In vpiNu^n de £. ftttf de a[iw>^ baciloi indol [) 05 .j(ivDE, oxida<;B pUkllOe afar HMH: etMilfia- 

a£u] (fe OBlilEnoE MAC: agarde MCG: -t-ihi;ijkLnjbelifefil-p-D .g]uccirtcinl(iaE PYR; L^ptnnlidnnLl-P-naniUmidi; ID: idcnElfii:*,-lAii. (Mi-vliinMiht tk 

Ynit MK et jJ. J Oh Minutniil 3ClOil;.ia:3.1«-3i9#),>'’ 
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hal]ad 4 s CQn maynr Irct^iicncia tn inri^cidncj; del (rucio uri- 
nario (F., coti, especies de Froieus, especies de Klthsielia, 
especie^ de S^trafin. especies de FttKi^tiinKKr, e^pecies de 
PsfttJotttoHvs, cstafilucucoK coagulusa negatives^ cntcroccKus 
y otra&). Las respuesta^ esuin di&pombka entfc 30 minuloii y 2 
honis, scgiin el &isteina ulilizado y la aclividad ttinaquimica de 
[a cepa por c^'aluar. Otro denominado OMP y NGP 

Wct'Tuhs (KBY Seicn[ilie Pnaduel$, Ruund Rock. TX) 
te en tableias de :iusiraiu que en conjuntu proporcionan 
ocho pnicbu.s cazimidliicas his cuales. combinadas enn unraM, 
idcstifjcan ccrca del 95% dc las cnicrobnctcrias. Las lablc:ta5 
son tchidraladas en una sospensidn bacietiana y loi rtsuliados 
estiln disponibles en 2 a 4 horas. Hardy Diagnoslics f^Santa 
Maria. CA) ofrece tniemScffen4, un sisienia dniw de deiec- 
cidn cn tuho pani cl cribadi? de cspocics de .'inlmtinetia y 
.SAcjrrifa cn hcccA. Estc ^istema dctccLa Ikina dcsamlnaso^ lisi- 
na dcscarboKilasa, HjS y urea cn una configuracibn cn un tube 
de uoa &dI£ inoculacidn. 

MeHios ifa agar cromattiniEOS 

El agar crornDg^nico conltenc sustancias artificialcs (cro- 
m^genos) qoc cuundo son hidroluadas por enzimas micro 
hiana£ espcdlloas prcducen coinpucsIt'K coloneadoR (lig. b- 
b). las laminas en color a H se ilusira el aspecto de 
diiiiintos lipos dc colDJiias. Kilian y ^Ulow fucron los prime- 
ros cn ulilizur medio cromogfnico select!vo paru la identifi- 
cacidn dirccLa de E. coU en cullivD priniarto dc arina.^^^ En la 
actualidad. se cotnercinlizan varios oiedios ciomog^nicos que 
permiten In idcnltricaci^n direein de H c^iU. H mirohUis y 
especie^ de CPS ID2 (bioM^ricus:. Ha?jei- 

wood, MO).”CtLROMagar Orientation 
(BD Diagitosties. Sparks, MD; Hardy Diagnusiics. Santa 
Maria, CA),”’>'’’’J'’?'*Rainbon' UTJ (BioIoe, 
Hayward, CA)^'-' y Qimmofienic UTI (Oxoid, Basingstoke, 
Reinn Unido). En las evaluuciones dc las multiples for¬ 

mulas dc cstos medis»s. las lasas de deieccidn y las tatiju de 
idcitlineacidn sun muy similareji.'^'^' En. un cMLiilia el uxode 
Agar cromogdjiko perniitid una nducclbn > 50^ eet el liempo 
de inocuheron y una reduction ^ 2(>9t cn el tiempo dc invest!■ 
gacidn.”^ Pam cxtetidcr la identificaciAn a otras cspcdcs, sc 
pueden combinar lascaracien'siicas dc las colonias cn agarero- 
mog^nico con pnicbas conrirmatoriax dc uso fdcil cn cl lugar 
que pueden scr ncalmuljLS cn seguados cn [ims dc psipcl o diicC- 
tamente en el medio de agar.''^ Sin embargo, una odvcrtcncia 
c4 que los indculus tornados de plftcas de agar cminog^iiito 
pueden no scr apmpiiKtos pan la^ fnneha.s de sensiNlidwl co(n 
cieflos si.stemas de exainen autoiruiticos. Reisnery Au^lin 
Iforon que las pmebas de sensibilidad dtreelamenle del medio 
CPS 1D2 condu}o a bajas lasua dc error para lodos los anllbidli- 
cosevaluados utilizando cl sisTcmn ^'itek i.egacy fbinM^rieux. 
Hazelwood. MO) Las laboRtorios que ntilizan medical cro- 
nng^nicas deben conmolar con cl fabricante dc instmmentos 
pma dctermiiur la euinpatibilidod del uso dc iiuKulo^ del agor 
ciomogdnico para las pruebas dc scnstbiLidjid a los anlibibdcos 
en el siRlema que sc udliia en laboraioHa. 


Sistsmas ds idan&icacicn ci^tcas 

Los si stem IIS para la idcntificacLdn y la denominaciOn dc Los 
micrtMtsaniMnos son tomputarizados o rnanuales. Antes dc cx- 
pliciir la derivaddn y liut aplicaciones de 3os ^istcnias de codi^ 


Ecacinn nuni64ca, revisamoR do£ esquema5 manuales dc iden- 
tiHeacidn. bacleriana que se sipen utilizandn: 1} la mauiz dc 
cuadrfcuUs o en tableru de damas y 2) los diagraxnas dc flujo 
ramJlicados c dicotdmicos. 

Matriz en lableri^ de demas 

El euadro 6-7 es un cuadro de identificaeidn omplto formu- 
lado por Farmer y co]s. utilLzado en los CDC parn idcnlificar 
todax lax espccies con nombm, los biogrupos y los grvpoii cnif- 
ricDS sin mmbre dc las cntcrobacicrias- E.sie cuadro es un 
ejcittplo clisicD de La mitriz en lablera de damas y demucEtra 
sirs veniaja.s y desveniajos. La matrix es grundc y liene 48 
carucierfsticafi btoquimicas para 30 g^neiv^, 129 cspecics, bio¬ 
grupos y gmpos cn[£nr:u!i sin nombm. Los numeios cn los cua- 
drados que sc iatcrsccun rcprcsciiton cl poiecnlaijc dc cepaa que 
son positivas o rcactivas contra las distinks pruebax bioqulmi- 
eax (enumerados en las columnas verticalcs). En general, una 
maccidn sc considers positiva si cl 00% o dc las cepas son 
reacUvu. tKgaliva>! si e] 16% o mencis de \as cepas no produ- 
cen un icsuliudo y variable si el 11-89% de Las rcaccioncs son 
posilivas. La capacidad para dclcrminar tuuto las renceioncs 
posilivas como nCgativss parft las distintas caraelerfsticas a 
medir en cjsle lipo de sistema de identificacidn conduce a un 
alto grado de exaotilud diagndsllca. La principal dessenlaja de 
la rnaiilx cn labicio dc dar^ o cl tnlio que invulucm eJ apu- 
reamiento punio a punio dc las disiintas rcaccioues oontm los 
derivados dc Ids medios de prueha y la constmeerbn de pnlro- 
nes que se aporean major con un gdnero, una especie o un bio- 
grupn cspecffico- 

DlagramaEda liluiD 

Los diaEiaiiuis dc flujo fucron idcodos poru reducir el icdio 
dc leer matrices en lahlero dc damas y faeilitar ta probable 
idcniircacidn bacteriana Tastreando una scnc dc puntus dc 
ramiCicdcidn posiiivos y negailvos en un algoriimo dicon^mico 
6-a y 6-9). Con el advieflimiento de los itmirumenios auio- 
miiieoj; y dc los xistemos de idenlilicccLdn enapaqLbelados que 
sc basan cn anal Isis computadzados de las distmlas icaccioncs 
dc las caracicnsticas por medir, ahora Ids diagrumas dc Rujo xc 
uliliKun rtienos en los laboratorios cHrIcos. Un problema con el 
dlagramadc Elujo ba sido la posible Lrnprecisidn si la rcaccidn 
cn un punto de ramlEciicidrt JeuIq es ubetraute (aifpicu para la 
cspccic), mal intcfpictada o el losullodo de las renccioncs dc un 
cullivo miato. Muchos diagramas dc flujo sc cutisiruycn para 
repel!r los nombits de algwias espccies cn v^rias uniones para 
adapiarse a las reocciones que pueden ser menos del IW% o 
que se eitcuentran en una n^uiegorfa variable (fig. 6^9). Sin 
embargo, csla proloccitVn consliuida no siempre sc aplica a los 
rcaccinncH que isnn mal tnicrpreladas. medJame un nislcma dc 

deteccidn de un in-sinimenlo autnirulticn o mediaoie el ojo 
humano. 

En muebm labonilorlos dc micrubiologiu sc esiil utilizundo 
una modincacibn dc csie cnroquc pum el cribodo pi'eliirtiiuji' tie 
las especicx bacicrianas hallados comiinmcnlc que sc asocian 
con slndromes de enfennedades infecdosas e.speedicas. York y 
presentaron un csqucma simple para la idemifieacidn 
fdpida de K ldH en ogurEMB « agar dc MzeConkey (fig. 6-8)- 
Para yalidar cslc esquema, clnco laboraiorios recogicron 
sccucncioJmanta I 064 cepas frcscas y cllnicomcntc importan- 
tes con CTiterias centmlc!! de micmorganlsmos indol pasiiivos. 
osidasa ncgalivos que nose propagaban en BAP. De las I 064 
cepas ev^UEidus. I OOO fucron E coti y 64, no £, coli. Utili- 
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Ziindo este esquertia. tru ceput m E. l ali fuAt»h ideniiricnidii^ 
contD E. CitH, para una tasa de eriordel (i3%. Se nec«sit6 un 
lota] de 13 equipoitde idetiiirio^ici^. 657 prueba^ PVR y i (3 
prucbaj MUG pafa idenitfictir I QO) apa iit E. luU 4:00 cl 
Los autorcs mostraroii quc cl uso dc cslc sislcma 
Ttipido ahorra [ccmt^qs dc kboralorio, propoicioTui idcniifica- 
ciones oportunas y arroja pocas Ldeniificacioneni errdneas. El 
NCCLS ha cstabiccido una pauta (M35-P, Abbreviated 
Idiniification of BacteritM atid Yeast: Pffipttsed Gnitiriine) que 
didiicribc prucbiLi que pucdcn uitlizanc para iJentificor :ilgu- 
I 10 & bacilos gramne^ativos aerobtoa y cocos grampositivQS, 
tilgunos aracrohios ai^lados caimlnnicnlc y ties cspecits dc 
levadttrasi-^- Coith^ lodos \m descrjios en ]a pauia 

anrojan rciiu]tajdo& muy prccisos -alcanifatido ur nivcl dc con- 
llabtlidad iguaJ o mejor que las pruebas biDqufnikaa coaven- 
cionalcs actualcs, sislemas multiprucba y sisiciras automiSiti- 
cos- ]a ideniiflcaci^n resuliame no reqoiere d adjeiivo ^^pre- 
sutiijvo" qite calinca U ideniincacii.'tii rejiUltanie. El j^nero y 
la cspccic (o ^6\o cl g^ncro. scgila Id dcsigiic cl algoritniu) 
pueden scrcojnunicmlos sin nlnguna palabrp caliEcadnra.' ^ Sc 
temiie a los ptrofesibnales de Inboratorie a I docLimcnfCo de 
NCCLS para lo;; decalles uneiodoldglcos sobre las pruebns ele- 
gidas y para obtener mds Lnt'onTiac»6n de la quc sc prcscnla 
aquf.’^* 


En el laboraterio dc inicrobiolngiu dd EJmveoEiiy of hllnais 
Hofipita] se emplea iin algoritmo que utilixa un lubo de KJA y 
LI A (a>mp]eiiietvtadoccm iripnM'ano pttra la dcieccidn dc indol) 
para ladeicccidn Jc piitbgcnos enidrieos en laii lieees {Tig.6-9). 
Los proccdimiciiftos bioquimicos y scrol6gkos definilivos sc 
rcalir^an sclo cn cepas can maccioiKL quc ^c pfisRumen posili* 
va!!, lo que aborra el costo de efeduar idetitificactones enn 
cquipof coslosus. 

Adcrtiiiv dc ahomr cl costo do csKiliIcccr panclcs cumcreia- 
les de pnicbaSs eslcn esquemas dicotdiokosi acoplados con 
algunas pruebas bloquimicas cconbrnicas y obscrvacioiics ofie- 
cen uba vcniaja adicit'innl s<ibre los sisiemas aummitiico^. ya 
que nequieien pefisatniento. rajjonamienlo y corKKimiento per 
pane del csluJiantc odcl mkiobE^logsv quc no sc reducen a scr 
observadores pasivos. 

Esijusmas computarlados 

BioBASB (BioBASE, Boslun] cs ua puquctc dc un pcogia- 
ma inforiTLalicc de ideniificaeicjn ilunicncu inlcnsilicoida por 
orctenador pam ulilizan^ en ordenadores pcimnnlcs quc per- 
mire a] usuano ciuar uctualiziiry manipulai caniidades ilimilA' 
das de bases de <lHlo« de microbios, Se ingnesan las reaeciones 
bioqulinicas cotivencionalcs sobre unu cepa dcsconocida en la 
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CuSdfO 61^26 UnnTmliiil hhuriq tIf rvji'ckmei iIf im 

mkriHiri^nlKmii drvi.^iiK»cl(io tifc hand.* dt 
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base de daios apmpiada. pnr h cu^l eJ prcergma comp^ra cl 
perfil descf^nacitlo c(vi i\ de cualquier taxdn en Ij luse de 
dali7&. Fura alvanuir an iicrcdi^t; dc BiuBASB 

colcula ks punluacionc^ de idcntificacidn, las punluaciDncs 
modalcs y las indices dc similiEud de cads y las crimpa- 
ra con los datos de ingrew dd Jesconocidc^, l.nego se analizan 
los iiMcr(X)rgani.>n]os de punluociunes tn^s alias y ?ie |;x»nderiiJi 
para tomar una decision subre la [denlifLcacidn, t|ue vorfan 
desde inoccplablcs hasla cxcclcnics. MiJIcr y Al4u;hi cvaluaran 
este pFagrona, infcuinan que es bvena pom cL usuaria, rdpida y 
prccisd, y afinnan que icndrfa valar para tcxlci Isboratoria <]uc 
milice hk\ntiiiuca^ ctnwenciDnuies.J^ 


Sistemas (te cotifficaciHt} numirica 

La iJenliricacidn de las eiiierxibiicCeriu^i y inuctuis utros fami' 
lias y grupos de baclcrias ha sido facilitada par cl usu tk sis[C' 
mas dc idcntificacidn autcmalicos y cn paqucics. qve la rcali^-a 
mediante eddigos num^ricos conn|;yt]tariaadDS. Un Lddiga 
numcrico cs un sislcma par cl cua1 las dislintas caractcrfslicas 
de iilenliricacidn de las baeterias son Lradueidas en una secuen- 
cia de nunicras que representon una a mds cspccits boclcriu- 
nas. Eil hecha de que la identificacidn de los microorganLsmos 
se hiise sohie una sertc de reaccianesi bioqufmicas po^irivas y 
nejjaiis'js fucilila la pm^rarnacidii eomputari/gdii pi^rque hi 
Idglca do Itis mdcriiidorcs lambidn sc cun^truyc sobro una 
sccucncia dc cnlmdas panitiviu y nc^tivas. ati]i7.ajido un sistc- 
ma numcrico binario. Hn [a Idgica binaria e^hlen si^lo dos 
nUmen^sr “fT" (inaciividiadl y "I ’ (aotividad), Ctnno se puede 
cunjeluror r&pidainente, las oaraclerfstiL'as de identificauidn dc 
las microoqganisTTias pueden scr Iroducidas can lacilidad cn 
nurncn.>!i biiwias a^igaarula up '"1’' a icidus las icjcciuncs puiii- 
dvas y un 'V' a lodas las reoedones nagativas. Este enfoque 


puede ilustrarse urilizando la secuenda dc caractcrfsticait cn la 
banda API (biaM^ricu:^) coino punEade rclcrencLU y can- 
vcrsidi) de las fcacciancs pcjsiilvan y tiogiiiJva.s en ndmoros 
binorios (euadro 6-^6). Si sc Icon los ndmeras bmarios que sc 
mucstran cn cl cundia 6-26 dc arriba hACid y ^c iwrjgani- 

/jtfi bcm^unulirtenic. sc abtierw el sigaicjiTc nditiero hinorin de 
21 dfgiuw: 

lOlOICNXiDIIIIIIOIIIOD 

Aunque Ew arJenatti'm esiAn consiruldos para recihir IrtJ 
bus de daicH a paitir Je loi. cuales oaloulor resuliodas signirtca^ 
ijvoSh la nicLiitc hutnana no puedc maniputar con eficicncia la 
Idgicc blnariu: por In lantn. Ins cc^digos hinorins deben scr con 
vcTlidos en sistemas inatemdticos mas simples para poderlas 
ulilizar La conrersidn del sisicma dc das dtgiios ibinario) cn 
lilt sistema lie ochn iligltos i^octali sirve a este propdsilo. Rira 
cornprendor la oonversiiin dc los niinicros biniirios en oclolcs, 
visualicc uoa scrie dc tins bombillas dc luz. A1 cncendcr o apa- 
gar diterenies luu'es, e£ posible lograr un total de oebo combi* 
nacinne^i, cadni una dc las cuafes puede mt represencada por 
uiiu lie ticbo nilmerns que Vfirfaa del n al 7, Si ite apagan ii>das 

las luccii la oumblnacjdn-es oqui^ alentc al octal 10. SI 

sdio sc cncLcndc ( + ) cl balba dc la izquierda, la cambitiucion 
-r — cs cquivakntc ul ncUl I. El ociilI 2 ciiUS FCprc.sctitadD par 
el pairdn hinarto - + - y el octal 3 por el patrdn -i- 'K En el 
cuaiJrob-27 sc mue^tranloscquiviOcntcscmiKtalcsdclaHocho 
cumbintieiDnes dc un ndmera binario dc Etes drgiia». 

Pam ilusEmr como sc pueden convenir los ndnicros binarius 
mayoics dc ires dig lias cn sus equivalent's dc octalcs, iiiilicc cl 
numcra bimrin que obtuvn de ks reacciones de API 20E: 

lOlOIOOOOIIIlEEOIIIOD 

Dis'idida dc dcrccha a izquieida (los ndmems binanriLS se 
leen de e^^e modni en subgrupos de tne^' 

101 OLOOQO III 111 011 100 

Ahara cemvierta cada subarupo de ores dfgilos en su equiva- 
Icntc cn octalcs utilizandn U fonnula del cuadm b-27. 

101 010 000 III 111 011 100 
5 2 0 7 7 & 1 

Es muioha rf\As t'iitif itcamlfir el tnirnera52077(tl mils sen- 
oillo >ju ingroib en ei ordenador que cl ndincru Nnoriu 
lOlOlOOOOllllllOlIlOO. 


Ciiadni 6'27 

CiPBvcrsiii^Ei oral del cidiBQ blauriQ 


DEKARIO 

FORMULA DE CO^il^iTBSl6v 

OCTAL 

_ _ 

M + C^ + it = 

ft 

+ — ■ 

1 + ft + 0 n 

1 

- 4 - 

M + ] 4 fh r. 

T 

» 


1+^*0- 

% 

- * 

0 + ft + J ^ 

A 

¥ m ^ 

1 4 n « j I. 

5 

- f + 

4 ^ 4 J VI 

6 

^ + + 

1+2*4 = 
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Uiiu fumiu ntii^ NciKiillu pa^i rcconJur c^ino convcnif cac^a 
tripicte birmrio ea su oquivalcnlt: cn [jciul currc^pc.]iKlicTilc cs 
asif nar las siguicntcs valorem inuevanicntc la Icctuia dc dcrccln 
u LjquicrdaJ' un va]nr dc 4 a iina rcaccion positiva para la pri- 
mera pruetta en cada tiipleit, un valor dc 2 a una reaccidn posi- 
tiva la seguiKla pnaeba cn catia (ripfeii?, yn vakir ile 1 a uhh 
icaccidn poiiitiva para la lorccm pmebji on oaJii l,rip]c(c y Ud 
valor dc D a cualquicr icaccidn itcgialiva (v^asc cuadro 6-27). 

EstoR dcrivados de octales iiC coihxcn c^iino nunicTin biotf" 
picas, es decir, un rspresentante numehcode una !;ene de carac- 
rerlsdcas rcnotfpjcsi!< c^presadns par umi cspccic bacicriana pnr- 
itcular y cxcluhiva:^ ile ella. En impiKuiice qur ludots los ^ac ml- 
lizan los numcros biotlpicoSs sobre lodo quieacs cnscDan a los 
cKiudianicRn corriprcndar qae cada numcm cn cl sisicma dc 
octales reprssenta tw.i caraciorLsileas bjiHjurmicas y que cl fir<3- 
pio ndmero represienin un parrdn de reaccjivieA prKi[ivqs y nciga- 
UVitii. Eiiiiiie d grdd peligro dc que Im miembidLogm mcKlcrnus 
coitHidcrcn los numcrus biolCpicoi^ como cifias mdgtctu qiic 
pueden Iccrsc dc gi'dlloo^t o cclocarsc cn ordcruidancR pam oJicc- 
ncr una idcntjficacidn snErmcihea dc mierDorganismos, to qix- 
liace perdor de vqsis no sAto las rtitcdones biaqijfinicas qui; 
represent jn, slno tambidn Ins pjinoipdoR hinqufmjcos: Fiolire Ins 
cualcK sc basa la discipline dc la tnicrubiologfa. 

Lecbir^ dc los oddlios de odales eii regislndores 
de cddigDS numerlcos 

Tndos Ids rabricaniesi que cnniercializan equlpns tie IdeniiH- 
cacidii publican rcgislradorcs dccddlgos numdriciis cn Iok cua> 
Ics sc comparan ciciitos dc numcros biotl'pkDS con una o tnds 
especies biie|erian 4 s que son singularcs parj esc nuTtwro. Por 
ejempLo. para et ndniera biolipico ^207761. deii^-ado det con- 
junto dc rcaccioncs API 2DE utilizadas en el ejemplo anierinr. 
sc citumcriin luii siguicnlcs cspcctcs cn cl Indicc dc pcifilcs det 
API 2(JE; Strrruiiu mt/n-wre/u: idcuiilTciwiAn accptuble^ J, 
Ttnirxcr,if'r?tj^ 1/24^ V S. rjd/nWoin l/2.B5*J. 

El tnens,ije en el Indice de Pertil de API para el numern bio- 
ttpico J2(li77A I para.^- jrvm^rHif CFr.T “IdenTificacidn gtcpiable" 
indica que sc puede comunicai S. trtanescens. Esla cvaJnacidn 
sc husn sobre un calculq computariKada dc la probabilidad por- 
centuol de que inarFc.vccn.v sea la identificacidn corrccla 
comparada con todos Ins oEms micrnorganlsmos in;gresadoji ert 
la ba'sc dc datos. 

Fracuancia da aparlcifin esiimada 

Las cifras de frecuencia enumeradas coti coda nnmhre de 
una cspccic individua] (en el ejempin anlerior, 1(24^ para .S. 
tmrci^scetrs) indican la canlidad lie cepas sclcccionadas cn 

fotina alealuriii quc tendjran un nuiticm biirlfpitXi siniilEir a la 
cepa por csEudinr. En nfras palabres, si sc evaluan alcaloriu' 
inente243 S. iTTffF;i'C5irFJ7^ve?Liste una posihilidadde I en 24^ de 
que sc encuenlre cslc palrdn biotiuiinico cxactu. Micnlnts quc 
SI sc Cvaluan 2 £59 S. rubitiima sciccciunudas al aziir. C\islC uila 
posibilidad dc 1 cti 2 859 dc cncuntriir una cepa dc c^tc bincipir 
exacUL Esta cifra no indica dircccantonlr la probaUilidad por- 
ccntvpl dc que una ek cstgs cs-pccics sea la conrcla, de modo 
que el usuarin no puede detenoinar a panir de este cstadrstico 
el gnida de viabilidad de una de las eleccioncs. 

cdleutQ de probamtidad 

La idcnliEcitciAn dt: un TT)iLnoOrgi:t[ii&nlO dejiconocido COn 011 
ndmem biolipico dado se busa sobre cl c^LcuJo dc la probEibilj- 


daJ pi.ircentual entre el ndroero bJot(pict> dCNctmociJE.] y cada 
laxdn almaccnado cn lu mcmorla del nrdenador Los regisUn^ 
durcs dc nxligos quc cnumcian cifras porccDtualcs dc probabl- 
lidad son mds diiks para lomar decisioncs cotidianas en cl 
laboratorio. Sie puede comunicar cualquier identineaciAn eem 
una probabiliditd det 90^^ t> mayor, las qiie esiSn cerca del WS; 
pueden scr idcnliflcadas fdcilmcntc cun una o doii pruehas adi- 
uinnales y cn pnibablc quc aqucllas cun porccnlajcs dc pruba- 
bilidad muy bajos sc dcscartcn. El uso dc nbert3iu.jc!i cuniu 
'‘idcniifieaciAn cxcclcntc", “idcncirccacion aceptable” y "iden- 
tlflcacidn muy buena" en el slstema API implica que cxiste una 
prubiibLljsUKl poTccntual del 90^ u mayor. Sin embargo, cuaji- 
docl incosajE describe una idcntificacidn como ^'cucsltunable'* 
o "'dudosn” y no se da la prohabilidaJ pcirccnEual, cl usuario no 
puede haccr ninguna cvaiuaclon refercnitc a la probabiildad de 
que un desConocido reprewnte ciena espeeie. Para los estu- 
diantes y los mlcn>bLAIu^osi quc cst^n inlcriEando comprender 
estc uoncepto pur primera vt/^ en el oiadro 6-2A i lustra un 
ejempb que ayufiu a colcuLar la pKibubiliJad poruentunl y la 
frccLiencia dc aparicL6n. 

RasDiDcidn de las discrepancias 

Dcberuinii scnuliir que tcxla^ 1.u.% rcspucsUis dcrivadas dc los 
sistemas dc idcntificaciAn compLiUiriziidos, yn lica que tepie- 
senieti o no el 90^1- o in^u dc conlianza, deben inlerpretarsc 
junto con otra infoTmaclon disponible Lsobre el mteronfganismo 
JesictmtKkla-la morfulugk dc las colonias. las reacciones en 
distintus nicdk^s dc ai'sknuenk^. la morrolaglM eclular cn la tin- 
ciAn dc Grain^ loii lesiiltados dc lu.>i re-nacciunes bkXi]ufmicas pre- 
suntivas, los patrotMS dc scnsibLIidad a Ids anlibiAiicos y el 
eonieiTO elmirn. 

Cuandn ocufren dijsrrE?panda.Si, puede ser ncoesam> vKuaH- 
zai Ids tubos. las camaras dc reaccidn o Eas niucn>ed|Hj]a\ doTHle 
ban Dcurrido las reaccloncs. En muchos casos, la inlcrprctaclAn 
visual dc ciertas rcaecioncs puede difciirdc ladeicctada par los 
[nstrumentns;. Cuando es recalcaiadD, ei nuevo ntinKto hJocipi- 
co pueile indkar una idcnliflcaciAn bacEcriEuia ultcmativa quc 
cs inucho miii acordc eon laM observaciDnes preUinioap^ s 
complcmcntoriasn 

Ademis, cualquier espccie dada puede icner varios numcrus 
biniipiccM porqtie unno m;Is leacoioneft individualcfi pueden ser 
v^triabks. En eonsccucncia, dcisjgnar a las espccies bacteriaruLS 
pOr el nutneiO biuEfpicsT puede teller valor cpidcnfiiotAgico para 
lecoiioccr Li apoiicidn de gnipos dc aislados similares en un 
enniexto dc praclkn dado, Pnr cjcntplo, In rceupenKion dc 
muchcks E. rifii de un medioambienie delemiinado o de una 
serie (k culiivos puede tener un valor limitado: sin embargo, 
saber quc todus Ids m!crourgaiiismo« Eicnen cl rni!»nf)D ndmeru 
blulipLcu puede scr iDViilunible. An I, es pusiblc ^I^trea^ a tpx 
agcnics quc producen brotcii hospitalarios o cpidemias cornu- 
minrias ba^tn unn t'uente conuln. Et an^tltsi^ de los biotipos tam- 
biiin puedu etnutucir a un tnejor UDnocimicTito dc la rclaciAn 
cnire la vjrukrteia tk la:^ vjiri4mte:^ baCtCriunaN y la pre^icnela D 
ausetteia decleruii^ caracterfsbcus bkiqufmkas. 


Sisiemas de idenHficacfdn en etiiifpos comercfales 
de determifiaGmes muftiptes 

£1 concepto dc combinar una sciic dc lucdios d susEratos 
difcrencialcs cn un solo sisicmo, sclcccinnado para ayudar u 
identiflcar miembros de un grupo de bacterias, es un desarrollo 
lAgiuo. l>c beebo. la disprmibilidad de siKtema^ de kknlilieti- 
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Li idmtLf]cxi6a dc un pcifll dcwanociJo x hiKa sjobre-cl cAIcuIqcIe protrahiLidad cBtrc d prrill des^onc^ckilu y udanpcdtJc rflititKKl|!iiAbirQ4 dlRUC^rtAJi? 
Cl la nKowfiBi del ordcoiJof. Para cvaliiBr su cojuicdniflciico df li fjmktnda dr^parJcldD ^ b prubihiliil&l poK^iuoL icukJvlcI siguicnlc cjcniplu^ Pm. faeJ- 
|jw b dc Idb cJUruJcib. caeu ejmpbo h bnui a^Id tufchc L-ujojik ptucb;u 1tai>tj|uJ'kiijcu y ircs-npcbin. 
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PiBiP PnrrEnX^jcA de idendllCi 

^i/pp. C»ib firwiCTdi sc divide por li 

H^PVki CqJu Us fimJCTKlii, luego K irtlCllirlitA lOft parifc ibi eI pcwtcHUii de 
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Pbw^. Onbn 4^ pr^bibibdad 

1. £7f-£>jirJ/dT ojc^'JorEi ^U> ■ Sl^7 

2 . ^l[> = 4 )t.L 

3. Stmifiii majrwrcflj ^I-ID = DJZI 

^CuiJ M !■ pniiNikiilid»d dc bcp b nspicsUi cqpTCvtii culrc Ipt c?E|]imci m U hww itcIcA? 

tA'rj7'r4f^dr «lcl piMn li respucKti« fUi cmthvgo. ni^tc unu pn^TaNliilad del 4K.I^ dc que cl cnicnxvigam^rTW dcwninucldo iva En^Jlr.rTTfpeK'i^r-tvjeA?- 

Hitf-riJii.i. jwr lu iRDtv, w cklKiLoltblcPkrCC pruebu* |iD.lii VOirc^tilllKntC), 

^C9ii frccisvndi djt C9lc pcriil piirHoilaT df mcdiiiBfi? 

(RfspHf^ta: del pa^i3 -I, cl 3,£% de li^ wvcslcd oUbs pilabra^. iki wuy i iDCBudo^. 


cj6n CDiTicrcialc^ cvojuci4>ii4S naluralmcTile, casi {:DmD una 
neoe^Uad pt^dca. Loa microorganismos de los que s« sabfr 
que pruduccii CDfcmiuliidt:!i uifccdosas [id s<5lo son muchos, 
si no que a menudu licncn tambifn tequerimientos nutriciona- 
Ees especiales y necesirnn niimemsas pniebas bioquimicas para 
-SU jiileniificact^n- Manttaer t» divcniiiJad Jt loii itiedios con- 
^lencioiiiijes requeridoit estl all^ de la copacidad Je mu- 


chos laboratorios. La cofislniccion compacta (que [equiera 
poco espacio de almaccnatuieoioj, las itaceinnes quliriica^ 
fdcilmenlc vislbl&s, un dempo <le conscrvacidn ptrolon^ado y 
uit COUliOl dc calidjid csianduriziido piDviFdo par l□!l fabricantc^ 
de estos eqiii]»s tiacen muy com eiuenle su uso eu las lahn^ni- 
lodos dc rtiicrobiulugfa. Son cKpccialmcnEe utiles en los labo- 
ratorioi cle bajo volumen. dondc es pobtble qoc no oicnicti cun 
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e] Uenipo ni con \a e;iiperient;iii ttEcnii::! ccirno pKir:i ttuccr 
muchas dc cstass idcndiicociuncs y doadjc cs mii dif^cil minlC' 
Dcr cl conlrol dc calidad. 

AspcciQS gencralea dc Iqs sislcinia cairwrcialES dispoDiblES 

Acluolmcntc sc hi vudlo casi una pr^lka cal^rKkdr dr mu- 
chwi liitpni:i[[]riu>i chVlico^ ulili^zc uau o miu >ii!it£TtLis ccjmcr' 
cialcsde dcccrmiciaclones mdltipJcs Jisponiblcs para b idcnri' 
(icacidn dc cicriiTs gmpo^ dc TnicnmrgHnisniKih:. Nvmcrti^a:^ 
pnictmA cn iatHcnKcHioA y dc inve^iipfk^n han 

dciii(».Tradu ma concordancia del 95^ o maydr entrc k may(irfii 
dc cs^tus .'d^ceiiias dc idcnliricacldn y Ids mdiodos convcncio- 
nalcs pan la iJentificacidc de inicroorganismos. Por Ed tanto, 
cslos sislcma!^ tuvicnon una amplb aceptaci6n cn ICi labonln- 
ri<>s clinicos pnr las KjB^lien[e^i riJ^nes. 

1. Su pncisidn taa probadu scr cujuparablc con la dc Ids liislc- 
nuLS dc idcnltFicjicioa cnnvcncionjilcs. Smith y Culs. rculila- 
Ton evatuacionea de vaiios sistcmas en Ids CDC.^^' £n todas 
las cvaluiicKTncs, sc uiili/Hanm Jds cdtcrios para inedir el 
rendiiTiknio de un pfitdvcto; 1 3 una comparacic^ dc cada 
pRjcba en. cl pfwJueio con su aniloga convenciuna] y 2) ]a 
cxaeiiiud de ]a idcntificaciOn quc sc hizo utilizando cl pro- 
ductc. 

2. Variw dc Ids sistemas ticnci] m [icmpD de ccmservaciria pna- 
longadD -6 incf^s a I de inodo que se reduce la cadu- 
cidad de Ids n^tedicys. 

3. Los sisicmas icquicrcn s6Id un ml'nimu dc cspaciu para su 
almaceoainicnlo c JiKubacian. 

4. Algunos dc Ids sislcmas son faeiles dc ulilizai- o inii fjJciles 
que Ids m^lDdos convencianales. La tncculacidn es simple, 
las rcaccioncs son casi ^icmpre clar^is dcnii^t dc Ieis 24 linra-s 
y k di$^putiibi]idad de Ids rcgistradorcs dc archives compu- 
tarizados torna fdcil y prccisa la idcnlilicaciDii. 

Optar por uno de los sisremas de idenlLficacidn de deccmii- 
naciones mdlliplcs esen gran parlcunacucsli^ndc pnclcrcncia 
persDitnI. La facilidad die In iiHKulaciiVn. k cupacidad pan 
sclcccionar solo Ins canijCterlslLcas par mcdlr, la manipulacif^n 
lequerida pan agregar neactivofl despues de Ja incubacidn y b 
dtsponibilklad dc griiltcirt dc inierpreladdn 0 de leases die daicM 
cuiupuiarizadas ss>ci los ele memos principnlcs que deben con- 
sidcni los |;»siblcj; usuarios ames dc sckccionor un sisicmu, Si 
sc prcsln una ntcncidn cictricta n Ins insLniCCiCilOS pfDvUtJS per 
el fabricante, w puede alcanz;u: el irrismci jjndiy dC precistbn y 
canliabilidad dc rctidiinkmo. s^^Id con djrerifrci£Ls menoresen 
la sensibijidadde las pruebas individualni. 

Sislemas de idintilicaci^n aipeciEiccs 
APIZOE 

El sistema de identificacidn API (bioMiricu^il st ha conver- 
iJdo cn cl nkiodo de refcrencia con el cual se conipan k pnc' 
eisidn dc los cunis sistemas. Las 21 canclcifslicits que sc puf- 
den delcrminar con dl lo com'icrtcn cn uno dc Ids conjoncus dc 
pmebas mas gmndesde los cquipos dc delerminaciones multi-' 
pics. Bl siMema idemifica un alio porcenraje de especics bactc- 
lianas demrode Iv 24 boras, sin ncccsiitad dc Jctenninar clras 
(;arv:terrsiica.s fisiold^icas Oiminii cn color 6-6A). Estc si^tc- 
ma sc cncucotnentre Ids mas utiti^idns en los laboratorios cli> 
nicDs y liene ima base de datcK grande que i ncluye cepas enmu - 
ncs y mipicaSn HI frtdice de Perfil API. que puede utilizarse en 
romna mninual o con ayuda compularizaJa. prupevreiuna k pro 
babilidod en frecucnciu dc varias tepos que debe eoiLsidcrarsc 


para coda nilntcrD biDlipico. Por lu tanlo, se aumenta al mixi- 
mo la prccisldn dc la idculificacidn dc los miembros dc las 
enterobactcrias. Castillo y Bruckner observarun que cl sisicmn 
API 20E idcniifici:^ comcctamcnle el ^7,7^ dc 339 aisbdns cH- 
ntciw y de stncli HI sisiema es algo di^cil de intx:ular; no obi- 
tame, es un prohlema que se supera rdpidantente con la pr^li' 
ca. Despu^s dc la inouukeidn. las bamius deben mancjaisc con 
cuidaJo para qiie no se derramen la& suspemlones bacterionas 
y contaminen cl ambiente circurKkuitc, Sc rcqoicrc pructica 
pan inicrpreiar lo.^ reaceiones tinfimfefi convencionales. que 
puedeti afeetarel muinero biotipico y la idemiricocidn fjnal. Hn 
ocasiones, es posibEe que los ndmeros bialkpieos no aparezean 
cn cl icgislTD dc pcrlilcst sia embargo. cL fabricanlc manticnc 
un numcro tcleronico pan consuElu. El discnodcl sisicmu. los 
pmcediinieritus operalivos, las sustratos ineluidos y los estu- 
dius de evnluaeidn se muesmn en el cuodno 6-29 (limina en 
eolorfi-fiA). 


St^TEMA ID BIL CRYSTAL EKTERlC^KCKFERMEtnER 

HI sistema de identitlcacEt^n BRL Crystal H/NF (Eecton 
Diekinson MienobLolD'gy Systems, Sparks, MD> cs un m^kxlo 
Je identificac Idn miniaturizado que utilize sustntos convcncio" 
nolcs y ciDiitogiSnjcos modificado&r Esti desttnado a la tdcnli- 
ficiicidn dc haetcrias grainncEativa.'i ucrafaias chnicaTncntc 
iinpnrianTes que perienecen a la familia de las enierobacierlos 
y ilgunos de los bacilos gramnegatb'os kniKnladores dc la 
glucusa y no rcrmcnladDrcs dc origen humano aisladus cun 
mayor fnccLicncia. El cquipu E/NF comprende: 1) bs lapaN 
BBL CtybLal E/NF, 2) bases GBL Crystal y 3^ tubas de Hquido 
porji mdcuki BBL Lryslal Enteric/SlooL (vease Idminaen color 
b-bU), Li tapa HBL Crystal contlcTw: Tt) sustratoi dcshidnita- 
dm Mthre [c\< eKtrenio>t de pumas de pliifUico. 1,.a ba.>;e BBL 
Crystal ticnc 30 ccldaif puru rcjKci6n, El inoculo dc pruebn csti 
prepnradu coa cl Ifquido de it't6eu]o BBL Crystal Eutertc/Stool 
ED y se utiliza para lienor las 30 celdas en la base BBL CTystal. 
Cuando sc allnca la lapa cuti la base > a produce un rcsalto pof 
la ubicuci^n coitocia. cl Irtbculo Uc pjoctia reiuJraia loa sustra- 
tos dcsecados e mlcLa ias leaccioncs dc las pmebas. Las pruc- 
bas utilizadas en el sistemu Crystal incluyen fcTmcntuci[^n,Dxi' 
doeidf], degraidociiSTi e hidn^lisis de distinto^ susrratos, que 
ctimpnenden sustratos Ligados a cromdgenos. 

Luego dc la inoculocibn. Jos patVek-K se incuban dc oiTiba 
hvciit ubaju en una esiLfa de inLtibael.drt sin CO> con una humc- 
dad del 40-60% durante 1S a 20 boras a 35 a 37 “C- Despuds de 
la infubaclf^n, los paneles ss leen de arriba hacia abajo utili- 
zando la caja dc luz BBL Cry still. Se cxditilnan las celdAs par^ 
ubscr^'ar ciUllbitij de color y genera ua iiiiinicra dc pcrfil de 
10 digitQS. El ndincrD dc perfd y losi rcsultados dc la prueba 
fuera dc Itnca para indol y oiidasu sc ingicson cn un oidenadar 
cn cl que sc in^ialado el librr» de cAdigcM elecirdnicM para 
et sifitema ID BBL Cry^stal para obtener b Idcntirtcacidn. 

En UD csludlo catemo que comprendib ties luboraiorius clf- 
nicos. lu rcproducibiltdad dc Ids 30 sustratos individuales dc 
Krt'JF vorii del %,3% al ltX>%. El rendimbnlo del E/NF fuc 
evatuado lanto en cepas de inucstrus cimicas frtscas coPfio en 
mmpnibacioTies wm cepa'ide |>njcba. De Im 299 aisbdos fres¬ 
cos evaluadufi per \os irktudos dc idenliricoci^n ociualcs ilc las 
lahurotnriti!;, cl sisicmn ID BBL Crystal comumed correcia' 
mentc el %.7%, incluklos 16 taww eti las cruales se comunica- 
n>n das o tres mjcroorganlsnias > para resolverln sc requtricmn 
pmebas complemcntariais. Dc 291 cepas dc pnicba previaincn- 
tc idcntiOcada^j cenflrmadus mcdbnlc los miHixIos de Idcnlili- 
cuci^n octualcs dc la% laburatories. el sistema ID BBL Crystal 
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Cuadn 6*29 CmnslmtctHL us** v tivoliUEliin drl ststcota dc idcDtiCcKidii API 20E 


DI5EKO FVNCIOKAL PROCEDUiDENTOQIJlRCltGICO SU5TRAT05INCLUIDD5 E^tDOi! D£ tVAUlACfOS 


El cfi DUB bajida dt 

pJfUDCo-LDn 2^)a^pulas DDnujturizA- 
4UV CWriivneq 

ndn y Liru CHnun- de iiKvtrKioD dc 
pl^tJco-CDfi uru uf aquc CKfn 
Uhai^crcc hmlDacn 

iy6A). Coda cdpula licrK un ofnicm 
pc^wiio-Pn 1* pnne iwpCTinT • trav^n 

M tutl Sc pkjcdt inrisculir la uupci- 
u(3fi kwlcriana cun uni pipcta. Li 

KCi^n tOClCTMlU MtiFT kn MUirBtOS 

produce camliir^dc coliPr qur ws 
ifiicrpre-i^fR! visii^iunu 


Sc -iffnrgan ^ mL dc a^i cvmrnitc a nna 
handeja dc inculr^idvi para pn^pooclctfur 
vni ?!KnKWwfl ft-.iineii duraolt U incuiu> 

cu^9i. Sc cnicn uin baada AP] Xil pn tii 
bandeja dc uicutwid^i. S>c prepv^ uru iOH- 
ptrtiiiJn hacitriifH tki rwawnzaniMTHJ Je 
powlH nu^pcr¥J^C1]d^1!«% c^]uU\ dc un^ 
(Dlrni i hier aLdad# en ivL dc KDlHcibn 
iahm il c^4^L Sc cnnipan la tur- 
biile^ dc Li uj^pcn!i6n zam uncstaniliLi: 0 J 
dc McPirhcd. saJvo pin Us kjctHtDk-'.icio- 
THS tdcfnr^rohaclcniu del mi^nfio-dU, euiD- 
dn ^ compafi la. iiLsiicri^lirificnri or C^Ldn- 

iljr. McdimiEc ct dc uqia pipclf dc 
PtiKtF«r, iC Ikni CflincupuJn enq U 
tiAfl hacl-ffc^ Jria a IcafV^i. di^l ^£iJjCrT» dt icnl- 
cuLdlMl Sc T-tLiibrcii lis uLpulitCh, dr Lji 
Ugs dc-hL'iiibuJcib^x y dc UIr:l^.l cun irjicii 
tu »iAril. Se ]iHLib4 la uarddd n. 

ddniMt:) (ddencllic^fl^ cn el mi^rrxp 

dUl n durartlc i'i-dj licjn-^ iiqljc}« dp t«T luh 
Tcsnlindm. 


ONPG 

Aipi nina ditiidrolau 
LUirw 


Aldndxe y t^od^rp. lni;ei 7 K(lH'fi-al 
CLinic^l L4lKmi»ni». 

Nailiville. TN: ic idcntifKiic] 


Omerina decewbi^AHr™ 

Citmci 

SulfUFL^dch^V^^ 

Urciu 

TV1])l^rMlci deuminixi l■(r[vcu^ 
h<lj il lfi») 

InduL 

Voi|cs^Pi(nluucr (ofiTfar KOM 
y n-nofioL) 

ClucuniJ 

Mfiflilnt 

InfrbilCit 

SMtiiU)] 

RjmiHHu 

SKanua 

NtclihiUQI 

AmifdtliJH 

Aribinosj 


<J 0 . 5 ^ dc kn ciillivm V el 

06.6^ dc Ib «ptF kliftiw aix- 
]ad4). Bj,ai:iiQid ^ IrihtO det 92% 
(f Cltn WlK[i*w«19Slil3: 
i2D-I2:^». 

GnKKt y lUIL UDivouIji' of 

Uidit -13? oultivra, idniiifK4- 

riiifi del mismo dia 90.2^ 
il CliD Mszrnhiof 
l 9 SXlS.ISH 5 .ttTOlk 


coiuimic6 coimclainetit£ iA que incluyli ucho cosos tin 

l09 cuairs sc comuDican^n dos o irea mkroorganismos y pum 
Rsolverrld sc requtriemn pnttibas tottiplemenLariOA i!pfospeclf> 
dc) cnvaix dc BBL Cryslal, nuiyD tie 1994). En das cviiluaclo- 
nci! independienteii del slsteniii Crystal ern inicnxirfiiniJiriuvi 
fcxmcnialivoi-i principal menu: de la familia cntcrohaclcfiu, sc 
comunied una idcniiticacidn coirccto sin pruebm complcmcn- 
tarias en el y en el 92,9.*'^ respectivamcTiite. En un 

esiudio llevado a cabo par Ins CPC en el que se utiLizd un atoeV 
de ()26 cepas de pmelra. el sidema Crystal identified el 7 L1% 
que mejord haslu cl 67.9^ para lua cnt^ricas: 84.?% 

para Ioa no ent^ticos) despu^ii de incluir las pruchas adiciona- 
Ica aufcridas par el progmnta del softawaie/*^ 

SISTeURaptD onE 

EL sistema RapfD onE (Rcmcl> c& un ndcnDm^lDdo cual ttati' 
VO que utiliza .mistratos eonvencionalcs y croniDgcniccH para la 
idcntificacidn dc cnicrabactcriaii dc importancia cifnicn y otras 
hacteria'S iseleccinnadas gramnegatjva^ oxjda.ui negaEjvas aisLa- 
daa cn mucstnir; ctfnica.s humanas. EL ststema enmprende I) 
pancics RapED oqE y 2) neactivio RapID onE, C^a panel 
RapID imE ticnc 18 cavidadcs dc rcaccidn formadas cn la peri' 
feria de una handeja deseartable de pldstiL-o. Las eavidades dc 
leaccidn cunlicncn rcuctivoii dcshklralados y la bandeja permi- 
EC la inocul^idu siniuHIncii dc cada cavidadcun una caniidad 
predeterfuinzda dc indculo (v^oic l&mina tn Lolor 6-6C). Sc 
uliliza una suspension del mkrcoi^amanio en liquida dc ino- 
culacidn KapID (2 ttiL) eomr> iodculo de prucbg, cl cuul sc 
lehidrala c intcia las reacciones. Los paneles inoculados se 
caldcan en las bandejay dc iiKObatlOn ^ lltadera a^umcRida 
provisias cn cl paquclc c incubadas a 35 a 37 'C cn una incu- 
badora sin CO, durante 4 hwas. 

Los paneles RaplD onE coniiencn 18 cavidadcs dc icacci^n 
qoc proporclocian 19 puniuacirmes de pruebafi. Iju pruehas 


marcudas PRO. GGT y PVR (eaviikdcs 15. 16 y 17) requieren 
cl rcoctlvo RnplD onE y son dcaignadits con una caja dibujada 
alrededor de las pruebas. La prueba IK es biruncionaJ y coniie- 
ne dos pruebas sepiiradas cn la misma cavidad. Esta pnKba « 
puniuiida antes del aeiefiado del rtaciivo y pmpnrxrinna el 
rrsultado dc la primera piueba, que es adonitol: lue^o $e 
gan dos golas del rcacii^'o [NOVA Spot Indole a la cavJdad IS 
y ]a rnistna cavidad se puntua nuci'anicntc despu^s del agrega- 
do del reactivo pan praporcinnar cl rrsalEadD dc la Rcgunda 
prueba. que es indol. Los resulrados de las 19 prueban axi- 
dastt son puntuados cn las cajas apropiadas del fomnilariD dc 
iaformc y sc genera un UNdigo dc pcrEI dc ^iicte digiios. El 
inJcroofgaiustno se obtlcac encontmndo el eddigo de peril les 
cn c) Compendio dc edtitgos RapJD onE. 

En un csindio llcx'^o a cabt^ cn cl Uni^criTiy of Illinois 
Medical Center. 302 de 344 (87.8%) bacih^s gramnegaiivw 
oxiidasB ne^ativos evaJuuJoi^ fucron idcnlincadaii oorrectanicn' 
Dc a nn'cl dc las c^pccics, con otms !24 |7%) micrcKiTganismas 
idcnlincados correctamenre a nivcl dc g6acro o gmpo. £cis 
miaoof^anef^mo^ diCron una idenliriCacii^ inaccptahle o nin- 
guna. ffclm dieion ideniLricaciones cucsiionables y cuatro 
dieron ^dcnlificacinnc^ jnc<wTicciaH3^’ Kiich y ctiL. 
comunicaron hnilazgos Rimibres eon una laH,a global dc idcnii- 
ficaciritn a nivcl dc espccic o dc genera del 95,8%, con una tasa 
de idervtificneones equivneadas del L3%.-^' 

EHtEROnJBE El 

Dc todos los sisicmas, Enterotubc II (Hecton Dickinson 
Microbiology Systems, Cockeysville, MD) es el de [uocuLaci()n 
ni&> f^cil. E] sistema ocupa poco cspacio y el riesgo dc conta^ 
mtuaci^n ca mfnimo. Cit general^ cs ffcil imerpretar las rcac- 
ciones de color; exisic un pdobkma mettoir para dircrenciar la 
clcvacidn del revestimiento de cera en el compartimehio dc 
glucosji (un tmlie^lor de produccidn de gas) de la neiracelAn 
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anil’iciaJ de los medio!; durante el ulmaccnaintentjn. Turrbi^n 
pucdc hiibcr luia intcrprctaci^n falsa nc^alivii si una pcquc&i 
pcrdidu cn cl pldstico pcmiilc cl escape dc gas a inedida que sc 
funiia. Sc deben ugrvgaT Tcactiyci^ dc indol y dc Vnges- 
Prpskaucr con una aguja y ana jennga a trav^K del delgado 
lnftu> d« pl^.'iilco, $i iio sc bucc c<hi cuidadd. cl n:aclivi> agre- 
gado puede cacupar a otros companimcnlDfi y allerar Iilk icac' 
Clones. Por cso sc rccomicnda intciprcior liis reoccioncs cn las 
D[n>s companimentQii anics dc Ioa rcactis'Cis. Qtra des- 

ventajn del E^teratnbe Jl, comparado con Ids sistemns que ull- 
lizan sustratos secos, es qiH! la incniporacidn de medios de agar 
conveneionalcs acortncl ticmpo dc prcscn'^acidn. El fabricanic 
pioporcionu un sislcmu convcnicntc dc codincuci^n compula- 
rlzada c idcnliltcacidn que cuutncni Lu posibles idctitificacitK 
lies bactcrianas para tos numcros biorrpicos dc cinco dfgltos 
denA'^o^ dc la iticerptciacidn de tos cambicKii de color. Eo cl 
cuaclro [5-2de la segunda edicidn de estc libra sc cnuincran [on 
dclallcs del dise^o funcionuL Iw pnjiccdimicnios upcrallvos y 
los sustralos udJiiados. 


Micra-ID 

Micru-ID (Reniel) cs cl ststenia ideal pera li>!i lahoralorios 
dondc sc desen la IdcntUkacidn dc bactciias cn 4 a 6 horos. La 
inocnlocibn del sistenia cs rclalivamcnic fjdcil y Ian unid^idcK 
ocupan poco c&pacio durmte la incubacii^n o cl alrnaccna- 
mienta. Sdlo cs nccesario agiegar un reoctivo (hidr^Kida de 
[HHasio al 20*^) a una dc las lainans anics dc inEcrprctar las 
tCiUhados. Las rcacciones definidui y se pueden cotnparar 
con tutu gufa dc colofcs. El rabricanic apona im rcgisiHi dc per- 
files que cnumcra la idcntificacidn dc los prnbuhlcs micren^ga' 
ni&moa para li idcntificacidn de los nilmeros bioilpicos de 
cinco dfgilos y .sc pueden haccr componicioncs cun cl onlcna- 
dor para buscar el mejor ajusle. La pfKisi<5^n cs igual n Ii dc 
otrus si^tcitiiis cmpaquctiulDii o la e.\cedc. En el cuadro 1^-2 

dc ]ji KCQMndu cdiciAri dc cili! I'lhni SC CltUnteian loS detlllc*! dc 

conslmccion y los pmeedi raienlofi operalivos. 

MlCnOPlACABiolog CN2 

La niiCTtjplaija Biolog GN3 {Qjolug, Hayward CA)cQfisisle 
en una pinca de microlltulos con ccldas que evaldn la caps- 
cidad dc un micnxnguniMno para uiilizar luxitiar) una o mis dc 
fueiUcf^ diferentes de carbono en prcscncla dc un iodtcddor 
r&lox (coloFUnlC dc tclrazclia). Una cclda nn conticnc curbonO 
y sirve como control negative d cclda de referenda. Se prelle- 
nan y desecan en las 9ft celdas de la pLaca lottos los numenles 
y las sustaTiciits bioqufmicas neccsorios. Sc utili/a violeia de 
ictrtizolio parj pccdctccnir colorim^triciuneitic el annentu dc la 
rcspkucidn que ocurre cn una cclda cuando sc csid oxidando 
una fucnlc dc caibono Ifimini Co color 6-6D). Cual- 

quieta que sea su estniciura, cost lodo sustrato quirnica que sea 
oxidado per la oclda conduce a la fofTnacjdn dc NADH. lo que 
llcva u un flujo dc elecirones a lo lai^o de una viu de irani^por- 
le dc clectrotifiSn Los cokirojilcs rtf das, coino cl teirozalio, goJ- 
pcao coo suavidad los clcctroncs dc cstc flujo y convicitcn cl 
tccrozolioen formaxin aliamenie caloreado. For lo tanto, cuan* 
do sc prcitenia a nna cclula una str<;tHn[:ia qutinica que pueda 
uxidar. hu tespiracidn uumenta y el coloranie incoLom se redu¬ 
ce cn fortn^ Ltrcvorsible a un forinazMu lo que deriva cn un 
color violcta. Si sc odminislra a la cclula una sustondn quimi- 
ca que no puede oxidar, no ocurre ninguna ixxplo^tidn respirato- 
ria y no ?te rorma ningdn color. La piueba arraja un patn^n de 
celda.s vloletas que constiiuyc una *"huclla tncfab^icu'' dc \is 


capacidadcs dd lyilcmoTganLvrtto inoculado. Bodhnerha publi- 
cado una descripcidn y los aspectos generales del sislcma,*^ 
Miller y Rhodcit, en Ids CDC« ban publicado una cvaluacidn 
prclitninar sobte «1 Biolog cd Ea cuaJ comunican que el sislema 
fue salisfactorio con muchos g^eros. peru que sc obscrvaion 
ptobicmas con algunas cepas de Eniemhact^r y 

5cfrcirfij.“s Hnlines y co|s.“ e«indian.Ht 7B9 cepas. inclukkis 
55 taxoncs grainncgativos cncontrados cd cl laboralorio cllnico 
y co[nunjcan.in rcsullodos mucho mcjorcs cuando se leyeion 
las plocas en forma manual mfis que cuando se las leyd con un 
lector auiDimdiico. l^s p]at;a.x lefdas manualluente dieron ios 
SLguicnles icndlmlcntos: fenneDtadores oxida.sa posilivns, 
cinco laxoncs. 64 cepas. dc rcsulladus cduccIos, 5% do 
idenlitlnku y 5% dc lesuliadoR incorrcctos; no fermenUtdon^ 
btoquimicamenre activDs, ocho taxoncs, 122 cepas. dc 
tc^uliados coficctns, 6^ no identjfkados y inccvrectos; 
eniemtiacteria'L 35 laxnnes. 511 cepas. n% de icsulrodo^ 
cuncctos. no idcnlilicados y 15^ inconectosL no fermen- 
tadorcs no rcoctivos, sicte tatones, 91 cepas, 3S% de icsultadus 
correctos, 24% no idenlilicadas y 2G% de resultados incorree- 
tns. Es^os auiOTCit informacotti problctnas extn la idenidicacidn 
de Cephas encaiwiuladaji dc algtinos taxones dc Erjtpn.*injcter y 
KfehtUfla, isi comn 3as cepiUi tiioqurmicainenlc metios activas 
dc AfortL^Uti y En la aclualidad. cl siKtema Biolog 

sc cncucntra disponiblc cn una platafnrnia compEclamcnlc 
auiomdlica y se describe en la prbxima secoit^n sobre instni- 
Tnentos aulc^licos. 


SISTEMA MicnScan 

El ^i$lemti MicroScan (Dade Behring. West Saernmento. 
C.A] eonsisie en bsindejiLR de pl^stico dc lamano csiindar pam 
raicTotilukis con 96 cel das cn ias cualcs sc incluycn basta 32 
^trato^ fciiciivos para la idcntiEicacit^n dc las emcmtiacterias 
y otras espccics baclcrianos (cxisicn paneles para gramposili- 
\*DS. graninegalivos y de la.>! v(a.x urinorias^ Algunas bandejas, 
denomitiadas bandejas Combo, laitibien inuluycn microdiJit’ 
clones de citido de vorios anithidalcos en algunos de l(w tnlcro- 
tdbulos para realizor pmcbasdc scnsibilidud."' Los panelcs de 
MicroScun vicnen cn un cstado congclodo o Cuniicncn sustra- 
tos deshidralodos que vuelven mds con\x;niente el tronsperte y 
permitcu el almacenamienlo n tempenilura ambienie y un Ltem- 
pti de conservacit^n mis pnoloiigiido. Sctiicven y cols.*^ ohscr- 
varon que las bandejas con paueles dc nuorodilucidn congclu- 
dofi y deshidratados proporcitnliiron rcsulladus CUmpBrablcs en 
la ideruitlcacidn de microorganismos y de la sensibilidad a los 
aniibiditcos (lasas de discrepapcia de siolo I >3% y 4,3%, res- 
peciiv'aiTiente). 

Los microtuboR sf inoculan con una suspensidn imporlojile 
del nucnxiTgunismci por idcntificar y sc Incubar a ,35 “C duran¬ 
te 15 0 1G boras. Los paneles pueden interpretarse visualinenie 
(veajse lamina en cdIdt 6'6E), despu^s dc Id cudI |o!s rcsuliodo^ 
bio<lu(tnicos son convenidosi en un. ntlmero bitHfpico <le side u 
ocho dfgiiQS que puedc ser iraducido cn una idcntificacidn con 
un libro dc c6digos que proporciona cl fabricentc. Como allcr- 
nalbn, sc puede Utdizar un lector autamdeico dc bondejas para 
delectar el cnecimknTo bactcriHino d cambdos dc color pnr dife- 
reni'ias en la iransinisiftn de la laz. Las diferencm en los pul¬ 
sus clcctr6nicos son aualizadas autoiTiiiticamcnic mcdianic un 
microordenador que compare lof paiione.s de reiiCi.'i6ti con 
un progrurna iniertto pofn decomiinar la probabihdad de Idenli- 
ficaciones. Rhoden y cols.^'* observaTon que AwUVSean-4, un 
leciDT autoiTuiiicn ea el sistema MictoScan. identinc(^ crmecia- 
niente el 95,4% de los miembrosde las cntcrobacicrias (las Icc- 
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turiis falsaK negativas ogaRionaleR para reacciioneji de sulfuro de 
hidrt^gcno y arginina tlihiditilasa fueron Ids Onicns pn^blemos 
quc condujcfun a ima idjcnliflcOiCidn crrcinca). Una di:.sveTiiaja 
cilada por los autorcs cs, quc cl imlninicnlD acAaiia vcccs “bio- 
tipo muy laro", lo cual hacc quc cl usuario no ccnga bicn cn 
clATd ciuil cm cl biuiipo indicadn. 

SISTEMA SIKSlimE 

El sisCcma Scnsilidc (TEIEK Diagnostic Systems. Cleveland. 
OH) puedc adquirirst comci un sistemj de identiricacidn cnc^- 
rico manual oen fomia da un sistema de aLitoldentificaci^n. La 
placu manual cunlicnc medios pam realizar 23 pruebas biuquf- 
micas ^ijtndarcN, mis un coniruL que esldn dCKCcadas cn las 
ccidas de Litiu battdejn de mjch?tliitln$ dc W y uunvAn 
cstindai. Cada bandeja conltenc cualro coDjunlos duplicadns 
dcceldas bloquimicas, quc peimiten la identificacidn simulld^ 
ncudc CimlrtuTiicnHirgani'niuK por bandeja. El sistema ponticr 
ne pritebas bioqulmictfs convenctonales y es inoculado y leWo 
cn forma manual. Slanock y jnfurnuirnn que la ccHicor- 

dancia cnlm Scmitilrc y APE 2QlE para 1415 uisladm dc cntC' 
robactcrias fuc del 94,6% a nivcl dc cspccics. 


Si^emss semmutomiSmis y Btilnmiticas 

MiCfoScan Walkaway 

El Walkaway (Dade MictoScan, Wcsi SacramciUo CA>tt un 
insirumenlo complelatncnte automaiieo que incLiba cualquier 
combinaci6n de liasta 96 paneCes convencionales n Rapid 
MlcroScan cn forma simultincan agrega aulomdlicamerilc n:ac' 
tivos a panclcs cojivcncionalcs^ Icc z intcrprcLa los rcsullados 
tie punelcjf e imprime kis reiiuluidus, ludu sin inlcr^cnci^n 
del operador (lamina eci color 6-6E). E^isten paitelas de fluo^ 
Fcsccnciii rapida ademi;; dc Jos parcics MicnoScan eorivcndo' 
nalcs pan. utilizar con el insirumento Walkaway, Ltis panclcf^ 
ripidos utilizan compaesto!^ marcados fluoreixcnics y nceesi- 
lan solo luia incubacidn dc 2 lioras pani la idcnliricaeidn b«e(c- 
rinrUL Cada SuStrulo flaoiescCnlc cunitlittc cn un nuordfuro, ya 
sea melllumbeliferona (MEU) o 7-ninLno-4-metilcuniariiui 
(AMCx) unida a un ccmpuieiito de fosfato. azdizar n amlivodoL^ 
do. Se pnxlucen dos tipos de Teaccionesi t1iiarog^nica.s y Iko- 
Fom^tricas. En Las rcacciones nuuiogfnicas. si sc prcscnla ana 
enzima cspccffica cti la suspension haclerima. csLiitdc cl Lutn- 
pueslD fluoicsccnic, liberando el fluordforo, cl cual luego da 
fliioteseeneia. por cjemplor 

Alanina 

L-alanina-AMC —;--* ALuiina ■+AMC 

(no duopcsccntc) cmiinopcptidasa (fliKjrctctntc) 

Lus [coecioncs duoTom^lricus dcloclan camJbios cn cl pH 
coiiio ocurre con la fcmnentecLAn dc hidmlos dc cartmnn. Lji 
produccidn de dcido rcsultante produce una calda en el pli y 
unadisminucidn en la riuorescencia. Ademds, se ublizon ocho 
reacdoiaes dc vt^locidad nutm.^£nica. Estas n^ciones niiden 
la velocidadde liberaciOn del lluardfoTu y se uiili^jui paia dife- 
renciai cspecics fenolTpicamcntc slmDarcs. Los rcsiittados dc 
las reaeciones ID son eonvcrtidoii cn bicK^kligns dc 15 d(gTio^ 
para su interpretaeidn por el ordenador. EL sisieina dptieo coLo- 
rimfiricr) Vr'alkdway lime 97 fo4dmetnjs iluminados con unu 
I'ucntc dnica dc tungsteno-haldgeno a iravfis de 97 fibras dpli- 
cajt. I.Z 1 liu provenience dc la fucnie atraviesa lo! riiios dc 


mterterencta sobie una rueda de colores y es enfocada sK^bre las 
Ht^f dpticas, % de las cuales peflejarr la ccmfijiurBcirin dc un 
piinel dc 96 ccldas. El focdnictro 97^ propomionu una Icctura 
basal con la cual se dctciminan Las piopnioLoncs dc las scnalcs 
del rotomeiio. Durnnic cada ciclo dc Icctura, la ruedu de coloies 
quc rota prupurciorLiL lecturas cn sds longitudes de onda dife- 
rervtcs a imvis del espectro visible Para las reacciemes bioquf- 
mica,<<, el onlenador seleeciona la Jedura en la longitud tie onda 
que iTiejor dlscrlmina la re:accidn quc ocurre oi oada cclda. 
Claylaod y cols, hsn publicado ana revision dc la tocnclogm del 
Walkaway.'"’’ Vaiios estirdios bon mostrado que Walkaway pro- 
porciona una identiliicad.d(n precisa de Ins irucnxuganisnios per' 
icnecienlesa la ramiliu 

El panel dc Idenliricacidn ripida en 2 boras fluororg^nico Je 
MicroScfin ba »itlo acfujli/ailo p^a aumeniar signiffcaiivu' 
mcnlc la precision de la idenlirreacidn y amplinr ia tantiiLid dc 
tazoncs cn la base dc datos. El panel actuallzado (Panel rapido 
pan idemi fieacidn de gt^itincgarivos 3. RNID3) cotuisre en 36 
pruehas recientcmcnie forniu|ada.s y una ba.se de daios nueva 
iMnipuesla por 119 la.iones, que cubre un lolai dc 150 cspccics. 
quc incluyen 12 cspccics nuevns adicloruilcs, Achondo y cols, 
comubicaren qae cl sistema duevo lienc una predsibn del 
9W.4% (92,5 dc resuludofi crwecios pttfu las especies, 1.6% 
de resuitados coireclos para el g^nero y 4,3% de resuUados 
ctirrcctds pant Ins espedes wn pructoLs adicionales) y 99.3% 
de las cepas aislodas clfnicamenle .significatlvas (97.4% dc las 
cspccics concctas, J .0% de los gcnctos corrcclos y 0.9% dc 
Us cspccics ccTTCClas mcdtanlC praebas udiciunalcs.* Ija preci- 
sLdn y el rendimienio del panel RNID3 (^ueron examinados en 
una evaluacidn multicenlrica en la eual seev'atuAun total de40S 
aislados quc cumpreruifan 54 cspccics; 96.!!% dc cstas cspccics 
fueron idcniincados comcctamcnlcr Bn cl inismo csludio. sc 
examiimron 465 aisludos para U rcpn^iductibilicbd intraluboni- 
torio e inlcrlaboralorio y dieroti una concocdancia del 99,6%.^“ 

Sislema VIIsIe 

El sistema Viick (Legacy) (bioMdricuK) fuc intitxlucido ini- 
ciiilirtenlc: pora rcalizar ptmebas autonulEicas dc sciLsibilidsd J 
Ids anlibidlicDS, eon modifkaeiones ulterionis para la 

precLsinn.^-^ En 19!!2, se tnrrodujn U ffnrenrJut'rermrcd^plus 
Biochemical Card (EMB ■k). que proporciona la identificacidn 
aulomdlica dc las cmcrobactcnns dentro dc las 8 lioras dc la 
incubacLun.^'’'° En 1996 sc mcjoiu U Lurjclatlc kJcntificocidn 
paia grainnegativDS. La nueva versidn. denoaninada Taijeta 
’ GNl4, agresA 20 cspccics a la base dc datofi, mcjor6 cl rendi- 
mlenio y £)umemd la velocidad de idemincaci^n.^^-"*' Mois y 
ct>munica6ui que GNI-k idenlinea los microot^nisiiios 
fennenLuJores de la glucosa en 2 a El horos y los miemorganis- 
mos no rermcntodoics dc glucosocn 4 a 12 boros y cl 40.1% dc 
los micnooripaTiisTnos evaluados son idcnlirKados en 3 hnras,^*' 
Hausen y i;oLs. evaluari:>n In precisidn dc las tatjeins Vuck 
GNl4 utilizandD ia inoculacidn dirocla desde frascos dc licmo- 
cuhivos posit I VOS cmplcondo una suspension claborado 
mediante la eentrifugac|6n difeienciol de c^do dc hemocuttivD 
pDsilivD. £1 m^todo directo eondujo a un 75% de identiEcacio- 
ues corredas. un 9% tk idcniiliuacione?; errdneas y un 17% de 
falta dc jdcrtlificucidn. Ttxios los nisludos mnl idcntiJicados 
fucfon E. ci>Ii, de los euales se comunicfi que cl cmn 
Sfiimonfth scr. Arizonac.^"'* El sistema Vitek Legacy^ ticne un 
omplio uso en Lus LabanitoriDs dc oiicrnbiologln clinica y por lo 
general ha si do aceptado coaio un enfoque conflable para Ja 
ripida identife^idn de Ids bacilos gramnegativos hallados 
ccMniinmcntc.^’^^'' La corulnifcidn y lew pruccdiniienlus 
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dc \af vci^i^nics unkTitHCi^ dc] \i^^li;iTui Vjtck, jika- 
lUiN al prititipicj para tvali/ar pruebys yiiu^mytiziida.'s Jc wnsi- 
bilidad a Ids onlibLdticos. ic describicroa coo cicno dstallc cn 
lascgundi cdicion dccscc lihro (cundro 10-5), 

VITEK 2 (tiinMdh€:ux| un HifiTenu pinduljr inl^Jdo qje 
consiste en una utikJad de llenado-selladoni. uti lecior-incuba- 
dor. un mddulo d« conlrol computruizado, unu lerminaE de 
datos y una imprcsom dc ii)tiilliplc.s copiu (vdasc IJmirui cn CU' 
lor 6-AG). AJcinis, incocpora ^’anns mcjnrin!i tccnica'i i^uc nutn-- 
madznn muchots procedimitinlD^i f)ui 2 sc realiznn manualmcnte 
wn cl wMcma VITEK legacy- El sisicma ddcciu la pcttliftra- 
ci6n bOiCteriaiia y Eds cainbios nielabdllcDS on las inkrDccldas 
dc las larjclas deignJas dc pldslioo ulilizando una iccnologra 
bauda cn la fluorcsccncia (a fines dc 2004 sc inlrodujD un ins- 
tnimcntn dc ttanc cnlnriinc'tnL''a^ I-a [fljjc|.:i dc idcrtlilicaci^in 
pan Ids bin'ilcis gramiiegaiivofi itarjeio ID-GNB) pam cl 
VITEK 2 es utia tarjela de plJslioo coa 64 ccldas qiie matiene 
41 pnjcbaKbioqufinkasflufjresccntcs, que incluyen 1ft prueba^ 

cnzimaiicus para arninopcpijdafNLs y -t>xLda.';as. Lm sLiHiDUini 
utilizados para Ea dcteccion de las iiQijnDpeptida5as suclcit cstar 
acopiados con la 7-ainino-mctikumarina (TAMCI^ levs susfia- 
tos pani la deteccjiSn de -oxldauis sueJen esrar acoplado.s con 4- 
aicUlumbcIjrorona (4MLr). AdciiUls, oxisicn IS peuebusde for- 
mcnlncida. dos pmebas dc dcscarbo^iiliisa >' olrfL's im pruebas- 
Hay dos ccldos dc concml iicgaiivaji y las ccldas ncKUnicH cKiiln 
vOCiaS- n^uliado^ sort iulC'^rcladns por la ba^e dc daniK de 
ID-GNB despuds de un periodo de incubacibn de 3 boras. En 
un cstudio dc Fucikc y cols, sc mcHlnb que cl sisicma VITEK 
iJcniincuba corrcctumcnic d 84,7% dc las ctipccicH sclcccirj- 
nadas que rcprcscniaban 70 taxones difcrcnlcs dc cnteTobaclc- 
lias y boclcrios no cnicricas dentno dc las ? boras.Ling y 
cols., en un estudio muolio pcqueftn qne neprescnii^ a .^1 
uixoncs; dircncnEcs dc las cn[e]T>buoicriLis recuperadas y 
c.speeics de no fcnnertiiidDrtit, ubluvo un 95^!r Je ideneilicacLO- 
flcs poncctas a nivcl dc cspccics con cl VITEK 2.'*“ Esins mis- 
nirts evalu^iMO el VJ l'HK 2 pnra una idontifica^ 

ci6n T^pida dC bnCilos grambCgalii^ts a parrir tfc fiWtVfi tfc 
hcinucuhl\us posilivus y cumunicaron que 07 (1^2.2%) dc [3S 
cepns cran idcmtiiicadas corrcclamcnlc a nivcl dc las cspccics y 
21 (17,8%) nu fucrtm idcntificudis. No bubo idetktificacLones 
emineas.™ En oims dos estudio^, O'Hara y Miller’^’ ccumini- 
caron una precision del 92% pam La idcnlincaci^in dc mllivti^ 
de stock cnidricos y Ghvki y culs-^*' irifoi:ti)aJi.ni una piccisk^i 
del 95,2%. iEnti’irfiKiLtcrioL'ftle, 95,9%l no 
Cftic. 92,5%) con cl VITEK 2. 

Slstsma da atitnidentllfcacldn pan gramiwqatlTDS Sensditra 

El sislcnia dc incubaetdn y Icclum nulomdlica Scnsititrc 
(ARI5HTREK Diiignosiic Syniems) es Lin sistema aurorndEico 
que utillzn la lecnolngfa de fluoiescencla para deleclar la proli- 
feracidn bacicriana y la acliv jdaJ ciuiiTiidca, El sisiemu con- 
sistc cn 32 pruebas bioqufmicas icciiiri fnnttLiladus, que incLU' 
yen medios bicquimieos cl^lsicos selcccionaJos rufounijJados 
pam que proppotcionen una serial dc nunrcsccociu, jacitu eon 
pruebas dc fluote^cencia creaJafi fedenrecnente. Cada medio 
de pfueba bloqulmjcn junto con un indicador apropiadu de 
flnorcsccncia cst^ dcsccado cn tas Ccldas indlviduales tic la 
placa ScnsililrCr Oulu plnca esdS dlscAoda para cvaluar tres 
nucrooT^iLiiisntos separido«. Conao son placos dcsccadas. puc- 
den nlnucrnurse a temperatura ambieute. Todas las pruehav tie 
autoidentificacidn se lecn en el uitEolccioT Sensiliiif para deiec- 
lar lu prcscncia o ausenciu de fluort.sccncia. Los rcsuliados m 
Cransmlccn a un onlenaijor para Jfu andllsls c idcnllEcaciDii. Los 


msullados pueden Iccrsc despu^s dc .5 br^ras dc incubacidn. Si 
no sc puodc obtener un nivcl saEisfactoiio dc idcnlincnci^n a 
las 5 borris. la placa puedc ser bimpkmenie rdncubudii y Iclda 
despiks dc una irKubacion durante loda la nochc. Debido ol 
iisf* dc la [ccnoln^'a de duorcscencia, csias placus no pueden 
leerse manuaEmeriTe y sdEo se pueden leer en un auiolccior 
SensltiEre CL^rreccamenie esiandarj/ado, Los dittos iniemos de 
la compaAfa para 1 (}fi4 aislaJos dc enlcrabactcrias inuestran 
uni cnncocdancia gkbol a las S boms del 92.4% y a Las IS 
boras del 93,4% cuando sc comparaa con Los metiMios estinda- 
[cs linbirniaci6n l6cnicu del pmduclodc SensiEiirc). 

Sjstema Phosnli 

El sisicma micnrbiolbgieo autumaiico Phoenix (Bccton 
Dtclcinson Microbiology S^ystems. SpaHrs. MD) es un nuevo 
sisteina de identiEieaci6n y prueba de K^nsibilidad a Ins and- 
bidlicDS oomplctamcnlc autcjm^tiei?. Estd formado por ponclcs 
dcscimoblcs quo combirun tanto la idcntificueL6n coino las 
pruebos dc sensibilidad a Los aniibidticos y un instrumento que 
Tcaliza una lectura aulomadca a inters'alm de 20 minutos 
duraiiie Id iiJLTjhaciOn (liinuna cn wlor 6-bH). Et scinncnlo dc 
identiflcacidn para grajnnegaliios uriliza 45 siLslralats bioquf- 
micDS, que incluycn 16 AuDrogcnicos. 14 dc fcrmentaciun. S dc 
fucnlcs dc carbcino, 5 cmmngiJnicos y otTOS 2 susiralos (uTca y 
omilinai psra identificar Ixtcilos gmmncganivcis aembios cn 2- 
] 2 horns, con ia gran mayoria de los rei^uliados pmvisins en 4 
boras o mcnos. El inslmmenlo cnnlrola taulo los cambins 
cspcctrilcs visibles como los niveks dc inicnsidad dc fluoics- 
ccncia; segUn cl tipo dc susirato, interpmta los resultados y pro- 
porciona una rcspucsta cuando el sislema tiene conlianza en la 
idcntijicacitirL. En un csiudio de Siefaniuk y cols... el Phoenix 
tnns[r6 una lasu alia de enneonhtneia con Ins m^EOdos de Iden- 
tiEjcoci^n conveneionales. que viriu del 100% pafu los cOco^ 
grampositiiiTos hasla cl 96% para los ro fcrmcntadorcs grumne- 
gativDS >' del 92,5% para las cnterobacterias.''^^ 

Sistemi QmnlLtig ID 

El sisEcttia OmniLog ID tBiolog, Hoyuard, CA> es una plar 
[afoTina ct^mplclamcntc auEutn^Eica pam usar ctwr cl mdlodo dc 
prueha de liiiliiocirtn di; rucnie dc cari»no dc BioKi^ (vi^isc la 
dcscripcldn dc Biolog GN'2 Microplacn cn la si3cci6n anEcrior). 
El sisicma Omniljis incuha. Ice c inicrprcta simulisncamcnrc 
las Micnoplacns Blolog. Este sistema procefta continuainente 
muesiras peir> permile al usuario un acceso ctimplclo cn cual- 
quier inomenlo duranEc una currida de la mucstru. Una caracle- 
nstica singular dc cstc slsicma cs la icmpcratura dc incubacidn 
definida por el usuario que pcmiitc que los nnicrooiiptnismDS 
sean incubados a su lemperalum optima pan oNencr cl cieci- 
mieuEo mtl7timi>|kiira una ideuiiricacidn pn^isa. El instrumcnlo 
CDUilenza la leCtura de las micropl[i[:ii.s 4 huras despuifs de que 
ban sidocolocaJas end Icclor. Sc compora ct paErdn con la base 
de duos de ideiHineacidn y se dice que existe identlficacidn 
cuando se ban dcsanollado sulkienEes Tcacciuncs posiEivas. Si 
mi NC obticnc ningun rcuilEado despu^s de 6 iRVas. el ih,sifXt- 
mento contlntLa auEonuliicamentc incubundo la micruplaui y 
comienza la Icctura nuevamente luc|o dc L6 boms hnsta 24 
boras. La base dc diirw dc Bicilog coniicnc mis de I 41)0 tniem- 
organismos difenentes que incluyen 5E11 especies de gramnega' 
Eivn^. que representan aquellos imporiantes lanto cn microbio' 
logla cLQikca oomo no clinica. Muchas de csEas espccics no puc- 
den SCI klcnEGcodis con oEros siMcma-t de identificacidn. 
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l;n Tcsumirt. Jits f^bricanics ^igocn prupiKvlcmanJtt nuevtn 
si&tcnvis y inudificiicitHic^ tin Jus ya cAislcntcs p;ifj Ja liknijT- 
cacii^ii dc microo;]giiU]uiui>:s. Pskfii pii^af loii csUnJurc^s dc L 
Ffxid 3[id Drug AJpiini^tralinn. Lcdns psln^ RL^tcrnJs 
len«r un rerujimlento con una precisi6ii jgual o mejor a io^ 
ni£[(xJu» dc rel'crcncia. Hur In lantit. cada ^i^lcma pucdc 5cr uii- 
li^adiT cn l<A lalKtniKtno« clfnicus. pcru la clccciOfi dcpcndc dc 
djvena.N variables, como cl vctTunicn dc las pruebas. Ta Mpe- 
ricncia del penotuJ l6:nico, la occcsidad de ideiKificuciUEies 
dcfiniiivas y cl costo dc ta operacii^n La& enierobacicrias, co- 
mo grupo. estdn aunientanJo con raptdejt y cn su mayorfa 
muy acEivas desJe cl punlu dc vifita btoqulmico, por In cuaJ 
son muy apropJadas para cl proccscunicalo por nicdio Jc sislc- 
mas aulomdlicos y scmlaulomdiko^. En esle llbro iii\Q hay 
»pacia para unu reseda genera.! de cslotv sistemas, Para saber 
m^s [cmitlims al lector a la revkibn de In;^ ^[stemas auioiridii- 
cos cscrita por Stager y Davii,'^ Pticdcn consyltarsc liLS refe- 
rcncias ciladus para obtener dcscripctoncs mas detail aJa^ y 
evaluaciones del rcrvdimicnliO- 
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64. Corpenkr CTJ: !7hi}t!4Ji>%ii(. In WynExmlcn JB. SituU LH ciK.. licCnl Ic^huCi bf 
■Mcdwiiw fiS Philjiklfjdiui Himdni.. |4^2 I^|7-I3-|4. 

T"! CjfldLi IlliHfrcilc JL.A. Pwktv S. C4 4. ttfp.Jfi ijJ 4if truitruo uifwtkHi ha 

V#nfM4r/ir,wHrhr'.4r ■ fi™ vii. p.hk-i |.vl:^i?l ITt 
Tl. C.irricDji> A. Eloisaie S. Tbarc- J, ri hi. C{]mfiiiiLh.v evilujlifin cf fivr clHnaingcdc 
iiEilii. In dcCcCDLii.rniruccalhiP. aid. idai[|lxjlJi.ilh d uiiiiAr) [i-ul fLd4H>fcDb, Eue J 
OiP Mkri^hid lot^hd nil 

T2. Cuifi-J. DuH'iicD f ]. Si^piilLuti KS.cl iL IXi^EHVlk pulxmcrnc vtiiirirrabLi^^B D:ii 
Clin (nl^E I 11 «rf-l IW 

73 Cuer J5, Bowden FJ, Biudn I, a hi Ffaylr>|}CHtir evidence Herr rTcUiEiikilicHi oF 
lei Ain rKiHLk6ih.tr mw i[rm.uiV:mBrki n XEeEij^r-ilirffriHnrihMPkirii cuenb. u>iv. IdL J S^iE 
KMWfWiI iwr-iv:iw5-niTi. 

T l. CutR IS, KcBip DJ A cc'lanaictrk’ ddKlitn lyoInQ fn CiflS/WK^rf rrnwki 
ruTLimuJii. Su ThmAt LqTclI 2JJin:76.134-t.=W. 

75 C4i.t# Ft. CuicUrvi R C'f>nf«*iEMeif.&t/inwlA-a rDmmEffiik rriedairm'witJi nC|.3£ 
□far fw cF jLpftiirawWtE Fn-iii iincil! J Cliri Mk.n*hia 

7b. Ciilillo CE^ Rmririrr DA. CcrapmlivT e«7l«4invi *>f 11* Eilirri ^nJ ^y^- 

Echo irid tCm^chlifilrtl ImF Nd<tilllku-lnn gI miULtui -ui family 

f^ffrti^KTrfWrvw J Hin ^Cifrohif^ NM:2il:7St.7:l7. 

TT. LVnierf Fl.N Diuhie CuikDl ik! Pmcnliiin SiriAiiuii!nU:i nrvcilhiEc: innuiil susi 
nsary-SDOL. AtlinLa: DcMtUiCfU cf* Htthb dd hUHLin SknliPh, 

7Ft.<'lnc<H for IhwAie Cminil isd Pm>enb>nfl. JAijivJLiT Nun'cillince' hfinial sunnmiry, 
JOChl. AiIhiiii Dcfwljncnl u( llci.hh wJ lluciin 207J. 

?*. CtUOi for Dz5^feK Canral tnd Ph^MUOI. HlP Lm-c^npics tuir-nJsjrjff k^tmuir- 
ticj nirKd[UE.CDCA4C1DJ=[iciJKr^^ 

HO. Cejric^h In Di.'iraod CObtbul .mJ Fb^'nlcUnl. innhiIj- 

InJ viilh raJlIpMiikr -CaJkft>rnll. .\^MVrR Mw6 Mof«l Wlcfj JUfi |4H.l: 

M u*\ -ia5 

S I Cenlen- for DtuiM Control iihl rtc^e^Hjn. UmbLiillL-^Ciilfll jllfir^^ 4f.>ix'iaird- ^ ILb 
inipnrlnJ. Orif chc^ir—vf C‘i»likmhHi K]t^b VLiithl Wtk EUp 

iMEii-liflJJ. 

«2. Crtrird fob DitCiSc -COftfrcH iUd ftcvnui^ni UlidKf milkbemj satmralliThii— 
[IbrwiLv MMWR 5foHb hladil WUy Rep |Qfi(5.3|-:Qa 
Ji3. Cctricn lirr Di>r.uC Cunikil and PEc'^iCIHktL L't4iJt itik-rfikAi infL-i:* 

If^lpi ind <.tal Cf|h—L.'JlimJ Scjt(. MMWR Mnrk Mortal 'Wkly Rcfi |441i: 

fnr|3t<rJAcO::«Tlrul and E^R^irnlhirL CpdaLc Jvnr.mALicjn'rrQ-L'iif.i.'li^jr faKKJf- 
rcii and endbirnin ifariL'k luiHf^ialcd maikrtil hlcirt l ce-ll miuJiuini?:—['aned Sbabn, 
ivai, MMWR Vtiinal Wkly R^p lv4l.44l:t7D-J7a.. 


CcnrcTC fiif riitrftHC vnd Prr^tftlrtrF. -iH^lwiraJ e I cpairni'ij^r 

•il63cEph K.iucLiiiiiiiit'JLhiCDnkLiinpLikKi nJru*^ hdlegfh. IVJI- MMWR Morti UnuJ 
iMIy Rqi1W;>«L:--Hi4-3TJ. 

fkic^ir CiminJ a|iil l»PrHrnci"F» PncuihsHlk' p^fclvr—AtliW 
MM(V15.MnrMJLYliI ^Ll> hep 34<Jl;4[-7.n.7.14. 

T7. C'nilen frr Di^.Bir CcidIid] and fteventinri Outhniiiiks oi" MmmrUa crivnViiAi 
(KJMlElHlis-CiLJn^i- MurllHurtiJ ft'kiy Ri:p l9Wr^2.7g3-747. 

SK.CenflcnfiiDlkCJnieC^TflirCi! pJlif nic>riu*fift OUlbfeA .li Jt-w- 

4iaEc^4 kAxih rwilKamJIhr diMnT^EnJ iLYcmni|<mliKb - Minneirti, &njbJi DaknULirhl 
\AWimmo. 1044. ILI\fWR SA^tth Mudn] mi> Red- l9fU:43.740-74]. 

44. CertteiN Fur I^kkc Cinitmt nnd Ptn-enliDn. Reptile^ikicculed ulairwIo^Lo— kLc- 
M IC^, |«^-| MMVi'R M^npl l^Tlly IW5.44 

4CL Ccnlcrv iix 3JiieueCLDLri}| ii*id FreviEnliHi iiollbreaL ul jc\a£ fBrcfnecuiuis qur^iu- 
Ifli'blr W Api-frrnr^iY ^^jpe U]CIJ:H;i' IfriniL Mmlara, 1-994.. 

MmH Moewl tt'Lly K^p 1«W:44.30l-sO3. 

■Ji. Cmwr CiHi&ol wid hcvamcn. OmDrtiLi rt" tvAeNcflM bji^7:HT 

mfretkka 9id cr^irtoipcridHiibi .i^iocLJbrd wilh i5nnlJ.qg uifUrCLeunjud tpp^ cider — 
aTif^nlliOuL niHl Tin* V-i.tL □tli.+inr 19^6. MMWR Mmti StifUl WUy Rsrp 31W7, 
-Wf-4-S 

92. Ccnien fa Ihi>chM CcaitnJ uhlPtekvniccL Iliad blHtl cell [■■J i-lu-htofii ouiii«.imil¬ 
led wiffa }^r/3rfilLir.enl^riioi^jr&m—SlalDi. |4VL-L99fr, litliraCillxMi vS a naiii^- 
nh] ^iiidy li>d<nti [u<uA*-umcici^ tranifuioon MMN^R Mk^al 

V^Wy Hep JW,4fei53.55J. 

9_3. (.“etttfS fWi^ Cl>iHnH iiiJ 1‘W'LTiLifta KaliJ hmn^iJi plipirr Arirxaia uri 
Celnridn. I"Mi'k Mm-lh^lurul^kly 14'.i7.-lb6|7.6?'h 

94 . CniLcn tn Dlieuc CiJuJrol in! Eni^cntlLia. kcpiik-UHXiaed uiliKiDelJcrtLA seka:- 

v^6 ifiict. Iiwtvl WK. Morfi Woflil Wk1y Rq> |wt:-i!i | 1iHTa-iii| y 

95. CeiLten fer Dihenu Coatiu] ind l^c^arthm. CliitbeEhLi a\ £u^iiuief^ unrt^pe 

i:rQffrii|£.'J!i inf«y 3 n.n iy?qk-nlnJ rinV n ubLViLixtcd shell cffi—UiuEcd 

Subc, I99^.|04R MVfWlii Mrvh MratJ Wkly Rep 7lX'n;44 71-79 

OCi. Cenlen. bin Diieaic Ci^disnil and l'ici(iilii.ni. tbvili^.'LLfaLi ceJi OLtI IlK i.'ulbi&'ik 
Jimtlt iKTiap TeUh. 1VM4. M.MU'R Morb Mi^ ^Idy Rep 

4-U:32l-32J- 

97. Cfnler^ fax lHici.ve timftil V¥M Etcvniil«i lAuhr^ik of o?^ 0I>7.KJ 

nifKtiort *tH4>fiaud wilhe«lni|E fnikhcbcriJC ninlT - lime 19911. LfMWR 

M«b M jfuJ kep 2lH>Ur-fV.9l I >IF^ 

9h. CcpQlcn f>;iT Ui^^aie LAmliul and Prcvercim. Oulbrnka nt ^/cAmrAiiT nVi ()I57:|-I7 
ilriC^biMiib thUdrtn iiMH?u1cJ »ilh fmrrt Vitiii PronirlvihiM abd 

^xJilflfiun, :ijui. MMWR Moffe \fainal WLIy Kep :XM>UV>.3^.1.i9T 

99 Cenlrn iLTDiteLW CnnlruL and PrrveiXimn ljiu*Trj6acrir suLi^akii irifeclic«^ an-iif^- 
ciiEnl 'Kilh ttu uoe oF fHMulcacd funiijlu— Taincwc. ZFOI. MUlfVh'R Morli ^lixLil 
^\\y Kfp iJWi JI :JS'7-309- 

]i3fl Cervlcn. For Di-w-a.^ Coiwml md PrcaeariiGn. Ouibmk ''F muJlidnii iruiliDb 
.^4Lb«j-.L'ir£7^ Noiix^l—Lniltil SlJks Jaiwwx—April 300'^ MMWR MLib >IliIjJ 
Wily Rqha4E2Jll:i4S-Mi- 

]MF, Crtwr* fnr f>bf6'.?C\wnfii|(ifijJlH-'’rtlik»i. liUfkiriipil pSiyuc— Njw Yi,-rk, Cily. jniR, 

H Mcd> .Mcflal V.\Jy Kq> »kl 1 ^ 2 ;7.25-724. 

163 TfHwn frr li^r^ut refirr^l nrul SirTlnw f.'irfmri^firfl pi^UvriiteTifii 

iiLrof mFubi expovri Lc> cbitlEElinfo—Chart^o MIiDci:-.. ZUilZ. MMVk k 
-MortJWUs RL-pfl»3.52.95WHS. 

16,1. Ccfuen fef CmiiKiJ ud (Yrrcntiofi. Ri.^ik'-auixtwd — 

bck^md lum. I99H-20C2. bLMWR Mort^ MofUl WkJj Rep ^OPIlSZ; L3>6-L209. 
W. Ctfinrti For t?i*fiiw ConiToi *Ji4 Ptifri-iHlMi Siimm*jy pri 3 a|i->fipi c,n*^i-of 

Ind nnliflilik di'ciMi. Uhileif Hiyn, mm.nJati'ke. week coJinf; Jainiiy 3, '20(U 
i|5Jnd) hSrSWR Vfarb MurinJ WU) R-rp L J?T. 

Jll^ Elmgii am. PiiRayk a a. AMmn JK ft liv^lu?nnft rrf die L-JiyTTnlidnoirUtx^i- 
D^hlfayDnudr leal for Ike dilieml'ulfHi nf mcmbcT of ttbc finiilic* 

iMtrtiivpLtff^nic ^ iTArHy^^nr^. I CIXI M^CAAIoI L^J.U I: 

](I6. rhnng n„ Jeemg I. Slun IN. eb i] ArrA/ieXCrf ra^iBT^fai Fcpcii mi in iBirmnncrmpcI^nE 
jikilL [Clin MiLndSHil 1 Vn,3T.4|frMI6n 

]07. LluilcaB S, RahiliHin l_ KaJofmiua L, d at. CtvckjfhiEDE aid Icaluig ol a izfiUJ 
iaiAert''*lM--M-fci fw ind pDciimcnic pdifw Umfri 1 L?i6 

MR. CLipmaii F.5. SiJiijbh. CA. ZxJiL Fhl., Jeuo L. An LiripCDVcil ulei.1ix-c sudiuni lor 
llertiHLMiiinhif Eji^Ar^iir rrdr f^J 37 J Mkd MiCIOMN LV9k3J.IO?-l 11. 

]0R. ChapiulaFA. Wn^hlDJ. ^ddifliCA Ans^porlBOn-uriinarnl^^luiqcck 

lift] dirf^S (VllWFf |ND|iih^|Hif ^«fuc>fc»tGi.la-pciiilijLin2l.'ic^/irJliii(c'i^ [>|57 
Fewn I'oi^iBe facce^ ? Med MinolwnI |9W“4fh42J-4;7. 

Il-lk Chhuii C. Crep^ M. XuLe<ff.S.fi Nd. Ci'ii^ui'ni'HhGf hhi-deL'[uutiugL><iK igirplauj Fcir 
rsiJaCh n and lirHliFiLalKin i4 unii<i> ItlI pallii'ffiii. Clin Mx7uhii.4 SnCcf ZtlU2, 
1!;64| oJ5 

11 [. 5~k-iin ih, kliihLinh u l.H Ri|i-aI ^jiiktoc iitffdrirten&jd i(>.i Fcir ^luiLifiraisna ui 
TFifnikMi^ nf ihe family £jiiejT!\huriirrr.3rirnr. J CHn Mirr^lrinl 19^7:23:4^9-441. 

J 17. -Gnnrt I I Scrnlin odunfm. biofimp I iMiiirp w iFnn-ik^r hq'iKm inlKli'^n, | C|xi 
HiAirobJoL 1124-1-1743. 

I 11 Chriiimvn 1^'El t rei decorrfHHMi'Oi ai a meani nf .1 inerEnl;a4Bf;; anil p>a- 

rqihn. • iliiiiTk. FcifH rj«h “?2 l ei^heb and fn»ni (|i^iwin.pWii aihl .nrj^r^ I 

BM.1i:nL4 1944:32:4614tiA 

114 Chri«4*icn« F. ll^r^ivikW, Mcvpa| J luiluArni idra ^ipeei^wuiecE d.''Lin pMiept pibeiB4 
tic kif-ciiiie ]mii|liDlil: lIul'Iii 1 |uc cl iJc birw^liU’caiplixcnE d'uK DvieriiihKfr ■ 
rfmerw rnxifctlltfltW dJvTW Mftf lliiKC :17:732- 

7.M. 

115. Cbiri; r^'. fliT] BC, n'lliri CM, !$U;idxriit:hsiM D. Cuul^ RC. EpiJclEltok^ 
lyrinp- oF Tlnwo^irtrr- r-akunrlii In l-^-o i»ffi:v1;Jr4J- nr^^KnWWJl rHuhfeiA'^. ffaijivi 
MiLji^iiul Ehr.rc:e rK:4 I9VD,] 1:467-172 
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• 4a J.'wdj'A'M FMirrmaii h i1 EfintacMifi nf A:.« hr^rn ici«* 

uial Dbxcsv Am J Cl<i Fmhi^ 

24J lifa^tr X.Ni.'oja-! M-H. F-c«mKr tk FJulippi* A. LMcndrtt tHhix]- -^finram ti-Uu- 
aiiw-i Litfifc-fitnj] nji>tFerAt4t rvu-MUk-v ki- nzuw fi-InL-^mu^cnrh lji 
lu'j-^ivijr': huNpil^t pre^jkotTc ^nil MJHi-cpClIbliiEv luEIccaL. Rj^l Jnlr>L'l Dn 
P7H. 

7.^1 IraWD KTi FlTi^vhicn "W, llul-nlln llErin-ta:r Klh, M *\ REii:|nlari] iM Ifur^untr^ij 
■mi>ipeL-u\ ^uh ]T<'<pchu£ i>l .^fnrxiJTV^ /'-H^unxi ^ijl7t;ji. Nuf>f. nn. xnJ 

.Wr^np-jni-fAg Mihail MiKp new InL I ftjfil HjtImH fr| 

iMi Trtwii N^i V*rclii r, W-Tlill^-y ril F'^nul^iKI Hi ilnAnliIt kiilk tlh -niLTk 

h> Ihf hai-imum AnArw^Vir jr^iaan^iv I ill Apfil Micn+fHrf ?X'I 3?: 

IW 311^ 

252. J<tu]v» klT CIatLs: hC. '^k'litun JU. i!L iL Cnwiaij c^MiL^mi- nJ Kain\ oultTr-ALi 

tniTKi-n^ fkii fJI^T hT? k^TiH.ii|KH im tuiarfuitMt rjrf^ J Ftc^ 

Inin* R5l, Nt^efu^Jm T, S\hL*iu K.E1 A nuHulil uKOLniifis^-jiLscJ |i^ A ^cJk5w 

F.*\tn^Ur. rFin FlilP l^i^il^rlSR-l 

2.^-1. Kj^I JH, [j III if* Al-9. Ell-. /.Ji -^rriLi'lT^ I ■■IJ [Jl Il7 Aft.l I'lJlLI 5-1.If J klh|.ir.fm ilu* 

lUr «ifr 'Liajrti-. DC.': ASM IVtwi-. 1 'W 

±.^5 l>^:ii.li ll, JiJuiyLi hliTiauBi Akii.i.' [lur hi lioLnicib -Dk'<^rrc4vrn£vnpu 
-L'-j^.! Ol.^T j4uins frunh ptlMDlb aillk Jicrw^lylu-UFCuih' b-^ndnirruc by 

knif® Bioffliw^^i^dfccix- ■itfpiffffii.'fl. dirc« fuihWT I ^’Im 

MiLiiiUjI H^.:^J;.^Je.5fe>?. 

L^r^. KnjTriJalL .M.A. PtL>A.pc-:LL Iik |TC^Eiitii4; MLTkvi s-^ilEliir lu.uEji: 

’■■hi^r^ |niin p*iHLicir^C' U^if^ r**»»in 5ii4l*v 

S«fc. X Ink^t Dl. JCrj^:te9:J5.5 iSI^. 

;5T. Kinrtjti M.A. Sirrt bl'. PrtnL M.cl il Liini uJ IxTTK'iJ jIil urniPt- iJiiiJcu- 

iikC b4i1i:h: i JUit U-tlh L E.il Ci1iHiih.iri ^k.1 £ ^liKn* im fViTidiK: in|f >lii hrA ii Ajii l dJi 3..uil ■.■! 

i.'K. Kjci t'. B»^*vh| b. b.rt rtl. M petWfiBis v'«u<J D) f 

< jiUu iiL j |uikMK uibJc'r[.H>an|! ccHl1iblkHJ^ piiifiic>APj| iLilyhK J Clin Mi 

L-Hsbtul IW9:.i7J7.y i7.H. 

KrJil KS. I' SCcl-itr f K A* Wi, DW-'K nf ihi^ f^'tbuci f HPl^ 

di.4iv Fof ilcbLiHifL S-hif J lo.i.ui-pi>Kljcimj r.-ii.hrrit.'Ate 4.iJ]i. J Clin Mictl^dI 
:»>5t-2n>4 

!)A0. Kftil ST. Rsilf of Ihr rjbfmrvr^- m Ihr du|iwHi of mfHi.’^Biuntii^ Ksj-kr/AcJM 
e-rtfianfcktiLTn JClin NSithAwl IITOi.-W.^TlI-27IJ. 

^1, K^LIy Ml.'_ C Kviliulii:*]-nJ llv-Amo^rtn 'A'alLAwiy "iKl^m |cir-rapid id^ 

lifinlinn 4ni «om!|*ifqli4^ 4c4n^ np pmn rw|nJixE hKilli I Clia V-Cfciriliinl L^2; 

>3. Ki?ri«-n CM-. ft, Mun^i} HW. l-ectkirj W\t. .4.»kvjmir JiirriJuuji LKifiia'iji-cliiii 

lAil^ ariLccc4n1 cDkrlc fdcr -iDd tcpiii. .\ai J Mrd I9''A-6D: j7T-5B7. 

Klur-sutb AEXM. A A. K ^ d. Ptih-Hcipcnttic -uulVM^ 4l 

riLFl'.vwri:]n>hcii‘arni«^' t^nafuFiwurfcF Kjwt dh I&5 iltNA pfneM=qufricn. J Med 
\3iCT'.+^Hrf I3V?.J3.ML-B4J. 

Kltn'kan:- AHM, Hii^v^nAA. hln^b F, ti CFiimch Dndcuiurnl (hirrbcvpis'iir^ 
<~n^k/^^nMnjLhnj- 4 ^npAH frimiv'oniiifii thr Kfii^kal nfrnri of xr-inp1nrTM LTU^gi^c 
J Ml-J .MiLLL^hir 1V77.-IA.5T3-5KJ. 

KiMaf) M. I^ulnu F. Raf^hJ iba^TirKi; nf £nJrj7^rn^rfae'er4r. I f^ftcLlrfwi dI ^KlcrLiL 
A^1lFtfb>4MlC□^K4 5^■llla|D| F'7Tf.;ij4;j47.>«| 

24m. KiluiM .flukw H h.ipHl s'lriiiilii:Aik.iiHi| I .Jl II l.v i>f I- 

•."mqiHlavc [k‘b*[iPFic 4f-ar mrdbuni CFfpCA lEvI fiw rtw idfnIiiirilKiEn oKF cnJi in 
[ViDUCV cutiuiL-'. 1 ^f «iuie- -uiptei- Jbiu I'uiBh I MiLCchair ^LJid |EI| l"J7'J,}IT: 
271-27^1. 

Sfr"? Kirrmhi FT, lIjniLwij l.'R. pMiur .^FR T'^^in |ttw T-^pr'-'-Tm4 ij "Sfapi k'«in fT” ili- 

L^nf frA. ArJii C1|± tHiW or WI|lr^.HM 4ll4 llw bo^lorbl S<.KS i riirlji 

InFci-l L>1S -l^>i JhS. 

■JWI, Kipit PM. AiB;*! |5if A p^^-ii-n'l?- tnCtrihiFicil jTi^lp i»f &fi-Fi»A-»r*r-rriii tnf Ani J 
niB Fjiiul IVU;4 I.UCJl2I:. 

3*/*' K ill S. McLrifri Wl A flilini- mtilaam f'a-lbciwlailMnii'Kenlm< p.iih^m' 1. 
yit\3f^a KvanuL-m^m Aiifil hUctx^tl M.iUj,lb ^77 

270. KLieI^c M-M, l.'ulc KJ. IkkA NK. Scip C!r^^ iDLuhalhin cl .M£uC47ni^i i^kr 
iMitCmlo INI. Ahrvtr Anmi Mrrt Ani.S..v Mii-niHol 2fl£WLC27i:U.U 
2 7E. KjiLliTf, JtLif^ii MR. Apfvlhiium. FC. ILMJuiiHiRur RiplDiBF. 7.>acfih Tl^- v.lEiiun 
i^iim uf >7^ ■•triiini- in ili; Uimilv fjr^.Wurar/rjj'rn# anJ luidjLW rtffilivr. coin 
rik-^iJIi^-r brnrcfTlacM^-li.. J ^2li|i Mkrt4wii) 

272- K.lLirii.iD StU. .^LLn \lJ, ^4eiiJ I'. ICeyniridi J. Mi^KLiraicufBLephiiJhii?. onJ LtMniyrn- 
irunulip-aiL^ ijf The CLiefrjl vmirbiFe^ ^.auvAJ \vy I.Vri^-AVkh n^i- jujIli. ii^Fj I Chn 
MLiri^il \ ^^\\4 .'^12 1,<4. 

27J. Kiiik! MW. CmivJi’KIi mciiaipiu^ IraiihaibMLe^b inanlicu}. qHJcEiuL•&(»){)», puibo 
jtfHl irwunwi Mwi#r I^K^IJ l.=i 4^>-i=ui 

274^ Kl*.n^' Mft . hliHia LO. Kifbn SU C'tuiiLiiriij jimh a\ L'cni4u^^ laiiias 

<.'jii>ln||; HmBsifaJ -niniilpICa.v. J liilrri Di> LWeS: LIT: 10] -395. 

27-1 V. B, (*YiiT^y nF fiTraiFii.r^rr lwnBi.l^ ^uk*/9kj. ard 

ViHJhUtJkl lUSld- IMef JLtirrrFi/ca iruhi7.i4l/ 11*1.11111111 HirlUlEr, I lLhMl^^ IlmiUi, 

4dKJI-Us>i:f IMij.5. llbiJSVHC UiLliftiCd t9yl:4l:L7l. 

276 K.itikii V, riiiiiir:i K,. \jLa/i]Li lE. lM jI Frn* ferj^ tp ntm ..a »4 |K\ie'» dil 

Ibi! fBcmlii tnrd’n^bu'.v'NUi eUi* rocrrfblAf £jircinoA:k j^j dilujidie. i\tn \(«uii4)i«4 

2T* lbiJ».iL:'-V ^u.j/.iLi H. ^.>»lilAA.ki I ■■'EniJiyFji i hi'^ « la-ih m ni*w 

-MbJ ’u Llhu- iDnilv Er-rJm Jpii J >ln] -Ik'L bii.4 

^7-:J 17-144 

Z77i. Kemci 5-a. L'lhLxjli'jn of Uic laftL cr^iic KsJsbjr rhr rckm-jcnifcnci iinfh. I 
Bjctctiof l*^2.vS;-i‘>3-52iJ 


2‘'S Kfajdeii 5 Fiik'j.M. Pewpa C. e* al. ti-kpiikW chnnal -it'rclTiain id tiim'^-iI 

l-j iv.*i.u* |s.iinLn J 111. hli.i.-liP.:l riNTJL^ JTM--^7'^ 

^79 LUJ KK. l^arrrti/wrrE^r loinrid.J inrc^'tkic uinkj; B:i'iiilr{, inEiiif^. duliim. anil 
bdnkh: cur TEp.-mi hiiI a irkirw v£ ibc liLcrBrnr VhAcmr iBaiCinKn-l ICfNiFiCh- 
113-LIZ. 

25yj I.A. t'Wrf^:? AR. |l4t. tl d h-n-nr-uj «irrrafcMi/Vniy n wnfe^bw. ir* 

infAH-h ud Llhil’.^M, bMiLUied viidi the JutMiuld iheiibaihiii ^4' .^kiEieiliiif k. 2i 
EiifJJ-Mcd l^V.MZ:Wr-^7. 

JMI Iat la. Twyhif J. CshIct fiF. rt Kr«r*fk; r»ivni*r«iuJaTu L 3 hi i-nbo-ji^ ai 

pcdJiiiiL ^i^iNkemeflLU L-d Hie- L luteJ Suu>. J lufucl Lhji l,.l<^ ^;6dC^ Ofil. 

2SI2 Lj* Mimir L PIt'^iII MV. lin|oJH 4 Ut din j 

iWi , iiL*riL iL's., IE chi- i^pc- md iitJ^ ijer.ir. ikT ihe giemu Kblitkiaelk. lai J Svu 
BilnniJ L9^7J7.-ttS-l6S' 

u- Mihrt-1.. Fiii^’iif MY. H. ft -M |cdrvii3iikli7Alim d'uw Ecpi-x^c 

DHpilKC <k dAcJuaic'JUJ pubvip. EOiJka Hilnp. env Aiui Fnvl Piploir' 

WxrxkHo] L9tt.l37B2ll-2L7. 

2 »i-l Iv Mira^ L. Vcri'irt M. H <k^ Sai»i<ifT#/ij Aan hf^Ktbkil ifnqi 

2i^ Lturw WN. tjiTidOflT MX tSi-hfULhinkw/n/rTf i 

wi!>h1 » bodj f>nlvi.-^ Be^ IdZ 2hd 

244 Lo X RL. -SiiunlEES RL. C\tn^lUl^tJ nKf,ninijpiri.i irHl LcnL.^ul In q-jily icF-Nh-y 

(illflij JUMdlwum- !4fltro|fJli I'lni.lL-IJi^^-l^"? 

23-7. Liihlf l-L J, Neduuer If Mr^er If,, et d. FdmriiiiciluTf] of hinrjpjn %pecir« bi Ifir 
VitlCkNlLahi JGriiWiLtijfeHjI IW^7.2] 1-2 U. 

Jifi l\±t ndW', L .ib 7K. Chr^ij AFfl it? \ |Tf K ; Eksitm r9f*4 irfirt 

l•lcntlfh.ll.l-:l■ ud ^h.qpLibHlay fr^Liiig -^F.pnm nr.Eali.E builli Eir.«iLpasi4ivr HuimJ 
ccflurtTH. J Ciii Mirft^iwl 2iJ0.l4l :l7Ci.V-iTfr7. 

2l0 l.ihg.TKft', Ttm RC, Liu 7K, i.^ iJ. FvkJuaiinh oF VLTCI!. I rapid kkmifhciiion eod 
£j^c[r.ibibh icdtuif »}i1uuaxaij^1 i^jm-DD^adh-CLliiuLaJ i^i^pIvIci JCIlii MM.n:4ptLd 
;III|;.W:2W>4-Nw. 

IK Lih-rrnure [>M ^ LazEunufE in liAwHon/ and cLininl nsiiAime. Clm ^fiElEkpicl 
Rev 

IjDilfhehf F, ViilriiiACi* M |4a^LiLA VF_<i h| HqtufTEii- four l^l b^lrpiJhirj;M#ifL.-l-j- 
luf^KkJnuu vcpU^ciuB ifkl 1 IlKiaLorE imc^ £ur J Ctin VCK.aLi4piol lafrtl Dii 
l‘W5iM 9(M-JSI0 

2^2.1.Liii^inr>t CA.'ft-d T>f. Iwiljlion of J.frrr'Brtd cuiontfrJwinJiJf? Iroman iRfnnt-mlJi 

-■^ Plr hlUpbobki^Lir ksiihEiiaiL Cliil [iiF«LDi»2nOLJ2 143'^ 

^93 l.iilyril K, hiiraib M, ^^.irrjOTKTTTiwin n il Lrnmunc r^i-panv: lo bnn-4.>|^3 vris> 
Bosiiia prdK^g CM.-^'n'rhiu L~n4i' ia priimti- ■Aifh hnncilylK- larmic siTklEwnc J 
lilki^ Dl-^ |WtP.[7-l:ID2^-1tl39. 

2^ I i.kid MT., Mi^n-X!^3, niuy^v- HI. Rhxhfnu^J and iinrihk-vnc uiEEfffihiliT)' :.|uii^ 
of 31.S■ncpJb^'€ Cv\iT^^4cs. App] Mkncbnl Lf74J;i‘.22-23. 
in'?- Li4KKJili> SA, JV DuAj^kf 1 A, f4 -kl Crf^in^nAii^r Hmltinnw*. ihr vju.'^vc 

aflnr -nf irifiHrDqT4e mirirv -rrlcnE fiyperpLaoi. c:ElijhJh rlmilm': K}Tinriyniy •d C 
fliiFniiuni smI iiHJiK-pdhcff ihl LK^mfritr L^ifi'. J Ch Sfcnjbi'il 2fI>Xi-J4:1M3-452C. 

2^fi l.iairc-ll ^tF:. kjanick IrA. h^^wi-fltE^indn J| . \ Epenec -vile n-E- 

'w infn-eiw mifwl indiTvw?*- I CKn Mim*in1 FW?:2fi-2^SCh Jii? [ 

£47. HjCiBiLf^ A IjlIii>< XciMcdiiiiifi i^th ill fcLE-. Jll^^ LK5..1 Lf^-77n 

2941 MfecFaddia JF BtodinniLil Tr-^h- hr kLefiblif atxin cF Mntind RhiLeni. Ed 
riuliJElp^Lia. UppinnriE uTniL d W'i|luiit^ ZnV 
2F4 L*a K4.lntttnt t-.-« Jil SE^P^IEIbUrrjH ifid sfWvMkUnM of IVicfTiKf 

r rn^jf3l37 iruEPTFiDfrrrUFrmT^'me imrniionruvi kwdinpnciLiR nf iiFenim Pfrii-h 
^Ui^aihhlD l-H&lfu-Jlie lOlan I-^P^eIimJiHiX JvJr J [^kA JlIkilHibiqil 

aMJh-lr>|]. 

.^Vl M-aUnc}.* S, fHmn T. Clwn S CnrgwPiw of {.14ROS! ignr Sirr.'VKPimTa .utrJi'ini and 
iylijHc-l>Hii<-dcM».<>chiiWf iImJ ■5irW:'^J^M4i-i7JrrrX^ 4i|:hrs (VW a?<il-aliUD •}$ 
SiiljmtrfIliT Fnwn n^ml ^wnpk^ XC'lin Micntbicl 24<P2:4CK.^?V9-4»lli. 

VII Mjcitroh ]. nrlfur^r M. VindaitK^apV! F. <t d. Calhct^-nlalciJ liulrrrnwl Jar Lc 
fnfAjtvJCd-Oin MicT^rfikil 2rK.i|iT:|iJ3-|ci4 
Vr2 hlaiiajKi RK. Khin ChanJet l>^, rl aJ hul E~i«rf‘ ni .^^iJ^fir-o^'/Ai ToArnt n-suhtfi 

Ali/i-VKic j'iEsJri ■;nlciii3h t.r. hi jiifml -■i ili ira.TLcq-pk.i3k' ^ C^in 11 ui-•hlnl 2F'ClV.4-l 

343 KlaLi FKf. Rhamr !'!>. MM-kE*! PC. cl jI Kafiii^-q-'idr Eyidcrriii' of 'L~f4i<-L7nrik r-aa^ed 
iHiW:»Blili|U:d InEIJI^ruklA f:pia^li|Lih^U m\til ^}t\\n;t\ Alh I 

Mid l^^:W>-17l-l^^^. 

'WH M3qixi.im Ml. 4*3 Z~f\U\r^ rpccio* imnwIi liiiHMl ^>1414 C.lin AFiorolqnl 

Ne^^dkci l9h:.4:lE7.<l:9. 

hllriii I SMAii'rib'^ Fa, Mbiltcl^kiH T«cki*^ln Y id v^^^iiiii iiavt 4 ig-uil 

Jf,jriii..iV,jH4^-jnXih J nin MiEFi+yil I M^l.32 ■:7fki--2Tflg 
ion. Mu I'll Sll, hiinun S. .^>|1>|ui| MaL.f'i vtk^ itKduiRi In LtvanHbLil i 

0J.ST;H7 t^itJ^naleiF Bnlh hnmfrhjiLC cpIiIji. JClin Murnbiof 19^^121:^1^ Si72. 

MTT. MMiJi rX. Ei^itsLli SL.. Itt-lui-^ EfllrnacailM qililAl In l./a■i;';a*'.iVA j Iu^.'.V: 
liuOvKnmioLi^ Il^i2;H2:.f36 

MiE^InNvini A. C'irnnadi'> fX C^rdn I' irarfHmfrid nminpilLE in i pariKnl 

■ idiAin^. J larcLi F>*M.29;iyi 157 

Muj^^erMA. R Dipleans <f ;il. t.^Ti3Dath'fi4rf CL^I ID2 nwdi-iiin drwEietci:* 

iii-nn| uiiiyi^ 4m'l liK-fni-al i^i-iAn- in hp^rimnn fmni HirlkiNIrHiTikniLE-r I Gin 
M.urol>ik.| L'WJi.t.^ilDl^-Hlil 

Ma/jnrinl .5, lulioni J, Imfrijn^ R, ct al liifanm frwn Unnd-nihwv id ■ Ji'/Xrni'd 

Bilnc .Frfi.LLS Jflftj [BulLafin^ ^FD'-IJ ■■■mrfc'4-’rq^rvi^ lm-vl»*.’lTnm’T J 

Chji MjLn*iol 21XIJ.-11.173B ^ T39. 

-$1 I h1(N<-|L Mh|, I'kaft: Id. A-HVa-cci Rl. rl al llo^ainlk cl ^••‘infi*f>.;.i r-uv-ni iinr: tiup 
j-Ieii.viii *i\ BfaJenjuLr^h: iIi.hVei im dh lUajhrejL i4 i-'luiIiI'.t.ecic ii«.b J Clin 
M»CPiabLC4’tWS7j^JCil-M.l 


B Estigmadel dr.VaFbrEso 
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175 f£.|ii.ii.iii I'irti liiiiei S, Gh^JImHI K. S^iiltpumdlk jwlnn UJLBrilY CMlI 

irrfc..lH*.. J L'Jin Mkiuhd IW35.2222-1223. 

37^. I'rt fH. Vsnikl NM. lal.. iiuririiinrnw4ii>- twimiiinn of 

Ol5T«lmx.'Ll}' from, bloijj sprcancru. J Clin MknibH.iJ- 14^^31:9$S-SHA 
.17X J^ij.' MK NUk.'hln¥.Hl- JH- Bli.nAfl Mi\. -rt kJ. tFllr-rrjNB-^-f Jn*-n|V:jfir^^, 

rjck XmtImv, oLkiufie-Tnnic, ink witaufTl nuKC4wi Clin ^rif-zi Oik 2C0'33'?' I-1^- 
371.. P.im MJ3Eiiljiliinsoa JIL Biu^nS^Virl il.Gffui CK^Lfi'CKpnli si nrurvol^b: lun- 
Hoy isjlhrtiait Jueitf^lltikl iAm4|v uf tbWJ^Iff fcidiktix-' I'Wl'lii:] UK?- 

new. 

j7?. p.|iLi|i AW, kibTHi JC,'. li'P -{''LKJLiriif pruIiLicift' i ^hirj LiLl* II irldiuJ 

■cjflc^fiiFi ai-m:ikBfd -u-ilh a fair pf hcnTi|yr»:-wi'miir "-ynJ^iTiv } Oi^ M!.Ti>h<di| 
|WiSLW4diJ-4*?. 

]^liM j(Z, ralDf] .•%W. I^l[> •■.‘fTK'siK md ii^iiLfyN ci[ IhUbLn-pi 

^vr/i'cnlifvLKBiB' OJI I VW; | |■■fl^l^-JT'J. 

r PiuiiiL Ml:., AilLix.k.l'At.fjimu/ IA1, ce eJ. ivuvprjh^di infiiLlunq. I'djIl^ 

siai^v iw-34!i»v. Lnicn inMc LH?- S'xmin I-?. 

3SS2. hlM, AridisJ^vi r^. Cicii.ii J IG, :lI. I«^>Iiiii<^Ii. idrniiJkaiHML itrid mntKutu 
i^hiif^LfcLEUii^ v4 k|ii.iD 3 ^ cii' Pfhkur^ii/7Jy.i' Tjijiut^a^hj- Jilw liiIl-i.L*I bjnidji> Jn 
Amnlij. JChn MKr-ibwi* IV44.3?: W7-Vii}: 

JL. []hiti .%]]. nubdiJuKij hwini MHL: ViAL In Kiu^g VR.. [loll JCli, tiAu. 
Ihirc* ■> MniuaJ vi !>^lcifcufJL' tt«.tcrLici|M|^. I. BaLlilibn UiilLifcini'W' jIKdis. 
14IU4<U^4(S 

.^£1. Pkiiner JL. JaLcnuLiucaJ CcnuiiilEiie on SysLcnuitic EaklcriLJcgjr TuonjiSik: 
SoKccmnaikrt M t“iirfn-i^wVJ-jDi.Y-i:w. Lni I Sy^ BKicrH;-! |■V^lS..^!^lZ2.l-224 
pEff/ JM. f'J^nUi P. lUnh" C- ** fel Cim^fUfihin M four chirrinaEcmc nvidij .\n.l 
IdeklMn «^i£ CiT hlrtixtiiM. ajiiI pre midi pin LJ^Ktifli-aLkm ol d^LUDb in 

ImkVi r flirt Mh.'n+w* 5iNi5.-ai:i i3iN-tL-n 

IkiikfM T^, iJuuji CM- Cdilniu dukiitr/ hacurnniLL J Ctin MB:Mbibl 
l«;AL24:e.7i-<i7fc 

M.Taylof L rt ql ARC trcOiyisft. 4 acw gflK- 

UbC JaijLblitUi ul •Sil^u^lE-Ekd ifp-J CUb StLdOlMirl ? .T^Pn 

58E. Perry JD. R]k~y -U. L»«]il I'K. ci kJ. a. k NcUiiU'Lr l^nrl luf L^- r^tilTjn Lf 

Shiifiriinr/^kj fmoi Elikkal E(>tcisncnr i riin Micrrb*'U ^ a-j] 4..4<i I iS 
J£9. J^cn^' RD- Felhcrbli.'Q JD. lr>G'E^jur ^jnu. clioJuf^ Dpci]L4il pdn^ur. Clin -SliLcubiiil 
Rn |W7:|Ll-3Vl^ 

5^D. Pfalki ^f.•V Sahn D. O' Mm O. ct aJ C-aibjiiJuiifi L&£ A4Jii3i£Cj\N>'W VA nip»d bsc* 
UtUl id^lArtllli^'AlM.Hi ■■yMrih nbdilw Viifk .^dWHiJruh^s.: S^MCili kf ■Jirtlllibmh'in ».< 
enm ncfilnc had lb J Chn Mirrf^nl I JSt. M22 I •b2S. 

, Pl^ lErr .Vd / ■•/ii ai. u) ii-riri. Iiijs^ J l*lin his. EL^tnil lrtifE.'E Dii 

CWl2:IJ.I^4.2fkX 

392. Firn FD hner..' .\t. C'KinjhM'^d.i iinrrirrMir tvl^r-nnin in-n iiw^LMni enrv uniL.<^11.11 
lucin Med LJMi:. 

W, Hi. Kpm>CT JJ in WfjmTf UK- FV^Ijm^rinliijI hDcicrcr^ii riiwrti h> J:n-i*jr7hj 

Linvni'anir rf-amir}' CnrrriTvarp/^FMr-rwb nnd un tmciuul i-pmci- I CJin 

Ml^X^.iiul |4H.1_lhiT2T-T:U. 

VU, Pkn FD. ShrwTii S. S^Yi*™ LM. tl rI rnlce^i^pcjufi rrf faiifmn by 

niJuii ii^nd-rrj and rji~^d( kiu henrumi. J Clin Mirrubicl L9S5:22:2U>-2fi5 
yj5. PliEiarQ S.CiinuF/TMrK>><f. [lhwinujKi>f KambKi-i^uhJ ^M-IU mcOiun <[\^ 
Eivifi.' ^ priHuriffli'^s idcniiiiLa1ta.vn fif 5iTi'F.wj«rirr7 sah^peein ]■•%'] J hM Micmbinl 
IW;41«7J. 

.'Ml), |*ci1«4iuii R 1*-iiiu:u4i •'•? Irrmi tiUinjin lHFXt>cniif-A| 

tinm.ctfiLule IppzT.aiiid nnlJhiiJtk' ^cn^livny Z-rntinfbl DMlcmnl I94t;27^ 7J 7ll 
JMT. ri.B.N.trUJI H. LI I. rt -aL. [wPdUMI rtf itfi-LTPi^v^ IrVKlliir^- 

Kthk in n raeiTurjl wMd J Cbin MicmbiLil L'aNG;.lEi'2ri| 2'^IJ. 

fhah^-hral R, niiwuiwi II l^'KklK'S Eif IfJr^^k'^Li F^l^n Llinj^L^l 

Nr J f ILn ML-irE^hirl Inlxt. Gis 1^2; 

IWHchvin R. Ullpia'^i II Irtd4ifr<:| liF 3f4ibij cJiii^-al 

ITrbj^ITii ihiljriM. Med MiNJObii^J La-il 1'»43.40*45 
dOd. Ihktijchui EL UlLnuDiL L'. .ipp. i.\ EH.»wL4H]lal paJjKifLiis. cpKkiawk'^^. 

Uuskimy. ivfnBj: w1 t^id^^niKiijr faiiorv C’liq. ftn L^H. 

dill. Piin^vfk) DM hii^C^HiLlh-hfilhirtl initA rtVL''Jiurn KtIK: 

iuiliuiwrir ^m'l^mrJiAa lEnus.Rf^ Mi^n^tiiiiL 1442.14,1211 211 
d02. Pe^CMV, BMeLnnDlLJ J. Jti-ciuicr FV-'. S^pplnriKHl ]9M^no.42) L-Jtlu KuiJ!£injn>- 
Whalr hckw Rih VUti^»I 

•1-Q5. P->pi]Cr mY Lc M^i.iv [.. i^Miigeik. li'ri:Kil.i*i bf civ •rnin'iM>> 7iii \l£H 

P^<r Wu^ld HnJlIl Oi^imLJiim fullAL^.'k'jLirtp C-mln: Flt Rcld'niiX'' andltcMiAh. 
ln»ibilr, 1997. 

4il-C, PiriCTP C riniibf-iLi-j-ik plip^BciJhy ]#J~EiJiri3i JH ipii. AShI Nc^%l<tl 21'l'nfKFPi 7IR-TVI 
40$. PnLi G, Khjluud MiicliK U. Lapti A liuinaD iujAjie& nf i'nlrrr.ijuii'rer ir:.'/'.r7ii'\Jjrini. 

7.^mtjLM JUkinnr^ MikN^hLrJ |A| \^7\:\f^.4^X4lA 
d06. rtruilzDt'i CLyiiic.iJ ou Rh-sI Egg auf^^y feva priHkiLliDiLlu ot.^MJiBpijoei. ui 

O^IKiJI fHon ^ ^Jinmruk tvfrrii;kiv.<i lUrVkM <Uje \0 WA^Tlin^Olh J-TL': 

Pte u^Bl'i CniKil i^n FfKid S-itcEy., I-W?. 

4i3T. Fiir^l tG. bmohDI;: ELI. Coke J.A. -rt uJ. Tbc EuiHiucniL p^lUiv □! Of if* 
cWtW^M-T'-^Mrti ^fyfK » crflirT^^pi hffv^rry WffRrn^tftl. J (kn Mi£F’-W IV7.^ 
TS:29S.J.Xr7. 

dXJB. G^L-N-MM.Zukiirl S. llu^ty IU^lI aS. Sin^bi: ^pol Cchl fLt rdpid 4kk'H.[luD<if urr- 
:is^ 4 rth>ir>, I CJilk Mii.-Trikn| |9 k4.^;I]4H-1 |4M 

Ribi4iiLr'Eij T. CHfejinujiD. Mircui- B. cL aJ. Deer nrac □■■ -Ihc atiLuee 6ur a spura* 
Ji. i< , ih^ Cliril:l|7 i»lsLii%ai ffipriMr^uc. PnfO=L L>li -P.ril: 

a;$l^.SZ7. 

+Hli KjJ P. r^iliif^K pffl ]nhnfifr.p-v UjP[lN.»qii-ir A-Ui yp-MR-wikJ ?Tit;iiEi^ 

nin Mk-TnNn NcM-ilfH MWVI 


ki\ fEjmbaLtiA }4 lw I'ljLe mt\lr.ii;i dbc fnciLuif d oillcriCEpi-lion oPS^finiHrrJUii ipp fi-nm 
Pmr^firj- ai'iJ uibci'ertlclK:t»;:Hdbk Appl IjA^aWII >[liirB»tiiC4 19911.4. 

-itJ Rimian* S. Eirwktif n<\^ af WiiS^yrA^vr iei hum;^i *iirTh«i-il jBww ^^^Prt tapnan 
1493 I74i -I71F 

■E [ ^ HjWiitfTl S. Biidtr RW, Mwtn 5. CJ li. tMJriiJhii irP Jkipikjr-.buiciuiy f a^lnKRinri. 

iK- Mri^faiMdlnrid Cm Dh Wily Rep 1979;$:£3 k232 
*L4 RerT-TZh-SW-tv-nbC.M.HdhiA^di] Gi-Pidiirtufr^if 5if-fckiribfi^J^4i^r*nJi«Bpc^ 
Ip: KbHdftrs HI rrflitf Mdm ifitMU' fcf sbi'VB n hj viulolrvin rti7>m( cJie^iTviilPwcM^^ rvnl 
po^pTruJ .CadiAiPirJ^ J^cijOiiFr ^raili. T»K. J. -flis hlkicbd 39E9',27:J13-520. 
tE5. ICcuM J. Alniruf l.'rtJEJc^.ujnr rui-'J-:)FUf m^uihI LBrerLmra. Cliti MkTjhiLC Ne^iktl 
PJ 

Jhfa Hi:^* J, EliPEdlS l.lnEHjiirC I. CbllMiiJIkh-i^i^uil EmJ fcilCLiZJ^mrj -..dilSed l>y 5r^T-naMr 
jW^TTiaJti'nj. rc^Htrl acid il^Icvi oI llic IhijaEire. LiiazB IlIfKI Di^ 

I w;.M W4-a:5i 

At}, hijma I, llsnab J. hL'ni[!ll N. A^lk t^^JlKwnlciiLLM eoiL^cd by ffjfiw'd in Chil¬ 
ds. Gk birtu Dit IW.I4.44.L 

|[S AcL'u I aa]^a F.Ciil t,.4bbjaj'ij' R tlniiii^ Dai^l Liih.^iinn roMr-thHuy Hi^.^ h-^bihTi'rinv 
tiMif. J Clin Hkimtilol L‘ii?i4:2J2aTJ. ’ 

<I|M Hvedrirr bS .AuMin Eit' E-h-ubiiTiLirt E>f Cl^ 111 1 L-hK^RU-^ertPi' i MhCk OitdlWt 
^lr iirloM-tdlUEc. Dad^jn fkWtiAinA EaIsvl Pli IW7,7H:I I l>.| L7. 

■lAl. ReyDuldb IIY. PucuchKlil ilw kl Kkf»UrU%j I FJledlERik't:? plh>>nH>bl-Pi. Irt: 
WyDjIurvlcfl JR Rnirb [.II, cd«. Cecil TFL'ib(xdi: of Mediriu lif^tti ed PEii latte I film: 
k9i2:L4-VKJ4.U. 

431. S. %tAiL^]li L. InifcrBLrk-^ CA. NKb^kln I C>Mnr4nK^<^ 

Walk Avw 7.) tccDi iod Viiiic l 3 <iciii iiv Ltafi1il:1i:BiDa nf fniE nffnine bacifnii J 
CJiii MiLELhul l993,SJ.3i>*^-Ji>+b. 

422 Rr>ft*.hy DL. Vhi-nr> rtf. Kilrff C^. cr -il Auh-iSfAN-a kx hfcmUk-pdiicii 
Eronb lugjuhie boeiOj. 1 Gin MicrsfciiDl J9;35;22:9IS 4tS 
42L RkbunJ C. NLJiodU.'> IjiLfrutnebriKtrar [CDLViftnDCs -cn lu-lcrkiLLPjapr Ed^b^aV: 

^rvirn^icLi'i, jT^vr^fJbr n^^bfdl'j. 

f^i-|Lui.^i 4 iTjJjuue, Ai^^iriki tiuiu.vJu .hi.ii Opdi liii ]M&4.'I«.25 r 2.V3. 

424. RKlhcm J. Tlie dia^^r\ aid LjurtEnml if JeiHninO^L> Ijlrinukynia inpLudik-l 
Gcniir^urin Med l941,h7:44l-452 

415. RuleJ] J. SJiMQii A. J\iuLin L et iC. aTi ^i Jdl b^M}\ ij^kmc-ni frum paLiciile- ^ r.h 
diifrhrt «kl r»«hHy nwnnK i fiiii HiLnjhrt lw4.33‘!3^^-2.^)7. 

426. 'RWty LW. Rh R£, EhJfer^Dfi SD. « iI IkEK^ifaigK ccfiia- ■i.-iDcinlcd wi4i * m 

427. RobDTi^nnj^. M^CmtcrYf^. TctieunN J Gpvnjwi-wm 4ir<l3~Elal crtnic/rpivIcTmeTPhT 

Afii ?lf; '-y .Eini, aiil ViMi i. JiiUvi^iLibu tia hLe lilifiL bI’s.mi i'I gi.iiii 

rupjLjve l^Kli J1 Im Mitjcrtifcl I'lPU: i.V3f^'-^7^- 
42^ RiihiD'irm HM. Kkvjer-AnJLTVPn P. ^nalbC A-el ai. £:'RlrT*ftrirfprXfi)fr»Ei^, u ittp- 
i.^^Bjrtinlf'ln |irtbi.-^en. Ic|h»i 1 (jf -k^jr - J Girt Mkh^N.if |■*J9.^■3L!^-3*J-2^-l■ 

429 jtihf I ^IWX M-l . IlLiT I. c[ ll C^vtirv^ cif Ji^c J>I.iih)e TnciliL Mr i-H^aunq oF 
SirL^Kirw^j spsdcifrMn bunun :;kmlp J-Clin Ikhcredikil l99fr;54A^6M$ 

41FI Ru.,!* J, M I-u Scii^Ktt HA, L>iriA J. -Oma^. J. .\iAieihk 3 |iF^|m.'« !■ ibfTf 

^fanr^ «|«c ii^ H ^7iri<-frt4ni3nr3fi( -^njn rif ^VtJhdJbi^fiJ ti'n fh^a Fur ^ OiB M wm- 
hie4 Jnfert Dia L99$:l-I 454 4^ 

45l. RulZ J. SCfTCCflC M.4. Ve^icUMC'. GiYnfZL5lftJdUJIK41 DEiIk rTKLhHiilrtOp^ FX RUHR 
nihijr.afrf .^i^jih-kVr'Jhf dncetioei 3 Clin VHonbioJ 1992;.'IO~Ji2.^> 55^. 

4_\2. Riu/ J. VjjtIj MC j^nkfcn: MA. rt nl. P^TMJPiiTHrtc idrnlicrKnliam oF 34ii'iw»>rJIfi 
r^iriHHr^^P ii'^iZ TS-S) FFlpiiJ ItU^. tur J <1ia MKrrth,n| In1<n On |W F:l«Fh4y-^^S i 
4.*7 SjknrALi R. hlucmn V.'Ihr nr« nf Cnrjnk^wju'riiicrijr: ihe A^.nu ^roup Ipn 

J BJrtrrii.lL JWU:l2.(jlb-frtT 

4^. ^mra /., M. *|-^lipr^r -ei a| erf n^e at a ne^i^ ebmnki^e^h: a^ir m 

iR-U’^linn iXprini^ |3 |l1 ^i^Mbynperv*-1 ni|aMi<n4^iF lfl'JH.5h:'WO--Wl 
4.V^. 5kiTiclenCC. ^thb|k^^• 9 . Jr. Mactui l{R.,«i ul Heshi^rajc li^cijiaminikik’ u l-dILj- 
l-i-njiiny UuiJy rf <ncri:HTf dTii^'rf pri»blrmv I Inirrt l>n- i^^2: |4 5:11K-12$. 

4Jb SuMkii CC, S.uiJEj-h Wb. Jr. bfbcet^ra^e- at fitiuLuuj dJihiiy Jnig ilhirapy ^iih 
QLwn iKia Urlam znlihi^iliL'^ r. Ic it DiducIHf IvtJ In dun uses Lind InapIb^aLMiii Fijr 
OwfUm: llcv|nkvnMU^H5.$:i.'W-fiiH. 

45T. \Mtici Irt.. MjJului IJL Lcj^Tf* R-C. .Vvitufd miirir'icviii niisiiafinbh uiCLUied 
a cr'mLjiainskd kan/^Jlmium ehkTHl: hufulun. IntcvLCiKfml L'1^J'.Z2J-Z25 
JIS f. PkiiiJi IL Rk'iir^li P. rt ?l- Ciimhil.uiii-< t-vjiuaip.4 c^ihq^nniPWi-i^l 

diruiiH^ieiiii: lu^^feii l4>f iJfi!ei.iHHLiikl I'rEr^uiDiiinc iikudGLUiH!aDr uniury onhiLpit 
Kiicus tuT 3 riiffl MKirhi^R InfwL [>i^ ZLBH:! I :2B3:J19. 

4.'M ilLjvu.ri XlIL, M. 1 kumkiiQ ML fE t\. In i iii^i .iiiil hi V'hi> jlIii '.Uc.- iiT iJiii 

bu^k^Eif krrshrJn triKwroLt^t-a J ArAiaiicTcrfi LIiqiiuAe^ IfAlCiiJH- JIIA-MCW. 

440. Srhaucr Dli, Z^hel bA Fldtaji IF, ec ol. Geneik and hocKbemiiial aurnct^nutiDn 
i^f CrtrobK-tei i!>krtiuin ^p. noi, I Gin Mim*i«l |■b^^5.i3.30(fc4-2l‘lC®. 

441. ^'hinfei hi'". i'viJlLinium i^F hninKw IM'J fisr i:ipid i-uibiKfi aca] ulcitiriLa- 

bn'PI nf y p^lin^’*jrts. A^^lr AmiAii kl.'cl ArtI Hli. klii.rid'^il IM'Xt 

442. Sclucvcu DC. I L.inala Z. LsiPhiyriii Ft. Cue&puuua uf Aiultil ■& Mk'ji^&ean iLy fj? 
ltt\ nJii^diLrfkMI Dl^i. J Gin MklOinDi l91-.V22:4Vd-4^A). 

44V fidlrpAI^vcL;E EIC,. Jri|rk;n KY. Fr^iiiEAb^n W' TiLiirewinLic neie^: e^nrirryn^v nl' 
CrAiJijAdk'i^r i'dAik±rrJKU.iu I9 CiDi DJtJury and ZumulF J9B1 iuid ficierLi- 

hfMt^ ihi-^rnr hinrut. il ik\ I ar^l fc^i’iniUHi mi 4inNpiii5i m ibt 

ul pkdlld-. Fnl J SyiL Ilk. IriTiJ 10':U,44.5AL-$I7. 

4^. UwEiukcoherj^ier 3l!''_ B1iy.eeiL DJ.i^pid luibwli-lin NuchcniKLiJ i:J unjcru- 

hw hMrtrfia ^^ppl MkPidiW 

445. S. lu^LBeiiLMi-i-Lf F, MiHlacL.^ hi., Ilrldi N thaludKin of Uu hapJOl: lluh JudcI Jix 
ldrt1iJJk41ivri- if\ AhD Alit Am b4< >tK:k>tlh]i1 1995. 

rnw.soo. 

444. Mlrima NK. Dij^Lg PW!. OcrhiL^i SA. Jea-j-up ilL tJrnUii^aiHn i.4 Ken^i^r-ai^nri by 
API 2 i1F:. j Cbn UiiT44iinl 1^.2%: 144 L1444 
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Sufl^T PL. FtnrjiifirrWMl StuiJ n^nh-rviliHhl tkrviyrn- 
ilKlJ.JW.LJ?? IJSI. 

44}| ! 9 icTTa-MaJcn.h J PYalL k. HalL 4J5^ cl j-l JOui-vr/u mfJvtL’mmtvT fLlliH inf opcn-hcsl 
4Mr£i.'ry‘ fffirii JCli* I VKh.iX.JJUi 

44^- SiiiEibbd. FJ, WcEDtciii b. f-jirtrohjdir^i.emf. k. Miindell G3_, IXu^jai HCf Jr. 
Bcwfn 1 ^'. tUfi l^nnciiHn irtd I'rs^iKt «r IoIk^cim^ 2 nd bd. Ntw YMk* 

IVtS; 22 b-IUi 6 . 

4^13-Suninuw^ JS. .-^ culLim modium In JiDcrcBLulinc Lir|;anL>rns<il liiitimd luI-ui dcni- 
Hmc-h. poijpi. ml iiT jiplriicn ^rlniti lunii J Infitl YH*- ^¥^1 14 

-4,1 [. 5ii£ii-^D ILM, K4,1 Lui ilht. Cv. M>ty E^-irdk^H^ 

iifd 4 ; rcr^vi jjid c»v h'^ «i,'rantC 7 :licul b- IjjtIs inr«qrn(i^ Clun Infpa 
Kh \A3-^ 

4^2 ^nMb FB i>f 5{h Builrfill JJnfliilL^lJL^ S>sH-m^ AlJuili: CuTiUra 4^F 

S^iK l3it«nwCViBriTi|. rhu^nn, 1-471. 

W SaiKhRD. MrNariumlJ. LBddM.5lii.^i'^ui[fchikJikj'c IVdiidiki l9l<y.7B:93?:- 
=«4 

•S14 S^-fur-d. P, B^iclil|xinl F Two iulKi«i 4 -dJ -nbenc Irirm hunuii-cliuco] 

jipcclmcnk. .\LiB I'^lhc4 .^fij.iciblLl IiudiwI .&i.aiKl|ll) L?!U:^..M«_V7. 

SpHiildiB^ AC. fl^rthmiBi AL. £!Tr4f r^iAu^ H-ml-vm aA i cauH of nitrrvcnoiEi- c^Llidcr- 

ftFHrd hM-ltiTink CiJil Iblc^'l r>t -72^7:24 
-r.^y. Lt l>ivn -TJt Auii<m 4 U?d sysasflih for IJfflurtvwkfl i.M mkruOf^unijnii. Chr 
MicrrhiiiJ Rei Wl:^^■Jfl7-JIT. 

•4^7. JiCtU^^ ||_i ^EluScI^ /- |_Bta'AJ^r Fi ?■ ^ F;VDl4.Uii'ilh CJkE aiifiUlLrjV %^iUtyi fiir 

iilcDLiGcidiiTi lid J-(.IId ^9h:iiilwl I'llll-i-.l ?-Ci47-lUJ. 

■4lM 3K, Vi'J V'L, L‘I si. i.'ri'iiip iciM-ii nl ijirAirriJ Pu'ifi 4 T..ri nil" I IT lllll•^;Erl 

^Lic'.iiiu in t^ukiI sBkJ hfLiih i.uUiircA in ihmi in ^^ihic.! U|;Kf kul-LuJiij 

«s. J lYn MtmHiil 

-C!9. Sian M. BchicII - WikhL V, Digjbun AlC. rlil. Flrmdyik-Bcrmk' i^ndromi: 

iJubd/y- Uavl. miIJi niL^ra^iiiTh'dliaje'/u' £ 9 £-fir>T>.‘AH 4 -cnirE lEpuL -sid 

foitw. ricfi lni«^ ISKtft.i? i|i| 

•4fk3- -Sac ranUiL T., El^anijlc. A, Ivniailiiiitr^L M, cc jI l.s ak.-.iiL'ii iif ih: 13b .uiiii> 

tiuIbJ kEcfriificdicci OmJ Hr^rpliNIriy tr^Uni ^-yiLcrti in chni^al mi^niNiili »f ^ Jahi- 
I'fb-ir.s Ein- J Clin Mwrr±v«>*'rnr>irc Pii 

^iLriil-Kiu.^ M.kl^ Mllai^r L.A'. K-rAol-iJ #^Aii^jTEr4|^u; ^ Kl.'jld ul blcnsl I f.ir.'xliB.-ira, 
TrinlTOMTi mz\22-3^m 

Aif-^irl IM. UlLill JR. CijtnlAiiniiy -lk^fpIrrd pcrcTdiF^ap^ hy fn Pfvn i^'J( -Ir J 

4l*iJtrkW. .Am J il.MH. I M :(LM t 

Ah I iSbnclk I. Falini II WpcdkEiacm F iVr^r/lrirJUr idcnlifirartfwi ufisral 

Mtibi.ic^ iLUi.epLibL3J[v HI.I lu 4l£ pen Jerk: y l’iaiIu neJhJB i[ipla:iL t>u|:jL 7k4dLn4iLol 
lTila:LDisZf».V4J:l-li 

ii»l ^u^i-iiti An pA^lvr [-uihigq-nr'pi srwl 

AnnniHinfi lni'ei.i IJh NdifriJeii IW7;1 a49 51. 

SbclnrJ ilmcTninn J MiiyErF] BKtnink.^al and-vcmhjfKnl Hndi^fq n i Kirt- 
liET cue 4 jf iTBD JifuCHI medialC.J. }VriinM] rwefUijLfii.a vepuH. J Clm MBcrdfaiol 
2IJ(H:.iaL.27Mi-27W. 

■4l'aL< Sairs U OiKien R, Bi'JkeLC. n il |en. nm , i|i imb., lulutd 

faoni back n^ii tii: leMnoAijC |4LHie|iailk.LeB.ii. £iLMA;^hEkiiJ'ii:hrrAie kr phroiitf pc fcj- 
iiiie>*. IH J* .S_vic Stuiihic4 ^LrM,.>r rJ”.i|-l.*^14. 

^7. IlinMira K. Sakaziki R. KoiaknY, Y<^hirnki E. ^>i Tfri'-hr dk^i -nr^T^iVjnppm nniY , 
winb firrrTwil.i^ -klHwip -m- kfri. Juir .«/rt*cMN»t\luAj MkcLkhi^il 195h. 

4hB. Till SC. '^'M, JcEnllinjn ST, eL ■]. Tlir first bwLili oF TatunJLj pl^htn m 
MiiLi>su.MidJii>JP4lim L5W.II.:5-Z^. 

4lyt. Tmt Pi re.ft C>IA7:H7- tIinifaL ind cpjfrmn|c>p>cij apect-^ 

■i.<biinuMnFr.z4kv Oik InFea D\< I^S:iO:l ITi. 

4.>l. Iiuu hv*, S'ah.lep.iu J, Wauvristj, aai. tcmr..*ta iLlei:th)ti> aad puik. 

rns^in^lidk LubTl l«F7.l;l 129-1 HT 

ATI. Lm-ka W[. lieilllUUI 1.4* .Mii(ii.-CLie I L^nUU IflTih.. BfW Iul'iJii S]l iwtuiiuil □! 

Euifix^ Aife J CTId PhUmJ I MT5. 

4T2. Tsxinr WL .Acfutijc-hi' .ih .pd .bl iis ihi- idc^rihlcMiim ii\ f^n-'niAvS:-- 

e^nii^jud. App4 Siicn±ksl !&]. 

47.1. Tnnrc|;Eii Z, nviJ DR. Cockcnll KR 111 LcrferALia aifnvr'SonCc^u latfcillOtls.: 
rrpen md SlSrTl Flit 1 W'FrjSn 79-H p 

Trnii K. liTieiibi k, 3h|ikLL»la I', er id. tTuruLil maniJeriaiMja. sif Veia^AJa /iiria^ehEvr'- 
rMTcKii mFechnn m fhildrFn Eut J MicnihpM- [bI «.1 Dii :^K7 Wl 

473 TMIci R.TWrlMi F. Tl^lkr Mf A AFu-llt-jv cnof rrN^*i lUiu* Simti m f 4 kT>ldtLkr 
inff^wi. E-ur J PfMJrrruol J‘?K)l;4.‘| JJ-jiS. 

47b Tkompi 4 w IS. l-kidEe DS, Dnrrrrl. AA Ei^id bidchrmirillntln idmlitj ^TTiHjIi' 

Ell\^-|glikMLTC lillBlI-k • if J.li na F 1. Jl.li I UiV 411^7 J [JllEl hll.llllkilj 

ilbMIftS. 

477. TTtnfie CM Atbocn Tc4nif winm-y Fi'Af^viSifi r'nf^ i«Hrwfc tW i-Silju- 

tnski ptixkk-Yiui. -CliB tDirci E^ik imi Jl: 15 E M.11 ^ 

•i7K Fiiylf MA. Klind LA. Munrh)- IJ. rl ill JterPiN wL'Ii iiinvIUiaiiP liI rCd 

i^E-lh LCriiiiifluuBeid ¥rbili r)t/#/cH ii/ififc fi. TransiiHUB I WO:LD:JDT>213. 

479. TnsCrini DA. Fticbcs BA. l cue [cfUI uf LuifilA' ImI Mifi^Eaun iJhI sepsis 

l"C4ca^ lliki- Di% J l9Sa;T 

4HG. L'.niii:nii .a3vU'. WhUe> Frwihiin A. NeoEudal drask Ljxhii pifmculcd colif^in infre 
Ehh l.vni I%IlI;.1L1-.1I^ 

4SI. liNnp J. Brcmn' DJ. IL ol. frrimHi /iriArpi.irnJi 4- f«r* ipocKs fli 

-Til iliinna^^fiiub^c .Uciifei ^/Lvnaeil)' catkil 

KrniniiT inr^jn~iiMra 4ir >rninj£r mlfppcptj^ira HLfk CufT MkTC4*ol I V9I:1 ,2 1 F7. 

-LBi. LV^a PR Vr\/ap.a Stii UtItili P rc si pi^JdaUTi iB^fan-c pdhi ft'fl J l?4jn 

.Mkn^wJl IJWJH ;iti-2l7 


JSS. Vbi AcLcr J. LV^icncI K Sfu^ IiIlThUr^ Cj. l 1 bI. CActmk L*f nn‘mbnn|'cn)cnKn}jbi 
lihii:iii^iI Hiik Ttjbckm m pevadeted iiiilk liiTThuln I din MiLrob^.l 

J43lSI:J9 2g.l-2M7. 

-I1J I'piMLc^iiqr J. |l>friLB^Ck1i tV- L Hlcirmii nlwaduriinn d%TJ Ri-bmancnlal 
liJi Jc3iiiMLTolHc4 l91.Vl7:lEii;.|«7. 

-i|P5. V'irt iJTt Hdjdcfl IM. Rjts- Pt-M. WiRxifi. B. cl -il. If^^LPrrrJfjririiSrKw: ■ cimh <Tf 
'.lacriii.- i-.jh.-iiilrfiiiA.Ctid IblEL Dii l■>97,^:it9■4l3T 
4kS. Vnna JK- OrEeike K.D, Jtdler MP- An 4 HiiLmi -af AuArnL-bua en^J f>| 5? in^Kiiivi 
Sik|lc>ki]m cit^NUrr 1 Ci vil IInittittii hiildini JAM A ^lOliTWiZTD^-JTli 

4H|7 M. V 4 *kfc#L.|p wp. ftctri ACB. « a?. r<cOttK-J tirtJa l-h- 

■wd bj Mcw^ikBb rroffififli. dm Jnfec Dis tw,l-.2fi:47l. 

4BS. Vripl LCp F^rr-piL^'ifi L.'CjD4^i' SR CJintSiKM-r iarccTiHii. nf ihe ce^daI nsn-ous tyk- 
utci III c^akTly inEuky J Pediau l9TI.93.B^Sfl. 

4.K4. VArfi vTmciirriir A R?v|ied pnnvncMliir? nf OutynS.4virvf v f nVJiii'iv^'-rtr rfUrt' 

nrduivj. EDd"FZ£nv2wi'irrTain£raupi:J^ii>jrA'Xj" KnI J Sidhal Boctccu.] IRW;4(]i:2l I 
4913. WipHci' SJ. Frucilciiafi Li, l>.idd- RV. TraisfusatHt-a^s^icljCcd haLTenaL scpKi&L. CIn 
Adirn^btfiL Rr-.- 

<4‘1| ‘CYaIIcI E‘. I I U-. hkiE A. Id-'njvEl hJM., CAflCilol El. l4i licli*4 iiFE UJ u ravjrfUM 

Sevn hciichiiil apu^ tur J -Clin SlKir4>ii>l liiSKt [?is LWl; L^: 111 - 1 HI. 

442- JA. PllT11«t SI Ilk 9?V^tlKii FU. |?1 il. I,if ArnikutniM iiUmiotiq. iJk«r lo 

rji»eikkJ-sC(cii\ini [J-luufu&e-fNUduclD^ hmr> oL crKfK* 137. a mtsutcr 
fil tke Fimih Jimrfrnfurr^r’a.vviir dbEHy nLaLed t 4 i Cr^n^xtr:^ fiim inil Cipr^ifkirw 
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Bacilos gramnegativos 
no fermentadores 


Parte I: MetaboNsmo de 
Ids no termentadores 

Metabolismo fermentativo 
y oxidafivo 

Via de Embden-Meyerhol-Parnas 
Via de Entrief-Doudoiriff 
Via de las hexosas manofostato 
de WarbLirg'Dicl(Bns 

Sefiales iniciales de que una 
cepa aislada desconocida es 
no lermentadora 

Palta de pmabas de fermentacidn de la 
glucose 

Reecddn de citocromooxidasa po&itiva 
Falta de cnQcimisntQ en agar de 
MacCcnkey 

Pruebas uliltzadas en la 
identificacidn de Ids no 
fermentadores 

LltilEzaci6n de laglucosa 
Molifidad 

PraducciOn de pigrrientos 
HidrOlisiB de ta uma 
Reduccidn de nitraios 
Desnitrificacion de nitratos y nitritos 
Produccidn de indol 
DescarboxilactAn 
Hidrdlisis de esculina 
Tinciones para flagelos 
MBIadode Lallan 
Mefiodo de Ryu 

TeciiiGadepr«(nniDdii hdmetb 
MarfDloga de Ids flagebs 


Parte II: Taxonomia, 
caracteristicas 
bioqulmicas 
e importancia cllnica 
de generos de no 
fermentadores 
relevantes en medicina 

Microorganismos moviles 
con flagelos patares 

Psendomonaoaies 
Familia Psaf(iofn(mk:eae 
0 PseuiamorQs-Gn^ 

Fanftilia BtJfliMderiaceae 
GrupsrRNAII 

GSnero fiwdyM*terfl-Grupo Psea!iomaSf& 
G§Ren} Mwjjygtmi} 

Gdnerp P^ojaea 
G6«ero tnqutlms 
i^uircpts 

Familia Cofnamna^csae 
GmporRNAII! 

GrupoMTHDIWffi 

Grupo 

Familia Cautot>&ctar?c&e 
Grupa rRNA IV 

Gmpa &!mncim}f}as-Dffni{m 
Familia XanthomoMdsoise 
GmparWWV 

Familia Sphfngomonadaceae 
GUnsrci Sphtngcmonss 
Familia OceaftospiriHaceae 
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Famriia Oxaiobactst^ceaa 
(Mnefo iMiia 

Familia Aiterofrm^iixese 
GEnefO prodixlor de de Mdrdgeno 

G6nem Alistimflefta -GnjpohalofilicD 
Familla Hsiamonadaceae 
^nefuH^anxms 
Rimilla MeftiytoO^teriaceas 
fMf^ictoaafMTi 
G6vBtQ Sos&xnoffas 
Especies sin nombre 
Lafitiactef ttongkongensis 

Micraorgantsmos m6vil6s con flagelos 
peritricos 

Familia AfcsffQenaceae 
Q^rmAlcsiiQettfs 
G6reCiActW)(r>:>t!Xisf 
G^nero SornistsIfB 
^netQ Kersiefsia 
GinerQ Oligetia 
Familia Rhtzoblaceae 
Gfi nefo BhinoahtPi (antes AgfoMotitt/n 
Familia Bwceflaceae 

Odvc/OactMT] 

Microorganismos iniii6vilesy oxldasa 
posilivos 

Familia Ravobacfenaceae 

CfsysscAiadsfHjn}, grtpyS sin nOPitut dfe IM CDC 

Hfeflteeiiay Befge^iia 
G^nsfo ^^ides 
Familia SptringobBctenaceae 
Spningobaderim-f PsikftfX^er 
Familia MofMatfsceae 
[^nero Matmiia 

[^nefo Psydt^KitatfSfi gixocis be oxidates eugtSiiccs (FO) 
bs ICS CDC 

Familia fieissenauese 
G^nefg Afcvsserw 
Grupo Id&baciiostJeGiljrdi 

Microorganismos inmdviios y oxidasa 
negalivos 

Gdnefo Adflesobactff 


Gmpo NO-I de los COC 

dofdetetfa Wteif (grupo N02 de los CDC) 

GfUpoEO^delosCDC 

Parte III: Consideraciones para 
la recuperacidn y la identificacidn 
de los no fermentadores 

Niveies de sarvicio en ia identificacidn 
de ios no fermentadores 

Pautas para ia recuperacidn 
de los no fermentadores 

Identificacidn de las especies 
m^s frecuentes 

Pseudomonas aeingmosa 
Acinetotfacter batifnanii 
Stenotmpftomooas maltopttilfa 

Metodos para la identificacidn que utilizan 
pruebas convenclonales 

Esqtemas de icfentificaclon de Weyant (CDC), Gilardi 
yPickfitt 

Enfoque pr^lco de la ideniiricacl6n de los 
no femnentadores 
Procesos computarizadOS 

Equipos comerciales 

Tube Oxi/Ferm 
Sistema API 20E 
Sistema API 20N£ 

Sistema Remel N/F 
SistemaCry^ EntericyNonfermenter 
SIstiema RapID NF Plus 
Sistama Bloiog 

Sisiemas de identificacidn aotomdtices 

Siatema Vitek Legacy 
Si&famaVitek2 

SislerTvis Micro^can Waikawaiy-SG. Walkaway-40 
y AjiJtQscan-4 
Slsiema SenrsiUtre AP60 
Sistema Pliaenix 

Sefeccidn de un sistema 
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L os hacilos no fcrmentHdoreR comEritu- 

yen un frupo de haetlos no espontlados aeroblns que 
no ucilizdii hidrciio!» csirbodio vomo fuentt ^ ener- 

^fii [] Ion dtijirad^n u tnvcN Jt; vfj.s rTM;l 4 itK'dicuN tiifUiiliiK dc lu 
tcmicntacidn. Dcntro Jo csto grupo cxiscen varlos geaeroi; y 
cspocios de bactcrias con rcqueriinkntos c&pccialci dc crcci- 
miento [|ue no so CKplican en eMu CHjrituln. }fne;i dl^ isoni] 
oitiro lo quo Os urt “itn rotiiientbidor" y lo qiie puede sor Jevig- 
Tiudo dc Dtro m[>do cttino bacilo gruinncgalivo no fermcnlador 
“can rcqucrimicnlciN nulricionaJc\ CNpccialcs'^, “inusual'” u 
lexplicado cn ci capfiulo 9) w biisa mas sobfc una con- 
vcndiVn quo cn c^iraclcnMicas gcn^ticq^ o I cTmitpica^ del ini- 
das. En es[e car^ulu* la expre^sitVi bacllos KramR«gatlvos no 
fcrmcntadons sc uUlica puni inJicor (odos los bucilos grani- 
ncgalivioiii acrobio-S qnc mucsiran un crcoittiiontc] Eibiindimti; 
dcnlio do las 24 lioras sobio La supcrficic del agar hierro de 
Kllglor (KI.4) D agar triple a^iicar-hicrro (TSIJ, pero ninguno 
de ellos cnecc cnel exiremo dc cslos medios ni lo acidifitran. 

Los g^ncros dc no rcnticntadorcx que sc explieariln cn cstc 
CapfEolo siKi ALiinuiNilHicfvr, Aciilnvomx, Aciin'tttbueH'r, Afin)- 
ihjcti?riuw, Akodsirm's. AiishfurtitfUa, Baificotm, Bersfyeth. 
Btmictcifa, /iiTvumiinuriuii', BttrkhofJrhci, ChryimiHiLfcrittiH. 
Cotttafnona.t, CttpfMViitii\tiy f^t»pi^<rhiictt'r. Fhvo' 

MetftyUtbm ferimn. Moraxeffu, Myrvi- 
rfe.%, OdinthoctrtiiH, OHudh. Ptutdifrocu, BarcKinru.^. Peda- 
fitlCIiiT. Pscudoftiuntix, PwLhndmcltr, RalxUt^iu, Rhittdfimii, 
Kojevsnout?;, iVroivtJHO^/rtf Spimsofvoma. 

Stenifin>phor}\n}ifVi, W^eLs^Ua y silgurKJ^i nipcroorgsnismos que 
actualmente sblo llevan las dcMgiiindaiicM ulfaniiinifiicas Je Ins 
Coalers for Disease Gjatno] and Prcs'cntion {CDC). En cstc 
capflulo tainbicn sc incluyen algunas cspcctcs dc yich^aio que 
so pdoscnian eomu hacilns gntmnegalisvs y dobon KCr dircron- 
ciaJas de kis hocilos no fernacnlaJnrcs quo tienen un aspecio 
similrir. Si bicn Ins gcncros E\kensUo. BrticeUn y Fnitu ivefttr 
(icnen las cantcicristicas gcncrulcs dc Ujs nn Fcniii^ntudorc-'i, se 
lo5 agnipa cii cslo Itbru con ins bacilofi gramncgalivos con 
icqucrimientos mitricinnalcFi c^pccialcs y kc cxplican cn ct 
capiiulo ■-.> Ea cl ciiadro 7-1 sc pt^senca la nomeiiclaiiira de Ins 
inicmor^anKmos acopluJa en la aecualiJad y una list a dc las 
designacionos antcriorcs. Bn tl caadno 7-2 so ofrrccn Ins sini^* 
nimos paru vartas cspccics boctcrlanas que tem'an anics o tic- 
nert ahuni Jcsignucioues uirunLiiil^nciiii do Ioh CUC. 

A medida que se aoumula mas inl'onnacion, se dche accpiar 
tvnin pHTic del cicniirico la rcclasificacldn sk las bsic- 

icriii'i cruic g^ncr^is y esfJecicN y la crcsteidr Je nuev^ij deslg- 
iiaciones. Lus cstuJios dc hotnologla dici DNA [L lucnLiJn 
desempefian un pjpci ends imporlanlc cn I:l chLsincacinn llnul 
dc lax hit’terias que im esquemahasjuhi soln snbre caraclerfsii' 
cas rcilnirpica-'. Pdr cjcinpln. dcTUrtt del g^ricro P.itmimionn.'i 
sc rccoiu'iceii actualmcntc tarjas binvarlcda^lcs y iriiricduilcs 
patjjionas. Jispucsiasscgun lioTnolugiiisUc RNA rccombinan- 
K (rKbiAj y EiJNA.^' A pcHtr lie Ins refinamienos, lox micro- 
hiOIngns clfnkos adn ileben reconocer y clasiUc.^r las cepas 
aislatUis cn cl laboralorio sobn^ la base dc lax coractcristicas 
itincrnlngicis y bi'[H]uiiTiica!i. Tiiiiibicn dchcn manCccicrsc al 
coniente dc los camblos ca la tiomcnclatura bactciiana paea 
[kmJct Mlili/ar losi nnmhTcs acloalcs en la praedea diaria y no 
inieqDretar errOneankflid Itis dato^ expcrinacnialcs recogidds de 
dJsiinius in:VL\sttgadi>]'os que uUIl/lui JiTcrentes deslgoocioucij. 


PARTE I: METABOLISMO DE LDS NO FERMENTADORES 

Las haclcriiix que obticnen su cncrgia dc compucstos wgiiiK 
cos so oua'iN.'cn cumn i|iJmi(}or^Biio1rorus> La nfiayori'a ck Las 


hactenns; ballado!! en medicina clfnica nbtienen energla dc La 
uulizacLi^n de los bidratos dc carbono por una dc sarias vfas 
iiui:ibi3Lii:iu». La Jeiecci6ji y la nicdicidn Jc disci nios producim 
nHsiabdlicun sim ncccbarias para liknliflcar las cspccics bactc- 
rianosi que piuedcn scr causa dc cnfennodadcs infccciosas. 
Algunas bacterias, comn los mictrrbnos del gencro Mormeih, 
aoTneiubnlizan los hidraios de c^rboiio. antes bicn obcienen la 
ener^fa de la degraJacidn de oiros cumpacstiM organlcos, 
colho antlnodcidos. alcuholcs y i^cLdos orginicos. Algunas bac- 
IcriaK dc iLJa litre, canio Lcs gmpos njadorcs dc uitriSgcao O 
aquellas capaces de oxidar azufre o hierro, pueden obtcncrln dc 
tompucMos quEmiCw irtjr^inicos tuples, se <lertOinipab 
quimlolltntr4fi>s y rora vc^ caiutati de enrcrmcdJHl en el scr 
huinauu. 

El espacio Jc esic libra si^lo permite un icsinnca dc Jos vuis 
mclabi^llcas utLIizodas par los no fcmicntajdarcs, cl snncicnie 
pora comprender icrminos como aerobin, annemibio, ferment 
lucidn y <»xiduL‘l4in Hstos pttkcmjs mctahl^licox nu sdio dcH- 
jicn cl nicho laxondnliCodC las bacLCrias: (ambi^n deic/nlibnil 
las pruebas y Lcs prcjccdiinicnloiiutLILzndos cn la iJcntlftcaLidm 
de IcM mieroorganismos cn cl lahnmtnrio, Sc pueden consulun 
Los lihros de Dnelle''^- y I'hlmann’-^ pnm oblener una explica> 
ci6n naslx dctallada tkl metuboUsmo y la fiisiologi'a baclerianos 
y el lenio de MacFjJdiri/''^ que pn.iitotviu)i« una retisiuu de In 
bicKiufmica dc las pruebas y [caccioncs ulLlizaJas para tcali/ai 
Los diversas Ldciitificaciones. 


Metatofismo fermentaUvo y oxiBatm 

La Jegradacion buetcriana dc las hldralo!^ dc carbario prosi- 
gue per van as vlas merabblicas en las cuales tos hidrogenioncs 
<elecimnes] son liansferidns sucesivameiile a compitestos de po- 
icTiciiLl de oxidaneducciOn mayor, etm hi libcracidn llnal de 
enui'gra en fcutiia de ademisintriroshitc r ATP).. Tudos luh hidra- 
tos dc cart>ono dc scis, clnco y cuatno carbonos son dccradados 
inieialmente a aeklo piruvic<x un pn>iiuclo jnlermedin inieiuL 
La gLucosa es la principal fuente de hidmtns de carbono para 
Iels hacierias y la ikgradacidij pntsigue pia' tres vfas principa- 
Ics: dc Enibdcn'Mcycrbof'Pamas, dc Etilner-EJouJorioff y dc 
Wnrburg-Dickins tde las hexo&as inonofosfalo). Como sc mucs- 
[ni cn la tlguru 7-1. lu glurusa es eunvcrcida cn dcidu piiuvicu 
en cada una de estas ires \<as por un conjuntn dll'erente de pa- 
sox de dcgradiKiOn. Las hacterias ulili/air una i* mtls de estax 
vhiii paru el iueiHtbulisuio de la. glucoxH MrgHln sU eoniixysici^ni 
cimniaticu y la prcsciicLu u la ausencia dc oxf^reno. 

VEs de Einijdca-Msysttiiof-Famas 

Como la glui:os4i m degrada sin oxigenu, la via de Eiubden- 
Mcycrlior-Pamas. lainbicn llaniaila vi'h elucDlilica o unucra- 
bin, cs ulilizada fundaTneiitaJmente por las bacterias anaero- 
h'm y, eti ciena irieclida. tambi^n por laf^ baeterias ariaerohias 
fLUCullalivas. L(>s pu-SOs iiUeriTiedios en la via de Einbden- 
Meyerhor Parntix conipicndcn la Ibslorilacidn inklol dc gtu- 

COSa. lu COrt^ersiLiJn n ru^tfiilu de fnictiiND y tu scgmcnUicirin 

para Tormar dos inol^ulas de gliceraldebido tosfato, las oua- 
Idil a iravi^S Jc una scrio lii: pusos inlcrmeJios (que nn se niuex- 
uan en ia figura 7-1J. fonima slcidu piruvieu. Esia via ve cxpli- 
ca con mayor dclallc cn cl copEluio 6. 

Hi^[briCJ]^JCnle, la i la Je ExntxJcn-McyLTlior-PiLmas: lanublen 
ha !itd[i Llamtuia iia f^nnentaMva. Kcrmentacidn y meiabolis> 
nio jiriaerLibio fueis>n considcmdiis xindnirnos desde qtic 
Pasicur JemosLrd que hrs deidos y ]ok alcoboles cunstiiuyen los 
principolcs productos fiiialcs ilc la dcgeadacidn de Lon hidracos 
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BaelliiKQrflnnnegallvns na riormenlad^ras 



CUi3dF& V'l IV43iu<!ncljtuni jura biicJUu nn Fetiih iitadurcs gramix^atixm 



nombm; Arri'AL 

UESIUSACIONES fUtVlAB 

fOMF.NlARIOS 






^d‘Aj^HiT/>JhJrtf r T'^h^Ti9^i/^(WJ 




hh&psu-a 


iin*<IeAeShr fsr/r-Ji 

Adj^nrjrj 

Bftnlrfrlta I/rTrurfum 
tfrci-ar^JirnfnfZ'T (iumutATn 

tti9riJ)olJrrti4 <^}Mtiii 


CVir>-(^r.iAiiiT4'™M 

EdnPl 


cnc vc 

.4/i'd/r»rTr'i JiiVi^d^d/Jr 


»-L/^i~N^yrTirv ifi'iVhiujrAJriidif <iiKKr^pi'L~H? vyinwtU^t^ii 
4il‘«rrJ>)^MJ^JI -Llhciipwk L^JfiUn.-uVn^l 

r|>C lib y 111h 

Jde'Ji fcr/c rK-^i M ^ ■■ jclcdhi dni'jWd P 

d[/|jfrc4dfj 

^rlr-rH-r^~^Tl LJMrr-nir4r«H 

liu^-iln lie Mi-VAA-AwnfclJ 

A/i^hJ triJiP ^{ifi /♦A-hTidH-HJ J ML. Ue! jV-fi 1 

^^.’rirrififfki™^' itjiVnim rin 


yWi4Ttf’n-»^iir^v ri'^riurri'h'r jfE i-UIcJUlI Ai'ii^j 
/^i"i'?rvjrTii JpyrrJW'r /n iijfi 

Mwntr 

,l/Mr4ii(7/ii hi'ujfi 

< nr VI 

Sr«'»/irA P<f» 

cnc’ ir.i 

frrt>^lc'AdCC4rifV 

R\-inIuiuihf hrrtm ^r^vw\ 

flnh>7^d ^?rrw^prPff>^^4‘i4 

Sitfllilif \k Dr^tylcitJUi rJL'j'i^itj 

,\M\i^tT\eM Ei[Vi Jl 

HaiZh.'fla. 1^'' icrifiij Jl' Pile'll) chpv-1] 
E.^pCl:l[^ ik ■ H/E'tfJrjijtfjtiCa i.C|>a ^ 

GnlflLi 2 ik rkh Lixijuui^i dc kls CDC 


/'.'leitrlijrtvi'/id'J tlAr\Jf\9li2 

cix: 1^ 

/^,^r^lIrJ^7JNLlIc i rE^'d^i^JiT 

C^^ryiretm^t^rium Efi^p^^rrr 

/^.V*cfcjrrj4^JWJ iT^itffda 

/^j^r jirLjitijHhu Mill firbri'jrpirjf 

PEr4^flr4rwjTflETE fc^rrjjw 

rcr txi] 

PviTi^/WKJrVrfr rruiFSF.»fir;i4 
F^d I ^ Jmi tfi fj/w Eii.fciJ'ri^'jrf'r 

nx:jch 

CDClLi 


Khph'k’ tk pj-^ 5111 nomtw 

Yi* ni sr ullli/4^ U dfsijiTisi’M'^q ilr In subes^te 


Nuin^a specie thislrid:i T'ulhLlm^^^T:llm^^te dc clinical: 

!lun!JrLuS.. p^trn [^iIj’yPlLih ^puji J^L llbcJiLUiVihLcrfllEt. Nii hecurnkc 
]j. Lii^pHfUn^iJ i:liiiEi.LL. LJiiJ L'lisnLUhiC'aj’crik dc -uLiLiN niL'-djj. Lai- 
xtfJj pir chJ[7 laLcnii'^if^iii^nvi* 

V\h sc i&lii/J b k \ii^ic\prCie 


NomHr dc Ij c^prskddLki j ^l•:■^(^d■^J^^r^■r^^ ptinic>|pctie 2. 
PmJuk'i; ikidii ■}, pjrlirtk jluc^H'ii. PuaIc ^ ^^c 

j'^ir'jy^irri Tt'f Li.;Ji rhJi I'JVi uj 4 f^nd^^p:E.'ie I ^ pnrcl niM.'imimln 
? J] ^ yil "K". l:i prihlukviiin i^ |Cipthnliisfi ^ la lEiili/jfirtrt 
eU- iiLjibiHa iM. ^AiJipjiriiPii'Jd p4isilivo y ,h. <«pfc'4»iiiY/irt».N<iiC|tkSli^o^ 

I ns luHcr.iiiiiim cjiic iiE> rci>liTLkn L*%tii |Mm‘h:i elc^ir ci inKi* 

nicar c^rw tiiicfrt^r^ani^ium cniTKicrimipIfjo A np/'E^MErrit'M.i- 
A. tj ma\i^r£d ik Ij.5.c-c[uh. atsla- 

Jl' iliL*L~bLj:id ^ti[iL<..ii7i IlhjeUiuts pnlCIICl-LDI A Cbta. cspcL'iC 
.SlniiLhcc dc la.4:spK^ir iLsiBn la fcircKspcEir A. L'cpa 

iKA iiNiibTili' ilc flu^'i'Vd ;i>II.ilI:i i;;^ hl:i3i:iiuA 


^ 1 ? pji'pisM jfc/Edi/rjn'iii'v i>i/j7JYinT E-n uii.i fri.'lii'. pulETiEr' p:ira iin 

^iirfcs^rai ipic US vna wpii stl mh? a^fe^ fw»W»a fI ihkit- 

Pru^b.i J? [irvu- r-i-pi^L p^Alljvi. Anogiuilj cem miinlcidurus itc 
pnii'K T jiitiw. 

Prueba urfut rJ-pidiJ 


SucM^ P'-iprS if 4isUib cn p 1 r^ifKRinrxTi de pillns y 

hn tiurrMfiiiH ci'»muriicii cl ii=.brnifnti^ m cl npHriV'^ 
rc^rLrjiijrie. ^ccrtciijn v^krii > 

NLFCva i^^pix-k- !Lisbd:i dc hcmocuhi^vv^. ncfinmd- 

vil; pi^HK-nici s<illuhlc pardcp pnoducidr^cn ag^ir-mlLAii^n dc 

^W4u:uU-LJnKhbui 

Nurva cht^'cIc ^i^kdiFik hcri^Us y ACfniTitVi Alww 
(hklM T1CVI3EIVO. rr/n'd 


Plj^nKIllLP Uri'JirplIlK Aislailfi IJC Ht^k bU'h fLICllCp^ dLUL1!>^S S Al^TClfl- 
klcs hunicduAu PaLiP^Cnufi TCKpIraluclus ert pu.iL'Illtf a lltd flttmis 

•luiMKa 

l.lniL'ia-^li: Lil |iiLni4.'h ert flurET -csfXTCit:^ jlL'ilClICh.S Jll'icGc^ ik vt^- 
rur fciiEiLfpaLiiJTiniEc 

PriniajIamcnEc p.iiA>cmci ik plaj^an. I b silUa Ch^ntii'AiLAflfl Jc 
<s]iiiui de riiciciUtis ^'L'n lihriwis i|uisriC4i 
CsUsa 4k irlcLliiaJiTHis crl mztcs fiuiiidiliKi 


AkuciK'nie palu|5£nic'ii pum l^ik'i^irilcs prcqiuluri'N 
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CusdrD 7'1 Ni>inii9i:l3iluriL piirv^ baicilcifv tn* TcrtiK'jil^dHarL-^ ^4tinnr(^tiiin 

- 

(Cnffirf ■ 

NOMURIvACTl-'AL 

PESIUPfACIONLS FHKViAii 

(jome;>tarios 

i di^rji?wjrTrl t VrJTCi<*Ji--r 

|)iuinl.is i-b Wry^ 

/T. MJ 

.Tiyiidirj?rje^!iMJTj frgckTJfi YUTi 


Cyi^niLfTUJJIN^ 

/^'j wN'vXrijft 11 Mi: 

l^ifWkireiLh 
i'l-rifA/dvp/iFirr^ch 
f'Ti-IPi^HVliJrT.I rfflJTITyW 


ji/nv jj| 2 ift-n/ij> 

JiiJlrr|iJ|J 

iVf-^CIlC 

Plu^Ki de L^rruTii r^ljiiia 

I>eS(TM iJ£2iJ4jL'i?Jijn'i 

E~PWJiJMJMU.S dJl'JiX HVJPUfJ 1 

f*Tf ifJfflTWUTdu ihTj'ni-nrjn.E 
f^-jn«i^if7W.in‘:r^ e^rvAift’i^/iiivr 
^^npLypMVPjndTi^ ftiF/i.^ri iJiLhia 

f 4-h TfirP^\'<rViAIM 

iihliiL mr^njj- h pn»iJuMM it’m dj.- iciJii- 

jjitnuinicn j |uniF lAc lilpdN'Cl.i 

Kmpr4l-‘f}hAcUr /?nr^¥V 

Ksl»t ie% iJc .'i frii^ll 

fTl'^|vJ.^.■^^|■^l•■J^rJ J’rvTf 

Vjhuis c^fel:l[±i uu luiiLn units tn. cl ];^pj±ni i-^KLip/^n rr^rriA^p? tkLn 
siJu JclIusIJIljJjs LTHihi dkitinbii^b lie ^^rtitrLi\ r3Lx4:vcis C9 
■ ■[Ii^ ^j^lbtrLivI \zjs C3[^Liti L'slJiiih liii ipliLui icnit dibln* 

huUnt. t*ih ri ui^ln y Im dt dcik'^ y i|ii etuwfi- 

UdU nh sniiLtbfi -lHuicll^ kucMukiLs 

£iv>?iJi'njrAJr 

r-^fripi^lrt'Wl 

11 Vi I'pl^nUiJ PN^PrJ 
h’-pi'clc^dlt ^r?;LnjMN|ri^h'ri^r 

EpJVvir^ •it- 

BjlHIi.is lie kJrctiniitmu leniu. iim ^.^^r3Lln. 1^4^ w linen 

hitn. apar-ettn ijm^rtrrv. myctu^ vjjiiii|ji.4iye no .w [ifl«i 

M^foriTw^ila 

CIXThM 


.IfiJftHi'J/ij fr4L*JP4il'(»J 
.IfiJ/rrri'l/. J Ilffliiel 

^fymrles 

{Ln iL'jrE d^M/h'rl 

WifflN ;tvA'vi?iriF^?Jirt \iiri(\LLd midAjBt 
rrEhVii^^?j rmriifj ('iJnfd^wm 

CTx:^f-l^ 

('nlfwnLa^ grandt^ uiui 1c7idcnd:i -n knJoL 

.V^iAlKfT/T ll<*-TI^T|' 

fi^pvcie 

ClX’M-fl 

<Vp(L^ amciadi^^nn inftntrtJims dc pfmr^^ 

r/rvrvuCdr MihcT-]h.vifl- 
M/rii»nrr/iM rfis 

F.i|^' iir ihf AfpjTiLfi'i/irT hi i^f] 

riM' 

CaCulau TiEjLplisii. Cett7:ii jsiKiailas ci^n crKhiciirdili^ 

drjudA'n-v^/ 

cix: Vii 1 - V 4 I-Z 

p-rcfws A. y riJ 

SL'kr bc dL.-ib^ [III Diucstrax Eiucnnus 

0!if*cliu MPniJ i-rrt-ip 

CDCIVc 

TructiJ 4lc lijc-d TapliJ.b [.lUbiLivj h EcniliiJi]una.-iEcui3iiruiSJ I'R.nLlJVJ 


ax'M-i 

lie ai^ii cii inlrL'hTiunrs UlI y do 1:iv bia’i urinLiriai 


Kiioo ciWLipitmli; 

Sc -ainS^i ^ji Mi4»r^l[LlA l».LjiL3a.ij. i|jHj&Lk[.%ahhk.yiLe die IhUlejiCti iL'LHk 
t1linisi^ qili^bL ti.l y cri cl nlnliLiuiTkhdenCc 


/►Lpk'^j/njicp 

di^kftdVld•rf rJfilldjCJlWJUdJ 

PcrtCfitttf al eiikpfp kliutfWJbOtfflt, truce a *C. tVpi aisbil:! tn^ii 

ikulv ICLVUcik-ij 



PfciLtiLVt jl |Eru[\i flLkNftML^bit, ^c-lsdirka [KiMtno 


oxrve-l 

Cdjp^ Jc^iVIhiPljJJ 

Chr\ KMxii^irir^T 

Clin Lunanlli?. inidaso ncfjlj^o. eMiuliHik ffeisiti MO 
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CUSdrO 7*T Nuntclltliltlliril pitrEt luiciim nL> fertn^nu^ljrviv p;rHniin'S;ill(iir4 \iiiHLt 


NOMltRCACTl'rlL I^ESJCNACtONCS PAEVIAS CO.MENTARIO^ 


|^lld’ti^^>■L Jrf4J 

CTKTVh-: 



CLWTVe-: 

/ VriJi i^ii^.4UiJi ^hi'k.::jirr4i-'^Yi'jiv 
/^ti'iK^wrruwi.i.E /.irtmniyjr^'f 

Cff^^ wHsKliKUvvnn ^e|i^hvitiLa v tfiiJt^^-jrdiCps ik ^uI^-jIj p:ot-iSUu. 

|ii_;ir7iciiMi □nviiilki. t«3c:LiLx.L ncfkiirjvii, rsLLiljzia nc^utivri 

int/r^.'irnuJi j:i-.-driiYcJ 


P^kWA\" Lij fcUSinh 

^-’.irirJriTJirimjT Erirrcr^-a 

CDCVH 

C'i>]iilliiJ'nijiiivi -. t.rhiciJi.F'frl ^MCliP J P'k'J? '4.-4ivi-^i;i 1 i|j 

r 1 lYfjjn 

f ^1-1 r fL'r it li 

Sfi Iran fita pfr-rm }p\ ^ir*. i vat 
("In." pnli'ch J 

IVlhlluJjElIOJ p4n]LI^4’L ^ICL I J A "^C. 4^iLc[,& C<'!k^nlJilLILHlCS sic 

Nj.Cfc Lk- IilliLi 


/Ifjf /wi irifti 

PufM^^TU^U'- Actin’ 

rrX'V^L.t.Va-] 

t"<H]LihiiiN pi:iTl|fLtrjr«s Ut i:ici:[ilkiiCli UmiCm t%t lioi^s tn |1|:Ai U 

*LJi fiiij vifito-i’in 

AJ.iVj nv-jwwiifj.'JJiS rj^ 

J' %rVl/J ^ j.hr IHiAl U i V,f ^ Y 

M-JrijlLi] ]'^p^ilLhL^ 

flAp|zi«^i.i*j|- nniii-hiU rrr 

f[M' Vd-_-? 

furtitf^TrUT 
rwH^'^rc ifj?H 

,,-l,4^rri^'i^Lrcrr4ii^r bi^n urkJiJhl 1 


|^•■1VL LL'S ik- lfl'Hi'filVirir7i^Y 

'^KrL.jvi--i'i.it'i'iiJc riiiftiiii'’ ck [iri CDC 

Int’-hjVL'- ^i.Tl4>flViVsr^i'FL‘H s.\'rt |■H1m^^V‘ \M. iri^-rrri/n. if. £Wi.-pCT^^is R. f\,\f- 1 

rdu'L ^ > ’Lts hiiii iiLun^irt. Cl^^5L^]J7i ii>sjJa.S| ;i iikMaJu hiuir-.aik.--.. IulcIisy ' 

clicolJcy clvIkjik]:a>-'> l'i jnniircjMiiEiN Jc lErA. M’iii dctiil i 


imrvivrE p,if:^tuf jrfri 

,-\r J|ri'iiii«^i/*(JL ^sJur^JiJi' JI7I.1 

nir Ifvl. IS 2 

H.^ l|iiiH.iiL^n. 5 ap^rjr c\ Ij l-ciy.i pr>JLJi'>nn:^ink^ j:'>IiuIj ca hiei^itLiiKH^. y 
ri^^LifiL’ Vi'iCI pai'ajiiij crLi.lcMiL-ikiiP 

■S/' rrff, frnt viiirj 

C'IM-]lk-2 

i>^*-iA7i.'/'j'iJi'ii nuuiJESc'/jtfj? 

Pi|jn'itiiu-i uLiiJiSk^ Ei.h.i-L^h:i L-Ykuliii.i fx>\iuvci. m^.Li;l 

pLvah LCkt-i jh^ivjjlI'I 4‘^in 3r^tYii%':\iji ;£lJLt' 

I’jirir 'iViirj iv--jiTHrw 

rur iiL-1 

m^il i|.'Yr!<'’i^r.i liitJ 

i'hj'i fj^wjk ici^iunc.^iijr 

■SjrAifn-j:;rr^ir;rtr.rfiwT iTi-%fjri /n 

PpQ n'lcnrt^ iim:iri]U' ■pv%ilTitF. i?4cikJfcr!i pt'mh\4i iTi.-jnli'-l pntitivn [_j^ 

fu^nkK frtL.iti«e< purj cl -inUinknlv 1 uct«mi siv-^^rc } lumu 

.V,'i/j|jii.*iifrii'11:^1 /kJiN 

^'AE'ni-yiirMrva.rA i‘iin<i^h-fi5 

cue ]1L-I 

Pi|f mcdico cuj: jri Iki. i>^4iJii-si^ p<Hili\n. cw ol i ni^ pf>' i'l u i. uc^nmi cni^ i knfo 

Sc CJULCIVIThI t’lL Ji-iiiiNi^ tniLf^lr^s t‘lfniii-ii> 

S^\ 'JiriM ; ni, inij [ 77i.j^rrrj'iJirr/rj 

■J'-ii -riifi 

rnc 1 

1 S^idu^.i r.L'^acivo, linLn;i j ]5N:nj pi-rtirjvM. pl:^^k- .'li^hinn? li? cuiik;nK-r 

hiitLi Lllr^iL'i^. PucJc pniLiLk.'!^ iiiLvcLl-ijcs ojif^nutijMJb 

Hi rMTfiYur 

<']K‘ lit 

^1^l(^cb.^.■U* }' I^iJK’jI hk f-liHiiniip- lit'l a^.ir 1 si\ L'l^p.i'- j.i>-liiLl.i^ i.'n 

Eniic^lr^^ L ImiL^i-H ]i...i hklii J^(:^:l.'l4J.ls Lnm iociC% LJiriMij:^ ^ 



lie L‘!iih<iiii^ lUiunli) se c^tlyye el lui^eiiu del Segiiii uti 

ciMK'epii' j<tu:il, .sc .sosiicne ijiii.' lilt iiiclLiboli^niu fer- 

jiii:[it;[[]vo cti Liri ststem:! flueolilico eu^trido Iuk 
injTvinlL’iKi sij ven ciiino qeepifK find cIl: likln'ijeru^ Ccleurtines). 
pnr lo Mnio, L"<>rni'! se ve en Isi \ fj (L? FmtxlcTi-Meyerhdi-Piima' 
4|iiv HC iiuieMr:i en hi enluiniu dc l.-^ i/i^iiicrd^ ^\c In ri^Lini 7-1, 
el jkidii pinjv'ivo iieUlJ euUKi jieepUir inleniieJio di: lliilivjeenu. 
peril luciju M' oxidii ,il entn^iur stis liidlThgcninjics nl hieuto Jc 
'^dtn purn f[)rin;Lr icidu lueEieii n ;i vales or^dnieii^ pitra 
I’linrijir ulijunns tie los denmiilnudos flciJiis iiiixlcis. h.'tns dci- 
iliis M'>ri |l)h prcKhieriK lliuiles Jel iTiei.LtiLdisiiui delnpliELiks^i [i(ir 
Ij via lie EndJdeii'Meyerhaf-Pnni;is y enplienn In eniiiu del pH 


en \ia paieliiLS de feniienhiekMi iilili/udas p^i;i iLteiiiintiir bv 
baeterins. L^’i*- hut ten jv (ieneri In-i viMciiia:-< tn/.iinjllLCm apro- 
piadiiv puL'ikn deerjJaT auii iu;k csios ileiJn'i iniJClut eii ak'n- 
heles, CO, li ntriw eompucfdps organicu!!. 

Attpuine p(-irU'ipie!i bifKjLiiinieii’. pjroeen iilejaJds 
Jcl Iraliuijii toliLlinna del lalidjutorjo. Ins debcti 

letter nil ceni>cilllii;i1l» bikien del iiictabilriino butieriurO 
tiiijrtdt] idcjfi 0 iiitcrpietmi procedimieiuo^ ik pnichatpie tnm- 
pnrun fcrment^Miri cun nxidaeiim. I.:k teftiienlueioti debe ver 
dtlennin^idu en Ins sMeinu> dr prueJiu i[Lie exekiyen tur^ictiu, 
Iais preJoeuis bjlurelftieus furniudos incdionte ItTriieidyfinn 
iLCiien Lina acide; relalisaiiiente fuerle. Ja eiial rs Jelrebda eon 
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Cu3dra 7*2 Grupos ljaclet‘ldCH!& c«ni ktnis y ndnirttb dc \m (JlC: iJuiiniuhiis 

llliSKINACtUNtS 


DF.SICN kCIOKF.S 


DEL LOS CDC 

uso AcruAL 

PEUISCPC 

wo ACTUAL 

1 

i'Jm o r mpfrf«m njiirjr mjriiopJri hfi 

HB-.t.4 

Ar9w\f^(iriitui aiSfffnfnyn'Urf^KWitikNVt 

iz 

ifrariPUrrtl 

119-^ 

t^effyw 

fh\ 

5'/ltii'4tfhr'J£iJ ^^J?r 

Ml 


in: 


M-2 

Fjyc Afl-iAtii-wr 

JL 

Ckfy^i^r»htn'Serfwt7 

M-.t 

Sffinurr^iii ^fTlunlae" 

llh 

C'^n i**j?hc.ri:-Jmi*^ra 

M^A 

Oiiyrfk^ «/vrft.n^i's 

JL 

(niifNi lie lie LhhiCIX? 

}^|r4t 


]U 

jCdinIn?b\ii lesiiim ^i viu^u 

MS 

iSVr.vj rr^ H'^fjiTra 

It^ 

Cli>J|kl tie ihe \<t% C'lX* 


fnitfUYfiarr^i.s 

Jk 

lircAjrli/jc vinfXiA 

Th[-l 

A i>i JTcir riifn^rjl^Ji urij 

II|S 

CrtifKi Ilje ilc Jub CIH' 

DT 

ty\wfifmn' /fSTTifti^T 

rih 

rrfii|ici llti flc Inu CW' 

J>F-I 

fVj^rW'vJJif^iTJfq -rA4-^JTir rtT 

[II 

(jTUpo III dc Id^ CDC. 



[lr 



^ .'j r Jl (K ‘S 1 r ift I A pi tliyi ff 4Tii 

iiIl-i 

li^i^JNrj^^^rwATM.^ ^rjjc.Jiruj t 

nr -2 

CupnfK'vIiipkizpis CiAnrmif^ Uii 

[IL.2 

Sp}\T»^iihictrnum miML-f?ri\m 

SimLUi .1 f }p-2 

C'iAjrnfK kh'fikiZffii ervn'^d'i^f rnr 



w-} 

SiTT fflHTlhn: 

nio, riih 


EO 

miJlz:cr 

IVv 


EO-] 


[Vh 

^wnr/i*'rw.-Fu*i 

K^>-: 

AiTiH'rtYJrh H'tt'i 

[Vc 

Sin Hismlint 

biv>-:i 

Sin mimbrc 

IVc-2 


EjD-5 

SLik numbre 

[va 

Gnipo 2 HilmiUra p^d^inKMiih 

EF 

£iijfrij;iV /rJif If ^irr^- 

[Vf 

wrfrhUi'tr 

EF-t 

firujxk 1 Nimil^r ;i f>>fl}di.im4ifij.s 

Vid-I 

Ka} iSfiriitt pU’Jirtfh 


TjA™^ fc-Ji/rTr'^I NY 

Vj.2 


EJ-4 

5iimlJir z Pil^ftk^irtki 


ffdjfrrr'nf^r r»j|ijpjNNAr/,'in^^r 

EF-S 

P^\n}l^fy(Ti'\^‘fiu^ tinn\Trht 



HF-fi 

f}wv\n^fs 

Vli-2 


Er-9 


\hy 

S^iniUl ^l PsftJr»tnt¥WS Afurmi 

LV-iy 

TT/n'kj hciithtK 

\\- 

INI 'rni^i^««'r-rr rymrrrjfJtTmj- 

EF.L‘j^ 

CfmMtmmriii J/N7LfB~Jicr 

Vd t 

r?rftiiJ'KjrJ'njin rjn^iTrjTyiy' 

Kh**!h 
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faciliJ-ud por |oh injicstlojes <li; pH y putfiltn prixIucitHt gnin- 
Ju N<i suutjdt^ !<] iTiisiiid uii el eiisii tk l.i viit 
di; Entiicr-Htiudoni'fT. 

vra oe Eatner-DoutlQiotr 

l..<i vi'j] de E^llrteir-DouduLotT lunit)i^n m: decu^iliinii \ja ]iltd~ 
bin porquc m Jiccc^ila o;(/f(;i]o puru quc ucurrii la glLicu]i^[!i. 
OhsepiTse en la c<>liimna central dc la figum 7-1 que la gluco- 
no es cunvenldu en don itiuli^cuLus di! carfx»n[» ccuno 
cn la vfji dc HtnKkn-M'cyeTfiof'-limits: nnls hien, cs OKidJidj a 
Cj"foNrog[iJi:oJU[t] y 2-<;eio-.'?-desoAi-6-fusrwglnconal£j anlcs dc 
foniiar acido (nruvicD. Aipurii]^ bucterias ulili^Liii vtas de 
drcuiio a invcK dc laH e^a]c^ la glucof^a lic OH Ida dlrcctaiucnte 
en Acido pliiciironico y celojilucuiVniiert sin un puso [|t bwldri- 
lacic^n initial. I:in cualquicr chko. sc tdiima cl Acido piruvico 
imcmicdio, "'Oxidacii^n'' sc n-d'icrc a la inuncra cii i]ue el 
acidu piMvico initisflcii: sus hidru^uiiiunc.s a la vfu pi»r mcilio 


de la cual sc ^4n'lT]a. Al canrccrdc las cni^imas'dc:shidn>£enLi'waj;; 
neccxarias o^hidar el £SclJ(] piruvico m Adrk» lAciico ii thtms 
'’ucidtiH itiiHlos*’. iLis lucieri^N [ixjdaiiva.'j irali'iricrCM lui hidro- 
^iciiioncs disponiblcs del jkldo piruvleo al lIcIo de Krvbs. 
dontlc Ins ioncH finaliricnEc sc wren eon osigeno clctncnial para 
fi.'rrn.n iigua. Piti' Io t;iJiU»,. el meluhaliiimnN itKldull'vii dc his 
hklraktit dc carbunu sc dcHnc aciualnrcnic cctnio Uls rcacciu' 
n£.\ jiiHKlLJjLlu]a.s de eiici^^a qirc rcquictvb tJsfgcno molecular (u 
otrus elcmcnlDS no argAnieu.s) cutno accplor tcrmiiLi! dc hidro- 
gent) (clcttmncsj. 

bsta difereiicia en el tnetabcjliscikoexijje enroqurs pnteiieos 
alicmaiLvos para la idcntificacidn dc bidctcrias cxidaii^iiM y fer- 
mcniaclva^v. I.ijs ^cidos que sc funnan en la v^a ik ILatiiiCr> 
Doudoiofl (Aetdo gjucLij'briicu y sus derivados> y lus producl^ 
dos cn cl cicto dc Krebs (acido cftrico y sus derivedos) um 
e^tremadsmenie dtfbites e^vitipannUfs cfm Ins detdus miittos 
resaltajites de la rerinenliici^a. Ck>TTHi cl pnKluctci Una I del 

mclabi^lisnio OHidcLisu c s cl agui^ tos mjcrixirgEinixiiuivoxida^ 
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FIgiurB T'1 incuhi^lIcK para la^kgraiiaciPn luficnaBU 4k sluLma. 


(ivn'i no fcirniart gas a panir de las hidraios d« cartiono. Ptir la 
lantn. e!i itece^^ario util tzar sisicmas dc pmcba qua icngan 

dclC'Ctorcs mils bcnsyiblcs Jc !a producei(!)n dc deidu cuundu sc 
c^iudian lai bacicriusuxidutivas, quo sc cxplicati cn details mns 
adelanie en este capituto. A msTiudn, las* pruebaH discAodas 
pani dctectar la piroduccidn de Jtcido por las bacteria^ fermen- 
lAdas ito pueden uiilizar con las microorganisinos uxidAti%x;i!i 
porque pixxiuccn cantidaJes insuHci c]U4;s dii icido como para 
virnr cl indicudur dc pU. 


Via da Ias hciraas EnanDfostata iJe Wartturf-Dickans 

Las bac:l4:ria.s iuiacfoblas racultalivas ticjicn la capacidad dc 
crcccr ■inbre la liupcrricic ilc ucia plocu da agar Cit prii^seocia 

da oxf^eoo oen un medioambicnie anaerobiD. Bl hscho dc que 
un micTtKtrganLsmu pucdacrcccrcn un inodiOiirrtbienie aenibio 
no i^lguifica nectsariujiiianic que uillicc d oxf^enu cn su mcla- 
bolisino. Es decir no lodo '4 los aernbius snn uxidaiivos. EL i^r^ 
mino acrol'altranlc os miii.s apropiada pnm las bnctcrias no t>xi- 
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daijva.s quo son capaccs dc crcccr cn prcscncia Jc oxfgicno pero 
crcccn mcjor cn iin mcdioambicntc unacrobiD. 

Muchn^ {(i; ]cis anscrcihias facultativcu pucckri ulilizar ht via 
de Embden-Me^erhor-Pnmai □ la via de Eniner-DDudDmff. 
segOn las oondicioneK ambieniales en las quf «slitn crccicnda La 
vb dc Jas bcxusas inunuTosfaio, como sc muciiira cn la colunuia 
dc l<i dvifU^ dlcfccha dc 111 7- J, Cs Cd ivalidaid un hibridu di: 

la via de ^mbdcci-Mcycrhor-Ptanias y dc la vfa de Eslncr- 
Doudoroif. Obsdrvcse que los pasos intciale& en la degrodacidn 
dc la gbcDsa en la vfa de laji heiosa! monofosfaio son pamlclns 
a kK de la via dc Enlncr-Etouduron'^L sJn embargo, vniA adelante 
cn cl csqucmu dc la via dc Ins hc\osas monofusralo, sc fumm gli- 
ceraldchidO‘!}-fosraio i:oino precursor del rkido pird\ ico, similar 
a la via dc Embden-Mcycitiof-Panias, Estoe nucnxifganismos 
nparecen ctwio fennciHadftnts en los sisieman dc pracha, fmn 
cuando sC ulilict CsCrklaitiCilCC Ci^ia (^lliitul via, 

Obsdrvese en la ligura 7' I que la ribulosa S-fosratoes el pre- 
cuisordc la foniiaci^ dc gliccraldchido 3'rDsfuto cn la viade 
las Iic»ci«a9 monornsfulu. La libulosa cs una pcnloiia y, por csta 
roicdn, esla dliinia via leimliien ha sidn denominoda ciclo de las 
pentosas. Pm]KiTciona el principal camino por medio del cual 
algunas cspccics baClcrianas mcCEibolizun In pcnlosan 


Ssffates Iniciates de que ana cepe elsfada dascopocfda 
as no fermeft/adora 

El mkrobidlogo psicdc sospcchar que un bacilu gramncgaEi^ 
vu deacunuerJo cs micittbro del grupo dc no feunentaJore.s b1 
ebservor una o mds dc las siguicntes caractcristicas: 

1. FaJta dc cvidenciiis de fennentacLdn de la glucosa ^v^ase 
Idmina en color 7-1 A> 

2. Rcacci6n dc cilocromo onidasa po&itiva Ivdasc lamina cn 
color 7-IB) 

3. Palui de crccimicnlo en agar de MacConkey (v^nse Idmina 
cn color 7-IC) 

En la lamina cn color 7-1 sc prcscatnn Dims caniclcrisEiciis 
utilizadns para Tcalizur una idcoEitlcaL'ido prcliminar dc los nn 
fermentadores. 

Filb dff pniBbss de fcrmeiiaEiAn ia la glucoia 

Los ikidos produeiJos por los no t'cnncniadorcs son consi- 
derublemcntc miis debites qoc los acidos ini^tns dcrivndos de 
las bacierias fermeniadoras: por io lanEo, cs posiblc que el pK 
dc loK medios dc prueba dc fermenlaeidn cn ek eual es(^ cne- 
ciendo on no fcrmcnladur no caiga Io Duficicnlc conic para 
convertir cl tndicadoi dc pH, La scAal inicial de que un tnicio- 
OTjanismo dcsconccido cs un no fcnncnladDr suclc scr ta falla 
de pnxlucckdn dedcidoen los medios KlAoTSI, que se mejii- 
(IcsCa cn cuda caso cemu una pcrcil^n lEiclinada alcalina (n>ja) 
y una prorundid4id alcalina (viasc litnitia cn color 7-1 A). 
Inicialmcnic, a iiupodantc que un microorgonismo dcsconocl- 
do sea elasilicado pur HI modo dc uiilizBd^^ dc la glucosa pam 
seleccionar el conjunto correcto de caraclerfsticas bioqijfmicai; 
corho para haccr una idcnEidcaci^n definitiva. Es posible qiic 
Ids mkrobidlogoti que ulilizon oquipos comcEuiuks dc idcniiH- 
caetdn y omitcii In siembm del microorganismo iJcsconocidu 
cn Ids tubas KlA o TSI no sepan si deben sclecdonar un sisie- 
ma fermentadnr q uno oaidaEivo. Por Io tauEO. antes de esTsHe- 
ccr diferentes sislcmas, iic rccumicnda cvaluar la camclcristica 
oxidaitva^rcrincntodora iOF} dc toda cepa dciicotiooidu dc 


bacilos granuicialivDS mediante la inuculaci^n cn agar incllna- 
do (pko dc Hauta) cn medio RIA o TSL 

Raaccka da cltociumo oudnu pasltiva 

Sc puede sospochor quccualquicr coloiiia dc uri bacilo {irann- 
negati^'o quc cnei'C cri agur liailgrc U iriro medio dc atslaniicnto 
primniio que cs Lniocromo oxidasa positivo pcrtcnccc al grupo 
dc los no fcmientadorcs (s^^asc lamina cn color 7'lB>. Sin 
cmhi/irgc]. no lodov Ins hacilcis gramncgaiivos uxidasj posiijvos 
^on no rennenEodoLes. Por Io taiilo» cs nocesario nicJir adn d 
inodo dc uEilimtidfn dc la glutysa do que dcmucuiru nueva- 
inciilc In imporlaacia de cslablcccr un tulra dc KlA oTSI), Los 
culEivos de i'cimcnladorcs oxidasa positivosKConio cspccics dc 
PaUfurftJit, espccics tic Aeaimtiiwu; cspccifin tie Pffsiomm^ts, 
especifti dc VrfrjTV^ y otrbs. pueden Cfvnfumtirsc con no fermeo- 
ladurca, lo que dificulta adn mis la identificaciPn. Eii cl proto- 
ooId 1-5 X csplica cl procedimiento p«m rcalizar la prueba dc 
la ciEucTOEnD oxidusar Pirra cvaluar la aclividad o;tidalivu do los 
oo Icrmentadores, Los CDC recomiendan utilizar una solucion 
acuosa al dc cloruno dc iclramctib/Nrcnikncdlamina. 

E'^la solucidn cs buena durartic una scmiina ai almaccna cn 
un irnoco OM:uro cn la hcladcra a 4 a 10 "C. Sc puetkn uti¬ 
lizer aEgunas gotas de rcaclivEi para irrigar Ip supcrEicie del 
medio dc agar Mibrc el cual esiin cneciendo las color las bacEe- 
rianas. La aparicidn dc coilar azul al cabo de alguoos segundos 
indica una prucha pusiliva. Ld.s r;:acciDnt:s negativas pueden 
oonririnarsc uEilizando cl m^lodti dc Kovae. mis sensible^ en cl 
cual sc mc^cLi uti puAadu dc inicuDorganismos con algunas 
gotas de neacEivo sobne un bozo de papci de filtro (vease Ifimi- 
na en color 7-] BJ. 1 j aparicidn dc color a?ul osctiro denim de 
los I Cl sicgundos iiidlca un resurEado posidvo die la pnieba. 

Falta da crecimienEa an agar de MacCankc^ 

Aunque Eodrkt Ins miembms de las enlerobactcrias crcccn cn 
agar de MacCnukcy, algunns nti tempenEadiwen no Io hacen. 
Por Id Uinlo. sc Jebe sospcchar que un badlogramncgalivo que 
crccc cn agar saiign; pero erect; poco u no crccc cn agai dc 
MocCnnkcy pcrlcncec al grupo dc los no femtcnladurcs. Sin 
embargo, esta paula esib Lejos d;e ser absoluEa, porque muchos 
de los baeiJos granmegalivos con requerintienEo!; nutricionales 
cspceialcs lampoca crcccn cn agar dc MaeCtmkey. La capaci- 
dad dc [p;i baeicrias para crcccr cn agur dc MacCunkey oc 
dciermina jnspu'ceionando ron luz rcflcjada la supeificie de las 
plocas que ban sido inoculadas y luego incubadas durante 24 a 
4S horas, Los rtiicrofifganismois que crecen bien prodttcen coio 
nias de 3 nun de diiinKlni o mjs y r;Scjlea de ver Las ccjias que 
creoen poeo pruducen CDlunins puntifoniics pnis^ucAus ampLiu- 
rncnle dispursiis o no pruducen niugiijn crcciinieitiu (vfose 

Idmina er color 7-ICl. 


PmahM uiilimdas an la Idsi^caeidn 
de fas tto fermentadores 

Ulillzacilin do la glucnsa 

La mayurTa de los niedicM Je cullivo cnnvencionales itleados 
pam dctccEar la p([Ddut:cidn dc 4cido per las bEicEcrias rermen* 
tadoras, ccjoio Ijis cnUrrobiictcriM. no son apropiados pnra cl 
esiudio de Ids bacilos no ieftnenuulores. No apoyau cl cteci- 
loienio dc inuchuN cepuN y ioR icldns pioducidos a mcnudo son 
demasiado d^bilcs para convertir el indicador de pH. Hugh y 
Lcifson^''' fucron hjs primems cn idcar uii medio dc oaidacidn- 
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C^fradQ Abi^rfo 



FemwnialivM 


CorractQ Abtarto Corrado Ableito 



No aacar«|iti«e 


Flflurs 7-2 oxidiiii.vi^lrnTBrH4livji (OF). ].:h micnnuv^mmicra nii- 

dalivm pfwliKvn kido lanhi ca Ic 4 [UlKH.«niK]Li!$ «ti Ili» 
ruevrr?); Iiii mxnKicganiuTKii □mcUiimn pml'Jtiin icidiicn fl lubn alMcr- 
KS- LfHj mlcfiWf£aii(Hnn.* 4 a> 4 CW< 3 lf[|rt« on utijp^in huifatw'iHj* cjirtHnni ao 
p^>tu«n mimbiofc «i niinjunD dt loi tuboi. 


fcmicnlacioii (OFJ quc sc adaptani a las proplcdadcs mctaboli- 
CAS dc lci!i bdciln^ Tin lFc^mqnl:tdnrc^. cnnin sc scfiala cn cl pm- 
Eocoln 7-1, 

Otis^rv<;j*e quc d metiio OF de Hu|!li-LcLfsn[i cnntiene pep- 
tona al 0,2Sf t; hidratos dc cartono al dc mudo quc la 

rclacion cnCrc pcptana c hidiacos dc cartiinnocs dc l:li. a difc- 
rcncia Jc lu icljicidn 2:1 halladii Cn los mcdias udLizados paca 
la fennenlaci^n de los hidralns dc carhono. La disminucidn 
CT 1 la reduce la roniiaci<^n de proilucio^i oxidailvos a 

paTlir dc ainincidciddh. qUe tiundci] a elevaf cE pll del incdiu y 
pueden ncucralizar los acidcs dcbilcii prnduddes por Ins baci- 
lasi no fermenladores. Porotra pane, el aumeiito de la concen- 
[nii7i6Ti de hidralnii dc carSono incrcmcata la panducciden dc 
jcidn |>^r el ifnicronrjTanihino, La cnnsistencia i^iemisiE^Eida del 
again cl usu dc azut dc bromotiinol como indicadnr dc pH y la 
irclusinn dc una pcqvcna canlidaJ dc buffer dc difosfatn cHian 
ideados para aumentar la dcteccidti de dcido. 

Se nccc^itan dns lubns dc cadu mediu dc jiidraln dc tarbema 
para la pmebu- El medin cn un tuhn cstS cxpucMO a| jiirc; el 
ouu c.vld fccubicrto con va.selitia cstdiil o paraTaiina fuudlda 
(fig.. 7-2). Lns microniganismcis ojiidacivns sob pTintiuecr 
iScidn cn cl lubtT abierto c!i[Vuesin a] oiigeno aimnsr^ricoi; Ins 
naiemorganisitnoj^ femteniadores; producen iicido en ambns 
lubns y las bactcrias no sacamlfticus snU [nctlcs cn c^sic illcdiEj, 
cl caul sc maciticnc a un pH alcalino despu^sde la iacubaei6n. 
En la lamina cn cn]or 7-ED sc iLuntra la rcuccbn OF dc un nu 
fennetKador oxidauvo y sdio el tubo able no nuiestra el cninr 
ainarillo de produce j<!in de del do. 

La prueba OF ticnc llmitacioncSu Es posiblc quc los bncilos 
no fcrmcinadorcs dc ctccitnicnio' Iccticj no prciduzcoi] catnbios 
dc eulur duranle vaiias dfas y las especies quc producer! ami- 
das a p,irlir de amiimAodns pueden haccr quc las rcaccinncs 
dcidas dibilcs reviertan eon el lictnpt]. confnndiendo a.sl la 
inteqiretacidn final. Es Impujtartlc Mri^uir cslrictaincnle las fdr- 
mulas dc Hugh-Lcifson cuando sc rcaliza la prueba OF (vcosc 
pmlncoln 7--1). 

Miriililldd 

Es posiblc quc un medio dc agar scmisolldo para dcEcccar la 
motilidad de los micmoi^ganisnins fcrmentadaTCfi- no sco apro- 


piado para lais cspccics no fcrmcnlndoras {|ue crecen s6lo sobne 
b superficie del agau Si sc utilizii un medio dc itgar scEiiis^^lido 
para lus bacilos no fcrmcnladcrcs, Jebe IftLCularsc cun un curie 
sdlo Ids 4 nain supcriorcs del medio y Ecalizar una Icctum Ieil- 
cial cn 4 a 6 h^KTO-H. Muchas cepas mAviles dc hacilns no fcr- 
mentadoreii mue^iran fi6lo una nebulosidadi d^bil y lemprana 
cercadc la supcrficic del agar, quc tiende adessiparecer con unu 
ineubacidn prolungada. Nucvanicrtlc sc deben rcatir.ar Iccturns 
a las 24 y a las4S boms para dctcctar In moillidad de las cepas 
dc CTecinaiCTilo lenlu- La incuhacidn a 25 “C aumenta la rrmtili- 
dad de algunas cepas. Hemofl ob^cA'ado que el medio de mob- 
lidail n con ietr 4 i/ti]io [Remel, Lenexii. K5) funciona muy bien 
pan dcmuslror la moEilidad con los bacilos cm fcnncouidores 
C^eojic lamina cn color 7-1E). 

La preparacidn de la gota colgante puedc ser mas prccisa 
para dcEcctar la molilidad dc muchas cspccics dc bacilos no 
fermemadore^i. En esca E^nica. sc coloca una paitc de un ciil- 
Ei VO dc caldo dc crccinbcnio activo dc 6 c 24 horiis t|ue ha *idu 
iocubado a 25 X! cn cl ccnlix> dc un cubreohjetos I quc cs 
invcrildn y suspend!do sobne la concavidaci de un ponaobjecos 
de depresion. Un enfoque mds pr^klico I preferido pnr el autor) 
cs cxiraer un. pequeiliLT fraj^memo ilcl culEivodcsurTollado cn Id 
supcrlicic dc unj pljca dc apor sungre dcspuifs dc 18 a 24 
boms y aplicorlo a la superricic de un porEaobjetos scco dc 
vidrln Sc agrega una gold dc snlucion salina al inbculo sohre 

el ponaobjetns y se cnloca un cubreobjelos sohre la goEa. En 
eualquiera de los m^todofi los mlcrchOfganismos se visualLzan 
bajo uji ubjelLVD 40 "x. con UEia luz nedueiJa paru Jclectar la 
prcscncid dc moEilidad. Sc debe difcrcnclar la verdadcru moll- 
lidad del EnovimienEO browniano o el llujo de Hquido por 
debajo del cuhneobjelos. Las baderi as mdvlles mueslran 
mirvitiiieniD direccional y canibiO!> en am posiciAn unas en 

rcljLLdo coo Ilis uetoss cULiotlo el moviftiicOEu hruwiiiano cs la 
causa dc la moEilidad. maniicncn las mismas posicioncs rcla- 
iiva.s. EL USD de linciones para llagclos (v^ase protocolo 7-2|, 
qiie explic^n iriHlifi adclance. lambi^n cs limI pam dircncEiciar 
cierlas espeeies mAvilcs |fig. 


PioducciAn de pigniBnlus 

Los no fcrmeniadores poiduccn derifus pigniemofi. algunos 
de Ins cuale.s sotn liiiiles para reaUzar la idcniiricaciAn de una 
cspccic (viSasc timinn cn color 7-IF]. Los pignKnlos hidroso- 
lublcs induyen cartiicooidcs (amariUo-anarjnjado), violaceina 
ivioLeia o pdrpura; y Tenazinas; (rojo, marrdn. amarillol, que 
impanen colones detinidos a las cotonias. Los pigmcnios hidnv 
solubles y diTD.^ible.*! ioeluyi:i) fluotvsccftm (piuvcri£nu), pii>- 
cianina. piomibina. mclairina y olios diverws subpn.iduetos dc 
pigmcnios. que cambiah de color el roedio de cullivo. Los 
mediew 'Tech" y Tlo "-’’* fueion cneados para aumcniar la for- 
macidn dc Ids pigmentus hidrosolublcs plocianina y pbverdi- 
na {v^asc lamina cn color 7- IGL Eseos niedios Eicdcn pcpiona.s 
especiaJcs y unu mayor conccntracidn dc ionos sulfalo y mag- 
nesio para aumcniar la producciAn dc pigmCnEO. King y 
ohservaron quc el lipo de pcpEona uiilizada en el medio basal 
afeclaha mucho la producelAn de pigmento. La peplona Baclu 
iDifeo Laboratories, Dciroii, MI) rc^uliA superior pum la pro¬ 
duce! An dc pioclanitia poro tuvo un cfccto Inhibidor sobre la 
elaboracion de fluore sccina. mientras quc la protcosa peptona 
^ (Difcn) aumentb la pmducciAn de Ruoresicetna e inhihiA la 
formuclAn de piocianina. El uumcnlu de la conccntraciAn dc 
fojifalo provx^a mayor producciAn dc fluoresccina pcio dismJ- 
nuye la produccldii dc pioclanina. Tambicn sc poede aumcnEox 
la ppoduccidn de pigmerios hacicndocncecr Ins mictofii^atiiA- 
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FI gun 7’3 n3irtpTUJi4.T]hiTcaiiak am liEKJKinn pm l1»* 
pcI^K. Tintirtn part fla^kn rwwjili’* cofi tbgcln^ 
pfilorcx luiTipliru:ai:inn 4^LciDiii, 90(b<). i Tidllcil p-iLi^i 
ilageSL-^K poifecix-a dc liai^dc^ flagctfiA penVricL^^ liim- 
pLificaL'bL^ ■:^ri:|iiD,i9. Wk< i 
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mos cn mcdios quc conlicncn gclntina. paUiln c IctKc c inocu- 
lindolcw a 15 "C a 30 Sc pucdc- Jcmoilrar piirtcrdiau en 
agar Ho ohsemindn Hunre^iccncia hiijo kiz u]lra^■^(llcta [uiili' 
zanUo una l^iupara ile WtH^}o por la aparici^n de un pij»nien- 
loajTiarillu cn cl medio Jo cultivo cuasido m lu ohserva cun luz 
visible ^vdasc Umina cji color 1-lG y IJ], 

HidrAllsis de la uica 

La hUltdlixii^ Jc la uica (ifc^icnia Jciallc cn cL piiKiT- 
colo 6-6. Como muchu^ dc Los no fcnncnladorcs que liiid]'o]i- 
zan urea rcquicrcn nicdios cTiriquccidos para c] crccifniemn. sc 
ufili^a el a^ar indinado-urea de Chrisrensen. Se pueden lo^rar 
iciiullados posiiivos mds niptdamcnic mcdiarilc d cinplco ilc 
un indcLilo Iniporlatifo. Las cspocieij bacLcriana!;. cuino 
BifmJetcifu (muichisK'ptico, que hkirolizan jSvidMTacntc la urea 
pueden provocar un cambio do color rojo dentro dc 4 hora^; 
iofl rcaclores d^hilcK poctlcn rcqvcnr ha><la 4K honis anlci; itc 
ptHkr viHoali/ar una rcaccH^ti pnsUiva. La ap^iricidii dc un time 
rosado, lardfo y diEhil on la poccKln indinada sLipcridr del 
medin pnibablcmicnlc indica unu dcgruclacion incspccffica dc 
lo« aniinojicidos y debc ser IcLda como un resuLcado ne^otivo 
de la pnteba (vdasc laintna cn color 7.2A I. 

HbHuccIm da nilraios 

Hn el protocolo 6-2 sc presentan Im prindpios y los procc- 
Jirnkulos N^icos para realiziir la pnicba dc rcducci6n dc nilra- 
los. La rciiucddn tie rntratos a nltritos ch s6ln el primer paso en 
un prucesD bioquiinico utilizado por algunu^ mlcroor^ni^mos 
para libccar uxfgcnu: un accplut fioj] dc hidrdgcno cn cl panic? 
icrminnl del metaboli'^maoKidutivo. La pmeba de reducci^n de 
nilraicvs pstra no ferrwniailnre'i sc realize cn fturna similar a la 


uti]Lzad;i pura otros microorganismus: c| panirncmi cs la upari- 
cidn dc colur rt?ju al agregar dcido sullamliCD y a-nat'tilamina 
a un culiivo durrmic loda la nochc cn un medio c[xic comicnc 
nLirato. SI iio se obscrva color mjo, el niiraio nt> se ba reJucido 
o la reJucckin ba pirosc^uldo nids allA del csiadio de alLrnto 
kasta la formacl6rt dc otros coinptKstcKS o hasta gas niirogctto 
(ilc^nknlicad^n). L^l □pa.rjeitm tic eolor rOjo COn eL agregatlo 
de una pequePia cantidad de polvo de cine indica In presencia 
rcsiduu] itc niiratus. lo que scilah un resuhadu negative] dc la 
pruehu; la uuscncij dc eultTT indica que cl nilraEu ha sido reJu- 
cido a compuestos dtstlnlos Jc los nitrilos (habitualmcnlc gas 
OElrdgeno), In que dcnola que b prucha onginal fuc posicivu. 

DiiinitrHiE 3 cian rie nitnlm v niirilos 

Algunos no fcrmenladoncs licncn la eapacidad dc reducir cl 
nltrato a el tilifito (o ariibos) n nitrdgeno gaseo^o (vease pro- 
tocoLo l-3l. Sc puede ulilizar ct caldn dc nitralo-nilrilo. con un 
who do Duriuni invertido o un ugnr tucLinailo. Como los 
medlos no convenen hiJraios dc ciirbono. cLialquIier gaii que sc 
fonna rtcri vu del nilrato tub I niirtio, lo quq indica ura pracha 
de Jesniirifiencidn positiva. Es mis fjcil iinierprelar la prue> 
ha dc caldo ptnque b rccoicccmn dc burhorjas dc gas. hahkual- 
riicme cn las pn^fundidjitJcs del cisEremo. Indbu un rcsuliado 
poslElVO. La rruyurfa de lu^ inedios dcsniErineatlorcs eonticiien 
tanto nlEntEos como nilrilos- En raros casos (p. cj-. cn b iden- 
titic^eion de Afcah^cnes que dcsnlEririea ln!i niEritos 

pern no lo^ niEratos). pueden cslar indicatias pmebss separadas 
de desniirinc^tci^n. ExUten niedios tonohintHjosJlib{jfej.cen- 
cia-dcsjulriricacLdn o fluoresce ncia'Iaclosa^dosmlriricaci^Ji: 
sin emhargo, las rcaccloncs pucdcn Variar dc las produciilaS 
en los medics rccontendados por Ids CIKT (veasc bmina en 
color 7-2h>. 
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ProduniAn da indol 

En cl pniutculo 1-4 sc prcscnuii los principios y cl 

priK-cditnicntn pjru 1 j idcniiflcacion dc priMJiicc du iciJul. 
f^cd^n requcrirse modiricG^rioncs mcjiDics cujrndo sc dctccta 
b producd6n de indol por cicrtos no fcmicntfidorcs ncaciiiiios 
dibilcs, Pi,tc(lc scr ncccsmci un medio turiiiuetido qut crtui be¬ 
ne iriptdfano. haldtualnienie ealdo de infusidn de corazdn. 
Cotnt) a];^u:noM iu) fernienitfuloius forman si^lo pcqLieAas canli- 
djJe& dc indol. puede scr iltil b cxtraccidn cic lo^ incdios Jc 
culliiiO fomianJo capas con uRhI pcquicfia cantidsd de i;ikno n 
clorofonrm Mihrc la siupcrfldc. Sic debe Rcr cuidadoxn cn agre- 
g.v fti^lo utu pequeAn cnniidad de ex [factor pon^ue inclusio una 
diluclK^n inrnlma puede diseninuir la conccnintcidn de in Jo] por 
deb^jo dc U Ncn^ihilidud de detcccioti por el fcaclLvu Je Elirltcb 
u dc Kuvac. La iipiiricldn dc color fucsb cn k interfaz dc la 
superficie dcL media(o cl exlractor) con el rcntctivo indica h for- 
TTiacidn dc indol y con'itiniyc im resvItEido pcixiiivo flc b prue- 
ha. Un micrqKir¥:anism(>. Dfifth (Comanitinti.';} uritlaVftmnx 
pUHliice una reaccic^n Jc indol “naninja caJabai^i^ dcijnidii 
debido a b fomiiKi^ii Jc aciJo antnnilieo. ttm% que judo]. :i 
partir del iriplofano (vease liirinjii cn color 7-20.^*^ 

DescaTboxibcifin 

El mdliHio dc Mpllcr parji dclccuir b descoiboxibcidn dc un 
aminodci Jn (dcxcritu cn cl capftulu 6] sc busa cn Lin Corttbio del 
pll. El (lcK.arrol|o Je un color violcta alcalino cn cl medio dc 
pruebi. Iiiego Je b inocubcidn con el miemof^ani^mo de pme- 
b) y b incuhacif^n a ’(I Jurdnlc 24 a 4K bunis, cunsllluyc un 
nesulbJo posiltvo (vdnsc prolocolo 6-7 >. Vlucbos no rcmienla- 
dorcs mucslran solo ora octividad debil di; dcjicarbcjxibsa y 
pLJcJcn prciducir aminan inKulicicnle^ COmo pom convcttir cl 
fdsiema indteador de pH. Esie posibLe Inconveniente del inelO' 
do de Moller puede supenarse utiUzandn s6lo pequcHas canli- 
daJes de sustrato (1 a 2 mLi y un in^culu iinpaTlanlc t.lc micira- 
organifimojfi que yu Kan crecido y cn cl cual ya xc ha acainula- 
do nna alia conccntracidr Jc enzimas. La vcnsibilidad de b 
ileiccci^n laitihii^ti Re aumetib <;i ne eubre el medio de cultivo 
con 4 mm dc vasclina. Es cwncbl a[ili;fjir cofitniles de suhirj- 
[i> xin antinodoidoM, tiu ioocubdusi^ pOTa coinperai' las rcaccLD- 
ncs de color. La conversion inicial del medio a on color amari- 
llo A medida que )>c acumuLan deiJo^ a patrii' Je la pequena ean- 
de glucosa en cl medio no se observa con los no I'emen- 
ladore^: ajues bien. las reaccioncs dc punto tlnal sc Icen com- 
ptiranJo las rcaccioncs Jc color violcia alcalinox raertc.scon cE 
lintc oxul sorJo^^D mds cloro dc los conEnolcs Ivdasc lamina cn 
color 7‘2D>. Los liibos deben incubarsc a ?5 ®C hasta duranlc 
5 dias antes dc inicipiciar b reaocidn ctstno negaiiva. Otros sis- 
lemas C|ue uiilkan teactivo de Ninliydrin como inJicaJur puc- 
den scr iiiJs sensible^ para dclcclar aclividad dc dcscarboxila- 
sa porque cl com^pocsto rcaccinna dircctomcnlc cun aniino.'i 
para fomiar tin color violeb. 

Hidraiisis dn esculiim 

La hidrdlisis dc c^iculina .sc atiliza priocipalnientc conio 
caracterifitica diferencial para divtinpiir cnirc las tins espeeics 
de SnevuntUmmas y algunas de las scudoinonas de pignienio 
amatillo. .Se recomiendai un medio Jc esculina sin bills para 
evaluar a lust no rcniictitadorcs. porque al^unas cspccics dc no 
fcrmcnbdorcs son inhibidas por la hiliS- La cepa descancieida 
aislada sc .H-icmbrj en agar inclinado-esculina v cl cultivo ^ 
inenba a 35 °C durante 24 a 4b horas. Li civciiljnii en el medio 


da tlLiorescencia cuando se observa con la bmpam de Wood. 
Ciiando b esculina se bidmllza. cl medio vira al repo rojizo y 
b Iliinresceneia se piertle. la que indica un restiUado positive 
dc la pmeba (vdonsc bmina cn color 7-2E y proLocolo 7-4). 

flncianes para llagelas 

Aunque no suele ser nccesarios. las tiripcioncs para Hagelos 
cn (icasioncs !von utiles para IdcTilillcar ciertos baeitos no Ter- 
mcntoidorcs movilcs. subre lodo cuando las rcaccioncs bioqui- 
micos son dcbilcs n cquivncav. 

M^QDO DE LEIFSQN 

Sc pueden ubicner rcsultados conftablcs utiltzando la [i£cni- 
ca dc tincion dc Lcifsoni dcscrila cn cl prolocolo 7-2. si sc prem¬ 
ia csiTicla utcncii^n a las con^idcnacioncii dc^ento.^ en el rccua- 

M^QDD DE RYU 

Tambidit se recomiende cl uso de la iinci6ti para flagclos. de 
Ryu, qiie es facil Je reali^ary hrinJa buenos resultados,’"'^ FJ 
proccdiTTiicnto pura cstc miloiii.i se csplica cn cl pn4aet>la 7-2. 

T^tMlCA DE PREPARAClCm JIJMEDA 

HcimbKiolc y culs.*^ dcHTriblcrun cl uso dc b tunica dc la 
prepamcinr humeda de VFaytleld e Innts'” y la tinci^ifi dc 
eomo una fornu ripida y simple dc linci^n de los fla- 
gclos. En cslc enfoque, bs bacterias dc prueba creoen cii an 
medio riu inbibidor Jtironie 16 a 24 tlora^. Sc prepare una sus¬ 
pension deblliTicnte turbia tocando primerocon un palillo apli- 
cadoro un alambre una colcmia Nohre la pbca y Itie^o locantlo 
ton una gotu dc a^ua un pnnaobjetos, Se colricit un cubnsobje- 
tos subre la jjma y se examlna el pojijobieitw [ura deieeiar 
celulos movjlcs. Dcspucs dc 5 a 10 minulos, n cuajidt> alrcdc- 
Jor del 5(1% de las c^lulas. esian lljadas al ponaubjetos o al 
cubreobjelot; de t Idrio. sc aplican dos goias Jc linci^ dc Kyu 


ncEuadm 7-1 ConsidcracionH cuando lo piopnra una 
lincidn dfl Leifscn 


I 5r ifchrn lin^wr wcrii(Hll<KW>»t6 ItK pomni^Ox F-sms arfwu ser 
riTili«rbaJi-iv dn •i^iovundlci ? abi.>ho.l cLQku (JciCki 
cdncnkjo jL 3^ fn alcohol ctilico a] ) dunnic 3 Ji 4 dtai- La limpic- 
IU M liKCT ^nrflK^^ip«ITKn^^^ M cpkntqndn lot por- 

laolifdiiit^ cn La llamfl dc un medtenj dc U unytf\. 

2. Lu boLuLi^ ikbrti Lici’cr cn ujh cEfecduh h[i\ hidfj[)Ln 4k c^uboikD. Un p]l 
\^\o fw3c ijihihir Ir f-nmuckiu ik loff y cuji|q_iiRr fncrandno 

Scida CB cl FTffdio pifffir ^crpcrjudKFnl. FI pH de k wilwiiWi Jc ilrW^ia:^ 

licHe l□iL^Lc^Kr cn ^ n inJbi iilLc^. 

3 Iju luizI^rkiK lLcIich scrIcifliiLlaTL du.r.iDlr Iei fa.^ li>uiiiliriK'ii ulIiSei lIcI 
cr^cmicnlo. li3Ntii.ji| [rirwik rikniTn> d? I^t 244K liLinif. I^ualft nccc- 
^aria Ij nxubiicn^n a lempc-rijilurii aihhicnle iJuiraiiK 24- a4H liuiu-a 
pri.ilEKi^cP 4 .'! dcT^iriilUi Cixnplcbi] di: Un na^c)(]i cn uJ[:iLir^i c.^ptcL-iizi. 

-I Se dctiffi totnnr prrc-nwH'fw^ [mi^i nn inraUcnrcfc aj'arBi pLiituLihjrtEH 

pwqiK pofde inleTfrrir «i la icirecn'Mn k tl lon^ulfl d^ hficte- 

noH bc vjjh \k trfiir du!^ o tics vece^ cn ubiua fcenliirux-’uiJc liiscia- 
Dietrie ciure Ici lotadi^i ofibn de a^regarlo Im pnrlonbjeinic p,iqcLf 
a^Tidar a climk^^r Ion inhihidnTT^ qiic linen In ■^^ipedicic 
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MicroorganiBiTiDs rrbvJies con hagelos polares 3Q1 


(JescriCas; en el pcotocolo 7-2) a1 borde del cubreobjelos y sc 
dcja fluir bEiJo cl cubrcobjeiDs pur acci<)n captlar. Sc cxaminait 
la$ c^lwla^ p4ni ddcct^r ]ji prc^icncin Uc nngelos dcspu^s dc 5 m 
L5 nunutos a tcmpciaCura amhienie. 

MORFGLDGiA DE IDS FLAGELOS 

El ndmcru y la di&pusicidiji dc los flu^lus sobrc lu C4flu]n 
boctcriuiiA pucdcn scr un aiikiliar cn la ideniillL'aciun dc lus; 
especies. Sc pucden observer los sigiuiente^ itpos de flDgelos 
scgiln su disposicibn: 

* Polairs. 

* XfonutricuLs: fla^clu jnico en im pulu u cc Dilibu^u 

« MullJtficos: dos o oi^s flagclos cn uno o Ainbios polos. 

* Subpalares; flageicks ccica del pole cen haic dc loi; flagelod 

en ingulo recio cun el eje mayor. 

* Uiicrates: flagdos guc sc proyecian desde cl ucniro dc la 
c^lula twCToriiina. 

* PcritricDs: llagcio*: dispucslos al ozar alrcdcdor de la cdlula. 

Ert la (igufa 7-3 sc mucMran bat^crias rtprcscntativas 
con lincione^ para nagelos. 


PARTE til TAXONOMiA, CARACTERfSJICAS BlQQUiMfCAS 
E tMPORTAmA CLimCA DE GENERQS D£ NO 
FERMENTADORES RELEVAHTES EN MEDtCIHA 

Ett cl C^pdCiO dispOOibIC cs pcsihlc prcpicircinnar sdlci 
un resumen dc los tito rernientadores dc imponancia rnddica. Sc 
pueden oonsullur varias Tefereiicias paiu nbitener una e;cpltcn^ 
cidfi mis exhaustive dc les cnfacicn’siica:! dc idcniifkacidn y 
los sfiidromes clinical# Lausados por esie grwpo tie microorga- 

i 44 ;yI AW 

A difcEcncia de Ins enleroboclerias, los bacilos pamiKgari' 
VOS nci fenticniadorcs no sc ajustan cowentenlemenTC a una 
sola ratnilia de g^ncros bkn caraclerizados y la ublcacidn laxo- 
ndmiCa corrects dc tnuchos becilos gmmiicgalivos iiO fennen- 
tadorcs no sc lia resucllo lodcvfa. £n consecucncLat cl caludio 
de los no fermcnladoics sucle scr confuso para el microbid'lu' 
go t]ue se inicLa. Los prindpalcs gboetos de bacilos gtamnegji- 
tivos no fermenladores han sido clasificadus por Eo menos en 
15 ramilias que abftrcan Aiacatiseuaceae (Alcati^enes. 
Achrumubapter. Allfmnioitadatiftif fAii- 

iheW-WItlia, Brutrcllticutir ^Och^t^bIiCtrum\^ Bur- 

kkotdfrifKfM fBurkkohirriit, CuptitiviJns, AJwdorartI^ ftalsto- 
nrflJi Cavhbpciprnrr^r tBrpi'undiTfUJttn.'i}. 

{CfWiufliuntu. Acitiovorax. Dilfiitik Finvtfbuftfrmi'tnif tFhi'n- 
batieriam. ChrvseonbaiTteriuitt. Epipedt^fMiaer 

Myntidti, WexHaeiiti}, MtihyloiHKKtiatrutr {Meihytobacif- 
riaia. RMcLvntfftat}. Adnraxftiaceiie iMitraxeila, Achielahacter, 
PsychrohacSer}, OceaftospinUaceae (BfitneiUnx), Fseudomo- 
iPsfiiiiiftiiiMii.il. Rhtzohincfne tRiiiz/^bium, AgfV- 
biit-ttiriunt}, SphingobuctErimMif f^iphinsitiburirriaiti Fedty- 
haclfr), Sphingomonodacfoe {Sphi/igoMonai^ y Xanlkomoifn- 
daceae iStenotTnpknmmw:)}^' Ademis. cstistco algunos no 
rermentadores de imponaRcia cllnica que no han sido asigna- 
dos din a ninguna faintlia y cuya posJcldn taxondmiea a, 
incierta. 

Un enfoque del cstudlo dc los no fermcntadoics es agnipar- 
k>s sobre k base de la preseneia o la ausencia de morilidad y cl 
tipo de tlagek) presente en las cepas que son intntlviles. Con 


CSC critetiu, m pusibEc agrupar a los no tcnneiiit^idoTies dc 
impuriancia mfdicu coniu sc niueiiirii en cl rectuiJro 7-2. 


Microoqfsntsfnos con ff^gelos pofares 

PieejDmiDnatlaln 

El gfneto /’jfttt/yrJUtJJtiT y algunos gioctu* e.stisechiimeiite 
rclactortados, muebos de los cuales se ubicabaa antes en cl 
genera Psi'udomtftfas, constituyen un grupo qiic a incnudo sc 
denomina pseuctomonadales. Lo^; mieinbros dc cste grupo 
companen las caractensticas dc Rcr bad los gramnegutivos lec- 
los o UgcramCnlc Curvos que sort acrobios cstrictus; la mayoKa 
dc lus cepas scHi niidvilca por medio de uno o mAs flagclos pola- 
rcs; utUizan glucose y ulros hidratos de corbunn ea Formn oxi- 
daiivrtH y ^uelen ser eiloernmo oxidasa posiusios. Las caractc- 
rfslicas dilerenctales claves del grupa die p’icudtmitinadalcs «C 
dCHcribcn cii cl ciiadro 7-3. 

Fallcroni'^ separd las pseudomonadates en etneo grupos par 
hjomoLagk dc RJ^ ribasdmicD sobre la base de los csludius dc 
bonwiugia de rRNA-DNA, Gilaidi, por ntm parte. Ids sepa.rd eji 
iiiete grupos phucipules de acuc^ con la^ coraclerfsticas ferto- 
Ifpicasr fluorej^nte:!, siuUeri, alcaligeneSi pseudomallei, acido- 
voTdns, facilja-dclaTKldii y diminuta.^’" En cl nccuadro 7-3 sc 
prcscTiia tm esquema accuultzado que combina nlgunas dc Tas 
caracterislicas de la clasiftcacibn genotlpica y fenotlpica. 

Familla Psembmotisiismt 
CbiERO /^f(/£l£»tfOAr45-fiRLJPQ mMill 

Aunque la mayor] a dc p^cudDinonadalcK fuciual clasiH- 
cados al principio en cl gdnero Fxemlofntfnas^ ahora se sabe 
qtte cada uno de las cinco grupnas rRNA ncprcscnlrt gnipos 
gcn£ilC4jN (axondjuiitaincfne disiinlos y. en consccuencta, se 
han asJgniidu dlFerenTc^ nombrcs de genera a ciidci uno. Sdlo 
Ids mientbros del gmpa rRNA 1 relienm ia designneibn dc 
genern de Pseudifmonai!. 

Bmpo HvffTBscent9, Todas las especies dentro dc cstc grupo se 
caraclerizan por In produccidn de un pigmenlo pios'erdina 
hidrusuhblc que da Jluorcsccncia blanca A verJe azvkdu btijo 
luz ulUuviulcia dc lungiuid dc onda liiigu (400 run). La pro¬ 
duce tun dc pigmerttrs fluoncsccntcs aumentn sobre todo cn Ins 
medics con alia ctmcentnioit'in dc FoiFatci.™ Aunque lo^ ires 
miembros de este grupo producen pioverdinfu sdlo ttna especie, 
P. atruginosa, produce cl piginento hidrosotublc azul dcriniJu 
piocianina (viaw kmina cn color 7-1C). Las curnclcmiitas 
bicqulniicos claves que separnn ci los micirtbros del grupo Huo- 
rescente se presentan en el cuadro 7-4. 

flcrwgrnftTrt produce un aspecio ntractcrisliei> 
■cuando crece cn una Nangrc. Apantvc cortHi grau- 

{les colonias crises con una pcriFcria en expansidn y iiiuesiru 
hemdluis. Las colonias a njeaiida lienen aspecio dc piel dc cai- 
rain y raucstran un brilh mclAlicu (lamina cn color 7-2F>. Sc 
puede hacer ujia identilinclbn ripida de fl nemyrnffsn en cul- 
Eivo sicrnprc i|uc sc ob&crvcn las siguientes cardctcrlslicas; una 
incrfologfa llpica dc lus colonias llainina cii color 7-2F). pio- 
dui:ti6n de fuginentos dilusiblcs (Uitiina eu i.'olor 7-2G1. olor a 
Frula y positividad de uxidasa (recuadfo 7-4^.^^' En ocasioncs, 
hemos observadc ccpas qut pindurtn un tdor piCn'mlc n “pita- 
[as podridas". Existe ul inenos uru cutriunicaci^ dc un bwee 
hospilalario causudu pur vcpasdc P, uerugittosa muLolicntc.''' 

R iierugitwsa cs cl pscudjornnnwJal que se ufsla con mas fie- 
cucncia cn niucstras ellnicas. Ld inleccidn por P. uerugimaa 
pitvalccc cspccialmcntc cn Ids pacientes con quemaduras. 
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iibni'ij'i iiuhniCii. Icttccmia ajjudti, inispluntcs tic ^Ti;hinw y 
jirdkcidn *j Jro^a^ tntmveni^sa^.^ Las inroccjani's ihueliin iH^uirir 
cn cualquicr silio dondc licndc a acuinuhiPic la humcdiiiJ: [ra- 
quoo&ioiiiias, cac^cii^s pormuni^mcfH quemodura^. el ofdo 
eiitemo ('"oliln de nadador"; y herida^ culfiticas rszuinantes. 
exudncidn de pus aziiladn, con olor ^iniilar a las uvas pur \h 
pnxiuccidn dc pipoiuilina. cs caracterCsLioi. P. aent^iiHTju [()iii- 
inifii pTuvwa iiifccLiiriics tic lu^t vfa.s uiiiiariiis y laLs vfas rcspiru- 
Corio alias: cslas tUtimas pucdcn scr graves c incluso potcncial* 
mcnlc im>na!cseri los hucspcdcs ijiTnUnodeprimidos. El micro- 
or£ianif:mt> lanihien puecle causar infecciones devastaiJora.s del 
{ijo. La qucratilts, la tnfcccidn dc Alcxrus comcanas y Ea endof- 
latniitis por pseudomonas Jcben aborJarse como cmcrgcncias 
incdicas que pifcden ser Tulin in jnles y prustx'ar la pi^rdldj |X;i' 
m;iTien(te de lit vis con. Se presentan con Irccuertcia nepmUr en la 


lilcnliiira especializada ensos de endocnrdiiis, meningitis, ahv- 
ceso eneeiJIia) e infecciones de huesos y arilculiicit^nrs por la 
propujraci™ licmaJogcna.''’' mayorfa dc los casos dc endo¬ 
carditis requienrn un rceniplazo valvular porque es d]EH:;]i ettri- 
dlcar la inTaccidri.^- Bstdn hien dcscritos Ids brotes dc dermn^ 
tili*i y nlili!; cxLcma ptvr P. aentgitifjsa asocindos con el uso de 
piscinas y bafleras cylicnies. I.cis CDC ctimanicaron til menw 
75 casios durante sets brotcs que tKUjrrierun cutic 1997 y 
1993'/^ Tambicn itc ban cornuntc.idn infcccioncF: espnriSdicas 
por P, tierngiriosa lucgode la perToracibn de las orejas.'" 

P nenijif/rrmri produce varias sustancias que se cree que 
aumenttin la colonizacidn y la infcccidn del tejido del huiSis- 
pctl-*'' Estas sustancias. jurJo con disliniov riicttnus dc virulcn- 
ciou cnirc cllos, lipopollsaeilrido CLPS>. exotoxitia A. leucocidi* 
na. fanpc] cKlnkcelLihu, pnstcjis.UK, I'cHifulipaNu y otms diver^nj; 
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Recuadro 7*3 CiBBincacion toncTipIca da pseudomonada* 
lea (baclEos no rarmantadorascjon llagslos 
polarcs) 


Gmpg RhA 


Onrfun ilMcw^tTWic 

PM itfJonUtIktd 
r^c'uri’-^mrijuei 

Gnifin 2ilMtz<Fn 

PjtfUfhrfifsriijw ir4l?rfrr 

Gnipo yh-3 Jc Im CDC 
■"ini|ii:i 

/^.^ruJrirrJr^itift'f i2lfi£Ar/lc'fJ7i'A 

Wirrrjc^ 

Cmigwi I Jk' ClfH-i If I i\c ir.^tTiiHimiv 


CrupgrflNA II 


Cmpci ^-uruY^iffiiii/.Vi ipnipn neKi^tcMlr di lii i 

/?4i.i-Alif»Aifrnn mittSn 
BuiihfkkfUi f9^<[fdfirr\»t(r\ 

CDIliptCpU i I’/VJi MT 

But 

KS^’lCi .Ie 


Crapo rflNA III 


Gni| 1 CI IPXililLDlJ: ilrhil 

r iN ^•il■^.■^lfl^ln 

Ci 'iifii'r^H>iLip 4n7i'iif jiurj 
/In'd/rrti'iiilpi 
At /I'jriifr.f 

.li^4Yini.i J/PirpriTjni 

WCM bs C\K 


GnipD rRM IV 


E'lfLIfH^ DankiiniJHii 
WjnrjufJjmrvwrt .^iam ir.rji? 

VC.^k'MjfdJnir 


Grup« rRHA V 


Xfrtl^Wlfrl/J^hfnaprl.Ji ri-. iVp 


mpu cgn plgirnffito Bmarlllci 


S^UHl|4»7nrWrtLY/N?lH 


Gnipo HfS poMlIvp 


pprfnr/flrim* 


GiupD MIoMIIcq 


Iliiii ir.'Ji i.d-j '• cYicu rcj 

Ginipn I fie lui rccTDcnLulLsrcM lulnfilinii ik \^t CDC 


cpfiniaH irecuadiTV 7-5). con\icn«rt a I*, en la bycic- 

Ha lIi; iiiayof intpunancu izlfnica ^ntrc luti baLtItK ^rainnc^atU 
\oi no rcmmilodorifEi. Sc rccupcra con rrccucncia un tnorfotipo 
mucEiidc inusiual dc P. neniginnsa lIc la^ vccrccioncK rcspiialo 
nan dc pncicntes con Tbrosis qufsdcu qae lienen InFeccioncs 
(.Ti5nicaF» pur P. aemgiftttsa (vdsisc lamina cn coJor 7-2H). El 
morHEtipo mucoiik: w Jchc a la pnHtLtcct'^rt Jc ^ranJc!) canti- 
daJi^s Jc UD poliiiaciridja (dcnominadualgirLaioj qnc rodea a la 
celula, cl cual e& nesponfiablc del mal prcmdslico y dc las alias 
tasas dc mortal iJad cn las pacicnte^ cnn fjhrosi'i quf^llca. 
Existtn revisione^t extcnsas de c,Me 
El traiiiinienio Je ]a.^ Infecciync* pctr P, acntginmu puedc fiCT 
difTclI. Un c!ipcciniP relaiivamcntc e^uccho de antibii^Ucd^ eii 
cRctiz c Incluyc Ins caTbo](lpcn]cilinas (carbcnicJina. tlcarcili< 
na). Ia$ ureidopenicilinas (mtitlocdinii. piperacillna), lasccfa- 
tospormas anttseudom^nicas Iceliazidiina). Ids mnnohaciinn- 
cos (azireynam). Ids carbapcn^micuoi (imipcncm. mcnipcncmi. 
Laib t^atntdonas (cipntFIuiiaCLna, Icvcdlouicina) y ]ok amino^TiJ- 
c^siJos ^gcntamiclna, lobramicioaH amikactna}. Casi lodas las 
ccpas son resisicntes a otras pcnicilinas y a cefalosporirtas. 
inclutJa^ Eicnpicilina, cefunniima y tcfoia?tima,‘-^'**^ P, aemgi- 
mna pLicdc pEirlar plisniidus dc niullirrcsiNlcncia y csla camc- 
tcrfslica ha comlacido a la aparicldn Jc algunas ccpas rc.sisien- 
tcs a Eodos los anEibtdllcos cficaccs.*''’ 

P. fluoTF^pFnK y P. puftda Eiparcc^n cn cl agua y cl siwlo y 
pueJen Existtr an fuenies acuosas en el ambiente hospitalano. 
Amhos puEden exfstircomo flora larfngea normal y son pahV 
gcnos DptirtLJ.ntsttis raros cn los seres liumanos. Sc ha comuni- 
cqdo que P, puftfia produce sepsis rclacionada con cntcicrcs cn 
[aacicnics con cincer''''^y anrliis siSptica.^-^ Ambas espocies 
lijn $ido aSOCiaJas con baCICnCniia p<ir Hungre Tnuiifundi- 
^ siuj:]j<is4iii.i3t73j jjgnen iinponancia crecianie las conunkar 
clones Jc scudobactchcmias por P. flaoFejicens^ la prcsencia 
dc hcmDcu:hivo>> posllivos cn auscncia dc baclcrlcmia verJa- 
dcra y rualquicr iiinloiiia nclucionadn. muK a menuthi alrihuj- 
dos u cui^EErcs y dispositivEis vinciiLaElos a calificn:^ cunijml- 

Empo Stuherf. Los miCTtxi'T^anisuiEis dc] pjmptt SlutiCri sOh 
todcs dcsniLrillcadorcs del suelo y pueden creccr cn condicio- 
nc!i anaernbias cn mcdios que conticncu nitraios, con produc- 
cjdn tic gas nitrogeno. l^s CEpas se mov iliz^n por medio de fla- 
gelos monotricos pol ancs y pueden cieeer con NH, como linica 
rLiciitc de nitrdgctiii y elccIuCe] cunH» uiiiea fuente dc uarboilo 
para ubtener cjicrgfa. En el cuadro T-5 sc describen las carac' 
[crfsticuR [|uc difermcian a los mLcmbn3Sdc CfllC grupo. 

P. vmtzfri (ar^fes grupo Vb-l de los CDC} es ubicuo en el 
vuelo y el agua y ha sido reeuperado Je humus, esti^rcol. paja, 
aguas cloaealcs. aguit cstEincaJA, Formulas pan lactAntes, cqui- 
pamienUj huspitalEuio. CDsm^ticos para ojos y disUnias inues- 
tms c]fnicas.-^^'*-^^“ Solo pocas veces w ha asneiado con infcc- 
ciones. comEs otiiis media,"''- conjuuiivEiis-,’™ neumoniFa.'”-"*'^'’ 

anricis endocarditis.*” rm^ningjiis en un paciente 

HIV pcillivo.*" infcccioncs dc injertos vasculurcs 5in[^t^cos^^’^ 
infcccioncs dc hcridas traumaticEiii*'^’'^” y DsEcomiclilis vcric- 
Eh sensible u la mayoria de Ids amlbidTieos. Las colo¬ 
nics ii<cien aislaJas son adheiunEcH y licnen un aspcclEi rugOM> 
caracierfsiLCD (v^use liimina en color 7-3At. que sti puede per- 
dcT Jcspucs Jcl subicultivD rcpcEidn cn c! laboruloriOr P sttttzc- 
ri comprcuElc un E.'iNn.junEu hclccogeitci* de cepus que incluyc a] 
mcnos 1(1 grupos gctuSmicos sin una condicidn laxondmica 
denominados genomovariedades,'®'-^^**'^^-®^ Sin embargo, 
kw genomovarifttaJes P. >!utieri se cariicieFi 7 an ptjr un alio 
nivel Jc heterogeneiJad dc l as propictlaJcs IcnDiipicas, que no 
pcftnilc djvidir las luxoacs cn diferentes cspccics.**’**’*** Sd]o 
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CUBdfD 7*4 CatvvtcttfllciH cttivcii Url Kru|x» niiE»r^rn(« 


PRUEBA 

F. AERVGI.SOSA 

F. PLVOIt£SCE,VS 

K PLTiiM 

l^cn-crdina 

* 



l^cicianiM 

* 

- 

— 

AtyramiilB 

V 


- 

Crtcimieiuti a >12 *C 

* 

- 

- 

K#JiKci<^ de W, 

V(74) 

V []SJ 

- 

Hidrtiluii'i ite iidaiiiui 


+ 

- 


+: o mflT de rrpor prjitiViar,' ir ndr rrjxu rifjBiraLB.T; V: /J dt rr^vrr pfTTA&i-ax- * *z man-wn penrinv Jjtj? 

iTw»riTJf K^r\ |wnf rrSHffs rfr •rcjvj qw dan JTwrKi»ri piifJfhui 

fAuid 


una ile la;: gcnomcnaricdadcii dcscntsi!; Oe P. Jttufzeri ha siJa 
Kcla.<%incjda y puMicad^i ci>(i valide/, cumi) lu nui^a e.'^pet.'ie 
Pseudomonas balearicaJ^ No sc hu cojnunicAdo aon cl aisla- 

(nicnto clilltCO dc P hat^arica cn humiuiui. 

P. mendocina (anies gnipo Vb-2 de Eos CDC) y ta especie sin 
noifibrc del grupo Vb-3 dc los CDC pocas ixccs sc aislan dc 
niucslrascll'niciis. Las culunias dc P. mendocina sun lisas y lic- 
nen cl 2 !ipeclo y In cunsiylencja de ]j manlccn- Sc ha comuni- 
cado un casiO dc cada imo dc cndocufdUb^ de viilviiia mitral en 
II n padcnic con reeirplozo de valvula aortica^' y ecidocaiditis 
<k vdiviihi iricuspide m un pacicnlc con un dcfcctu cardiAcu 
cong^jto.“’ Las eepas del grapo Vh-3 de los CDC se aseme- 
jan a P, Huizcri salvo cn que liun arg Inina pusilUos. PiMvIicgc 
y cola.''’' hof] comunicadu un casu dc sepliccmiu por Vb-3 cn 
un pacientc con micloma muklplc. 

AlcallBcnn. L«s microoTgankmus del jrvpo Akaligcncs 
se camclerizan pnr ser asacarolhiens o sdin dfbilirente sacam- 
Ifiicos cn cl medio dc glucosa OFr Los niicmhRi^ dc eslc gnip<> 
son P. alcatigenes, P pseudoaicaligeitei y especics dc 
Psendomniias del grupn I dc los CDC- Las ultimas C!ipcclc5 sin 
nombre son sinitlarcs a P afenii^enes^ salvo cn que las cepas 
dc c&pecics dc del gmpo I reducen lanlo niliaEo 

cuino nicrilo n En cl oiadm 7-6 sc dclallan las camctc- 


RiciiBdrD 7-4 Ftequerimlentoc mlnlnMe pora la Idnntlllea- 
cldn dallnlllvB da P,wurugino3a 


IJcnuricacH'm baud.i Ai iekIjii Ij-h Vtguknm cirwiCTf'lih'ii*-' 

I Hvtici ^cnivgaiiw 

2 . Oildasa inning II 

3. OhM irilLlHllllll IruUl Utulliu J: lll^> U iLIIlilla ik iniUTl 

•( M^irfulciEiLB rcL-iiDi icibk (Ic Ut cviL'miai 

H. Ljb ^aiifCT El i^iif L'l.Mni'bcolL'irbi:^ i^riiCHlcs 

i:oa InTillo HKlibLd. IUUC4bMC3. O |H;^nh«UELLL> (pbOkiaThirU I V 

.1 inraitiijii P liflihNililikas- iIJiElIhel c^l l'dUh 7-2Fb. 

H Fn afar dt MkcConkfy afun&»n L'^vnci iVf nmax h'Bi^ 

pigcncQlacuSfi ^'^nic- o hfriLU> rmlliOLi iliinim T-2Cp]. 

LimbLjLLull^i. 

I Alfi]ii:|i lie- .•lirE^jnw.vtMj^ p^icdc-ll ns^flWjar?^ :i P. i-r#THpwi«iAiil itiirt 
iUMrniii Jcl ciIitt ltp»o>) pcni ■^'■n indul potiEiv^ iP. ^ 

Midu[ n^a^rva^ 

*. uci.i'i ivpra lie Bk^Uujidtnu teptu iu Jt paLBjealfi L'vti filiniM\ L|ufi^ 
tica pcic^lcn HKHUbT □KMf<:4ipi>S-ifQc ie a'^ciiwjnn ■ P, <J^/iP^i>iiTrir. 


fnmadoi. de ta rffrmrur^. 


rfslicHS que dircrcncinn c«te grupt' dc uirax pscucluinmias a)ca- 
liims }dmikres, Aunque hjit iniciribcos de ei^tc gnipo sc rifcupc- 
mn dc mueslras clinicas. sdto sc ha comunicado pocas veccs su 
ciipacidad p:iru acCuar COmO puCdgCnOs huittunos. HLibci infor- 


Ricuadra 7-5 

Ficlof ■■ d* virulancli dn PwaodomanaM 
aaevtdtioaa 

tutor dr 

ArliiliLiril lihilrjfpIcA 

.AlfiBl'mE-i 


Pi^lisfti^ridtb'eAfHiiLEirqLicpL'-ninibt ji lia^ hati^ 
nth JA^(^.lla]hll^B iii.IbcE’it^ iL Loifc superficies^ ile 
l.i' celuloa cphelBoEcTd f^ulakitiaid j [i-q-nui 
hi^ifcitcub^ quc. i \ti. pn^iejicfi :■ Em 
hiii:ierjd>4k kn ■olibKViu.'usi} el Nbstema 
iianunc ik-l LUeipi.b- 

PaU 


Ap^nJicc^ dc ^iq^erficic que pcnnucii la Ailfic- 
[ctcJa Jci aLicruurgiiiiiiSftM j lu^ micpEca'Ch 
iIeI ^'jaiflii'i^HJiP fihFI Mihre Lai ^i-ipeniiidN 
de DfliiiiH cpiielutlei dd 

SVur.iffiinidasa 


Elimin^ loi ne^idihiM de ik 

rixepnsrr^ del f an^liiViJii C7M-1, lu Ljue liiel- 
[|ll La liiiaiia Je lisb pile. 



h’L'pdiKe endDCjiiirui. stndm^ lE^ 

lichiE. vhtk'L, abjeurLa, leLtcL^pcncq ii 1 cuci^'i* 

UMii. COO^ulaCbtidb LairaYilnCidai' divC’iblihi'iJu. 
amsnaUtt^ meubiSlictM. 

ILi4)Iei:iiii.i A 


E3c^1niciL*Bin tiiiilar, inliihix'iiici Jc la 
pniiepca; qnkTirm^fv la ac1iviUa?;l vtlular > In 
Df^calii ik Ili^ imjcrdE^oa-. 

l^a1tK>1r>\L'nA 


Inleminipe la aulividul gJNtnnntrManai nnmial 
y JjjiTC-j. 

Jnm:i S 


inhihr ti pn»lric» 

FohtVijipiHa C 


Ia nw-imbrA^^ iz*linpl3^ii;$iicn, ikiviiyc 
lu j4^La^kia leiiMiuCEivd pulfrhMUi. anacibh-j 
bih kJ|ihDJUD;r.. 



LMTindc Ui> inaiurfu^kiNuliDai y LCiiufXHicfi- 

ie% dd «nmpl«iKnl4>a iDkminape U n^iividiAd 
Je Likv nciili^l'iEi'k. 

Lcin'iiiiJinth 


Eulbitpc lu Iu^iil'rVii ik iiculiufiEus y IlieIi^iIu^. 



SypriuK j ucrua bjfC^iah c- jBLtrrunsqK: la .ku- 
vid-JuJ dc Lin I'llit’^ le^lAirsdudus-; pniiluL'c 
dyriD ik* li^^ lejidm. wbre tisdo eIc 

iih iciidus LnifcikMkn lihibp el piiinnc'pq 
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Cuadra 7*5 CnrjuicjisllcMs efaves del gnipo Slulzcri 
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n STVTZa/tJ 

i' ,Mf,VtWCf.V,4 

GRUPO VB*3 

I'HUEUA 

VP-I 

VB-2 

DE LOS CDC 



+ 

+ 

Glliu»vi EUK 

A 

A 

A 

MoIidui 0(F 

A 

- 

A 

OH 

- 

- 

- 

Mifliihil W 

V [7D) 

- 

A 

Ri;=duc‘ci6fi 

+ 

+ 

+ 

NO, 1 

+ 

+ 

4 

ArgiTiiiu 

- 

+ 

+ 

Cjsiim 


- 

- 

EtidrdlL^ii lLc qJitiiiIgd 


- 

V(75) 

PnlimiiinH B 

S 

s 

S 

CnNmiDic flmigiKlas 


- 

- 

+■■ ?■ ri ™ir 4fr - 

■ Wj^ dp HOfiiTIKU. V 1 

f ^ifp CfpC^^H\JUfmir 1 

h' rpuvJliH pfl-7*n'\if wm 

c i^-nui^yr. ^J.i"Afi.'rcSn /r,rT^fwftrflyln. Lap^ jiifflfrrTV tA\iYr it»i Fitwfnisyfj Jt 

-LVfAsu rvacciimti 


mcs (le P. a^«j%fncj (juc pTOduccn infccckincs ocularcs, 
empie^ma. y un easo dc en^cjurditis mortal/'^ 

Grupo coit piffirffnfo 

• PseifdomDiias lateaUi. E£i4 c^ipccte hii cuflix;iJu comu 

CfimmobaettfHum lyphiilavivn, gmpa Vc-I tic lus CDC, Pstu- 
dottvwis iutcftid, F.iciidofnoflas potylricha y Ckryscomofias 
IitiFota.^^ La i]bitcaci6n laKinn^inica sir cn cuiin' 

do la especie fue ubkada nutvamenie en el g^nero 
Pseutltmtotias.'* P ttneoUt k m6vjl por medio de pob- 

res mulUlricos. cs oxidiua rvegativon encoc tanlc cn meJio dc 
a^ai dc MacConkey cocno en agar y prtxluce eolohizni 

con pigmentacldn amatilla C|ue menudo wn mgosas y adtie- 
rentes at agar (i^-^ase lamina en color Us camclerfsiicas 
hicquTmlcaj que diferencian F. iuteoffl dc OEnos pseudontuna- 
dolcs con pigmento aniarillo sc dcticribcn cn cl cuiidru 7-1 ]. Es 
una cepa eJinica nira y ha sidoaislada dc distinlas muestras clf- 
iiicas. como nuuej;trax dc hetidas, cutllo uEerino, urina y fiirin- 
ge.-’^ Las cepas recupeFada.s de inuKtras olenicas en el Univer- 
iiiiy of Illinois Hot$piial lian siUo aisIsjdtLs en e^mca. espuioL 
mtcmbius infcfiorcs, cavidad endometrial y safigrc. A menudo 
» aisla con otroe miciwiSHinismos y » juzga que no tlcnc 
itnporlancia clfmca, En tin e^^udio, srtlo se hallamn 14 cepas dc 
P. iuffoia cnlre 56^ aislamientos clmicos de no fermentadores 
cn un poriudodc dus urlos/^ Las comtinicaciones dc inreccio 
ncs gwvts produtidas por F incluyen bacicric- 

,ji^g^s».t2iiMiuj425,«imfti: endocarditis^'^* mcningitiii,''*'**^ ulcem- 

cidn de las pienias^™ osteQfnielilis“*y pcfitonitis."*"^® 
Psiudomnna« oryilliabilans. Eaec mieroorgani.^mo ha sido dcS' 
crilo antes cOnld lyftfiiJlaviiiTi. Pset^ifntiNituis 

{yryTjhaifitutiit, grupo dc \os Cl^ y Fiavittiontis ary^ifia- 
W/onr,”* Laubicncion tasor6niica sc resohnocn 1997 cunndo 
las especies fucron ubicadas nuevamente en el g^nero 
Pmmdomonaa.'^ P. oryziftahiiaits tiene caracterlsticas simi lanes 
a Chrysfomoms luleitla ya qiic cstus micnoorganismos lani’ 
bi^n son Ti1(>vi1cs y u^ida-^a ncgalivos y fonrun colonlas cun 
pigmcnlacidn amnrilla cn sgar sangre. Al tgual que F, fult'olti, 
las coloatas de P. oryvlNthituHt son rugosas. Este mierwga- 
nismo puede scr difcrcnciado de R iutivtia por las neaeciones 
negatives para hididlisis csculinn y ur1oni(rorcnil-[S-lL>-ga]aclo- 


pirandsido ^0NPG1 y la caracEcrrsticn dc tener an solo flagelo 
polar. En cl euidra 7.11 m: ■senslon ntris coractcnsticas diferen- 
dales. P. iifyzikahitiirt!! Eambi^n hn sidn aisl^do en di$lintos 
sitios cifnicos, corno heridas, esputOn oido, ojo. orina, Elquido 
pcriltalcaJ. cquipamlcnto pura icrapia inhaldloiiu y oan' 
gfP :25.isj«ni»«i.wi«rii nccienicrncnu:, Tih infcocioncs por 
estc micrDorganlsmo sc bon rclacionodo con la presetKia dc uu 
cateicr inrrjvascolar en pacientes inmonodeprimidofi.^*^*"^^- 
En d Universiiy oflllinuis Hospiial. sc toaisid cn espuEo, orina, 
seerveidn prtKoiilca pici y iiangre. Tambidii pcirace »er un pald- 
geno cmcrgcntc cn la pcrilonitis rclacionada con la dililisis peri* 

lonr;i! aiTib4i]:LtnHa caolinu;!, con vnrius cqsds publics* 

Otros factores predisponentes para las infeccio- 
ncn por F. (tty'zihahitan'i los Cal^Ecncji intravascularca por- 
matkenics, Lo« injenots ojlLnciales. el abiiso dc drogiu» inira\cno' 

Sa.s. el lOLLcnalisaitD de urdneu gra^'u l|iiic rcL|u.icrc uinigtu y cl 
tiasplantc dc mddulo ossa,'' *' 

Famllla BufittuHSEnatsBe 

El gnipo fRNA II eoflstsic cn tn^Kvi^tganwiiws ubi»do« en 
Jos gfncios ftjrtJprarcr^” y Cn- 

pravjiiu.'!^** y denoTninadns cn c! pasado gmpo PxcHdot^M. 
Tbdas las espccicstie esie grupo sc separan con facilidad de niros 
grupos dc pscudnmonadaics por la propiedad de mo&trar nesis* 
tcncin al gmpo dc andbldticos dc poliiniKma (polimlvina B y 
ootLslini'). En Ins euadios 7-7„ 7-8 y 7-9 sc dcscrilicn las comcle* 
rlsiicas bioquimicas uiillzadas pan disduguir a los miembrus de 
csic grupOn el cu:d cornprende muchaa especies, algunas ssocia- 
dii^ plantar. Ei) C^(C libro sc incluyen las asociadas con 
enrermedad hLunoni. Dots de las e^species palogfnicas, B. psca- 
livmaHai y B. ftbiiieu son mcnciona^ como agcnlcs dc anictia* 
741 bitil^gica calcgdfin B por cl Gmpo dc Trabajo dc Planifica- 
cidn Estrai^gjca de los CDC debido a su di&porubllidad y poten- 
ciaJ para {>ca*iionar enfermeilades con alta rnorbimortalidad.^' 

BBBKHOLDEfiiA PSWDOMAIlEf 

R. ntaSlej un purasilo csiricio dc los animales ^fundamcn* 
talmenre cabal | os. mnU-s y bums} que causa ima Infeceidn del 
aparato rcspiiatorio oonocida cojnn muermn. [.^a Torma aguju 

B Estigmadel dr.VaRDrEso 
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Cuadro 7-7 Caraelerbllcas clavts dc Burithtfidcria amIM. U. pscudonmUei j 


PRUEIIA 

RSrUTZEXI 

R PSEUDO^iALLEI 

fl. MALLEI 



+ 

V 

MiUFliiidd 

+ 

+ 

- 

CrcLirtLiciilu cn a^iij t]o NlxurCiiciie^' -+■ 

*■ 

V 

Cilutffli OF 

A 

A 

A 

Mjlinsa OF 

A 

A 

V 

LsLi^rti OF 

- 

A 

V 

SfjnJfol OF 

V 

A 

V 

Krdiicci^fl At NO^ 

+ 

+ 

+ 

NCJjapii. 

+ 

+ 

- 

Aqjinjpj 

- 

f 

* 

l.iHjrtd 

- 

- 

- 

MKErtii^is iW :^hni4i0ii 


- 

ND 

PsilNIilTlili.L 13 

-S 

R 

R 

tf'dilnnijK. m^nuK 


+ 

- 

KijmcpiP 

hgcrpirmr^ ^manlh 

('rrma si haitfliiii 

(Iris 

• ; IW % tj ifhh ;iirril^i 

- 4J pkLf-Jf fc': ih tcpvtf jwJrfiiw. *■* retAct■*^n fvtins^ /uertt: A. 

R^Ol'-L'JlUt dlJl^ 

i: ^pTMirW/-. #: ntnisi^ntd, Sh nr- 


p r^ Jk fti|k i-jrmf 1 


fllr Cifl 


lie T^i cnrerni«cliiil pu-ede maur a un cabiillo cn un pur dc soniii- 
nas- Gn raros enso-s, sc puede trnnsmitir n los seres humanos. 
habicualmente u ini\£s tie unu uhnui^ii tie In 2UUU 

ocurrifi un ca<;o de muenno aJquiridd en «] laboralDrin "" G1 
muermu coinpartc con cl curlHinco y ctm h pcslc la "Jisiin- 
cj<jn~ dc su usu cn la guerva. Gxislc tJt>;umcniuoii3^ dc que B. 
tititflci (uc ulititadu eviliy Agedte par^ la gWrta biuldpicti trt la 
Primera Guerra Mundial.'”* B. mnUci es un pequeno eDcot>aci- 
lo jtranrnepiiiivA. En agarsan^gre de cumerd aparece cnitioeolo- 
nian iraniiliAcuiis y liiia^ en ^ dfa^. sin ninsdn pigmenlo 
ni colur caraclerf.^lku. Eii la iltiiea e^pccie Inmt^vil en el g^nc- 
ro. Gn cl cuadno 7-7 se prccs^nlan olias caractcnsticas difcrca- 
cialcs. 

Br pxeudmnfiliei h mclioidinsis. gna enfermedad simi¬ 
lar al imjermo en lus animalcs y las st.'nrs humaiKis <iceuadnr 
7-6). A partir dc los ncsultados dc rEtNA y DNA-DNA obcenl- 
dos por Yatwgchi y cols, cs gviJente quc ff- inciUtri y B. fnfu- 
domattfi pLTtcncccn a ana ilmca genonuKspccic, pcn> se ha 
prripucsto manftener csias dos cspgcigs scpjtradas pik n.v.i>Fves 
cpidcTniiddigleaH y zOrtiitViica.s.”'^ B. p^fiulirmaliei ciece bien en 
medim dc laboratorio csu^doics y a mcniidD produce colon i as 
lugtQsas y, por lu laatc. puede sicr itiarluldgicainjcntc scmcjanle 
a B. sttttzeri. Gl microor^anismo Eicne un nictio ceo|[^gjco y 
cjtisEC en cl sueln y en cl agua esianeada cn gn area de latioirtes 
2(r al none y a] sur del Ecuador, fandamecitalmLiiic en 
TuilutkJia, Vielnam y partes del nortc dc Australia.^ 
AlgurH>s infoimcs rgcicnicK gcinfinnurL qae cs cud^icn en 
China, I'aiwjin y Laos, peno se dcsconocc la verdadem inciden- 
cia en la mayoria de Itjs paiscs.’^^'” Sc ban cumunkiwUN rogy 
pocos casos dc mclioidiwis cn cl subconligencc de la rmlia, a 
pesar de las simililudts en las candicioiics 4 mbiciiLalc.s con los 
pafse;^ del sudcstc. asldiicD, inuiiquc cn 1999 sc comunicu on 
caso de absceso cnccfalico y pulmonar por meliojdosiji de^puils 
de un viaje a Sri Lanka,La mayoria de las inreocioncs son 
asinEomAEicas o sc prcfcnian coino gna cnfemietiad gripal auto- 
1 in>il 4 i 4 a y b^c\^c quc -sdil<? sc puede Jiagnoslicar mcdlanu; scro- 
logfa.^' Sccakula que miles dc miembros del pcrsonjl miliiar 
de lt» Esiadoi Unldos sc iafcciaron por B, fjseud^ttiafU'f cuan- 


dti cuinplfiH] servicJi) en el sude&te u.si^ico cn las ddegdus dc 
i 960 y 1970. Algunos csludlos scnoldgicos han pucsEo cn cvi- 
dcncLU liluluil piKiitivDS. para csic miciuorguniMno cn cl 1-9% 
de los soldado^ de los Lstados Unidos que regresaion de 
Vietnam.'^'For In lanto. si sc cslimu on unos 3 mitlones 
cl personal niiliiur que slrvid cn VjoinLini desde 1965 has,ta 
197?. 250 000 pueden hubci^ie infectydo con B. p^^wlniw- 
Una oaracterlslica imporlante dc esta enfennedad c& su 
capacidad pjm pitKlgcir una inl^eceiArt laEcnic que sc pucdc 
reactivar niuohos a Him de-spu^^ de la ejirKKicH^n primaria. hir 
cstii ruzdu, la melioidosis ha si do apodailn la "bomba de Eicm- 
po vicUiamJta" porque es posiblc que aun la cnfcmicdad sc cste 
incubondo cn Ins vctcraniK TrcjncamericaTios dd conflicto dc 
Vternam.^'-^^-’ 

Las infcocinnos sc ndqulcicn psr cl contactu con cl mLonoor- 
ganisino ya sea por inhalacibn dc pol^^oo parcuniaclo dincclo 
a iravt^s de Icjiloncs en la ptel. Se desciibieron irea lomiaii de 
melioidosis; I > enfermedad aguda, quo se presenta como septi¬ 
cemia cim lesiones metasiisicaji; 3) enfermedsd semiaguda. 
que he presenta cumo una neumonia similar a la tuberculosis 
con ccluliii:* y linfangiEis y 3? enfermedad cn5fiicfl, que sc pir- 
senta como una cciulitis crdnica localizada trccuadro 7-6). 
E^iistc uru conggnicac Llin dc Unfadcnilis y jnediuKtinilis pot B. 

en un paciente con entennedad ifnmulornalosa 
cr^nica.’’*' Sc ha Jemostradu que la Jiabclcs mcllitus cs un fac¬ 
tor dc ringo para cl JcsutidIId dc melioidosis bactcri^micai.^*' 
Es imponanie traiar los oasos sospechoaos con antihidlicos 
antes dc cusilquier IrataTnicntn dc Ins pacicntes, cehuo lesiooes 
qiK dtenan, para evilar la sepsis. nxkialidad es del 95%' en 
los pacienles con enrermedad aguda que no st>n tralados. B. 
ffivtuhmallni cs intrinsccamentc ncsisicnlc u muchw unllbidli- 
cos. cniTC cIloH^ pctiiciliaa.s, LcfaloNpotituu de primera y segun- 
da generacidn, macrdlidDS, riramlcitias. colistina y aminDglu- 
crihidos,'^'-’^^ En genertl, es sensible a doranfenicol, tetrackli- 
nicj. irimctuprim-salfamctoAiizol, urcidopcnicilinas. ccralo&po- 
rinus dc icrccra gcncracidf], carl>apegcmicty{ e (inusual para 
uhii fyHeadomana) amoKicLliELa-clavulacLalo.‘"" ‘^Las fluoroqui- 
nolonas Iteneti solo actividad debit y han nesuttado muy ctcsa- 
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RecuBdro 7-Q Eplde^nloiogfa. dip{]n4»tEco. tratatnienio, pfevencidn « inrorme de la metioiciaals (eurh/ioftfaria pieu<ionMife/i 


EpidDiniQlDgii 


• |-:i ntf l«lIjtii.l^^^ L'N iL5i:k pnfi^riTmLbcl |.arc<;£iniLa v'-^u^xtLi |Hir |ji h:ii.U:nj iF]iB.-Ur**J.JVrM inru*h 

« 1V*«ilu' rl p.irlii- tie nvtji chnipn y paUifi'ijfirci e% NEimljr iil niurnuci ptir tfir/ihii^c/^riia 

« Lj niclioi(kni% ch ivtDiltHDiiiL^nkrnunli: urtn cDlcEinctJuJ ik: lu^ lIlieiav ^4■hvc IihIii lJl'I niiJole tk»nilc cnd^ni^ii. t'lm \z nuTiiinii iiim* 

L’fTtln&irii'ki <k c^Mn Onpcgim^diTv m Vlcltiikp, Ljoi. Ta.iLiailii£, Mysinrltar riElurrlul y na'le Jc Au^lrujls. 

• Ln.< ^\sk riitsim ^cuetHFim <n ^ijiaa y yicKi Ui ^ Mkiuiere [XJd b uiJiiiliKlun (xitvo, [y 

.icu.i ^ cl cimlik'ki con sdctid ciiDtamjaatiii c-hfEEnalrricnSir ii [iTi’t dc atfraunncK cilliincLii i cn Lu tnipash rnilil 2 rc«i. f‘> ■! [u cpnljiininnuiiiiri tii: 

hCL'iiLi^ cl^ ^uccTj Piicdt^ ii'.urEirii3ii^nii^»iiii [^rr^niiji a ficf?iCiei£L 

• El niiwTnitp L'*i c'oirim'dd }K>r li'rs ne-rL'-i SiuiiuiJhK^-ii ik u&iAUik> Juiii«hin'o& lufcizioiJubi 

^ y BurUk^Uentt sc crniMdcTiin Jjjenic' psifcfitiiiiks fi-ira Id £UKm iw > ri Icrrumirai ti».li‘ipl«H 


Hailizgat clIniCR 


w 5c dcscffchctt prt'S^flCaCkqbCy clfnir.is ik la nwtif 

V ^nirki'i UfuJu fi\iUi'L*uiiLi. ciU (uriaui dc inlcc.x*iri|i !iiic:lc xt lixiitii:Ddai:iAliLi itri miiukp y c% c3 icMilliidLi lIc Iu iinn.Lilai.i[AI ii llu'k<^^ Jc L^u rittir^k cii b 

pid- I^L famk p»pdc fiTwrcqr (kcHiiP Y dnlfwf^ nnnpuliinc^ |]cn^"^Jlf^• > pni^^:rc?<ar niftHlimcfuc [%ini tnf^ocurcE inti-cjnc circtilAComp. 

■ /jikiviiS^pxjuii-iwiHiir: ciLi firfaViii>Lk cnfcxincdAl I'Hirik un cujJili cirrlM.3 Jc h^.lr^^.|w^li^ ]c^c ^ nrtnruinij ^ravc, En llpiaw. d luittio Je 

\jk rl!lcll•■ul<«Ht^ jiulnKmv tkivniui^i piE Tichrc atlx irclukj, ajwirfKJu y Lkiki tnuwular inccfiv> El tkiicic lorkicu fiTL'urrjii:. pern una n-r» piu.lik • 
liS j i> pnxJik.ilh :i iim r^]iLhp lHiriiij»l cs d Mitlo dc cii\A fcpCnla ik mclimJKhi^ 

» i/rJf rttfTTiTik' rifL'wifAt^n^. kn paciCdLc^ CiTA craflcmml.id :i4jti>acmDc i.'uliiu EI[V, inMlfiLicncia nmol y JidhclCit H-m LifniLadtik pT eaIc tipi 

dc k cnfcrmcJid. que Mick producii Hn fcncTBL I-c^l Mn^rviUh som ditflculiaJ tfiiiinhi. lietne, Jasiemi. IcMcicieN ctiidiiiidN 

llrn^ts de m«i>cuil4r tqcbn y JlcMvicjitDciiik. Ein I^k uwi o uau infc^criki ik n^rlA dunkciila y loa Abscewri -sc «k LKa.n.iik c n [udu rL 

<wrpi. 

■ Infriii^ tupaii/diii rniuric^r: Li QEf kuKknli ctnnic:! e\ luu iiil'ii\:ciL^n qiic aIcliq I'lr^arH^.'i dc| cucq^K, que cn \o\ caum irKlu^Cd JrlicuIPCiirKftr^. 

\1u:rfah. lifilii¥.'ii%, L-tfiLrifijIn. tiifiidik, |w|nni^d, tuitriEis y I‘'q/li 

* L] j>clLL'du lie 3aLLil-'Lii:3iyii LEiGDlpbctaufc lj c^Lp^iiLii'ai V Id apuEiLiLik Jc siTiCemiLi hTliiiiLii^j iiLi Cktd JcrtniiJii clandij, prrti ii«ii;i!|jr (k'do Z JidS 


PniefaaH da labaialDriD 


* 5c fiLi%^Jcri FniciYiCfSihiia^rrn^ que aipiiCHTii kEnin) ptqncnn^ biicikia ^nininr£aliH-riN cn l.i IsncUm ik Cram iliiEcLa de'muciJln.^ ECbpiratnrut n nuie- 

rwlcs dc .il'M C-- '' 

* Sff puthlc ludnr p.weifmhiiln ik MiicjrTr, cinna, cspu:in-4a tp^jcHim utilirtindra ^wdi^w tk InhrcBtwri^kCTdvpiKinrtiilict trwLtl^iikM a 35 a 

57 tr cak all1lLK^£]::l AiiiliH'niif. 

* La 4icir(.-L3Jn \ Ij riKtlkU'iii ik Il-i:% aiihcunpiN Lutalij UacCcriiU cn la iiinj;rc mid ciCrr< medin Jc ilta^pii'iilk'Li. 


TrtUmicnio rttomtnfadt 


• En Ilia infccciuaieh- a^mLit ocrJnicd!^. «c rc£i>iiiM;nilii U ickmaLkuii^idci fy:kiciiLtL.il Jc aiikipactfu o l-cIiil/iJliiila JurnnLc 2-4 icntLiit^h ^c|;alJ3 tkl ii'UEasiaiirikiLk 
nnil «iiii DIp^sicilIlH-c:U^^|IflP^^lc^ ci iph CTFnNnudfin Jcdn^kcirlwia y triFTK'rf>frirTi*HilfankCT«^iH»l tlufainc 3-^ 

* El ErdLuiklciULiLklv inkiAi^c leiaprani) cn ul ii;iixyMk Ii4 ciikin!i»l»l ApiHMf ki del nficnic cilClll^l1l^^M> mtilidiJoMS pucilc hcr rrunal. kf> 

LilTO< ijfrrt. Ij, c^fcmacikiJ no !■ ^ un.- 


PtEvancicin V carnunicicinn 


* No Ck.i).ic ntnjiuDD '-a^iaika crxilra Ei inrluiaJD^ii. 

* Lj pTCHcnciOn flc la inicccldfi cn kis^ cndt^Lc^s j!ara b L-nfcrmetbil |iittik :Sff Llilicjil, y-iiquc cL cs raipy FrecucnlCi 

Lbie |uruTrKL% que pE<'‘«crii:ili djd]v«t:i ) k^ji.»QCh CULiilcjl diLticci C%iur cl CuvULli^IO Cmk suckh \ c^C.ai^t:JLLL CD cil\E\ Li^kx. i J uiixk hatj.s durantr cl le.i- 

ni|M :ij!ri-"*Li|ii picfik ein^ir lit ifflfi'diin ■ mivps Jc Iih picK. j u-*- pieman, 

» bun JuJcujncETUiki ErintMcjanc^ E^uirinliti cn cl bbnrpMxii-i. En ambkiiK^ Jc tk li bjUid.d ^^io Jc pccjix'KniE^j i: 4 .iiiiijtitf!^ yui-a b flQiiCiq:«jLi- 

cinri de '.mere y ki'quElrm L-i7rpmk^ punk cvitic U cmn^mi^jE^n 

* 1'ijiEu- Lbf ltilKlLU3.% Jc li^a- [x.iLkcnic3< y hr, criJEi-vina deben act iliJuii|ia[j4Su^ ciin Cl llwb ik gUaiiCCi y K<tAa CII U<ni |Cilbl4ie1c Jt' Nk^e^LUlJajJ. Lja- plifw a:^ dcbcil 

iCr CCET^dK-eon rirail CUAildo inebNktk^. I .a '"hspir^pAtfl" do pla^'^ii- qiK- pwfvdnmiftlfi cs y dchc eiibr^c 

■ Ti'tdilP, |l>s iiii^ihU!.'. dc mcla^tiik'^Ma (kl»ca Likff'Ciiufvc d la^ J4iKiFkbLk^ biiaknuLi^ 


4^ Fnc i~f^r JirrriV^^iirw.r^A' v .^^-Jriy/ai- rific niCuii^^v lA&nj*/^»*1-K■.uu^ dipy *puLrM-i.^.w^rB 4ay»''/W*A.f/r7i 


Icntjdonis cn Jns ensayos clfnicos.'"'' pcrfll aiilibi^lico 
aiiptCO 4e;£ JecLr, rt-.’^iiiicnrc :l j:e.‘'nE:3rnii:in3 y cnEisEiaa. y ^cn^ihliz 
a amoxicilina-cEavulanaio) en un hacHn jrairne^ativo OKi^lasa 
pcisiEi^f] cs u[il pan c^mllm^Eir la idcfntiticai:l{^n dc fi. 
juallci: en el Jahcirainrin dc microbiolof faJ*^ Lj cj;ri;izidima ha 
sido cl traLamiento dc clcccidn p^ita la incliaidoM^ frave, pefij 
la rcspueNia ;i| (nitamienlo purcnleral en alia dosU cs lenla,®® 
,Se ha deniot^iirailo que Im an[ibj<!l4ici>!i ciarttapen^cnifO!* Non 


muy acilvo^ cttnira fl. p.ifmiomaltei En vitm'^' y cn un cstu- 
ctio sc iroiitrD c|ue cl iniipenein solo era un iratamtenta eficju 
pani la meHiiidoNis gnivc agiida, >' condujn a menns talla'; de 
tratairienio que la ceha^IJima sola.*** En t>lrn estudio. el uso 
dc tcrapiii combinada ain ccr£»pera;!t)na-$tilhaetani mSs niine* 
[[]prim-<iu]r!tirct£?\azci'l ty ceftazidima mas uimetopriin-sulfa- 
mctoKazol parecLo scr igualnienie eticaz pani cl [raimnienlo de 
E:i mcliniJdsis gmve.'® 
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El diiigriistico dcHnitivodc In iitclioadosiK, que \^a iildo dc- 
nominada *1 q |jan imiladuTA^, JcpcnJi: Jcl ui^lainJcnlo y ]a 
idcritincacmn dc B. pseudrmrailei dc rnucslrii:^ clinic El 
micrDorgajiiiimo crece facilmenteen laTnaynha de tn& iriedin;; 
hahituafes de lab>oralorin y se pucdti aislar dc la siingrc mcclian- 
K i^cnJcas d-e hein<»culii^t» Sc rei:Ej]iuendan 

rcs sclecdvoK, yj Kfnugar bclt^cilvo dc Ashdown (ASA)^^ o agar 
soleclivo para SurAht^deria psi^udomaUsi CBPSA)^'" o col Jos 
scicelivos"’*' para cl aislwnientci dc B. p.ifmiotnaUfi dc sitini: 
cofpornle^ no c^driles, sobre todo de csputo Im caM>s clfni- 
cjuncnic SuspectJc iiv;ljoiJ[.isis y paru el M^iEuimicnio 
durante cl Lraiamicnto dc la enfermedad.'^^ En cl cuadro 7-7 sc 
dcscribcn bs propicdadcs biocpifiTiicas ulilci; para k idcntifica- 
cidndccsCcinjcrocirganisniOr Dos bintipos de B. pseitt/arnail£i 
son categori7^ofi por !;u capaeiJad para asimilar i.-arahlnia- 
sa,™ Los no asimiladores de i -arabinosa {Ara - ) sun virulcn' 
los y piicJen alslar&c tanto dc munlras clfnicas como del catoF' 
no, mientras que los ttsimiladoics dc wabinos^ (Ara + ) suclcn 
scravirulcnUKi y cOn nmb cucepciortes Si^ cnciienlnui sdio cn cl 
medioambiente.^^- ™ La idcnlirivaci^Ti (k 8. pseudamoiM no 
suclc scT diffcil cn los laboniiorius en ctreas donde el iiilcroor- 
gBtijsmij eji cniMmicci. ,Sin eiiibarga con el auiiictito Jc Im via' 
jes intcniacionalcs y la amcnaj-a Jcl hiotenvri'imD, kc ha vucl- 
lo iniis probable que los laboralohos dc ^as en dnndc jL psfu- 
domaitei no cs cnddmico poedan cnitintniTlo, Cshthj mochos 
bboruiodos se basan i^obre sisienias de iiJeiitifjeaci6n cojiKr- 
ciaJcs. Lowe y cols, compararon b caaclitud dc ctUUrp jdMc- 
rniLS, lus APE 20NE y 2DE nionual, y los sislcniijis Vitek L y 2 
automaticos (bioMericox Inc. HaicIwnoJ. MO)pnr \u eapaci- 
dad para ideniiHciar cotrectarnente I [13 cepas de B. pseudtHtia- 
Ifci. Los sistemaji API ?()NE, API 20E y Vitek 1 dicTon la iden- 
lificacldn coirccta cii cl cl 99'^ y cl 99^ dc los ca^os. 
rcspccli^'amcntc. El VLick 2 no puJa klcntifiLiu' inLLchas dc las 
cepu-s dc B, p^eudfJtmiUd debido en grnn parte a diferencias 
en kR reacciones bioquimicas lograJai: cn cnnipamci^n con 
los vEilores espefsdfw en k btise de (bios *™ Koh y coli'i.. uii- 
Itzundo 47 ccp4-s de B. ps^udi/mullci^ eviil jarun un nuctu sL- 
tema de Identificaejdn autonbtico: cl BD Phocni\ System. 
Aunque 8. pscudomaliei no esta cn Ja base dc daKw Phoetiix 
sdio SC kycrofi cuairo cepas como carentes de Identincflcldn. 
ToJas ks resianies ruernn ideniificadas iiicorrcctamcntc con 
resultados Jc alta confiaiueu cornu B. cepacia (34). cspceic^ 
dc Burkholdfria/Raistnnia (6) u utra eNpecic Je no Termenta^ 
dortfi 

Se ban oreado pruebat: rapidas de agJutinacidn del 1 ulcs para 
la Jcleceidn i)c artlfgeno de B. en orina'^ ™''^ 

que ufreecn uti EnCtodo simple, nlpido y altamenEc espceiGeo 
para el Jiagnostko Jc mciioidosts y son may uillex cn 
con insTaludones de taboratorlo llmiiadas. 

Se acoTiscia a los trabqjaJonrs dd luburaitipno uilliiar eapn- 
chas de segunditJ biolOgira euanJo trabajan con cstc niicroor- 
ganisnio porque se ba ccritiurilcado k itircccldti per B. pseudo- 
maiiL'i adquiridaciicL laboratorio.^-^’'' Sc poede hallux imis 
infonuacidn sobre las caraclcrfsticas cKciica& y de laboraiono de 
la fndioiJosii en otras revisiones publicaJad.^**'*^^^™' 

Burktufidtriti cepacia cs Lin rttuputt^geno ttU^ produce puirv- 
facckn cn los bulbos dc ecbolk y cn los pics [puLftracciun dc 
k jungla) Jc ItVi seres hunumos.^^ Desde comienzos dc k 
decada dc 1980 ha stugido como causa dc infcccioncs humanaft 
opoTtunisias, subit todo en paclenies con enfermedad granulo- 
maU'Ka ciidnlcq”**'-*”^ y fibjusls quklica.^'-^'*™ ''■" Los adekn- 
tos laxundmicos rtscientes ban dctnoiilrydo que B. mpcicui cs cn 
realidaJ uit cunjunio de como niTnimo nueve cspccics genomi- 
cas (o gcnomovaricdadcs) c^lrccharnenle ttlaeionadas denomu 


nado cumplejo B. cepacia que incluyc B. ct^Mreiu (genonaota- 
riedad ]l, B. tauitiiorans (genomovariedud I[). B, cettvccpaciit 
(gCnumovariedad III), B. 5ta£iE7tJ (genumovuriedad IV). B. viel- 
namiensis (genomovanedad V), B dahta (genonnri'aneclad 
VIII) y B. pyrrarimu l.gcn[»mi:>varialHd IX), que pueden difc' 
renebrse wjbre k base de pruebas nioleculanss y bioquhni- 
^r^^j77,]i?.uj.n}nn;TM,7;!*.-sT.Ti",r7 Aunque toda.s las geaomovarie- 

dadcs del compiejo dc B. cepacia han sido cultivadas a panir 
del esputo dc pjcientcs enn lihrci-iiK qufsHoa, ti. cfftocepacia 
tgenomovariedad III) y B. mtidvoratti (genomovarledad fl) 
repfesentan k mayorfa de \w cepas aislaUas en pacienies en los 
Estados UnidcHT^^-^^' y Europa.”**'^^* Los enfermos con 
hbrosjs quiMka (|uc cskn coh^niztidos pnr cstos genomotipos 
tienen mayor monalidad en el aAo que sigue a la eoLonizaeibn 
y prei;eninn un deierioro acenruado en todan Las funcio- 
ncs pulmcMiarcs lucgo de k colunizauidn.*^' Estus boclcrias 
tambi^n sc asocian con mayor frocucncia uon La propagaci6n 
cpdddmica y cun cl “sindromc dc cepacia'', que sc inanilicsla 
por tnsuncicibcia respiratoria progresiva grave y bacterie- 

AdemSs, varios esiudioji cpHletnioldgi- 
cos linn indieado <|ue alguniis ceptis del et>tnplcjo B. cepfida 
hon iransniisiblcs entre los pacientes y que lu ia^cidii cnizu' 
da pusiblciTKnlc ucurre pur propaguciun dixccla dc persnna a 
persona.'®-^Los marcadorcs dc vicuicneia cotno el 
pjlu<; Cable (chi) coJincado p[»r el gen de k suhtmidHCt de pili- 
nu cable que media k udhereneb » las j^kcoproiefnas 
del tnocu y aumenlu la oilheirencia a \is ccluliih epiielia- 
|g 52 si.*?K*\».T 7 i y jjj jiiancadoi je cepa cndcniica B, cepada 
(BCEShl)/^' dcsjgnado asi pur su afux:iaeidn con los lipos de 
cepas de B. cepacia que inredari a miilliples pacientes con 
fibrosis qufstiea. se huLlan ensi exclusivamcntc en B. cettoce- 

padifr 

Sc ha aislado cl complcjo B. cepacia cji ntuchas fuentes dc 
agua y supcrficinL humedas, cn sokcioncs detcrgcnics y liqui- 
dos ptixfi infiuiionefi itirravenofiaR, En general, los brmes hospiia- 
larins de inrcccldn par B. cepacia sc deben a uaa dnica fuente 
coatainlnada, como oiicstii&icas,^ desinfcclantesH^''^ soluclO' 
nes intruvennim^,''*'^-^ jiolycinne-s papi nchu]ifud<TTcs/‘-- 
bvfidi') bueal'‘'^ y dlspoftitivos m^icoiL. que incluyen equipa- 
m lento para tetupia respiratoria.''™^' Los dusinrcctantcs cn los 
cualcs crecc B. cepacia son yodopovidona. conipucslos de 
umoitio cuaternario y clcn'hcxldiniL.*'*Sc ban cummiicado 
acudahacleriemias (hemoculti^os falsos positivos) lucgo del 
uso dc solucitmcs dcsinfectunies ci’musminads.s por B. cepa- 
Tambl^n puede creeer en aguq de^Hada con una 
fuente dc nllrdgcno debido a su capacidad par^ fijar CO. a par- 
llr del airc. Las infecciones Cli'niCAs incluyeb neumonfa y neu- 
moaitis en pacientes que reciben onestesicos contaminados, 
infcceidn dc ks viai ixTinaxia.': en pacicnies que nKihen Itquidos 
de irngaclbn contaminados lucgo dc um catctcrisino o unacis- 
toscopia, septicemia luego dc cordiocirugfa, cnUocanlids cau- 
sada por valtiiks tatdtacas conlamifadas, conjundvitis y artri- 
tls sepiica.^^ La perttonitis quo sigue a la dialisis peritoneal ha 
sido asociada eon solueLi5n de yodopovidona contaminada por 
B. cepadti.'^’' Lu-S infeeciones que afecian el s-isteina nervioso 
central jncluycn un ca»n dc baelcricmia seeundaria a la conla- 
minacidndc u nn vJSIvuh dc Hoi ter pam Jcrivacian venliicukT- 
aorioular en un nino con hidrocc folia congdnita^'' y un easo dc 
abscesos encefalicos secundarioR a otitis media suputada eoV- 
nica cn un adulto,"' 

Se dcscribkron medios .scicctivos con culorantcs baelcrlos* 
tllicos, anlibiudcus o un pH bajo pam cl aLslamicnto sclectivo 
de B. cepacia, los cualcs incluycn medio para f'Tfjidrtmnrtn.T 
cepacia (PCM), que eoniiefle crisial violeia. polimixina B y 
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tieiirciliJU 5 =^ tis«lio OFPBL ((uc wniicnc poliiiUKlnu D, l>*ci- 
tracina y lactosa:^*' y afar sr^le^livo para iiurkhoUnria Lcpniia 
(BCSA>, qu« contienc laclD.^av ^ncaro$a, polimi^tna ti, gcnta' 
micina y vancoinicina.’'" Las cditiparaii^af: dc 

cs[0j) medium hart nwiitraiJo ijut: el aiblBimcrtio dc B. ce/UH tu cn 
rtacienies con fthiwiis quisiica aumenta cyn sw ^ 

Sc Qbsci'v6 que BCSA (uliliziido sobre todo en Ids EsuuJos 
U nidos) y cl inedio para B. ctpacM Masl uitilizado wbre lodo 
cn Eiiropa) sortmdi; apnjpirtdoa para el crteiiTiiertio dt lod-as 
las cepwi proMcmdlicus dc B, 

La jdentificacLPn de B. tvpacia en el labiiratorio cllnicu es 
problcrndtica porque no cs un ilinlco fciratipc sino un couiplcjo 
de por ki mcnos nueve espccies geitfticas separadas/*^ Los 
cquiposdcidcntiticaci^ncomcreialcs har funcioiiado ma] cn la 
identincacidrt de escos miemorganismas. Kisl^a y eoLs. compa^ 
rarort cuflirx* sisienias corneaiaies: RapID NF Plu^ (Remel), 
APJ Rapid NFT (renombradu API JUNE fbioMdrieus). Vliek 
CN] (bioMSrieux) y Uni-N^ Tck iRciiicI), La idenlillcacii^n 
conccta para B. ccpackt fue dal £6^ para Uni-N^F Tek, dal 
81% pam RaplD NPPIus, del l]0% para Vilek GNI y (kl 
para API ZONE-'*^ Van Pelt y cols, comunicamn que cl de 
las cepas de fl. t apuLia fueron identificadas corrcalamentc a^n 
cl API 20NE y cL Vitek GNIh y un con Ids pancics combo 
lipo L para orina dc toda la nochc MicroScun WalkAway.'*^ 
Shelly y eoU, e^njuarort cl icndimicncy de nueve cqulpys 
comerciales diferentes utilizadcs en 108 laboralorios de mien> 
biob’gi'a citnka de civ^ImIcs dc l«s Fsudo'i Unidm qye 
icmitTan las cepas aisladoa a. un laboraloiio dc refaneneia cn 
fibrosis qufstica pant cfcctuar proebos cenfmnatorias utilizen- 
do un abonbje polifi^icc que inriuyd ensayos dc PCR bmsados 
sobre rRNA especillco de espeeie.'^^ Los voloreR prsdiclivos 
positivns variaion del 71% al 98%: los valorem predicilvos ne- 
gativos variaron del 50% al S2% y lodos lus sisEemas dieron 
idenlifieiicioncs errdneas para cl complcjo B, i'fpiKia. Las 
espccict idenii llesiiliis cn. fumtu crrdnca itiiis u menudu L.'umo B, 
cepacia fueron las de Burkhofilcria f^iaiiioli. Brisse y cols^'' 
comporaron los instrumentns automatieos BD Pbceniin y Viick 
2 pant la idertiilkacldrt dc cepas del complejE] B. (Tpucia. La^ 
(asas de Ulcnttficacidn correcta fucron del 50% para BD 
Phoenix y del 53% para Vnek 2 cuando sc eonsidcrarun lodas 
las cepos del complcjo B. cepaciUf pero difirteroji mucho para 
B. ceno-cepacia (genomovariedad JJJJ ^21% para Phoenix y 
38% para Vlick 2J y R muilh-iiTonfi (eenumovstriedad II) f58% 
para Koenix y 89% para Vitek 2). Los resultados de estos estu- 
(lios apoyan La neeoiDcnJjjcldn dc que euando se utilizan cqai- 
pcs corncrcialcs para L idenllfrcacidn dc cepas del complcjo B. 
cepacia, las rCSulLidys deben yannrittarse Cdn La rtHli^Ci^^O dc 
pnjebaK bioquimicas complementarias (euadro 7-K) o por 
m^loctoN moleculares. 

A difcrccvcia dcotrcs pscudomonadalcs rrccucnlcs, 8. cepa¬ 
cia cs resistente a los anlibidlicus anunogiuedsidos. pero sucle 
scr sensible a rrimctcpfim-sukameloxazoL que sc ba conveiti- 
do en el fdrmaco de eleccibn para el u^Eomienlo de las infec' 
ciuncs CuUsiidas per cstc gemten. Daniel y Col^. rcalilUUcn estu- 
dios dc scnsibilidad La vitro en 36 alalainkntos dc B. i cpaciu 
cn sungie y ebsersaron que Ja mayoria de clbs eran scnsibics a 
minocieliilu (94,4%), ccflazidinnia (86,1%), cipnnllnxucinia 
(K3.3%) y [rimetoprim-sulhimetDisiiol (83,3%).'*' En losestu- 
dios dc j>incrgin dc dos y ires r^rmitcDs rcalizados par 
Bonucorsi y cols., cl ngregudo dc cipronaxacina aumcni6 sig- 
□tricativaincntc las acLhndadcs dcstiuctivas dc pipcracillniH 
imipenem y mcfopencrb, micnirus que la conibinadan de tres 
firmajCDs de ^-lactdruicos-cipratloxaciTia-tobramictna luvo el 
creClD mis siniigico.^' Aaron y co],s., que tambiin elecluaron 


pruehas in viiro udlizando multiples combinociones dc unli- 
bidticos para R cepiTcid'^ y comunicanm que lu combinaCidn de 
doA anftibibtieos mejorute In Bciividad bactericida para Las 
siguienies combii]^ion»: nieropeReni-ininocidina^ meropc' 
iicni-oitiikacina y merapenenxeftazidima. Uls combituclones 
dc iTcs ciniibL()Lja;s que contcnEaii tobramiciina^ xncropenem y 
Dtro antibiotico lucron mijis cficaccs y tcsuliaron boclericidns 
contra el 81% y cl 93% dc las cepas aisludas. En mro c^itiulin, 
NTula y cob. mositraron qt4e las copcentraejonesi inhibidoras 
mfiiinia^ Je amibldtjcrtN (CIM) varfan umpliamentc para las 
dlfcrunttM cepasdel complejo J9. Aunque todus las cc- 

pas fucron rc>i:!iicntcs a lu polimicina 5. las CIM para cloran- 
Icnicol vartLirci] desde 4 hasta 128 mg/L, aqucLIas para trimc' 
iciprim. de«de 0,25 hanta 64 mg/L y la maynrfa de las cepas 
mostraron re$.istencia. Asimismo, los tangos de CIM para 
tnbraniiclna. ciprofloxaci tia y ceriazjdJma varinron ampliamen- 
te, ]o que tiUgiriO In necesidiid de que les (aboratyrios rcallzn' 
ran pruebas de scnsibilidad on aislamlentos iudividuales. 
Vermis y cols, observ'aron que las CJM de los micnooiganisinos 
aisLdos cn mucstixts dc pacienies con fibrnsis qulsrica fueron 
mi.s alias que las de pacientes que no tenfan fibrosis quistica y 
quo, cn general, las cepas del cnmplcjo B. cepacia cran mis 
scnsibles a rifompiclna, inmclopriin-suUamctuxazol c imipc- 
ncm y mas icsislcntcs a palimicina 

Paiu obfencr infonrai'Cidn sobn: faitilogia, ia.xonO(Erua, 

mecunismcx dc virulencia y epidemiologia de B. cepacia, se 
pucdcii ciinsuEtar variiis revisiones exDelenijes.‘*^^'^'“®'*“'™'”' 
B. gfaJiofi (antes P. laarginofit) es fundamentalmcnlc un 
puidgcno quo causa "pulrcfaccidn dc flurcs" cn cl gladiolo y 
otrui! plamas. Es uno dc Ms poaw pscwdcunonadilcs negativijs 
para la CLlocninno oxtdasa y pnoduce colonias arnanllDs no fluo- 
rescentes despu^s de 48 a 72 boras de incubacidn. Se ha comu- 
nicuJa que causa enfermedad pulmonar en el ser humano y » 
\eccs bivclcricmla c infccciDncs dc tejidos blandos cn pacientes 
ton librosis qu(sllcii,^^''^’'-''' '™’'''‘ ’''*'’'*ciiferttiedad grEmuloma- 
tosa crdnicau™^-' diabetes*"' y otraa dchcicncias inmuTula* 
ria#.-"' Existc una cnmunicacidr dc qucraiiiis y cndohalmiiis 
[X]r B. ffiaduiii cn un pacicnic Hncianocon diabdes mclliius.^ 
En gcncraJ, crecc como colunias ainarilla^s debido a la pro¬ 
duce ian de un pignicnlo amarilli;) difusibk y no fluoresccnic. 
Las pniebos bioquimicas que penniten la difercnciacion del 
complejo B. cepacia incluyen reaccioncs negatb'as para lisina, 
mallOsa y Iadova. La mayorfa de las cepas fjon oiidasa ncgnli' 
vux y catalasa paiiilivav. En cl cuadrn 7-8 sc prcscnlan otrax 
Ciiractcrf^tiLiiiji dc difcttinLiaciin. Los tfabajodonsi de laborato 
rio Jcben cstar corscicnics dc que los mtllodos fcnDlfpicos para 
|u diferenoiacidn dc 8- siadhli dc los microoc^nisiros snn 
poco ccHifiables y pueden conducir a una identilicacidn errd- 
nea.'*'^ Los sistemo.^ de identifiracitin cranerciales a menudo no 
pueden discriminar B. ^hfJioli de cspecics rebetanadas.**^^^ 
For Id lanta. kc deben utilizar m^todos con base molecular 
cuando se Juzga nccesario contkinarque una cepa aisbda es 6. 
f;ladi^fSV El patrin de senstbilidad a loic anribidticos tam- 
bi6n puede servir como indicia dc que un rnierdorgamsmo 
podrfa nei B. gladuiii dadu que tiende a ser sensible a amino- 
glucdsidos. imipencm, ciprolloxiiciria y (nmctoprim^siilfiimc^ 
loxazol y nesistente a azticDnam y ccfalosporinas.'^^ 

GENEHO RALSTDBlAy GNERD CUPfUAVtDUS 

E^lleronr'^ y truSs tandc Li y Cnis,*'' demnstranon dos giuprK 
de homologia dc DNA deninn del grupo II dc hDtnoMgiu de 
RNA para P.iefniirrpmo,'!, En I992^ Yabuuchi prppusocL nom- 
bre gen^rico BtitiJuffdtria para siete especici!, pert> seBuM que 
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Recuadro 7*7 Caractfrnailcas para la diferenciaci^n de 
PalBtoniay Cupriaviiius 



£f. picktttii y S. sitlmacetiitm cran siinilarcs cntrc s( y ilifc- 
Ticnccj^ itv luj oiriiK cincc cbpcCic^ di; liurklwidcria cnn nombti^ 
eti csj dpocj.“^ lin IWSj Yabuuclu y cols, propu^aeron la [fans* 
fercneia dc ft. pickHjii, fi soimtacenruftf y Afmiigewi eutmp- 
liHS al nucvo g^ncn> HolsPmki y K. picketUi sirvj^OHiTHN enpc- 
cie liptJ,"-" Con posleriori Jjd. se ugr^gaion varias fsiwcieti nue- 
vas u iiijeva;!i cuinbitiacioitcii ul gc^tiiifu Raluvitici. El aciiiJtsls 
cofTipanllvo dc sccuencias dc rDNA I6S indica abora quc ckls- 
tCTI dn<; REibbTuijcs diKtinlos dcntm die! genem fialxfoniti. El pn- 
mcPD, I la mil Jn liiiaje de Rulsmtia tttfntphu eslii I'orm^dc) par 
R. (HLsileims, R. c'dinpinenfh. R. eutntpbn, it. fiHuniH. R. mtrtu- 
iiilumns^ R. caafutica, R. {mMuhi, R. Fcpimculi y R. lainuficii- 
sis. El segundo cs cl tiTiaJic Jc Ralstonh psckt'ltii, formado por 
R. tniidiosa. H. fmfinitofyticfi, R, pickani. R. snlatKtrearftm y 
R. syzygii Esia jsepanicii^in estsi jtpoyacliL piEr diferencias femut- 
pieas, Los miemhros del linaje de R. enmipHa liencn fagetHs 
pcritricus nil pruJuccih dci Jos n paftii' dc la glucosa y noji .scn- 
siblcs a la calislina. a difcrcncta dc las miembros dc R, picket- 
fii. que [icnen unn a md.s flugclos polarcK^ producen liciiLi} ii 
panlr dc varies hidratns de cnrborio y son cesistentes n la colis- 
tina (^■^^ase Tccuadrn 7-7);”^™^ Vaneccbdiiitc y cols. pn>pusic- 
Kin rec Iasi Hear las CH|lceics del linaje Je R. culntfNs en el laucvn 
gciicro Uifmre«rt(.^* Mjistardc, algunosexperimemos dc hibri- 
dacidn dc DNA-UNA y uea cvaluacidn dc las cantcien'siicas 
lenoltpicas, los cocientes con base en DN.A y sccuencias dc 
genes rRN'A I demostnimn que U'Snde'j'.TM ettmtpitit, la espe- 
cie tipo del gtfncro cs un siiidnimo ullcrior dc 

Citpnavtdus necator. la cspocic lipn del genero 
Por Id cajiro. todos Ids tiiietiibros del gifnero Vlbjfiersnr riLcroii 
rccIsKificados en el genern Cfj/in'nvfd^.s.*^^ 

Rofitonui pkkeliii t’ue estableclda p;mi un gmpo de cepa.s 
clhiicas^ y lamhi^n resultd que incluyc cepas dc 1 ( 1 ^ grupo.s 
Va-1 y Va-2 dc los CDC, coiisidcraJas dos biovariedaJes dlfc’ 
rentes dc R. pickePii.^'^ Pocti antes. King y cols.^ comunica- 
mn que R. (“PsciufotiNmas''t pict;<-tlii contcufa Marias biovaric- 
dades, que indiifan las cepas aisladas nriginariamentc del St. 
Thomas Huspjiul^ LtifjdTL's/'’^-’"' que liahfan side designadaji 
''Pseudomonas (homiisir, ounque cl nombre nunca fuc publi- 
cudo con wjtikicK. Ln 1^)04, scflald quc cs neecsano 

lecHniiL'cr <]iie R- pifh'iiii tiene Ices biovuncdadfji designudas 
biovarLcdad Va-I. biovaiiedad Ya-Z y binvarictlad ?frhtmmsii. 
Dc Racfc y cols.'"* confinnamn lucgo mcdianlc hibnJacidn de 
D\A-DNA que R. prcitef^ri biovaricdqd 3/thc.imasti era una 
especie separada y pfopusLeron el nombre Rnhufnia fftnrrrri- 
^o^yfj^YT. mils tardc corregida a flrt/.Tfonm frrfriwrfj'o/pVyfK'ff.'^ 

B. ptieas veces se asocia con in Feed ones huruanas, 

pero sc ha Inrormudo cumo causa dc Inrecciunes hospitalarias. 
que incluyen bacicriernia e inFcecjoncs arinarias. En l%3. 
cinco lactantes cn Ja sain de cuidados cspcclnlcs dc nconatolo- 
gfa de un hnsptinl en Chlcngi's fuemn ciiloui/aJos pur R. pic- 
iewi luego dc la aspiraddn endotraqueal con .solucidn salina u 


piinir de un preparndD comerdal en rrascos amjxilla en dosis 
unitarias Je 5 mL. Posierionuenic. mms euatio lmNp[iale»i 
comiitiicufoiii hi culoni^uddn respiraUitin dc laciantcsy adul(i>s 
psir R- pkkeftii lucgsi Jd usu de la iinsma mai\ic eomercjal Jc 
iViLseos ampolla dc iioluoidn salina.'"' Hstc broie dcmucstni la 
cjpacidad de 8. pickcuii |icifa sobrevivir y crucercr solucion 
sniina "esl^riT' comcrcial a pesar de la TcghiTncnlacidn perti- 
nentede la F()OU mid Drug AJridnlistrmioiMPDAl y jwgrjmiLs 
de la eompaiha paja ideiitiikar csla coiilaminadon-1 Ian ocu- 
ttIJo hrulcs hospilalarios itiijs rCcientCs COn solliciones dc CUl- 
dnilos respiratorioE contamiiiibdas,'"^ soluc tones de heprina.^"^ 
fiolucion salina "csldrir' para irycccirtn.'*' agua dcsiilada^'''^*' 
y un sisk'ina Jc inigaeidn e^in agua cumaminaJo.'^'' Tumbi^n 
sc lian infonniidu seudobrutes debidos a taptis dc fniseos dc 
licinoculiivo contcmlnaJa.s,''' y agua salpicaJa desdc mia pile- 
ta.^ Sdio cxisten algunas comunicacloncs dc infcecion primu' 
ria cansada por/f. pickeuii, qwe incluyen un casu dc osteomie- 
liiis vertebral y disciiKcni un padenieqiie reeihiil bemiHlialtsis 
prohingada.^ bitcieHcmia eti un reaeptor Je irasplantc medu- 
y menlngilfs cii uti ranelicro presumlblcnKnlc suno,^’ cn 
cl eual no sc pudo hallar unn fueme conlaminanic obvia dc 


infcvcit'tn. 

R. iiick^itii tienc un crccimienlo lento y prtxlucc tkHo eohi- 
nt 2 Lh puniiroinics en pbeasclc agair sangre Jespui^sde 24 boras. 
Todas las cepas son urcioia posillvas y algunas eepas pueden scr 
cntalasa negativas. La motilidnd cs debil o tnrdfa y cs posibic 
ijiic no sea ticicciahle, L:t biovuriedad Va-1 puettc scr sepawla 
lie hi Va-2 piir la omiJacibn de lanosa y nialiosn. En el euadro 
7-9 se presenian learaeierfsiicas bioqufmicas ydieionales. 

R. tnnntiUoiiiytiL'ti cs cl nonibic dado a tnic roorpanismos ela* 
slfLctHlos antes como R. pickeuii bto^ariedad i/thomnsii (vease 
cxplicacii'in anterior).''^ So ha aaslaJo cn cspuiosi dc pacientes 
con librosis qulsllca'^^-^^y en un casode meningiiis recurren- 
tc y otro dc liemopcritonco.'" Puede distinguirse dc loJas las 
cspecLcs de Rttlxli»iia dcscTitus jxir su ocidiflcileiEiil dc. ]>aiabi‘ 
toL y manltol y su falta dc reduce Idn dc niiralo y de alcalini^.a- 
d[3ii dc tailrato. 

Se ban aislado cep^s de R. imitiiflsa del unedioanibienle y de 
muestrus clfnicas humanas, que incluyen secreeiones respinuo- 
rias dc paci elites ctin fibnwis quLstku.^” ™’ No se ban aislado 
cepas dc R. sttfufftivfitfttm nl dc syzygii dc muesints clinicas 
humanns. Eia cl cuadro 7-9 sc dctallan las carccicristicas para la 
identilieaeibn de especies de RalsmtiM de origen humano. 

El ginem rflftnVrnVhw esiii corupuesto pur esjiecies anierio- 
les Jc liiflswniii que son usocEmiUticsii, sensiblch a la coliMina 
y nidvlles, con flagclos pcritricos (recuadro 7-7) c incluyc; C 
hrmilensis, C. cimpincttsis, C. C. mffailitiunms. C. 

fjccittof- (especies tipo que antes erun Ratxwnin ettirffphtt)^ 
C. o^nUuh'H.i. C. C. !r.<ipimcu!i y C. 

C- fiikifiiii (antes Rtif^iumui tikurafit) rocibk) esc iKWbre en 


lioiior dc G. L. Gibidi. un micTubiijIogo ntsrteaniericann que 
contnbuyb niuchD a nuestro conocimiento de Ids bacilos gram- 
ncgalivos no fcrmi'nliKloncs. Bs rcnolipicamcnic similar a 
AfcoHgfnesf<n>aili.i y Fue Jenomlnado siinilar a A. fim'ofi.'i pt>r 
Gilaidi. Es un bacilo usacarolltico no Fermcntadoi grainncgati- 
vo que C5 mdvil por medio dc flagclos pcritricosu’'’- auiique cn 
Ij di:s[:ripc;i(Sn urigina] de CocTiyc y c<>b. fueroo de'icrilo'! como 
mnviles por naedio de un linico tlagelo polar.'*^ San catasala y 
oNidasa positivos. No rcduccn nitrato ni nilnlo. Pueden dife- 
lenciarsu de A. funulis [Kir la utiscncia de rcUuiccir^n de nilrilo 
y In ntha vie crecimiemo cn acclamidDi y cn NaCI a] &.5%. En 
Ids seres humanos el inicrDOrganiArno se ha aisladn cn cl apa- 
ratci Tuspiralorio, un foninculo, llquido cel'alorraquideo (IXTR). 
mtJdula (Sscji y sfiiigre.'’^’’^ 
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C. paut'tilm (itnles Utiinbwin p^iucuU: y grupit IV c-2 de Ww 
CDC) o on tucilo ^riiinuc^iLti^o u^cnrol [ 11^:0 OKldii^ii posiiivu 
(liK cs iiuWjl piTi' medio dc Hagclos pcfitrici>s > foenenncnte nre- 
ONJ poNilivd. Pur lu Unto, su u.%cincja fenulfpicjirijccLrc: j 
Atcnlif;f tti^x, firmii^tefiii y ntcf*i\tii'U^ de Ifn: ChUk^ debe 

Ncrdi(ciaKiiiduU(^,i!iecti<i£lrij lu m^vorty i\k liiscomuni- 
Clik:tonc!^ ill! iiiLccddn liuintiru tun siJo ctisos dc bjilcriL'nilii eii 



biifn Jovujtri:is diC porilonitifi luego di' diiili^K p^iilaneiil 

amNiLitoriii c'uniirina. «no jisiiclaJo con scjKiccmin^-^’ y unu cun 
linn irilVccibri inixlj pur IVe-2 J fiit’fiiiis:''" J utt 

Ciuo Ju lunosinovili^ dc l:t iiituio luc^u lic ujiti niurdcdur;:! Ji 
polo/" Eji cl lilliino caso no cstu claro !ii la fucnic del opeiilc 
infcc'L'imo fuu In mordedurj Jc] ^;ilo u uj 41^1^ curricnCv lilili^u- 
dn ftirn ItitLir tn lesion. 

C. rv.vnrnuif/Hitmcs finfunmn (r'iturm ttfi} sc lu 0L^ladullt:l 
jjluruCu rch|nr 4 i[iii'ju de piieiethLc.s cun rdni>\iv qtiislicn. 4 iJ[tL|Ji: 

ccpjs iKi CTCCLcron cn BCSA.'^ Las caraclcnMlctis que dife- 
renciiul n C. |•e.vfJJrT^£^JJir dc alrjs Cspecies dc Capnavtifft^ se 
procnliin cn el lusHlnj 7-y 

C. Itihi tinf ns/\ {iiitlc:^ flitfxfttnut \ liilllhidri h.) 

sldu ajsljJo del cspulu dc uii paciLnie luti libiosis quiMlULi."'’ 
I;s Lin bag I In grainiiegntivn no wamlilien cs uKidasa. coin* 
]:i^:i. nilndu y cscutiiU pusilis o. Pn cl Luculn^ 7-*) hc propnrein- 
nnn otnis canicterisdctis Woqin'niicas. 

G^NERO PANDORAEA 

l:n 2IHRI, Cul'iiju y cuK. desuribierun iiii jrencru nuevu, 
Piiiwitmtt'tt rque se rdserc ii hi ciipa de hmdom ite la TnilulopLii 
piicpal sk nu ^c^lnel 1 lado^c^ prtniincp^divos tn^Lidus I'uiidLi- 
nicotiilmcJitc Jl' Iv-s c^puius de pueicn(eM:^?ti flnosis qulsiku v 
del siiclu."*' Orifiiulinccitc. c^tc penero Lontenu ciiicu espe- 
cies con notllhre f/l tJuri/tTherf^cniif, I* f’/Nfincimxa, 

P /mitutmirohi y P. .-ifjfiutntftt) y on a cspccic pcndniK'ii sin 
mmUiit;.''' |t;ici; puco. sc iiprepunni iie^ i!'^rn*f=''^cs[tc(;ics dc 
nuCs.ts iiiuo sin rn^inbrc). anics cliisificLid^is CUII 1 U 
prupu 2 ocidunlc ilcbil tic Ins CHC |VVO-2|,^''' [.as csivcics dc 
PaiKl^fniirif sc lun iiislaiJo piincipaiiiJCinc dc Ins sc'crcicioncH 
Tt‘spirtiinnji!^dc ptiwicntc-s cim ribn^siMiuis iec.su. pfn) tainbicn sc 

lljll eltunillj'iiiln i:i] nluis InLluslrjs L'liiijeiLS. que [iIcIli^cii s:tnprc 
V (ejido f)iit]]n:iur.^''liti ccjiiiuiiiLiudu [0 discininacidji 
cpidcmicj dc ifpiva de un paciculc indicc n cjtms cincu 
pcicicincs cun Jlbmsis cjoistica tiiic pninicipamn eri campiirncii- 
lus inccinjitcs o i|ue lijibun sidu ImspiEEili/.'uli'^.'' ftri ly ucHu¬ 
ll duJ. >c Jocdiujcc 111 ptccalcrtcij. Lu [Jiirisinisibili Jud dc -jn 
pacicnic a ulro y la repcrciisioii cimica dc cstns niicjntupulliS- 
mus L'll itaLicnCus cuii ilhnisiii c|Li]Vlicu pnrcjuc ]uh mv[(K](u ilc 
idenrilis'ucldri nianunlcsy aiJEumaEi/ndosuiLlivniJijscn Ijminiv 
1141 di‘ |us kilinT^ilnriiis nu wm ■iiitiNiaclnrii^s pjira iiLcnEillcnr hi*, 
u.'.pucics df MWfjrjjH'u. ’*Hn pcftcijfr culio chjvcics crcccii 
bicni.'it un niudiu .selcelis i) |uru ft. 11 fx/t ui y, puc In Un1n, puc- 
den scr cunfunditlas cumo imicnibrns Jd complcju ii i-ffnn tu. 
1.4iscspocie.*. de Paiuifrrttt'fi crcceii bicn en BAPilespuiis de iinii 
ijiculucidiidc inJa 14) nsvhc si 3.'5 “C. Lu.scnlonij^ aisladas ii^u- 
jctcii circulaics. tunscs.ns. sentiopucas. srcitcriisy y ticnen 
(1.5 4t I non lie duintcito. Lsi hcinOusiv cs Siiriubic. 'L'udas Ins 
csipeciec suJI illds ites. ucncti tlujjclus puLres y sim pcicilivnc 
poracrcciinicntucii ci^sir ilc .\l4icru;ikcy, ptodoccibit de sMEiihi- 

\ alcjliiii/adtm dc ciirotu. IVhJj^ las cspecies son nct!aricLi> 
putti icdlLCcjuli dc nilrilul desjiiEiiJ'jcjciun: pisHlucciiMi dc iudul: 
"flatiiij. cveulioa c hiilrdfisis dc Tsvccni lisina y oroiiiLiu Jcs- 
eiLrlsUNilnsn;: y Lii^ininii tlihiilfubsi]. [1-^iilnctusidn'sn y ;icljvid3d 
de DNossS. Nn Vs' pniJacc 4i4:id(i a punir dc inunilol, lncl^^sll. 


sacEiruscL, maUosa it I roelusu hasc OK [.as ccpjis prod neon 
ficido Jibil 0 son ncg 4 H,Lcni cii plucoisii OF,”"^ Piira coitwcr 
Ins C4ir5tterrsiicsi5 cjue difercncian dc mttniupgaulH- 

inuTi I'c nutipicumcnli: similurcs vcosc cl cundru 7-f$. 

Qlmo mmum 

imo.uis. cs t]n4t bacicria j^mne^utisa imnuvil tun 
I'onna de basLbn que inidc 1.5 a 2 |iin dc aticho par ^.5 pm de 
Issrjju, Crecc a .'^.5 y 42 'XT. peru ptKO n 2.5 *C. Pr!irin:i fol[itii4Ls 
00 piiuncrirndsiit y rnny viseosus en rnesbut im sclectd'os. FI 
erccini Lciilu en a^ar dc MacCookoy cs nius Ics'c despuis de ^ 
dus, Es Tcsiiitcntc a Isi polimi.sjna B y lipasa posh is 4i. la que lo 
tincc pamccr fcciotipkuiTicntc similw al cumpJcju B. i cpm-ni 
(cu;vflro Todas Ins ce^us son posit ivn.h pam oxidasa, 

catakisa. |:l-i3lucasidasa. fosl4it4LSEi. pTulina dmiiiupcpiidavi. 
piiruiLiliiriiiaininujSepEidjLsn. y pruJuctii'tn de jccEofna y ne^jLi- 
v\is paj4L llsjjia. ^ii^lnlna. omltijia. dcsnildlicacidji. bidoL citra- 
[u y utiLiinciun dc ciiicusn. TuJas Ins cepns Jiun sido recope- 
rjdsis dc sctTcc lanes rcspiraturins dc pacicntcs cart Hbrasif; 
iptfslicn. I :i |>4i[cj:cnicidnd sc descuitucc. 

G^MERO lAUTRQPtA 

ijKftrtifUii )turs\i!>}Iiv eii uo eoco Qratniiegativo anacrobio 
I'acLilt.ilita y imViK (juc fcmienla gliicosa, IniutuMi. saciiruxj y 
niauLiu]; rcduLc niimlu y iniriiui y pntdutc rvacciuncs |>umiIv4ls 
para oxidasti, ucasa y, a vcccs debilniciite. caUkiFa.**'' La 
e4LnL:lcri/.n.cian filajicndicu ‘utbiu cl 4 ir)a 1 |siK ilc sccocncin!; del 
gen rkNA Ibli iibicn la £i,]'ecie en el suherujiu Jl de 
Pri'tttifjtfcfenu. separadit de H»iU>s liss ittons £t^rKro!' descnias. 
[Kira jilJs csLictliaEiiunli: reJaLiimaila Lun R-s 

inicrcsnnic scrti]]4irquc l;i cajitponician ccivlar dc acLdo!s Er4tsas 
de L c.s rods siniilnr u La cumpusicpun t'clulardc nt'i- 

dos fRisos dc .'Ifii^^Ni'fPffjv iirtiifirtifii, Cfif/NinUt/tcn Frrrcvt'rUi y 
el ^ni(Ta tixidiiiilc I de Itis ClX.' cWO-l I .41 laorfolu- 
"fn euci^Lde j la e^ipaeiilaJ piira renikcnlur la jjucusa sc^urn /.. 
tuiyuhm.'^ Je t’, A. tJirltt/ifidii y WO“I \ de lus inicin' 

brns del iirupu IttiriJtAtlitiTtu. L ntimhffit muc-slni uoa murl'n* 
Ifijiia eeliikir cxlrem^iitameiiEe polinioilJi. Se ohscivaii :iL inenus 
(JCK nnirfoto!;i4is tie colunia^; I) co[om4is jdanas. sceas y eireu- 
Ijircs cit tuUisus jsk'cncs. 21 farinas inds "nmdgs. jupiksns, 

ondulsidas s ersiLeri Tut 1 ties euji tu [Eicubziciui] pruLuopLiJu y .^) 
eoluntas lisas. brilLiullCs, cLcvailus. rednnJe;u.lj> y iiLLLLuidc'i. ILI 
dial net ru de l4ts enbmiits eariii entre poiHilurroo y nuts i(c 5 
tnjii.y Ills cidi Hi ills sue kii scr udhererKo al ajiar.'*'£.. myohih.y 
Lili sidLj teCLlpefaiJo de silios bueoLcsi y rcspiiuLorins su^Kriu- 
rcs.""'' ttcl cspuUh dc on pacieiilc eon fibrosiii qLitibca."^ y dc lus 
cjividaclcs KecjIcs tic nlfios inlcciadns ptir E-HV'”' So foicncinl 
palu^cnicit sc devcuiKiec. 

Familia ComamnnssiscBsa 

GRJPO rRHAIH 

Willfins y cdIs. Iian pisipiicsio iiuc Ins iriitri>ury 4 intMlitn per- 
tenecienLes til iRXA III seaii rueutiueidos l'uhiu liiiji 

Eiuetj fantiliu dc bjt;lcriJ.H: CrJtutn/xiuncJiUi'itv ''^ 


GRUPQ ACIDGVORMIS 

L^Lc j^rupacuriHl^Le ui inierLKhteatti^itios utiles ilciiniiiinaJtJs 
t‘.\t:\jdtif!icnut<i iif{iU^viircii\i;., Pxz-mhinfrJttn.^ y 

£ i^rjj(j^ 4 ?r^f?ru hn tyjs 7 ramaukif’'' piXkpii'su ubkur o 

I OS iiiicroorjj4Lpt%rEios ennEit iiluN tuniEi PsfMiftnxmn'i i-ri'jVAnvi- 
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Wff.T y P. r«MWUfnwif fill el gi^uei'i* CttfnttitMtut<,. juiKtt non li 
cspccic C, terfifjL'mi. Con poMerioriJnij. C. itritioivnttis fuc 
colocaJo eii uit ^^ni^ro nuirvo Ddpia coma h cipccicr iLpo D. 

Todos son moviles pof rwdio de un penacho 
pc^lur [lc hasla sci-i tlagchis. con lii c;ir;icLi;TfsiLt':i dcimidu Jc 
iciicT uii;i lon^iuid ilc onJa lurga (3.0 |Jin enire la ii^Lrlt ^tipcrior 
Jc las onJas aJyuccnics). No m; produce acidu cn cl nieJiu OF 

y. por lo lanro, cstos IllLcruc^2!LlniMtku^ soi] agrupaJos 
entre las pscuJainoiias alcnlinas (vca^c cuadro 7-6j. Coino 
grupi>, |£ix coniuniL5nj(lftlc>: licnco una discriNifidn geo^riilicj 
aimpliLi > son saprdnujs frecu^nies Jel suclo y el agua. Se Cos 
aisl6 cn fuenles unimalcs. pLoJunliksalimcnlluios, ci:|tiipamicn- 
to hospitoJario y iiiucstras cUnicas hujnanas. peno pocas ^cccs 
licnon imptirtancin cllnica. D. ifciifon-ttrijnf cl qoc ^ ai^k 
con maycjr IVocucncia cn hs rouecira^ clmicai^ en cste grupo. 
Ptiede JislinguirKecon faciliJailfIc U^fklnis pscuJdinonaJak!^ 
akalinos JeliiJo u la pnxiuccion Jc uii k'itlo o ttna 
ciJn ncuira cji Imntosa OF y iiinnilol OR Rs acetmniJa positl- 
voy reJnee cl iiltrato sin produccion dc gas. Es indoL negati^x}, 
pern la FTiayY>na dc I;ls cepas pmJucen un color anuranjuidi'k Cn 

el nieiho con ei agregiulo del reaclico Je Kovacs (cl [lenomina- 
do Ludol njfanJj) deblJoa la piiHlacclL^n de ^knidoanlranfico a 
jMrlir dc tripcoiia (vdasc limiiu cn color La ri:aiccjd[i 

Jc tnJol naranja tanibttfji sc puede dciaosimr agregando una 
gotn dc rcacrivo Je Kovacs a colnnias que creem snhrc la 
Nupcrtlcic Jc phicaii dc agar sangrC, CiunJo la pitieba dc indol 
se reali?^ con etcraccirtn de Jtiieno y con e] agregado de reacti- 
\^o<K; Elirlicli, csia!> inisntas eepas pr.idutcn un color airarillo 
intenso en cl nicdto dc prueba. D. lia si Jo aislada 

cn distimas mucstras cHnicas y suelc cnnsddcTriT^c ro patngeni’ 
c’o. Ijis «p(ts hnllada'i ert paeicmc^ inlertindo^ Jc Iq Uhiversiily 
of Illinois se aislaron en e^puio. orina. ur^leres derccho e i7- 
(jukrido derlflonesiri^splaricadoH, lltiLildode ptesei^'acldn nenal. 
ra^paJus cunicanob dc un pneiente que sc tiabm sumetido a 
numcnri^aji cirugias ucularcs presias y dc dc on pjicicn- 

te Con Tobercutosis. S« han publicado casos de D. m itim-irrtitfx 
asociado mn baclcnctuia relacionadiK'ti'Jl catiheres. 
lis MipUniJa-”'^ InfeccidU du las V(as urinaria-s,"^ iiilccLlottcs 
iiculares^’' y peritonitis en un paciente sometido a dinlisis 
peritoiwal ambulatoria conliniia Tambien k dcscribjo un 
easo dc cndocatidiLis por D. ui-itlmvtntrT'i en un adicto a drogfi% 
intra^cnosas Je 42 ajliks,*”' 

C. fc.kJ^u;crT.^jtf sc alsla con poca frccucncin cn cL laboralorlo 
elinico. a pCMtr dc SU amplia disuihuclon ambicntnl. Baibcink y 
cols./' cn Una rc^'kidn dc I St casos de infeccioties por C ict- 
inforuaaron qtie el niicroorganismo se encuertra 
inl*^ a menu Jo cn usocladdn con nnomaKas anaK^micus del 
^pLiralo dlgC-stivEi; Id luis frcclicntc cs la pCrfiu jciuU apcndi* 
cular. Oiras comunicacioncs prevtas publicadas dcscriben a 
C tcstflsteivnt como causa tk sepsis,'^ infcccidn relacion^tJa 
cort cakicr venoso eeitiraF'- y meningiiis en un paciente con 
colestcutoma rccuircnic/’ Cixinj c rccupcrti C\ firsiostet^m Jc 
las iiuctccioncs rcspiralwias Jc Jt>s paclciitcseuu Hbmsis qiijH- 

Rn ne.llldad, C. ff m'^jrn comprende tres gnip(]!E fieparatlOH 
genoupicainente. C. serris^n^ gTupt> DNA I Eonscrua cl nom¬ 
ine C tt?rn\^ena^. rnientrus que C. lerri^^etra gmpo DNA 2 (qdc 
(jonllcnc A^iids/JcnVfffrrt atfttaikim y alguna^j cepas del grupo 
(fj dc E. Falsen [EF]) rccibc cl m^cnbrC C. y C. Terri' 

fienti gnipo DNA 3 (que irwlujic algunas ccp!is que con untc- 
rioriskd vt ehsiHcaban deniro del grupo [{> tie EF> reelbe el 
rkonihre C C. rerri^ettu no se consldcra un pal6- 

genck humano. aunque SunncnuirtJt inrormd cl aislamicnto de 
C terrijicHii Jc dos hcmoculcivns dc un pacicnic cun cnducar- 


dUis: sin enil>flrgo. el t^iipel del mienoorgiini^nio comn pan>ge- 
no cn cstc paclcnic cs Incicrio.’ 

GHUPO FAcmmAmotf 

Wjllecrts y cois. ban propucsio un nticvn^ g^neto. Atuhifttrux. 
que uoiuicnc las ires espccies sigiiicnies: fiKifis 

(antes fcKHix^^ Acidin-orax iteSiificfiiii (antes 

/*rf wfbnwvwj iiehpetiiii) y Tcmperntts (para varias 

ex ceprts! de P'ifitdmnnim.'i y AfevUgenm)."'''’ Esias irts especiesE 
forman kin grupo seiurudik ileniro del compkjo rRNA ^ru|M? 
III. Dos dc las espeoies. A. tieinpeitiii y A. iemptrtmR, han sido 
aisluidas ik mucstras clfnicas; sin embargo, no c.sisic niitpuna 
inrormacidn rcfcrcnlc a k imporlancia cifnica dc c^los micro- 
otganismos.-'^'^"- lEs pnobahlc que A. iitlafehii} sea el misnio 
que cl gnipo WO-I tic Ion CIX‘ y que A. if^ptrimn sea igiial 
al grupo WO-IA de Tos C!DC.“^ Lits e?.|H;cies Je Arrr/f?m/T« 
son oniJasa positivas. inoxllcs y iitilizan hlJratos dc carbono cn 
forma OTtidativa. Parn otras caractcnsllcns Jircrcnciaics. con- 
siiidesc el inllinnc publicridik por WilCemN y lioIs.**’ 


FainiEla C3ukbiictma9& 

GRUPD rRKAIV 

TnJas [js espccics del grupn rRNA TV han sido trarisfcridas 
a] nuevo^^neToyf?fiTWrFFrfvwr,v(que signilica bacteria con Fa- 
gelos de lonpitud die onda cona)/” 

GRLIPQ BREVUNDiKONAS-BlMimfrA 

El Bm-ifruiifftf}rj(is incloye nue\'e esjsecies de la‘; cua- 

[es sblo dos, ft. ifititituifti V fl. \-rsit'ii!tti-rs. se encuentran en 
muesiras clfnicas huinanas. Fstas especies esidn agrupaJas con 
lob pscudoinoraJalcs ttlculinos ponitkc j»on no rcaclivus o solo 
JebilJitciiliC cenctiVaN ett lu mayotru de lus liidmtus dc carbunu 
[tease cuadro 7-6), Rste gnipo se caraclerka pnr la pne^encia de 
on dnicu lliigelo iKkkr opreiatktueitie eiiriiJlaJii (liitiguud Je tnt- 
Ja Jc (1^6 j IhC) pnp. B. rexictilurk tietie crucLtuienLu Iciitu y 
sucic ncqucrlr hoios dc uicttbacion pant cbscrva;r las colonias 
cn agar wkngfc dc camcri>. c|hc prorluccn colcmijs dc pigmento 
amarillo oscum a anaranjH'rdo (vease laminji en color 7-3C). La 
ir^yikrfj dc Lu.s c^puh ro cicucn cn agur' de MiicC(jilkey. B. iv.fi- 
cutarii puedc set hcparado dc toJas las otras cspccies dc pscu- 
doirunadulcs ulcjlinus cn vinud dc una rcucciun hidiulillca 
fuene de la escullrta. En la University of lllirols, heinos aislado 
ff L'ejtrrik^upi'.f Je Ifquicio de Jialiudo peritoneal, tkna mAquina 
dc JkllsL^ renal, nn ubsceso bucal y utha beridii del cucn> Cinbe^ 
lludu. Ottt>s auturcs halt cotnunicudo cl aislaiiiicnto Jo CNia 
cspccic dc mucstms del cucllo uteri no,&angrc'~**-^~‘“*^ y 
en on ca^o Jc bcktrimnlcosis, un trustorno granulomatoso supu- 
rario crdnico y raro que afecta la piel.'^^ H veait uiarii lamhi^n 
ha si Jo rccupcrado dc iituc^iL'iiiN artibicUlalcs hospilalarias tjue 
irieluycn lu niaitgucra de orui Juolia^'^ y una pilctu dc htJiotcra- 
pin.-’ Batiste uaa coinunicacinn puhlicada dc bnetcriemia por^. 
tli/7ritiui£i en uit padenie coki drroHis.'^ ft. r/irnrjrrrro hQ sido ais- 
laJo cn ctiltivo patro dc In sangne Jc ires pacicnlcN cr c1 
UniticrtLity of Illinois Mo^piijd. Urt pndcrttc cm iliab^tjct>. otro 
Icnk una ncuniuiifj del Idbuhi nkediu Joicchu y no sd ubiucie* 
ron antcccdcnics del tcrcero. Todas las cepas fucron no pig- 
rncn[uda!t, cri^icrun bicn en agur Je ATacCorkLey y fueron 
DNasa posiiivas oon el sihlema UNI-NfF iRcmcl. Lertoxa KS). 
Mons y Kallcrtbacli infonnaion ttuc cl act Jo glti[(imlco cs prO- 
ducldo por B. tfiimnuto pcni no pur B. vexifttianx cuathiLt Ids 
mitruCKr^Lirtismos cteccttcn agar iripticasa sojn/^'' 
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Familla XaiHfiominatlsEsaB 
GRUPO rRHA V 

G^HERO SnHOmOPMOMBMAS 

El fcncm StcmumtiftifffUittitf fuc cn IW3 pjru jtci- 

nunl^ir 3 XiiittftuttfJUMS nintinphUiu (jrtlts- ttunt- 

Varios dsUidios recieiites han iiMsiraJo inn: CAislc 
unu Jivcoidiid gcni5lKHicimsidcmhk Jc S. tuuitftpfiHfu y 

c|ui: c^tii c^pi^cii: i:uiisi>i[e al lllcituN i^ii "iLtpuN ^Cjlu]]ii* 

Adcnuis. sc describicror otras cu<ilro cspccic^ nucvas 
<)e SSf^HiitivpiiOimtno'i: Slcnitlmpfintfti>n((:t Stctrii- 

uipiiifit'^SieUfiitvpfurrmiuti.t. He propusi*:^'. ujri- 

lamt piua unu unica tepa jn^la-dit cn 1.CR, FcnocipictiiiiLiiicc, sc 
delLTmlrt(7 ({ilc era casi idcfilicii ii S. tiiaittipbiiiti. saKo ctl Ij 
propieJad de ser ne^utivo para la as i mi lac ion de tv'f-aennila' 
10 ,Sill ciTibarjgc), Niihn.' la base (k uiialjsjs ttirilecLilarcs 
w's. Oten>c y ct>ls. lun dctei’jninado ijuc S. afnctuitt o una 
cepade lac^p!;ck S. tmfutfthifia: por ]olanK». no “ii; fKnniti; cl 
noinha* dc cspoCic S. De las especics 

s(i|o,S, tttiilfttpbifio HC asociu t'{»n inrcccion cn seres KiLnun^Hi. 

S ttuffufpfiifiii es un bacilo mAvi], liene ^a^c] 41 ^s multiirlcos 
^Kilares y puede disliii^Euirsc con faciljdaJ de oln^s pscudomi.]- 
iiiwtilcs en viiiuil ik scr lisma p^wiir-o y DNnsa ptwiiivo y oii- 
dasa ncgaliso (VC3SC cujtlru 7-1(1). S. rrmfliipfilfia sun secLhibCcH 
aenlisiina y polimt\iiia l}. Hsta pi'opiedHid puede iitiU/iii'se para 
dislinfuir.V. rm/tf/pfiilfn de I'f. reprffj'u, que c^ lisir»ii 

posiliso peril es rcsistentc a eolistiiia y ^^uliJiiiLxina B y DNjsa 
nc|: 4 iidvo. S. ttra//off/u‘l/ii aiacii cncrj^lcaincntc la OF maltosa 
peril !iuclc scr [nrjriaivo o siilu d^bilmcnle pi.)siLiviP en OJ' ^lu« 
cou cn 24 boras. Lsts toloiias pucdcn aparcccramariEJo pali- 
das u ^fis lasandu cn inedio de san^fc i\C-ase Idminu en 
cdIoi TOD). Ilcnups obacrvado pnea-s oepas dc S. jmiJttfpfii/tti 
que sun lenlanicnlc oxliIjsj piuiliias. peru LuJas iLcnen los 
otros rasg.os bioqulmicos ciiracterisdcos dc i\ fH^iiropfn'/u:. Los 
csHwlianlcs dc microbiolojiia tWben saber que sc paeden rccii’ 
perai alcanas cepns rsnas enrt canicEcrfsiicas abertiiiiies de Uw 
mucstT£LS clfriicas. 


A, ttitiJfitftftifiti es iibicna y pnnlc scr aislada dc e^si cnalquier 
Hi I in cKriico, En ncasioiK's, pruiliiot jnfecLitmes <i(x>fiiJiiis4as y 
esl;t siiriiicnJo coino uii palogcno huspimlurio inip<]njn- 
ic.■1^^ ■■'^1 E] Jiilic] mas I'rceuenEi? de uiilamiCiHO tie i'. ntahup/ii- 
liu es el apar.no resfli'ntnrjri, cunque en la mayoria dc Los 
pacientes e^tas cepn' nn parecen Icner iniportwncia clink?. F.n 

his ullLilms Ji1os VC fui eoinLiiiiLadu bitla iclL'iiJcnciii crccicnm du 


Jk. ci] alpuncs dcntic^ dc Lcfcrcnciu cn ^lbfln^i^ quiV 

y sc ha nhscnatlo una avueineinn eciEn: ttjloili- 
zjcion ]w S waittififtiliit y dMO piilnionjir.^'-‘” Se deiimstro 
que el iisci denKdios selectivo; aunenta las ijsasik aislamicn' 
Lo dc S. multitpitilin dc Uis esputns de packnEcs coji niirusis 
quisLicii.’**' En Itui packnlcs que nu licilcn librusis qUistiCiL sC 


iikfonnd qiie S. tiKitiuifftrUu causn un amplio cspcctro dc enkr* 
mcdiiiles, conw ncmnnnfa,^' kiclcrkmia,*'^-'*'’’'"'^'' 


eiid(^<irdi[is.-"^ mleocioneh ireLLCtnncidAs eon cl cakicr."" colan- 
iiikt’cioncs urinarias."''^ nKiiiuKilis'''’"^' c inl'ecciones 
"rases dc beriJ?^. sobre tixlo en paiiicnles eon ediieer.'’" Morri¬ 
son y cola.'''' esiLidiaron el espeelio tie ctifcrmedadcs climcas en 
pjeiemcs eini iiiT'eecioiies hospiiEilarias por S. ftiafutftbiliu e 
InforinaTini tanlo una lasa crccicnie dc aislamicnto liospualano 
eoino unn bisa dc inonaljdad biula del dip'll cn lodos Ins psieien- 
tc.H en Ins que se culLiiii el [nieroorjcaniviTio. [jos faeiores de 
riLNUu asoL'ijdus cun utLirljlitLjJ eo las packiites COn Luslamien' 

tn de .'i rtwitf'sfltHM son los li^uicntesi paeknlc en Emidad de 
cuid;itlns inlcnsuns. cd;n,l ■superior a Jtis 40 afioN y una hiciKe 
puhnojicti' (iLira cl aisludo ik 5. rjitifutphiliti/" Denton y Kerr 
escribicton ana cevisidn cxlcnsa de las infcceinacs asoeiailjs 
L'oii S. nufftitfifiUhi. 

Otra enracten'Silica impoiianic cn la incitJeneia ciccicntc de 
iiikccioneN [xir S. utttfitipfiilin puedi: screl perfil singular Jc sen* 
Htbilidud a [os iintihidlicos del nderoor^anlsEnn. tnalUfftitiliv 
cs iniTiitseeaincnlc rcsisLcnLc a lu inavtsrfa dc [us (iniiaeos 


cintipseiidomonicos dc iiso becuente, entne elks los aminoglu- 
t'lT^idos y nniebns [i-laclamicos. t[Eie incluyen t[)s clicact^H am* 
Ita /I lier'MXO/fo.srj.'" Poi' In laitio, la eoluniy^icit^n pnede 
ser fiivotecida por e[ U!tis dc U]] UULaJtiicjiLu antipsciidonidnico 


Cuadlt^ 7-]l0 Laimcicrislkiis* tit A. y L'fjiiipkJii ii. ttpAcin 

PRfEF.A 

5. MALTOnriUA 

COMPLEJO &, CLrACIA 

On:Easi 


+ iM'ir 

\fitrj]iLkid 

- 

-1- 

C^rcLi^iiiciilLi ciL J.EJ.I dc M:ii:C"-i:fil.cy 

f- 

1- 

CJurnss OF* 

A n cLcItI 




A 
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A 

-ViiUicKil UM 

- 

A 

k^dih^-iLiik lIc 

V 142) 

V ..■^7k 

Nl>J 3 gc.s 

- 

- 


- 

- 

1 

4* 

V 

Hidrcili'^iH lie c^'ulir:i 

Jt- 

V irF7k 

ON?G 

» rjJj 

V 

DNj^ 

* 


J^iNlinuima H 


K 

Fi^D^CLlKl 

Gri:s- iJULirJIld k'lt. l Li4inLlj 

Gdb. 2in^iillnii'.*. 


J■XJI•^Xc^'^‘ Aj« rt'/i^n-.il: A4ir 

+ . Wf’k ij iihi'i..iA^ L■l';^J1|i ntU iwj.'^jn'iu.^. 1": i^4rpi^F jiijii'^iiA'i. *-t: n.dLcJ:in ^inai/iidj/ jljic'.'.L* r.|-u.ciijt\i .iiiiij. ci^ni -iii.ii/iJ-iA:'h7. ,S. 

flHiisip^nrf,' yiK ^ij' (?/■■ irU/o^ viTi-id.n?prhfc*i i'lr-'. d/'S l-iiw xwir^iv^w (trarfA'- ij\f€ AiM witi'niw.' jh-i.'Nrif.i. 
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de ampli4.> cspcciro. Csibc ^cAnlariiuc 5, moitofthilia cs iiiln'n- 
scniiihk 43 trimcioprimcm funTiwu 
qiic no iicnc nlngtina uccividad contra P. acntf^inimi 0 l:i mayo^ 
na deIn'ij;olTa&ospociesde Pneitiiomtutus.'^-'-^ Adcinds del pro- 
bleitia de la re^isicncia imnnscva. c\jMvn problemiiis retaciona' 
diKccHU la^i pnJeba^ de Mi^nNiNlidjuJ de ji, tttufurfiititwr A]g\jr\^w 
mflDiJos aJl4>ma^i:^uJo^; <p. ej.n Vitek bioM^loux, 

HazcIwoocL. M0> ricnen uci software propaniado que unpidp la 

Cumunicuciuji dc lus rosulliidun tic ^cn^ibilidad ki yc iiabc quo 
el microoTganismo de prueba es S. i»aftopiti(ia. Se pueden 
tthscrviir iniiramclios limt(n>rc^ cn kx; priicbas de dilucidn cn 
a^iiiry microdilucititL y h:in ocurridoloclarjii dc fali^a speiiiiiliGli- 

dud L»1 li>N ensuyoK dc difuuun cun dincu.*! de uminuglucdiiidoii 
(dehen *ier unifnimemcnrc resistcnlcs) >■ ciproHosacina,^"^^ 
Algitnos eivtndioii sobre e! umi de la piueha E (explicadoi^ en el 
csipflulo I7> para pmetVtH de Nensihiliilad a lo' anlibii!illc(w Oe 

S, fntfltijjrfiilia tiiiP t>i;baliidti lii prcsetloiu dc tnicrcjcoilorkiii'i 
Jiiiunulas u unii nubo dc orcciinieiilo trails] dcido dentro del 
dnia dc inhibicion que si cs omiltda podna ootiducir a resuira' 
dos de f^dsi scn<ibilid4»d.^^ '^ Para saber mas, cl Iccmr puede 
consuliar la revision rle Robin y Jjindj.^’" 

Familis Sp^m9omon&(^^ceae 

GiKERO SPHlNEOt/SOillAS 

III gdnen'! Spfiinff<miifnii\ foc de.HCiilo fHar Vabojuchi y coIr. 

IddtF'-- y hie coTregido por Takeiiehl y ct>K. cn ] ,o(s 

niicroor^jiiiRiDos de esic ^ti^riero son bficili^R nu esjxtrulado*; 
granuicgaliir^s t|iic licnen uii unieo tlagctu polar i:u41[hJu son 
iiicivjics. Son ^nurillos, acrubiiis cstricto:i y prudutcn catulusj. 
Las bjcienus pcrlcnceienrcs al gfneTX> SithingitmutULi fan ubi- 
cua^; en el suelo, el agira y los sedimenlos, y se sabe que las 
fcpiis ni^liuta'i tic osios amNcnics dfscompirnen lo^ oompues- 
cos aro]Ua|ic^i7i y, pot' lo liinliK se esperu que sc la.s uldioe cinlio 
un rcinedio biologico poia cL incdiciiJiiibicnte.^'' Actualmcnte. 
He nabc: (||iC |os miembrns del genc^ro SpJtingiJitnjrttr.'; pueden 
dividir^^ cn cnilrf^ jmjXK fil^^pcncticos. c:kIii uro tic- los cuitics 
repreRenta on ^ifnert? diferente. Fn consecuencia, hail urea- 
do ires g^nenos Tiiicsosi; Ayj^Fj'/jgKkbfcrtpr. y 

SpbiiijiitffVMi^. ademas del gcncru Spiiiti^ifiiiofius /rnru atomo- 
daf Ins etigiro grnpew tllogcneticos,’-" HI genem uirrcgidti 
SpijittgtniH)f\ii\- contiene al nenos 23 especieR, de las cuales 
M^hi -^c creo quo S. fHt!a'itnoNU\. dcbignad<» tnrnn es|ieuli ii|Kf 
y S, pautfuiju i'HoffUix lieilCn impiFFtaLicia Lllilk'j. 

S. fTinu irrujhiii!,, nriEC.H coriocido izomo P.’tL'Htio/fWflU.'t ffatii i- 
intthiti.f y como ginpo Ilk-1 de los CfX', cn Li cspccic mas 
oomdn hjtllada en mneslfan cJinicas liumanaR. Fs un bacllo 
iri^vd graninc'^alivu ctm un flagclo pi>Fiir Sin cmbLirgo, pouas 
c^lulns son tiotivamcnlc m^vilcs en utiltlvo dc caliio. lo que 
Fiacc que lu moLilidud sea uHli cnractcrfsliua dilTcil dc dcilhoii- 
tnr La niolilidad sc prcscata a IS si 22 pem no a 37 
I j rcacckm dc oxidasa es posiiiva. aunqoe Oilitrdi b;i comuni- 
cadoque sdio cl 9(1^^ tie lascepiis son oxidasa positivas.-'^ Uis 
colonial que crccen cn nictUy de agar sgiigrc ticFicii pigmenitF 
arnarilJo^ sin ctnhoTgtx csti espccic CS dc ci-ecimicnto lento y 
solo pneden obserxarse colonias pcquefias dcspucs dc 2J htwas 
de inoiibacitm. HI cYccinliCntd OCUrfe a .37 ‘X', peno 110 a -12 
>' et crecinaiento rtptijiio ocurre n .^l) Las oepas aisladas 
soti fucjlL'iiicnlc positivLis paiti I a hidrtJlisiii dc CMrulijui y pro- 
dauen una /ona dc crceiinicnitF ijililhidu alrcdcduf dc Lin disco 
dc Van comic inn (30 pgj colocado en agar sungne 
(SchrCfkcnbcrgCT Pi ohFvcrvjcldn pcrsttaall. En cl cuailro 7-1 ] 
se mnesiran tsiras cjiracterfh! icas bioqufiuic.ifi. .L p^Mmmhfiia 
ha '•idet aislado dc disiinlas mucsiiav clfnicaSu como sangrci 
l.tTR . orina: de ticiidas. vagina y cuello uteri no: y del medio- 


ajubiente ho?ipilalario.’-’'^'^ Tarabidn >c lia comuiticinJo bacte- 
ricniia y pcrihirilis adquiridn:? cn Id comuniJud cn pacivnics 
quu rceibcii dililisis pcrilnncai ambtiljurria pntlungada.''* 
Exjstcn dlguntis comunieaciones de infccciones lio5pjttiJaria.R 
por S. pniiattJflhitif pcir conlaminacidti de liquidos de bemo- 
diilisi.h,'"ctinuiminacid[i de un siscema dc agua hocpitalurin.^'^ 
containinacU'm durante cl piDcesaiiileiiitP in vitro de hi^dlu 
t^sea para Irasptanlc^^ y sepsis rclacionada eon catcl«' 
rcs.'’'*^''*’*'^ Tambicn esiiitc una eninuriieacidn de hacicrie* 
in I a por S. jvftintnoitilii ncompahada par shock seplico en un 
puciente qucinado.'” Lit mHyorfa dc las cepas son sensibJes a 
ictraciciiihi. cloTanfenlcoL iriinctoprim-siiiriiimctuxazol y aini- 
ntigluet'jsidos: hu sensibilidad a olms ugcntcN unlimicrobianos. 
invluidas ks flnoroquinolonas. 

L.as camcterfsticas celulai'es y de k?; colmiias de A'. pnntfNiH- 
sf>n si mil arcs a las dc S. petuatwhitii. Sc dil'creneia 
Je efile uiiLino porcl ennegrecirnidiMo del papel dc aeciuio de 
plolllO SUspendidu sohre agar-hicni'O de Kliglcr, la Capauidad 
para crccer y alcnlintzar cl medio dc cilrato de Sjnimons y 
nnn rcacclon de dcsaximbotiucleasa extracclular negariva/'-' 
Se Kan aislmk cepas en inucstrjs cifnicas de tspnio. orina y 
vayiiia.'^' 

Familia DeBsuiospiriHaceM 
GENEHD BALNEATHIX 

PaiitciUfix e^ nn getiero nueso que constate en una linica 
especiei J?. Fstn bacteria fue aislada pur priiiier<i vc/. 

cn 198? duninte un brotc de ncumonla y mciiitigilis en pt^rsO’ 
nas que I'uiluurrieruo u biilncuriuH dc ii^ua.s Icrmalcu (.37 cn 
el sur dc FrancLa.' Sc produjerDn 35 cu'Ros de neumonfa 

y dos casos de meningiils. Las cepas ideniilicndas en oebo 
piieicntes I'ueron tiislada.-s en sangrc. LC’R y cspino, >■ urui eepa 
fuc aislada del J^uu. La bjuterjj ne deseribe coiiio hocilos 
gramnepativos. rccios o eurvos, ni<5vilcs por un solo HagcJo 

ptilar, OicnihitKi CH[rirlt>H, que cj^cen cn una ^loiplrn gama dc 

iciripetatuns (30%: a l.w colonias (icnen 2 u 3 inm de 

dliinietni, son comexas y lisus. FI centro dc lax uolonhis cs 
amarillo piliiio despuiS de 2 a 3 dfax y panlo palido (uego dc -I 
d(js. El nilcrLHjrgonisinui Ctcoc ert jj^or uhocolatc y ugar itipti- 
ensa soju p^ro niTdn agar tic MacConkey. H,soxida.Na positivny 
Tif> femientador pero ulillza tie forma oxidativa glucoses nuino- 
xii. frueiosa. uialKvsa. si^rbiiol. iiianiiol. glitend c inosibi). Sc 
pivdiicc indol y el nitralo cs reducido a nittito. La nelutiiia se 
iiidroliza dcbilmenie \ la Iceitinasa es positive. No se utiILzan 
los sLgLiicntcx jiusiratos: iirginlrji. lisinq. [Nmilinti. ur«tsx cscU' 
Una. nicetaniida, almidbn y ONPCl (cuadro 7-1]).“^''“ Se 
eomuniea que B. tiipktt cs sensible a In peiiicilina Cp y a todox 
I Ob otroi anlibiotitob p-laclaiTitcos y loi aminoglucdMdos. tlu- 
ranfcnicoL teU'jdelLtiu. eriiti>[niciiia. sulfumidos. iriinetoprim. 
Dtloxacina y acido nnlidixico. Hs rcbistcTilc a clindamicina y 
vtincoiiiioimi. 

Familia Ox3iot}3E!erjce3e 

cmnotAmm 

El (5^em Maa.viliii conKiH-ie cn una kuIj cspecic, Af. tirTurnue, 
que eti un bacilo gnimnegativo aerohio cstricto y JiclivanncTilc 
mt^vil Icon llagelo-i polarcs lalcnilcs y linkosP. La Set da y 
tnls.'’’ dcbfribicrtpn locepa tipoctuim uxidusa ncgaiiviiy jrgi- 
titna diliidrolasu posit]vat sin embargo. Lliulquist y cois. eomu- 
nicjimn que In cepa tipu y turjs cualrtp aislodjix en humantw 
dahan neacciones tie oxidasa po.Rilivas y arginina negalivas."'^'' 
L.3R eolnnins apcirccen amarilltts ptilidas, son dcfimdamentc 
tenoees en medios de agar y licnden i\ fonnar pciitulas Mibrc la 
supcrfiuie del riicdin Ifquidis.'^’’ Se produce ficido dc forma oxi- 
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d{ici\j a |Ktrlii Je iitj:uilcis []i: LMr^HUlci- ci'U. 

iiafomurun guc ciundo uccfjn i:n iriL^iu OF i\a dc 

hidrntos dc carbono, ccp;tN jiroduciAii una rcoccicn dcfini- 
dunuMitt :ilc:iliTi;i. Hn cfJnHCcvcndjt. unn rtiJwiiVi ruiuim cn un 
[ubn con hidr^ifrt de c^fhonoeira iiilerpn^laiJ^L loiuo d^MLineti- 
K iHwiliva |Kiiry Ni pniducci^'m dc ilcido.^’ tin el curidn» 7-11 sc 

Mrclul^itl olfiis iC^iCciujic.s i)uic|ur[nica!i. Si; tu uislado ccl ui]j 
hcrid^i quinir^ic;), LCR. cJ Ccmvr dc un pacicnic da 24 jAos con 
osicdiTilcUlis y cn la sangrc cn oIt<k Irc^ pacicnics;^' '^' M. 

vft scosiblca la dc Icn anlibif^dcOs y NC con^U' 

nicd rcMSC^ncia a iinipiciliiui. ccrulolLiiiL \ a/trcirruini.''-'^''^ 


G^NEflD HESBASPififLim 

Ksle gtfnero cnns:isie en pequeiias b£ic[eri:is espiniladai de las 
plantns fierbikeiis i[iw licnijn scmillas. Las espcoies tJu Hnhft.'ipi- 
riUum sini hacik)!; jicneralincnlc cur^'O'; >■ a xcces 

hdicoi^lidcs- La-s tdulas jnEliviO^Lidcs (icncn fl.6 |Uiti -l 0.7 pni de 
atictio y Ih 5 ujn a 5.0 pin dc lar^o > prcsciitan una a [nc^ a Jitis 
fla^lQS sotKC uno o atnbo^ pntos.'^ Mediante CRiudios de Jubn- 
dacidn molecular w ha dcmosiradu que un gnipo dc cepas iilsla^ 
das cn inuotras clniicas ;uiles Jc^crilo conio EP-1 pciicnccc aJ 
gciicto ffr>ri\t.'ipiriUufu y es ^tctipnjfcb t^niio una nues'j cspccic 
hin iTjumblC'c Ilci-basfiirilfitrti cspc-cit; 3.*' El [iiit;nj(]iyjn.i!tTTitt cs 
oxjdasa posiiiva y urcasa posi.tr a: ta catalasa e-s debil t> \Tiriable. 
OlniR Tcacciones sc mucstran en cl cuaJm 7-12. Sc biin uLsIaJo 
cn el apiiniiii lesprfattirio, llct es. cuina. endo. lijii y sitins de hcri- 
dii[(?N Milm: sCii-sihilitiaLl j l^i.s jiilibiL^LiL^vs. 


FamiNa 

G^NERQ SHEWMKIA -GRUPO PRQDUCTDR 

DE sulfurqdehidr6genq 

Eei I9R5 Miicl^mdl y Cnhviell piopUsietmi cl iiuevo ^cileni 
5AcEcu'/ie//ii.cotnpucslopO'rlFcs capecici; S. lajiles 

P.tciff/rnHfWjfl.T pmrffm'jt'n:! y gntpo 


|h t.W los Cr>C|, h?- iwniTihi y S. ivuthfat.*"* Rri la acUiyliiJad. 
esKten a] ineruis 22 es|>ccies incluidas en el ^incTO 
la inayoria dc las cuale& sc asocian con habitats acualtcofl y 
mariniw; sin cnibarfo. la espeeic lipo, S. putrcfacicn'i^ ha sido 
aislada cn roucstras ctinicas himianas. Los CEXT reconocen dos 
hiiHijKw dc .V. futirt'Jiu icn.v stibrc ta lusc Oei rL‘t|iicriniiciiin tic 
NaCl para crccLinicuto, 4uiiL:]d4i(n dc hlicjieisj y uialtosa, y 
capacldad dc creecr cn agar para iSS).""- 

Owen y pols.-^^ han mos-trada que los microorigtiniiiiiKis idem!- 
ficatins enmo -S' pnfir/acint s ctimprerHlen at mentis cnatn:! gni- 
l>if^ i:em\nucoR bieu scptimtlns (l-|Vl. Sobre la hasede tj> pm- 
|HJCslas tiiAtnKjiiiicas Jc No/ue y ctils.'*'' y Siiiiidii y col.s.,'^” M 
cepas que pcrlcncccit al gtupo gcn6mico [V dc Cb^cn fsin6ni- 
Ttio de hintipi^ 2 dc Ins CDCl tkhcu jdcnlincarsf tomo 5, ti/ga 
korregtdo a S. Kha.she y Jantla’"^’ halt comutiiciuJo que 

.S'. c.s la cepa humuna prcdtiminanie aislaJa en muesiras 
clfnicns (77*i:), iTucntras qiic i. piitnrjMttns (biolipti I tie h)s 
CD) TvpncwnUi la mayorfa dc la& ecpjts aisiddas cn no huimtnos 
{69'^). cikue lcqLllcn^ NaCl para SiU erccinuenio, mLciilriLs 
que S. ptitrrftiriftrs, nt> (Ctiadm 7-12^ ccpmt dc S. pulretif- 
rtem y .S', nif^ie srn oxidasa posiiivaR y mrtviles ptw medio de 
Oagclos polarcs. Se dlslingucn fiictliTicntc porque son Ifs unicos 
no [cnncnladoncs. quo pioduccn ^ulfuro dc l]id[d>gcno en tncdiDS 
K1A yTSI. Toduit Ijs ccpa.s son positiva.^ para nmilina dcscar- 
boKLlaRa. nirrato redticlasa y DNasa. Lait coloninR producen un 
plgmcnln naranja tostado en medio de afar sangre. Aunque su 
aisIjiTiPcnltt clinico cs infrcciicnte. .V. piitfejin iefis y .V. itlftite ban 


‘.idtp a.M}i;iaLliNS eon ulCcTUs cutineus.' ••'* *■*'*" 'iufcccio- 
tics dltcase'*^Mnfoccioncs (KijJare54*- oiliiLis \ Dslcomicli- 
bnctcricnii:!,^^ ''''-'”-'^'^^^^^'^^-’'*" endocarditis inicccio- 
.,iKT pMCicnie>i quC lecihcn dialiitiic perilcmcal 


ha 


ambulattirfa eontinua.'-^ Vartas cepa^ csttitlladas cn cl laboralo- 
rill de niieivibitiiUnjra Ue la Univcn<iiy of Flliiiob Iwji sido aisla- 
das en lieccs. dlceriis sacras por dcciibiijo. likcra^ dc loii mieni- 
bnos InrcrioieSn bilis, hninor eltrao y saneje. Es probable que 


Cuatfro 7-1 2 PA&idnnioiuuJalcs cu rsna 
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Cuadro 7~13 P.HfeifetiiiuniiiMiiiiir.s 

h’dbifillvip^, KuKuro di,' liiilnKciLiiD'iiuTiLi^us d utnlujs 
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Tviir-nr: 4\T4Jncirifr;)>rmf7iFiKT^ 


muchas Je lii± jiifecdotm!!; que ha inforn'i^run cauiiadaii pur 
puirvfwifttt haym sido provwBdas por S, algor. Cr gcnc- 
Ijis shcwiLDicliL^ .son scn.^^iblcs a h mayor{a dc tns antibiolkoa 
cficaces contra bacilos gramnegaiivos,, siatvo pcnidlina y ccfa^ 
lotina.^''-^ Algunas inve?;tigacloTies rcctentes han seftalndo que 
lai^ C[M mcdidas dc ..T. tiigne a pcnicilina, airipicilina y icEraci- 
cUna cran ni4i alias que las QM correiptnidienieiL de JL pnw- 

G^NERO AUmWANiLLA -GnUPO KhlOFillCO 

AILifiFwanefla fmalLv es tin badlo gtfttnnegativo tialofnico 
quc crccc a icmpcialuras dc cnirc 25 X y 42 °C. con un cieci- 
mienio dpiimo a 37 Sr niquien; NuCI pura su cmimicnto. 
Pjcdc soportar CDrcenlracinnes de NaCt de liasta un pero 
notTetc en NaCE al ]09t. Id quc ayuda a dircicticiai csta cspc' 
de de S. aijtue, que puede ertcer tn NaCl k 1 Adcmis. 

a difecccicia Je S. os posicivu paru hiditSlisiN dc csculimi- 

Es Dxidasa positive y cataiasa posilivo y asacaroUJeo. No pro¬ 
duce HvS cn d cxlTcmo dc 'rSL y KIA. En cl cuadro 7-13 sc 
prnporoonan ocras Teacciones. Ha sido ai^lado Je un fete 
humano cn la necropisia; sin embargo, su asoctacidn con jnfec- 
eidn eifnica cs incicita.^ 

htmllia Hsiomoniaseess 

HALOfttOttAS 

Ilaiomonuji wttusta fuc dcscrito al principio coino 
Afualigfnr.i vrtm.ffus.^^ pcro m^s inrdc fuc transferido at gdne- 
ro nuevo Dtf^teya, coma venzoim, por Baumann y coEs.^^ 

En 1996, Dobson y Franzmann propusicron combinar el g^ne- 
ro Oeieya en un gdnert> Ampliamcnie Jefinido, 
Hahmonns,*^^ Von Graevenilz y col*, rueron ios primetos en 


cumLiaic-ar una Infeed An buioana causada por H. veniLfta en 
una hcrida pnovocitda por la mordeJura dc un pez/" Estos 
autofes infurmaron que cl itiicroorgaaisnin creci6 cn Ids agaics 
BAP y de MacCunkey y sc prescnlA cumu ca1onia.s mucqidcs 
e incoloras. Se pmdujeron reacciones positivas con nilraio, 
urea > CKulina. En cl cuaJro 7'13 sc pfoporcionan oiras reac* 
ciotKS bioqurnijcas. Se notifica que H. ^rprasifi cs sensible a la 
niayorfa dc los ajilibiuLJcus.^^^ 

El £,mpo ] dc so fermeatadores halofilicos de Ids CDC com- 
prcntle sci)i ccpas Fcnulfpicaincnte nimi lanes reeibidas por Ids 
CDC enrre 1^71 y I99R que son semejantes i H. wnrefro salvo 
per la hidn6lisi:s dc csculina y la compui^ieLdn cclular dc ^cidos 
grasDS. Cinco dc csius cepas se atslaron en hemocultivois hiima- 
nes, la sextn sc idcniiFicd cn ct ciitljvo de unn hcrida dc csdcra 
fCDC; dalo^ no publicudo^i 

FamlUa P^etlfylobicferlieeae 
QiMERO KnnYLOBACTERm 

LjtS eS|Kdes dc MelhytabaclFn»m kiIiI hwIcriaA giramnc^a- 
livss dc color rosado que tienen la capaetdad de uiilizar meta- 
nU Cn forma faeullaliva."^ Se reconocen 14 cspecies: M. ami- 
lUirnruits. M. chhiftitmthonkam. M, iHchlowmtthutiit wn, M. 
tx^^}rcft^t^s^ M. ftijbnih^rtvtrr M. lauiaitifitt, .Vf, tnc^aphUh.upu 
M. orsamphiitiiH, M radiololrrotis, Af. rliodi!^siattiitii. Af. rfto- 
dimim, Af. JE/arFrrrn.sF. M. ikiacyantitiim y Af, z/ItttUlnU) y citraK 
bios'aricdadcs m asigradas sobre la base del trpo de asimila- 
cidn de carhonoi, e[ tipo electfofoti^Eico y el agrupamiento por 
honiologfa dc DNA'DNA..*^'*^''^"'’-^*^ Af. meiaphiHcaat, antes 
cLj.silica[lQ enmo P.tevtfarwuuu ttursitphilic^i y Vii-rio citrz>n- 
es la eapede aislada mSs ti menudo dc mucNtrus i; (micas 
tiumanaii. Se comunica que los niicroorganismos aislados son 
oxidasa po^llivu^j y rndviles; sin embargOu la rcaccidn dc om- 
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CU 3 d rO 7 “U- i'-i-rgil L-n\li.L;jAi, i tu-fc I'si 

df* ]iP^ |) 4 i.‘iiril 0 VLlijjlLl 4 liilLTh k'u\} j>ij;nfegekE 4 j ru^abdii 
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MuLEHlicK, ECiSarLlK 
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'^rJUiTrjri li/ Wll rrfc'JTrtiiAir***^*. 

+: flr>^ r.i Jc* • ifjDOJ v mws dr frrxcf\,-ArJ: L* i rfr i vpM fcfy\tivia; Of-". rAii 4 H.'h>i>^J 77 irnbi. I'L^n. 



d4iw[ pucdc iwt >■ pU4:dc Scr diffoil UcnhV'ilrjir ]j iiiuliliilmL 
En nuc&mi cupcricnciaH lu ccpo^ cspcrradas hon parccida 
iiundviks. Otms rcaccioncs claves son pruebs-^ posiriim jKtni 
calalasa, urca^a y amilasa (cuadn') 7-141. pucdeti nhKcr\'ar 
car^ckrfsticas diferencialc^ adicionalei; en el aniculo de Lira' 
1(ami y cols/^^ Las cepas aisludas [icnen un crrccimicnK> Icnu^ 
cn l(.is incdi^M (irUinaHoei y cl lutcjor crrcimicniu ocuirc cn agar 
dc Sabouraud. agar carbon con haffery ciinicio dc Icvadura o 
jgarde Middlebnuk 7H11.^ Bl cneciinienlo dpiimo ocurre de 
25 "C a 3U *’C. Las colon i as son sccas y lpcr>cn colw njsado o 
coral cun lu7. ificaaiksccmc (lamina cn culof 7-3E). Bigo \\t'£ 
iiltraviolcla, las colonias aparccen oscums, debido a Id abL^ii- 
cicHi de la Iu7. uliraviulcta. Auaque cs clasiricnda coino un baci' 
lo ^irmKgalLvo. csta especic a menudo no sa line bicn o puede 
mostrar nesullucJos variables cn la tincidn dc Grain. Las ct^Lulas 
individualcs cumienen vacuola.s gnitvfes. sin tincidn que pm- 
(KPicioHLiin a niicruuf^ganiiinic) un aspccto inicruiscdpico sin¬ 
gular™ (vdasc lamina cn color 7'3F>r Sc inform^ que A/. 
mesopititicum cau'ia iilceras Cr^nicas,''-’ infcccidn de 

catiiereii cenirales baclericmia en paciences inmunodeprimi' 
sirtoviiis^*" y periloniiiii cn un peKisnie que 
rcciilpr didlisia pcrilDitcial acnfaulatoriu coiitinua.^^* Tumbifn sc 
■nforntd cl nislamicmto cn lavaJos bnintiuiules**” y en la edmea 
dc un paciente quo rceibi^ carticostcroictcs.^^ Los aislados 
recupemdos de pacientes en el L'niversity of Illinois Knspilal 
ban sido dc sangru. tejido dc Ih picma y una heri<U apendicu- 
lar. En un ivioiente inniunudepriintiJij, sc coitiLiiiicd un caso dc 
baclericmia y licbrc tiebidos a Af. El aguji corricn- 

te ha sido implicadu cpimo [miiiblt modo dc imnstfii^iidn pain 
cnciilokjclerias en el onicrnn hnspilalario porque se ha comu' 
nicadttqiie mucstran nrsisiuncia u la ckiracirtii.’"**^* Parac(WO- 
ccr mas sobre cstc icma v^hnc ]□ revision do Truari y ails.'" 

G^NEHO BOSSmmAS 

ft(*sfotnofMS cs un gincm rcoionieioenio pmpuesio do bac- 
icrias con pigmeiiiti Hiwidts que se ajemojan rcnoilpiea y geno- 
ifpicamcrtio a la-s especics de MtHtniiflumeriwH pero que son 
scparablos de cslas ultimas por su incapacidad pant oxidar 
metanol, asimilaracctamida o por la t'alia de absorcidin de la luz 
LIV do Coda IntTga.*^" Los miembms del genern son bhcilos 
cccoides prantnegaiivos plet^rictis no fermentudores y dc [in- 


cidrt dibil, qut iipurcccn m pares o cadenss Codas, principal- 
mcnic con cocos y srilo aigdn bacilo ocasional (vda^c lamina cn 
color 7-3G). Cncccn cn agar sangic ck camcro ai 5^, agar cho' 
eolciOn apar cadirtn con bulTcr y CKiracIo de lesachFra {BCYE), 
agar de Sabouraud y. ca.<;L .siempre (91 ^>. cn agar dc 
MajcConkcy. El cicctmicnlo ocunc a 2.5 ‘'C, .15 "C y hahitua]- 
menle 42 'IC y apurcco eonhi eolonia.H puntif-urmes. rosadas pl- 
lidas. hrillsntcs, elevadas, no fragmentadas y a menudo mucoi' 
des despu^s de 2 a 3 dlas de itioubacidn a 35 (lamina ezh 
a>lur 7-3H>. Tndas las cepas son d^hilmenle oxidasa positives 
(ik incnudo despu^ ik 30 segunJos) ii o^idasa negativass caia- 
lusjj positivas y un?ii!4J positivas (v£asc cuadiu 7-14). El gdne- 
ro Roicwiit/nas fuc dcscrilu inLcialmciUc en 1993 pHun incluir 
ires cspccics con nombre, R. j^iiardii, R. ccrvicatis y 
y Ires gcnomocspccics sin mimbrc Igcnomoespecies 4, 5 y 
(»).'“ Haoe p<hHi. ffan y cols, pifipusieron una especie nueva. 

iiiucusu y uiia nueva subcspecie^ R. ^ilarJii subcK^ 
pocic rvsea (cn difcicaciacibji dc R. ^;7f3nfjr' subcspccie ^iiur- 
Sc ban infontn^o cspecics de R/isf^tionas cn varias 
comunicaciones de casos dnicos de Infeccicines de sangre o 
relacinnadas con Ptunbi^ii sc pvbliod 

un caso dc ostcomiclills vertebral causado por cspccics dc 
Rfrscfiiiiiiisas''‘' y Jtjs cn.s[is dc pcrilonilis, uno debido a R. 
giiattiif^ y oiro debido a R. fuuriat^ en pacientef; sninetidos a 
(lillisis peritoneal ambtclatoria continua.Encomunicaciones; de 
casOH Ttuilliples ulrededor del (lO^ dc las cepas aisladas fucrun 
de sangre con un 201% dc hcrldas. {rsudactiis y olisce^uc^. y alrc- 
daior del 10% dc sitios genitourinurios.’^''^**'’'’ En cJ Uni¬ 
versity of lllinciis HospitEil. hemuN iiisl 4 idn 21 cepas dc baclcrias 
con pigmenlo rrrsado en muestras dfnicas. principaLmente san- 
gre: 16 lie sc ajustan a la dcscripcL'Cin dc y 5 

fueron identilicada; conio MetityUttfantcrinpi. HcinO'S observu- 
do que las Roiwttiufias crcccn muy blcn cn agar dc Sabouraud 
y prCduCCit coloniaii mucoidc.s msndas clara.s (a vcccs Uqui- 
da.s). Los microoiganismos no aprecen regim cnando se Los 
visual]/a haja luzuliravinlet^i. 

f£ti«cies sin nomtirt 

£e incluyen a continuacidn algunos microorganismos con 
caracterfsticas de pseudomunadalcs y que curcccn dc nombre 
oficial. 
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* Grupo 2 iiliniliir a pKeudomon^. E;; un no clasifi- 
caiSo de micrwreanismos simtlares a quc 

Itabfji sido inctujdo cn e] !;nip<> PVd Jc km CDC, Uia Ccpus 
son oxidasa posilivas y miHiles. Sc comunicu i\ut laa colo^ 
nins <m agar sangrc ticocn ana consistcocia pegaj(»Q y es 
dificil elimirtrtrlafi.^ Otras CirtCtCfttliiSiA ictcnlincadirnas 
son crecimiento en agar de MacConkey: oxidacLdn de giu- 
CdKa, xilosa, manitol y lacEosia; hidrdlisis de urea; y reaccio- 
nct» ncgativas pani indul, nkmlo, hidr61isi3 dc csculLna y oxi- 
dacidn dc sacaioisa y maltosa.''^' Son similarcs a 3. 
pcro no oxrdaa dolciloJ ni inositol."^ La mayoria dc las 
cepas (66'%) son resislenles a la colistina.^^’^ En caiws clfni- 
cot> se aisld cn mtiesiras del apamto rtspiraiorii}. sangre, 
Ifquido ceraJofTaqufdoQ, hecisK. orjna y en Ifquidn de didlisis 
(■‘dialisado"),-'^™-^^ 

■ Grupo WO-I dc Ids CDC. Sc irata de la designacidn dada 
a un grupo dc bacilos gramncgaitivos ddbilmcntc oxidati>o!i 
ai&l9do« primariaineme de mucstras cifnicas. Eilos baeiLos 
Dxidan manitol y glucosa, a menudo d^Mlmenie y a veces«i 
fonna lardfa {3 a 7 dfas) y reduced c] mtralo. La mayorfa de 
las cepas son m6viJcs. con uno o dos flagclos polarcs; sin 
embargo* 1 a itiolilklud suelc scr lardia cn motfio pani motili- 
dad a s£ deiecra sd]o rnediame un preparado hdmedo. Las 
cepas suelen ser oxidasa y catalasa positivas. Algunas cepas 
pn^ducen pigments soluble (amarillc], losrada. dmbar. veriie 
oliva o paido). Otras caraclcn'sllcas dircreociales sc pueden 
hallurcn el adiculo dc Hollis y cols.^'^ Es probable que Las 
cepas CDC WO l que oxidan xilosa y son citruto positivas 
saw Aruim?(tmx dpi^JfcidfK mientras que laf: cepas WO-1 A 
que son xilosa negacivas y citrato negaiivas sean Acidoi'omx 
temperans™ Las cepas caracEcrizadas por los CDC sc hari 
uislado en sangre (33^), LCR (lO^F). oiino, pulmt^n. hcri- 
das y algunas fuentes anibientalcs.’''* 

■ Grupo Ic dc los CDC^ Los miembros del grupo Ic dc tos 
CDC son bacitos gramnegativos delgados conos a Eargos y 
Ridvilcs con uno o dos flagclos polarcs. Los rTticrourganis- 
nins crecen him en Icm agores de MaL-Cfwkey, .Sfi y hahi- 
tualmcntc ccinmida; ixxidHn glucosa y maJtosa^ rcduccn 
Ditrato a nitrilo sin gas; produeen ILS en papeL de acelato de 
plomo (casi siempre fuerte); son arjlninu dihidrolasa positi- 
vos; son urcasa y ciiraEo variables; stwi negaiivins para la 
hldrtJUsisde esculinay gdaiina; y erceen bicn a 2^*C, 3S^C 
y hahiiuBltncnie 42 X- La. mayoria dc lais ccpius aisladju 
provicnca ck fucotes humanas, que iocluyen orina. cspulo. 
sungre y oEios sitios.^ No exislen dalos de sensibilidad a 
Ins antihifrtieos, 

« Grupos 0-1* 0-2 y 0-3 de los CDC- Los grupo^ Q-l. Q-2 
y 0-3 de los C[)C sun b^iciUHt gramnegatis'^H fcnoUpica- 
meute similoics. ni6viic5 y par lo general oxidasn pusLEivos. 
Los gmpos 0-1 y 0-2 tienen pigiticnlu umarillo y so ase- 
mejan muy cscrccharncmc al grape amanllo dc Agnt- 
becKriuiu y a la.^ tiiipoLios iIb reubidiu 7-11). 

Estos micnjorgEuiisjnos cicccn poco o cn absolulo cn agnr 
dc \facCudkcy. sucIcu hidrnlij.ar ki csculiitji. peru poroua 
pane son inocljvos. Todos son mdvilef;. aunque paede ser 
diricil demuMrar la modlidad. Los micncirrgaTiisjnus 0-1 
aparecen comu bactlns gramnegalivos Linirermemenle cor- 
tos. los micioorganismus 0-2 apaicccn couvo bacilos ligcia- 
moiEe picornorfos, ulgunos cclulas aparecen dcigadas cn la 
porcidn central con extrcittns engrasujcis y Las I Lilas Q-3 

aparecen como kicilas curvos delgados. intefTnedios a lige- 
c^itmenie largos con exiremos aguzatkrs fen forma de 
ho 2 ).’^'“ Los micraorganismas 0-3 oonxliluyen el dnioo 
grupo cn cl cunl nu sc produce pigmcnilo dc crccimicnto 


ainarillo y es el tlnico grupo de bacilos predcirunamemente 
curios (euadto 7-12). La lincir^n de CrHm de las colunius 
Jespu^ de 18^24 huras de cuUivo ai ugar-infusLdn de cora- 
zun muestrA bacilos curves delgadns, inicrmedius a ligera- 
mejjtc Largos con extremos aguzados (en forma dc hoz) que 
a vcces rortriaO Ti»<etajL."^ La mayorfa de las cepas dc (3-3 
crecen bien en placas de CAMPY CVA (agar para Campy' 
ttihat'tfr con ceroperazona, vancomicina y anfotcricinia B) 
en eonJieioncs miciuacnSfiLas. lo que crea Ja posibilidad dc 
uni idcnEincBC:Ldn crrdiaca de los micioDrganisiiios 0-3 
como Qvttpylobacter.'*^ Los cepas dc los rres grupos O ban 
side de distinla:^ fuentes cLi'nicosi. £e informd un caso de 
ncumnnia iLS^Klada con el grupo Ol complioada por una fis- 
[ula bp>iicopulmLpnur y hacictieniia.'^ Sr^u se hun crmninl- 
CluIo dilm de sciisibilldad a Iq» antibirkicos para el grupo 
0-3. Todas las cepas evaluadas Fucron scn^iblcs a los airu- 
nagluedsidos* rrimcloprim-suiramctuixazal c imipencm. Sc 
observe rcsisicRCia a la Tnay<')rLa dC IcTi |B-]acl(!tnic[is y una 
sensLhilidad vartahle para cloranrenicnl. tetraciditia, cipro- 
floxacina y ainaxicilini-clavulanatoJ^ 

• Grupo siniarillo de Agrotaeieritim. Los rnLcroarganisinos 
dc cstc grupo cstin represcniados por bocilos giuinncgativos 
dclgndos, intermedins a largos que produc'cn un pigmentn dc 
crecimiento insoluble amanllo y lic asemejan m4s cscreeha- 
inenle a Sphuigtinttmas paucimttbiiix y niiLirruorgiUiisnKVss 
grupo 0-1 y 0-2 dc Ids CDC. El erccimicntu cn Agar dc 
MacCcnkcy voria. 1i motilidad ocuirc a Eraves dc un unlco 
flagelo polar, y la oxidasa y la colalasa son positivas; oxidan 
gluc^wa, xikasa, lactosa. sacanKa y maltniva. pern no manitnl. 

reaccLones a Jos bidralO!; de carfanno pueden ser tk'hiles, 
tanlfas o ambas.**^' Una rcaccidn dc 3-vcloEaclona posiliva y 
una rcoccion dc lipiisu y DNasa negutivas dii'crcncian cstc 
intcroorgonismo dc S. pnacimahilis (cuadit) 7-1L). Las cepas 
M aislaron en sangre y liquido peritoneal. 

« OFBA-l. OFBA-I es un bacilo mdsIL granirregativo inter- 
medio a largo no cksilicajiio con uno u dos Hagelus polares 
que liene la prriipiedaJ inusual de producir ^ido en medio 
dc base OF sin tiidraEos Jc corbono: dc uhf cl acreinimo 
“Ol-BA”. que significa ‘tJl- Base Acid". El mkroof^aoismo 
sc asemeja mas astrcchamantc a P. aentginosa dasde el 
puntD da vhta hioqufmicD dabido a la p-hemolisis. el crieci- 
inteniu a 42 "C. la prrsencia de arginJna dihidmiasa, La 
rcdlucLi^ill de nlErulo u gas y la uliILzaeidn dc In ituiyurTu dc 
los hiidralDS dc carbono.’*’^'* A drfcicncia de P. nentginosa^ 
es negativD para la produccidn de piocianina y plovcrdina y 
la hidri^lisis dc Acetamida. Sc ha aislado cn sangre, ulccras 
de las pkmiw. beridas abdotpjnalei. lavado btvfnquial e 
infcccidn dcL Eilnel de un caldter en un pacienEe en di^lisis 
pcriEoncoJ arnbulatoriacontinua.'’*^' 

LBffbactBr tionglcofUBnsis 

Sobic la busc dc ia aCUad^n filogcn^ica, csta bacteria per- 
tcneoc a Ib rjtnihA Aff£rjerwccaf y cs un bwcilo no cspiiralAdu 
anacrobio facultnli^'O. En In lincidu dc Gram Ids micioorganis- 
rnos aparccen comci hnciloK grumncgalivoK enn ionrui dc gavin- 
ta D estpiralados. Crece en agar itangre de camero como Dnk>- 
niiis giiscs no hcmollticas dr; I mm dc didmelzo despu^s de 24 
boras dc incubacidn a 37 X cn airc uaibicnTc. El ciccLaiicnto 
tambif n ocurre cn agur de M acCnrkcy y b 25 X a 42 X. No 
se nhserva ningdn refuerzo del crecimiento enn CO, al 5%. La 
mayuria de las cepaR son movlles con riagelos pokms. Todas 
las cepas sort uxidusa, cauiJaNa. ureaNA y argjnLnadihiiJrDla.sa po- 
y rcduccn niliatn. pcro no rcrmcruun. oxidan ni u^imilan 
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riingiJn liidraio cJc carbono {tuiidro 7*1 L fuMfiktynif^n- 
sis ha !>ido dislodo cn Id !jaxi|ic y ci Ifquitio plcLiral dc un 
jwcicnic dc 54 nnets con y dc kis dcposiclniacs dc 

padenles com diam^d c* irahospiialarid."^*'^-*''-'*'- Wnn y cols, han 
comunicddo una asociacidn entre L himgkongmiii!! y dtaired 
esErahoKpitaldrid, la ingcsca dc pcscado y rI hin embdr- 

^o. no St ha dciriosliddD un pupc] causal.*'^ L iKyttgkotigunstx 
se Itj nniificEido en pafscs dc Asia tChini y Japon), Euiopa 
Africa t'lonc/) y America CcntraJ (Cuba), lo (|uc 
sugiere que la bacteria at encuentra en icdo cl Sin 

cmhargOn cn cl moiacnio cn i{uc :ic csciibc Kite libro, no se ba 
comunicddo su dislamicnio cn Amfricj del None. 


Microar^anfsnjos nimtes cun fhgehs penUicas 
F^milia Afc^iiseiacete 

E^ld ramilia incluyc tos g^ncros dc rcicvancii citnica 
genes, Achretnahacter, Bonieiefh, Kerstersia y 
Los mjembros dc la familia Atraiiseinicme son tweitov gram- 
negativos qjc :iuck;n Mtr oxida^a positivo^i, crecen cn agar de 
NfacConkicy y sun movijes pur mediu dc Elugcloi perilritus. 
Las corajctcrfstjcaa bioqufmlcaa que difcienclaji a Ids mjcmbrcs 
dc csia familia, asf como otros cierto;; fcimcnladcircs con came- 
icnstica^ bioqgfmicas simi lares, sc detallan cn los cuadru^ 7-1S 
y 7-16, 

G^HERQ ALCALiGB/£S 

La laxonomfa del g^nero Atmiigpnt.t esU escnechamcitic 
entrelejida enn la del g^nero Achnmobaciefr y ahon varias 
cspccics dc Akiiligenes han sido irclasiricadas edmu c^pccics 
dc AcfimniijbactcrJ^' A. /uecafis cji cl nilcnibnt dc Ahali- 
ai^lado con mayor frecocncia cn cl labomtorio clfnl- 
CA. Los naiettibms de e^tta efipecie pmvuean rcacciunes alcali- 
nas lucncs cn iDdoii lus medius con hedralos Jc caitwno. La 
ituiyoria dc las cepas forman colonial carwtcrfsticitt con un 
boide dclgado de piopagacibn irregular (rdasc Idniina ca coiar 
7-4A). Algunas cepas (antcji denuminadas A, w/umn.T) produ- 
cen un otor frutal caracteristico fa veces deserito comn de nian- 
cands scrdcs) y un Cdnibiodc color serdoso cn cl medio de agar 
sangic- Una car4*clcffstica bi^ufmica clave dc csta cspccie es 
sii capacidad para reductr nilrito pero no nitrnlD. A. faecaiis 
existe cn el suelo y en el agua y ha sidoaislado de muchos tipos 
de mucHiias clfnicas. Rn una causa rara dc oiiiis aguda, infec- 
cidn de las vfas urinarias y bacterieinuL^^ [.a mayoffa de Ijs 
infccciotics son oportuni^^lus y sc ad<{uiercn por clemcntos 
htimcdoSi como ncbulizadorcs, rcspiradcues y Ifquidos para 
lavadu. A menuduse eDLucnira cn eullivus mixlQS. subn: fodn 
en muestrat; de ilEcecas diab^ticas de Ins pies y Ins miembrns 
inferinres y su imporlancia cUnic-u ck diffcil de detenninar. 

GfMERO AmomsAcrsft 

El g^ncTo AcJrwnrflfwrTpr. destriiD en t^SI per Yahuuchi y 
Yann,*^ oi^niertfa al peine i pin on a dnicae^peciej At.hnmutifai - 
ler xyiosoxiilans. Sufarc la base dc cstudios laKundiricos. 
Yabuuchi y cois. transriricEon las cspccics A/ca^rgenev nihimt- 
Ju y Alfrifr^cncr pictihaudir a) genera AciiTvinuhaclcr y propu- 
siemn la iTansfcrcncisi de Akof^furv al g^Ticrn 

Arhimtiobficter como Arhft^mtfhafter xytanunduns sulicspccic 
deitiirijieeinii^'^ lo que creb asf aulomalicamctitc uns segunda 
subespeciCv Acfnvtttoiiacler .ri'/ointridciET suhespecie jt/ojiut- 


Jjfm.v. Sin embaipo. Iy reclasinescibn dt Afcvfigeites iffnitriji' 
etins como una subespecie de Achrwnottaat r xyhsaxUans 
eontradljo la invcaligacidn previa que mustrubu que Ids dos 
tasoncs son especies dlstintas.^-* Eti concordancia, Coenye y 
cn|s, propu^ienon que Aatiisenes dcniififiean.'! fucra rcclasifi- 
cado conn Aehnmobacier deniiriflcans,^*^ En esTc lexto, iraia- 
mos cstos mi.cn>organismus mmn es^cies sepamdas. renri^ii- 
donos a cllas como Aeftmtrtobitctee xyi/jsoxiiliiits y 
biiftfr drniirijficnns. resprctisiimciiEc. A los fines dc la identifi- 
cacidn. las cspccics dc ArArnfwifjflfrer pueden «r divididas en 
[us especies asacanylfiJcis y sacuroJfiicas dc acucnio con su 
capacidad para oxidar OF glucosa (cuadmes 7^1? y 7-16). 
^species PSa&amiincBs tie AditaraiabaEtET. A. pieciuwdu fuc des- 
crito por primera vez cn I9S6.^ Puedc distinguirse dc olias 
espeeies de A.fcofo'tfnF.i pur sus capucidadcs pura redueir niira- 
to peno no mlrilo y ciecer en cloniro de sodio al 6.5 [vi^ase 
cuadru 7-15). Aunque iic inrormb que csla cwpccic ha sido ais- 
lad^ principaJmenfe de tnaiCrial clfllico hutdailo. sbto cxisten 
raras CQiuunicacione.s dc un pasiblc papci putgg^nlcu pan db. 
Se informo un caso dc secrecibn btica cionica en un vnrt^n con 
diahetes^^' y un caso dc bacteriemia recunente en asociacidn 
con un calbier inlmvennsiv en un anclanu iuipUruHlcpriniido.^^ 

Las cepas dc A. demirifieat\s sc cncucntian cn cl suclu, pcio 
en ocasiones sc hnllan cn mucsinu cifnicu.'; huTnnpns. Sc hun 
comuaicado aislamientos en tubns de recolecctbn dc sangre, 
sangre, undo, LCR y orina.^“fie aislbun microorganisirio bio- 
qufmlCanicnlc similar a A. xyhspxidaffs subespecic denitrijj- 
catL'i, eoDocldo cunao grupo similar a Afatfigenes 1. dc sangre, 
absceso cnccf^ico. crina. lavaiio bronquial. ardculadbn de la 
Todilta y aguSn 3o que sugicrc que puede lencr mayor potcncial 
para prnduclr uria infcccidn huitisria. Puede scr diferendado 
de A. denitrijictinx por la oomposieibn celulnr de jcidof; gra- 
sus. la ralta dc enccimicnto en agnr US. la falta dc alcaUni/a- 
ci6n dc laniuto y ncctamidu. y una ncaccibn dc urcasn positive 
(cuadro 7-l5].*'- 

HnxTL' poeo. Cncnycy cols.'^’" dcscribicmn (U>s cspccics nuc- 
va.'i de AeArtJWwbufrer asucanjlJiico: A. i»stjfiuix y A. .\{janiu.\. 
las cuulcs poegs tix^ccs sc cncucnlrnn cn mucstras clfnicas 
humantLS. /^jnbas son oxidasa y eatiila.<^a posiiivaN y reducen 
niirnto sin fonnacibn de gas. Ambns son asocarDtiticas y desde 
e] punto dc visca bioqufmicn ev dificd ficparar um dc otrti y tic 
otras cspccics de Achtrwiobufier y dc Aictiiigettes fatcatts.^" 
A, rhuiiJPttii ts un comcnsal del sucio y no sc sabc si cs pulo^ 
g^nieo paitL Ids seres huntanos.^^ 

Sspecies sacmlitfeas Ce ftchroitioliacter. A so dis¬ 

tingue fficilmcnlc del g^neto Aicoligenes y las species asaca- 
rotfiicas de Aeiir^rnn}honei‘ por b »cldiricatlbn de gluoosd y 
xilvsn OP fdc ahf cl nombre dc la cspccics Ha side aislado dc 
muchos lipos de muestras, piincipalmcnie de 
pen] lamhifn de LCR, lavados brn^quiaEc^!. nrina, piis y hcri- 
js3l7T9.?jn] pygjp sej- patbgeno oportunista del que .se ha 
comunicado que produce infecciones bospltalarias. enire el1a!i 
aeumonla. bactchcmii y meningitis, cn pacicutes con enfer- 
Tnedud subyacerttc.^''^*^^'^'* Sc infurmb que A. jcyJumjf’c/anj 
coloniza al aparato rcspimtonD de nines intubndos y de pacica- 
tes con llhrrmis qufsiics y quc la tolonlzacibn deciuvs ulbmoft 
se asoda con una exacerbacibn de Itv; sfnioma-s pulmorta- 
rcs.^'^^’ 

Hulnten y cgls. sepummn Ins actumnhucCcrcs cD scis gnipos 
(A-F) sobre la base dc las pcirtmes genbticas.^'' Achntmtthtic- 
rergrupoA A. C y D consEimycu una dnica especk y sc ubscr- 
vb quc eran idbniicoH a OchntbacinitH antitn?pL^^ Achm- 
Hwbiicter gropos B y E conslKuycn bjiMipt.is dc un g^nciu 
nuevu dnico y espccics quc adn no ban recibido nom- 
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Cuadro 7-15 Caractenstkas claves de Alcaligenes, Achromobacter asacaroliticos, Kerstersia, Bordetella y especies relacionadas' 



ALCALIGENES 

ACHROMOBACTER 

CDC 

KERSTERSIA 


BORDETELLA 


OLIGELLA 

CUPRIAVIDUS 

PRUEBA 

A. 

faecalis 

A. 

denitrificans 

A. 

piechaudii 

Grupo 1 similar 
a alcaligenes‘ 

K. 

gyiorum' 

B. 

trematum' 

B. 

hinzii 

B. 

avium 

B. 

hronchiseptica 

0 . 

ureolytica 

C 

pauculus 

C 

gilardii' 

Oxidasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Motiiidad 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

V(84) 

+ 

+ 

Crecimienlo en agar 
de MacConkey 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

V(79) 

+ 

ND 

Glucosa OF 


- 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

Xilosa OF 



- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

NO 3 a NO^ 


+ 

+ 

+ 

- 

V ( 66 ) 

- 

- 

+ (92)‘> 

+ 

V(ll)^ 

- 

NO, a 


+ 

- 

+ 

- 

V(ll) 

- 

- 

- 

V(58) 

- 

- 

NO 2 a 

+ 

+ 


+ 

- 

ND 

- 


- 

V(63) 

- 

- 

Urea 

- 

V(31) 

- 

V(75) 

- 

- 

- 

- 

++ 

++ 

++ 

- 

PAD 


- 


ND 

ND 

ND 

V(15) 


V(25) 

+ 

V(7) 

ND 

Acetamida 

+ 

V (45) 

V(42) 

- 

- 

V (89) 

+ 

+ 

- 

V(ll) 

- 

- 

NaCl al 6,5% 

+ 

- 

+ 

V(13) 

V 

ND 

- 


- 

- 


- 

Malonato 

+ 

+* 

V (29)-^ 

ND 

- 

+ 

+ 


+ 

ND 

ND 

ND 

Flagelos 

pe 

pe 

pe 

pe 

ND 

pe 

pc 

pe 

pe 

pe 

pe 

1-2 p 



menos que se ofirme otra cosa, los datos provienen de la referencia^^*^. 

^Porcentaje posiiivo derivado de la referenda^'' . 

Similar a A. denitrificans, puede ser diferenciado par la incapacidad para crecer en agar SS. 

Datos tornados de la referenda'^. 

Datos tornados de la referenda^^^. 

^Datos tornados de la referenda'^^. 

^Datos tornados de la referenda '^. 

+ ; 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas; V. 11-89% de cepas positivas; pe\ flagelos peritricos; p\ flagelos polares; ND\ resultados no disponihles; OF: oxidadon-fermentadon. Los numeros entre 
parentesis son los porcentajes de cepas que dan reacdones positivas. 
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Cuadro 7-16 Caracteristicas claves de las especies de Ochrobactrum, Rhizobium y Achromobacter sacaroliticas ' 

OCHROBACTERUM 

RHIZOBIUM 

AGROBACTERIUM 


ACHROMOBACTER 


OFBA-l'' 

O. anthropi 

PRUEBA O. intermedium*' 

R. 

radiobacter 

Agrobacterium 
grupo amarillo"' 

Grupo B 

Grup<» E 

Grupo F 

A. 

xylosoxidans 


Oxidasa 

+ 

+ 

-1- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Motilidad 

+; pe 

+; pe 

+; p, \-T 

+; p, L 

+; p^ L 

+ 

+; pe 

+; p, 1-2 

Crecimiento en agar 
de MacConkey 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Glucosa OF 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


Xilosa OF 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lactosa OF 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

Manitol OF 

V(50) 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

Adonitol OF 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

Dulcitol OF 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

ONPG 

- 

+ 

v(4oy 

+ 

+ 

- 

- 

- 

NO3 a NO2 

+ (98) 

V(84) 

V(40)/ 

+ (100)^? 

+ (100)^' 


+ (99) 

-l-(100)« 

NO, a 

+ (91) 

-(8) 

ND 

+ (100)^ 

+ (100)^ 

ND 

V(69) 

+ (10())« 

NO2 a 

+ (99)/ 

V (38)^ 

-I 

+ (I(K))** 

+ (lOO)*/*-' 


v(5iy 

ND 

Urea 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

V(50) 

PAD 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

+ 

Acetamida 


- 

ND 

- 

- 

ND 

V(66) 

- 

Esculina 

V(40) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Pigmento 

- 

- 

Amarillo 

- 

- 

- 

- 

- 

“A menos que se afirme otra cosa; los datos provienen de la referenda''*'^. 

ha sugerido que la resistencia a la colistina diferencia O. intermedium (resistente a la colistina) de O. anthropi (sensible a la colistina).^^' 

‘Dates tornados de la referenda^. 

‘‘Dates tornados de la referenda^^'. 

Moviles a temperatura ambiente, inmdviles a 37 
‘Datos tornados de la referenda ^'^. 

^Datos tornados de la referenda^^^. 

‘‘Cuando se evaluu a las 48 horas de incubadon, es posible que la reduedon de nitritos solo se observe en medios que contienen de nitrites. 

'Holmes comunica urm reduedon de nitrites negative para Achromobacter grupo 

+: 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negatives; V: 11-89% de cepas positives; pe: flagelos peritricos; p\ flagelos polares; L: flagelos laterales, 
son los porcentajes de cepas que dan reacdones positivas. 

,• ND: resultados 

no disponibles. Los numeros entre parentesis 
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18*322 Achromobacter grupo F es geneticamente distinto 
ie los grupos B y E.3i^-3i^ Las pruebas bioquimicas utiles para 
k separacion de Achromobacter grupos A-F de bacterias feno- 
?c*jamente simi lares ban sido comunicadas por Holmes y 
-* Achromobacter grupos B y E pueden ser separados de 
O snthropi por las propiedades de ser O-nitrofenol-galactosi- 
lONPG) positivo y esculina positive y por no producir acido 

• panir de adonitol y dulcitol .322 Los Achromobacter grupo F 

similares a O. anthropi salvo en que no producen gas a par¬ 
s' de nitrato y no crecen en agar de MacConkey (vease cuadro 
Achromobacter grupo B ha sido aislado en la sangre de 
»“!entes con septicemia3i’^’32i.363 y paciente con endocar- 
■± 'i' de valvula protesica.^^^ Tambien se han aislado Ac/zrawo- 
•u. ttr de los grupos grupos E y F en la sangre.3i^-3i8 

^ERO BORDETELLA 

En la actualidad, el genero Bordetella comprende ocho espe- 
cuatro son moviles con flagelos peritricos [B. avium, B. 
r^. 'rihiseptica, B. hinziU B. trematum [cuadro 7-15] y cuatro 
mmoviles (B. holmesii, B. pertussis, B. parapertussis, B. 
[cuadro 7-21]). Las tres especies humanas mas frecuen- 
B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica, no pue- 
>er diferenciadas genotipicamente mediante estudios de 
3i:«r.v)logfa de DNA y es probable que sean subespecies o cepas 
X ina sola especie con diferentes adaptaciones del huesped.^^^ 
Sfm embargo, desde el punto de vista fenotipico se comportan 
^ muy diferente; B. bronchiseptica es movil por medio 
ae f-jgelos peritricos y crece facilmente en medios comunes, 
que tanto B. pertussis como B. parapertussis son 
nnoMles. B. pertussis requiere medios especiales para su cre- 
raa^ento. en tanto B. parapertussis crece en agar sangre, agar 
dhxoldXe y agar de MacConkey. B. pertussis y B. parapertus- 
£• los agentes etiologicos de la tos ferina (coqueluche) y 
-evphean en detalle en el capitulo 9, con los bacilos gramne- 
Dcr* O' con requerimientos nutricionales especiales. 

'_' colonias de B. bronchiseptica crecen bien en agar sangre 

* irar de MacConkey y en 24 horas aparecen como colonias 
isos iransliicidas e incoloras de alrededor de 1,5 mm de dia- 
ner ■ En tincion de Gram, los microorganismos se presentan 

cocobacilos pequenos. Tienen la caracteristica bioquimi- 
^ jefinida de convertir rapidamente el agar urea de 
On'tensen (vease lamina en color 7-2A). Otras caracteristicas 
jcr^fnciales se muestran en el cuadro 7-15. B. bronchiseptica 
•fc iscuentra en el aparato respiratorio de animales mamiferos 
jfcrtr^siicos y salvajes como perros, gatos, conejos, roedores, 
zici.. 'S y cerdos (“bronchiseptica” deriva de la palabra griega 
'has. que significa “traquea”). Es una cepa aislada con 
frecuencia en el laboratorio clmico y solo se han publica- 
JT k gunos casos de infecciones humanas.2'^* Pedersen y cols.^^° 
iTfr JTUcaron el aislamiento de solo 12 cepas de B. bronchisep- 
2 de un total de 565 no fermentadores, todos los cuales fue- 
^ de muestras respiratorias obtenidas de pacientes que no 
infecciones. La mayoria de los casos asintomaticos han 
sLi: en cuidadores de animales que presentaron smtomas simi- 
aprs a los de la tos ferina leve. Ghosh2'^' comunic6 un caso de 
^cficemia y bronconeumonfa mortal inducida por B. bronchi- 
M'r~- - en un paciente alcoholico desnutrido, lo que indica que 
ti^fCToorganismo puede ser virulento en determinadas cir- 
smsiincias. Woolfrey y Moody revisaron 25 casos de infec- 
i^jmana por B. bronchiseptica asociada con sinusitis, tran- 
jpte.rrronquids, neumonia aguda, neumonia con septicemia, 
icrcKemia y tos ferina.8*8 Para los casos de tos ferina, es pro- 
que B. bronchiseptica actue como colonizador y no como 


causa. Se ha comunicado que origina neumonia en pacientes 
con sIDA, 8’^'^^*^^^’203.234.456.498,534.816 |eucemia aguda,^^ fibrosis 

quistica^87 y traumatismo toracico^'3 y luego del trasplante de 

medula osea^"^’^^^ y del trasplante cardiaco.^^^ Existen dos co- 
municaciones de bronquitis causada por B. bronchiseptica: una 
en una mujer anciana^”^^ y otra en un paciente inmunodeprimi- 
do."^^"^ La mayoria de las cepas de B. bronchiseptica son sensi- 
bles a casi todos los antibioticos, con excepcion de ampicilina, 
cefamandol y cefoxitina.^^^ 

B. avium es un patogeno de las aves que produce coriza o 
rinotraqueitis en aves de corral, sobre todo en pavos.38'^ Similar 
a las especies del complejo B. bronchiseptica, B. avium mues- 
tra un fuerte tropismo por el epitelio ciliado de las vias aereas 
superiores. 

Bordetella hinzii, denominada antes Acaligenes faecalis tipo 
II o similar a B. avium, ha sido aislada del aparato respiratorio 
de polios y pavos en distintas partes del mundo. En los seres 

humanos se ha aislado en la sangre ^"^^378 y esputo,^32.758 

reiterada recuperacion de la bacteria en el esputo de un pacien¬ 
te con fibrosis quistica.23* B. hinzii tambien ha sido aislado de 
multiples muestras biliares recogidas en 6 meses de un recep¬ 
tor de un trasplante hepatico con colangitis. 2 ^ B. hinzii son 
moviles y oxidasa positivos y deben distinguirse de los micro¬ 
organismos fenotipicamente similares, como se muestra en el 
cuadro 7-15. 

Las cepas de B. holmesii han sido aisladas principalmente en 
sangre humana.^80,444.494.508.535.683.73i.80i Shepard y cols, analiza- 
ron en los CDC las historias clmicas de 30 pacientes con bac- 
teriemia por B. holmesii cuyos cultivos fueron remitidos a estos 
centros para su identificacion. De los 26 pacientes de los que se 
dispuso de datos, 22 (85%) estaban anatomica o funcional- 
mente asplenicos. B. holmesii fue el linico microorganismo ais¬ 
lado de las muestras de sangre en 25 (96%) de los 26 pacien- 
tes.^83 ^ pesar de las comunicaciones iniciales de que B. hol¬ 
mesii no causa enfermedad respiratoria, los pacientes pueden 
estar infectados o colonizados por B. holmesii en la nasofarin- 
ge. Un cientifico del Massachussets State Laboratory Institute 
comunico el aislamiento de B. holmesii, pero no de B. pertus¬ 
sis, de 32 muestras nasofarmgeas recogidas en un periodo de 3 
anos de pacientes con smtomas similares a los de la tos feri- 
na,494,38i Loeffelholz y cols, demostraron que B. holmesii daba 
resultados positivos fuertes con su ensayo de PCR para B. per¬ 
tussis IS481, lo que confundia la confiabilidad diagnostica de 
estos ensayos.‘^34 Russell y cols, comunicaron un caso de neu¬ 
monia intersticial y lobular con progresion a la fibrosis pulmo- 
nar causada por B. holmesii.^^^ Se informa que B. holmesii es 
sensible a amikacina, ampicilina, cefazolina, cefotaxima, cefta- 
zidima, cloranfenicol, geniamicina, mezlocilina, trimetoprim- 
sulfametoxazol, imipenem, ciprofloxacina y piperacilina-tazo- 
bactam.^31 p holmesii era clasificado antes como del grupo 
NO-2 de los CDC, es inmovil y oxidasa negativo, lo que lo 
vuelve fenotipicamente similar a especies de Acinetobacter y al 
grupo NO-1 de los CDC (cuadro 7-21). Se amplian las carac¬ 
teristicas morfologicas y fenotipicas en el apartado “Microor¬ 
ganismos inmoviles y oxidasa negatives”. 

B. petrii es inmovil y oxidasa positivo. Solo ha sido aislado 
del medioambiente y es el unico miembro del genero capaz de 

crecimiento anaerobio.^86 

B. trematum es oxidasa negativo y movil con flagelos peri¬ 
tricos. El crecimiento ocurre en agar de MacConkey y se utili- 
za malonato. En el cuadro 7-15 se detallan otras reacciones 
bioquimicas. Las cepas han sido aisladas de infecciones oticas 
y heridas de seres humanos, pero no de las muestras respirato¬ 
rias.Dorittke y cols, describieron el aislamiento de un “mi- 
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croorganismo similar a B. avium'' en un paciente con otitis me¬ 
dia cronica, donde la cepa respectiva (LMG 13506) fue recla- 
sificada mas tarde como B. Daxboeck y cols, 

informaron el aislamiento de B. trematum de una ulcera de pie 
diabetico; sin embargo, no hubo pruebas de un papel causal del 
microorganismo en la infeccion del pie.*^^ 

GENERO KERSTERSIA 

Coenye y cols, describieron un genero nuevo, Kerstersia 
gen. nov. que consiste en una unica especie K. gyionim (del 
griego gyion, que significa “miembro”: se refiere al hecho de 
que la mayoria de las cepas fueron aisladas en heridas humanas 
de las piemas).’"^^ Se presentan como pequenas celulas cocoi- 
des gramnegativas (1-2 pm), celulas cocoides que se presentan 
aisladas, de a pares o en cadenas cortas. En agar nutriente, las 
colonias son planas o ligeramente convexas, con hordes lisos y 
un color que varia del bianco al pardo claro. El crecimiento 
ocurre a 28 °C a 42 ®C, la motilidad es dependiente de la cepa 
y todas las cepas son asacaroliticas. Todas las cepas son catala- 
sa positivas, pero son negativas para oxidasa, arginina, lisina y 
ornitina descarboxilasa, P-galactosidasa, gelatinasa, amilasa, 
ureasa, DNasa, reduccion de nitrato y nitrito, e hidrolisis de 
esculina (cuadro 7-15). Las cepas se ban aislado de distintas 
muestras humanas, que incluyen heces, esputo, y heridas de 
piernas y tobillos. La patogenicidad se desconoce.'"^*^ 

GENERO OLIGELLA 

El genero Oligella consiste en dos especies: O. urethralis 
(antes Moraxella urethralis y grupo M-4 de los CDC) y O. ure- 
olytica (antes grupo IVe de los CDC).^ 

Las colonias de O. urealytica se observan primero como de 
crecimiento lento en medio de agar sangre, y producen colo¬ 
nias puntiformes despues de 24 horas pero colonias grandes 
despues de 3 dias de incubacion. Las colonias son blancas, opa- 
cas, enteras y no hemoliticas. Las cepas de O. urealytica se ase- 
mejan fenotipicamente a las especies de Achromobacter asaca- 
roliticas, B. bronchiseptica y Cupriavidus pauculus, en que son 
asacaroliticas, oxidasa positivas y moviles por medio de flage- 
los peritricos. Difieren de las especies de Achromobacter por su 
capacidad para hidrolizar rapidamente la urea en agar urea de 
Christensen. En el cuadro 7-15 se muestran otras caracten'sti- 
cas diferenciales. La mayoria de las cepas han sido aisladas en 
orina humana, a menudo de pacientes con cateteres permanen- 
tes durante tiempos prolongados. Se comunico un caso de bac- 
teriemia en un paciente con uropatia obstructiva.^^^ Tambien se 
informo bacteriemia por O. urealytica en un paciente con 
y en un nino de 18 meses con neumonia."*^^ O. urealy¬ 
tica fue aislado de un paciente en el University of Illinois 
Hospital que se presento con una herida facial con impetigo y 
celulitis facial. Suele ser sensible a la mayoria de los antibioti- 
cos, aunque existe una comunicacion de una cepa altamente 
resistente que demostro resistencia in vitro a penicilinas, cefa- 
losporinas, imipenem, meropenem, ciprofloxacina y trimeto- 
prim-sulfametoxazol, pero que era sensible a los aminogluco- 
sidos, tetraciclina y levofloxacina."^^^ 

O. urethralis es similar a las especies de Moraxella porque 
es una bacteria gramnegativa cocobacilar, oxidasa positiva e 
inmovil. Las colonias son mas pequenas que las de M. osloen- 
sis y son opacas a blancuzcas. M. urethralis y M. osloensis 
comparten otras similitudes bioqmmicas, como acumulacion 
de acido poli-P-hidroxibutirico y falta de hidrolisis de urea, 
pero pueden diferenciarse sobre la base de la reduccion de 


nitrito, el crecimiento a 42 °C y la alcalinizacion de formato. 
itaconato, prolina y treonina (todos positivos en O. urethralis. 
negativos en M. osloensis).^^^ Tambien se puede utilizar la 
composicion celular de acidos grasos para diferenciar ambas 
especies.®®^ Las caracteristicas bioquimicas que ayudan a dife¬ 
renciar O. urethralis de las especies de Moraxella se muestran 
en el cuadro 7-19. Como su nombre lo indica, O. urethralis se 
aisla mas a menudo de muestras uretrales y se lo considera un 
comensal del aparato genitourinario; sin embargo, en raros 
casos puede conducir a urosepsis.^^^^ Hubo un caso de artritis 
infecciosa por O. urethralis que imito clmicamente a una artri¬ 
tis gonococica."^^^ 

Familia Rhizobiaceae 

El linico miembro de importancia medica de la familia 
Rhizobiaceae es el genero Rhizobium. Sin embargo, los miem- 
bros de este genero son fenotipicamente similares a las espe¬ 
cies de Achromobacter sacaroliticas y a Ochrobactrum anthro¬ 
pic de los cuales deben ser diferenciados. Las caracterfsticas 
utiles para separar estos microorganismos se presentan en el 
cuadro 7-16. 

GENERO /?/y/ZOT/(/M (ANTES AGROBACTERIUM) 

El ex genero Agrobacterium con tenia varias especies de 
patogenos de las plantas que aparecen en los suelos de todo el 
mundo.^®^ Como resultado de una gran cantidad de estudios 
comparativos, se reconocieron cuatro especies de Agrobac¬ 
terium: Agrobacterium radiobacter (antes A. tumefaciens y 
grupo Vd-3 de los CDC), Agrobacterium ' rhizogenes (antes 
transferido al genero Sphingomonas como S. rosa),^^^^ 
Agrobacterium vitis552 y Agrobacterium rubi.^^ La separacion 
de las especies fenotipicamente indistinguibles A. tumefaciens 
y A. radiobacter se baso en la presencia de un plasmido induc¬ 
tor de tumores de las plantas, presente en A. tumefasciens y 
ausente en A. radiobacter. Algunos estudios geneticos mosira- 
ron que las dos especies eran las mismas, y se propuso recha- 
zar el nombre A. tumefaciens y designar A. radiobacter como 
especie tipo para el genero Agrobacterium.^^^ Young y 
cols.^^^^^^^ propusieron una descripcion corregida del genero 
Rhizobium para incluir a todas las especies de Agrobacterium. 
Segun esta propuesta las nuevas combinaciones son Rhizobium 
radiobacter R. rhizogenes, R. rubi y R. vitis.^^"^ Farrand y cols, 
han presentado pruebas a partir de comparaciones clasicas y 
moleculares que apoyan la conclusion de que las agrobacterias 
biovariedades 1 y 3 son lo suficientemente diferentes de los 
miembros del genero Rhizobium para justificar la retencion del 
genero Agrobacterium.^^^ Sin duda, no se ha escrito aun el 
capitulo final sobre la clasificacion de Agrobacterium radio¬ 
bacter y es probable que la controversia continue durante 
algunos anos; sin embargo, segun los objetivos de este texto 
hemos decidido aceptar los argumentos establecidos por Young 
y cols.^^^ y referimos a esta bacteria como Rhizobium ra¬ 
diobacter. 

Las pruebas bioquimicas claves utilizadas para diferenciar 
R. radiobacter de las especies estrechamente relacionadas 
Ochrobactrum anthropi se muestran en el cuadro 7-16. Las 
caracteristicas claves para este grupo de microorganismos son 
una reaccion de ureasa rapida y una prueba positiva para feni- 
lalanina desaminasa. Las colonias de R. radiobacter crecen en 
condiciones optimas a 25 °C a 28 °C, pero tambien a 35 °C. Se 
presentan circulares, convexas, lisas y no pigmentadas a beige 
Claras en agar sangre. Las colonias pueden tener aspecto hume- 
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do y se toman muy mucoides y rosadas en agar de MacConkey 
•con una incubacion prolongada (lamina en color 7-4B). En 
%casiones, R. radiobacter se aisla de muestras clmicas, pero 
rara vez se lo relaciona con infeccion humana. En casos de 
tfeccion humana comunicada, se ha aislado mas a menudo 
Mkizobium en seguida 

■or iiquido de dialisis peritoneal,orina^’^^^ y liquido 
a?ciiico.^’^ La mayoria de los casos ocurrieron en pacientes con 
•!3s?eieres transcutaneos o protesis biomedicas implantadas, y el 
iiaiamiento eficaz a menudo requiere la extraccion del disposi- 
-^.202.205.207,224,288,598,603,635,808 y cxaminarou los regis- 

sm medicos de 13 pacientes con infecciones por R. radiobac- 
aurante el penodo 1996-2002. Diez (76%) tenian un proce- 
( maligno hematologico o un cancer de organo solido subya- 
Seis (46%) presentaron neutropenia febril durante el 
f de la infeccion. El 44% de las infecciones fueron bacte- 
cSKEiias relacionadas con cate teres y el 92% fueron intrahospi- 
^ Tambien se comunicaron dos casos de endoftalmitis 

R radiobacter ulterior a la extraccion de cataratas.^^^’^-^ La 
ie3.iibilidad a los antibioticos varia y requiere pruebas indivi- 
para cada aislamiento. Lai y cols, comunicaron que 
las cepas evaluadas en su serie eran sensibles a cefepima, 
jPEcr jcilina-tazobactam, carbapenemicos y ciprofloxacina/^® 



-wm a Brucellaceae 
mE^Q OCHROBACTRUM 

- nrvbactrum anthropi es el nombre dado a especies de 
^ •’^jmobacter” ureasa positivas designadas antes como 
^ d-1 y Vd-2 de los CDC y Achromobacter grupos A, C 
f*© Te Holmes y cols.^^^ Sin embargo, los estudios ulterio- 
fcfen mostrado que el biogrupo C y algunas cepas que perte- 
3 al biogrupo A constituyen un grupo de hibridacion de 
iI1K\-DNA homogeneo separado de 0. anthropi que ha recibi- 
ifc U 3esignaci6n de especie nueva de Ochrobactrum interme- 
mimm. .Ambas especies de Ochrobactrum estan estrechamen- 
Ws ::^^si5Cionadas con especies de Brucella y Ochrobactrum 
ocupa una posicion filogenetica intermedia entre 
zrz iTopi y BrucellaJ^^ Las dos especies comparten propie- 
lenotipicas identicas. Son oxidasa positivas, sacaroliticas 
ties por medio de flagelos peritricos. Se observa un buen 
-mio en medios de mtina en 24 horas. Las colonias tie- 
jfeTcdedor de 1 mm de diametro y se presentan circulares, 
bajas, lisas, brillantes y enteras. Las cepas observadas 
autores crecen facilmente en agar de MacConkey y tie- 
sEi apariencia mucoide. Las pruebas clave utiles para dis- 
snr O. anthropi de microorganismos relacionados incluyen 
aiTocidad para hidrolizar urea, la incapacidad para hidroli- 
uiina y una prueba de ONPG negativa. Otras pruebas 
:cas utiles para diferenciar O. anthropi de especies de 
y de las especies sacaroliticas de Achromobacter se 
en el cuadro 7-16. No existe ninguna prueba bioqui- 
separe O. intermedium de O. anthropi; sin embargo, 
>igerido que se puede utilizar la resistencia a la colistina 
Lima E) y a la polimixina B para separar O. intermedium 
e ‘ de O. anthropi (sensible).’’’ Se informo un caso de 
hepatica piogena debido a O. intermedium;^^^ no obs- 
: itnido a la estrecha similitud fenotipica entre O. anthro- 
C Jitennedium, es posible que ciertas infecciones que se 
^ fueron causadas por O, anthropi en realidad hayan 
•:25L'?adas por O. intermedium, 

ihora todas las cepas de O. anthropi fueron aisladas en 
chnicas humanas (anthropi deriva del griego y signifi- 
; >er humano”). Las cepas han sido aisladas predomi- 



nantemente de sangre, heridas, aparato urogenital u orina, apa- 
rato respiratorio, ofdos, heces, un ojo y 
Las comunicaciones recientes de sepsis relacionada con catete- 
res venosos centrales causadas por O. Anthropi son muy preo- 
cupantes.^’’^^’^’^'^^^’^^^’"’^’’^^^'”'’ El aislamiento de este microorga- 
nismo de la sangre debe plantear la sospecha de una infeccion 
relacionada con un cateier venoso central. Existe una comuni- 
cacion de shock septico luego de una infusion venosa periferi- 
ca de una solucion contaminada con O. anthropP^^ y una comu- 
nicacion de bacteriemia hospitalaria en cinco receptores de 
trasplante de organos luego de la infusion de globulina antiti- 
mocito contaminada.Se informaron dos casos de endocardi¬ 
tis infecciosa debida a O. anthropiP^^'^^^ Se comunica que O. 
anthropi es sensible a aminoglucosidos, carbenicilina, fluoro- 
quinolonas, imipenem, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxa- 
zol, pero resistente a otros antimicrobianos.^^'^"’^’^^^ ’^’’ 


Microorganismos inmoviles y oxidasa positivos 

Familia Ftavobacteriaceae 

Vandamme y cols, notificaron que ninguna de las especies 
establecidas de flavobacterias se relaciona estrechamente con 
las especies tipo de F aquatile; por lo tanto, propusieron incluir 
los microorganismos genericamente mal clasificados F balus- 
tinum, F gleum, F indologenes, F indoltheticum, F meningo- 
septicum y F. scophthalmum en un genero nuevo: Chryseobac- 
terium, con C. gleum como especie tipo.’^^ Los mismos autores 
informaron que Flavobacterium breve representaba un taxon 
genetico distinto y propusieron el nombre Empedobacter bre¬ 
vis para esta especie.Ademas, se observe que Flavobac¬ 
terium odoratum comprendia dos especies diferentes, renom- 
bradas Myroides odoratus y Myroides odoratimimus.^^^ Algu- 
nos investigadores franceses que trabajaban junto con el grupo 
de Vandamme en Belgica publicaron una descripcion corregida 
de la familia Flavobacteriaceae y una clasificacion y descrip¬ 
cion corregidas del genero Flavobacterium En el recuadro 
7-8 se presenta un esquema de la clasificacion y la nomencla- 
tura actual de los miembros de importancia medica de la fami¬ 
lia FlavobacteriaceaeP'^ 

Cabe senalar que ninguna de las especies restantes de 
Flavobacterium se encuentran en muestras clmicas humanas y 
ninguna es indol-positiva, caracterfstica que ha sido sinonimo 
del genero Flavobacterium en el pasado. En el cuadro 7-17 se 
describen las caracteristicas diferenciales claves de los miem¬ 
bros de importancia clmica de la familia Flavobacteriaceae y 
bacterias relacionadas. La mayoria de las especies producen 
colonias de pigmento amarillo en medio de agar sangre y todas 
son oxidasa positivas. Todas las especies son inmoviles y nega- 
tivas para reduccion de nitrato y la mayoria no crecen en agar 
de MacConkey. La mayoria de las especies (salvo Weeksella 
virosa) son resistentes a la polimixina, una propiedad que com¬ 
parten con el grupo pseudomallei en otra parte de este capitu- 
lo. Solo explicaremos mejor los miembros de importancia cli- 
nica de las Flavobacteriaceae. Los dilemas taxonomicos de 
Flavobacterium y Sphingobacterium han sido revisados con 
detalle en otros sitios.^^’^^^’’^^’^^^ 


CHRYSEOBACTERIUM. EMPEDOBACTER Y SIN NOMBRE 

DE LOS COC 

Estas ex especies de Flavobacterium se presentan natural- 
mente en el suelo, el agua, las plantas y los productos alimen- 
ticios. En el medioambiente hospitalario existen en los siste- 
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Recuadro 7-8 Descripcion de los miembros de importancia 
midica de ta familia Flavobacteriaceae 


Genero I. Flavobacterium 

G^nero tipo que consiste en 29 especies aisladas de ambientes acuati- 
cos. No se asocia con muestras clinicas humanas 
Genero IV. Bergeyella 

B. zoohelcum 

Genero V. Capnocytophaga 

C. ochracea 
C. canimorsiis 
C. cynodegmi 
C. gingivalis 
C. granulosa 
C. haemolytica 
C. sputigena 

Genero VII. Chryseobacterium 
C. gleum 
C. balustinum 
C. defluvii 
C. indologenes 
C. indohheticum 
C. joostei 

C. meningosepticunf 
C. miricola 
C. scophthalmum 
Genero X. Empedobacter 
E. brevis 

Genero XV. Myroides 
M. odoratus 
M. odoratimimus 
Genero XXIII. Weeksella 
W. virosa 


"Nota del autor en el momento de la impresidn: Chryseobacterium meningosepticum ha 
sido trasladado recientemente a un genero nuevo con el nombre Elizabethkingia meniu- 
goseptica. 


mas de agua y sobre superficies humedas. Se distinguen con 
facilidad de otros no fermentadores por su capacidad para pro- 
ducir indol en caldo de triptofano (vease lamina en color 7-2C). 
A menudo, la reaccion de indol es debil y dificil de demostrar; 
por lo tanto, se debe utilizar el metodo de Ehrlich mas sensible 
(ya explicados en este capitulo). C. indologenes se reconoce 
con facilidad por la produccion de colonias amarillo oscuras 
(lamina en color 7-4C). C. meningosepticum, por el contrario, 
produce colonias con un pigmento amarillo muy palido que 
pueden no ser evidentes en el examen inicial a las 24 horas. Las 
colonias de Empedobacter brevis son amarillo palido. La pro¬ 
duccion de pigmento puede aumentar incubando el cultivo 
durante otras 24 horas a temperatura ambiente. En general, las 
especies de Chryseobacterium crecen poco, o en absolute, en 
agar de MacConkey y se considera que oxidan la glucosa, aun- 
que la mayoria de las cepas fermentan lentamente la glucosa 
despues de la incubacion prolongada. Desde el punto de vista 
microscopico, las celulas de C. meningosepticum, C. indologe¬ 
nes y grupos lie, Ilh y Hi son mas delgadas en su porcion cen¬ 
tral que en su porcion periferica e incluyen formas filamento- 
sas; las celulas Ilh son significativamente mas pequenas que las 
de otras especies. Cabe sehalar que los resultados de las prue- 
bas (p. ej., DNasa, indol, urea, hidrolisis de almidon) en este 
grupo dependen de la eleccion del medio, los reactivos y la 
duracion de la incubacion.^*^ Chryseobacterium indologenes, 


C. gleum y el grupo Ilb de los CDC estan tabulados en form^ 
individual en el cuadro 7-17. El grupo lib es geneticamente 
heterogeneo e incluye cepas de C. indologenes, C. gleum y pro- 
bablemente otras genomoespecies. Se necesitaran mas estudio> 
de hibridacion de DNA-DNA para resolver este problema. L^ 
separacion fenotipica entre C. indologenes y C. gleum ha sick 
dificil; sin embargo, la produccion de acido a partir de xilosa 
el crecimiento a 41 °C son regularmente positivos en los gru¬ 
pos de DNA agrupados alrededor de la cepa tipo de C 
gleum En el cuadro 7-17 se pueden hallar otras caracterisii- 
cas que separan a los miembros de este grupo de microorga- 
nismos. 

C. meningosepticum (antes Flavobacterium meningosepti¬ 
cum y grupo Ila de los CDCY es la especie que mas se asoci* 
con enfermedad importante en los seres humanos. En lo^ 
adultos se informo que causa neumonfa, endocarditis, infec- 
ciones de heridas, bacteriemia posoperatoria y meningitis 
casi siempre en pacientes con enfermedad subyacente gra- 

yg 32,67,124,150,228.293,.105,440.476,550.628.684.735,798 ^uUqUe SOlo rara VeZ sC 

encuentra meningitis neonatal es importante diagnosticar la en¬ 
fermedad con exactitud porque las epidemias pueden ocurrir er 
salas de recien nacidos y se ha comunicado una mortalidad de 
hasta un 

C. indologenes (antes E indologenes y grupo lib de lo 5 
CDC) es la cepa que con mas frecuencia se aisla en humano^. 
aunque pocas veces reviste importancia clmica."^®^ Se ha docu- 
mentado que produce bacteriemia en pacientes hospitalizado^ 
con una enfermedad subyacente grave, aunque la mortalidad er 
relativamente baja incluso entre los pacientes que han recibid* 
antibioticos sin actividad contra C. indologenes?^^ Las infec- 
ciones hospitalarias debidas a C. indologenes han sido relacio- 
nadas con el uso de dispositivos permanentes durante la inter- 
naci6n.^'*^'^'*^’^‘^® Se han comunicado raros casos de neumonfa. 
meningitis, piomiositis, queratitis y bacteriemia.^^^’^'‘^'^'^^’'‘^‘ En 
el laboratorio de microbiologia del University of Illinois 
Hospital C. indologenes fue aislado principalmente en heridas 
y en cultivos traqueales; en un neonato que nacio por cesare:: 
fue aislado en la sangre. El lactante no tenia sepsis y mas tarde 
fue dado de alta del hospital. 

Empedobacter brevis (antes Flavobacterium breve) y lo^ 
grupos He, Ilg, Ilh sin nombre de los CDC pocas veces se afs- 
Ian de material clfnico y se sabe poco acerca de su participa- 
cion en enfermedades clinicas. Janknecht y cols, comunicaron 
un brote de endoftalmitis por E. brevis en una serie de pacien¬ 
tes en los que se realize extraccion de cataratas el mismo dia 
por el mismo cirujano, lo que sugiere que la fuente de la infec- 
cion pudo provenir de algo desde la lente hasta el proceso de 
esterilizacion.^^^ Se notified un caso de meningitis causado por 
el grupo He de los CDC^^® y tambien se comunicaron las carac- 
teristicas fenotipicas de varias cepas de importancia clinica de 
los grupos He y 

Es dificil la eleccion apropiada de los antibioticos eficace^ 
para el tratamiento de las infecciones por criseobacterias. Las 
especies de Chryseobacterium son intnnsecamente resistenie^ 
a muchos antibioticos utilizados a menudo para el tratamiento 
de las infecciones causadas por bacterias gramnegativas (ami- 
noglucosidos, antibioticos p-lactamicos, tetraciclinas, cloran- 
fenicol), pero suelen ser sensibles a los agentes utilizados para 
el tratamiento de las infecciones causadas por bacterias gram- 
positivas (rifampicina, clindamicina, eritromicina, esparfloxa- 
cina, trimetoprim-sulfametoxazol y vancomicina).^^^^®^* ' 
Aunque los primeros investigadores recomendaron la vancomi- 
cina para el tratamiento de una infeccion grave por C menin- 
gosepticum?^^'^^^ algunos estudios recientes han mostrado um 
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Oxidasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

Motilidad 


- 

- 

- 

- 

- 



- 

- 

- 

+ 

Crecimiento en agar 
de MacConkey 

V(26) 

V (50) 

- 

V(54) 

- 


+ 


- 

V(79) 

- 

- 

Glucosa OF 

+ 

+ 

+ 


+ 

D^ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V (80) 

Manilol OF 

+ 

- 

V(10) 

V(10) 

- 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

Indol 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

NO, a NO 2 


V(67) 

V(14) 

V(22) 

+ (90) 

- 



- 

- 


- 

NO, a N^ 

ND 

+ 

- 

V (20) 

+ (90) 


+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Gelatina 

+ 

+ 

+ 

V(78) 

V (20) 



D' 

- 

- 

- 

+ 

Almidon 

V( 8 ) 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

ND 

+ 

V(14) 



V (40) 

Esculina 

+ 

+ 

+ 

V(70) 

+ 

... 

- 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

ONPG 

+ 

+ 

V(41) 

V (57) 

ND 

ND 

ND 


+ 

ND 

ND 

- 

DNasa 

+ 

V{17) 

V(7) 

ND 

ND 

- 

ND 

V (78) 

- 

V(13) 


+ 

Urea 

- 

+ 

V(10) 

V(14) 

- 

- 




- 

+ 

- 

Penicilina 

R 

R 

12% S 

ND 

ND 

S 

ND 

67% S 

57% S 

S 

S 

R 

Polimixina 

R 

R 

3% S 

ND 

ND 

S 

ND 

22% S 

R 

s 

R 

R 

Pigmento 

Amarillo 

palido 

Amarillo- 

naranja 

Amarillo- 

naranja 

Amarillo- 

naranja 

Ocre a amarillo 

claro 

- 



. 0 amarillo 

Marron claro 

- 

Amarillo palido 


‘’Datos tornados de las referencias"'^‘^^^. 

'’Porcentaje de positives derivado de la referencia^^^. 

' Porcentaje de positives derivado de la referenda^* -. 

‘^Datos tornados de la referenda^’ 

‘Gilardf‘'‘^ informa glucosa negative: Weyanf'^*’^ informa glucose positivo o positive tardio. 

^Gilardf^'- informa gelatine positivo: Weyanr'^‘’- informa gelatina negativo. 

+ : 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de. cepes negatives; V: 11-89% de cepas positives; pe‘. flagelos peritricos; p'. flagelos polares, 5: sensible; R: resistente, ND: residtados no disponibles; D: diferentes resultados 
comunicados; OF', oxidaddn-fermentadon. Los niimeros enlre parentesis son los porcentajes de cepas que dan reacdones positivas. 
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mayor actividad in vitro de minociclina. rifampicina, trimeto- 
prim-sulfametoxazol y quinolonas.^^^^^”^®"^ Otro elemento que 
complica la eleccion del tratamiento antibiotico apropiado es el 
hecho de que los valores criticos de CIM para resistencia y sen- 
sibilidad de las criseobacterias no ban sido establecidos por el 
Clinical Laboratory Standards Institute (antes, National 
Committee for Clinical Laboratory Standards) y los resultados 
de las pruebas de difusion con discos ban resultado poco fia- 
bles para predecir la sensibilidad a los antibioticos de las espe- 
cies de ChryseobacteriumP^'^''^'^^''^^'^ Se ba demostrado que el 
Etest es una altemativa posible al metodo de dilucion estandar 
en agar para evaluar cefotaxima, ceftazidima, amikacina, mino¬ 
ciclina, ofloxacina y ciprofloxacina, pero no piperacilina.^*^ El 
tratamiento defmitivo para las cepas de importancia clmica 
debe estar guiado por los patrones de sensibilidad individual 
obtenidos mediante un metodo de determinacion de la CIM tras 
una nocbe de incubacion. 


WEEKSELLA Y BERGEYELLA 

El genero Weeksella originario contenia dos especies: W. 
virosa (antes grupo Ilf de los CDC) y W. zoohelcum (antes 
grupo Ilj de los Vandamme y cols, mostraron que 

estas dos especies representan taxones geneticos separados y, 
por lo tanto, propusieron la reclasificacion de una de estas 
especies, W. zoohelcum, como Bergeyella Ambas 

especies son oxidasa positiva, no crecen en agar de MacConkey 
y son no pigmentadas, no sacaroliticas e indol positivas. 
Ademas, comparten la caracterfstica inusual de ser sensibles a 
la penicilina, lo que permite diferenciarlas con facilidad de los 
generos relacionados (vease cuadro 7-17). W. virosa (derivada 
de la palabra latina “viscoso”) forma colonias mucoides y 
pegajosas dificiles de extraer del agar. Al principio se observa 
que las colonias son no pigmentadas, pero una mayor incuba¬ 
cion puede conducir a una pigmentacion matron clara. W. viro¬ 
sa es ureasa negativo y sensible a la polimixina B. Ha sido 
recuperado fundamentalmente del aparato urogenital en muje- 
res, pero aiin no existen pruebas de que pueda desempenar 
algun papel patogenico.'^^^’'*®^’^^^’^^’ Existe una comunicacion 
de Espafia de peritonitis espontanea causada por Weeksella 
virosa P 

Una caracterfstica diferencial clave de B. zoohelcum es la 
produccion de una reaccion de ureasa intensa en agar urea de 
Cbristensen. Forma colonias pegajosas que al principio son no 
pigmentadas pero puede formar colonias tostadas a amarillas 
con la incubacion prolongada. Es sensible a la penicilina, pero 
resistente a la polimixina B. B. zoohelcum es parte de la flora 
bucal y nasal normal de perros y gatos.^^^ Por lo tanto, no es 
sorprendente que la mayorfa de las cepas aisladas en seres 
bumanos hayan sido el resultado de una mordedura de esos ani- 
Ha sido causa de septicemia por infeccio- 
nes cutaneas graves en pacientes ancianos que permitieron que 
un gato durmiera arriba de sus piemas"^®^^^^ y de neumonfa en un 
paciente expuesto a un perro que era portador de este microor- 
ganismo.^®^ Existe una comunicacion de meningitis debida a B. 
zoohelcum luego de numerosas mordeduras de perro. 

GENERO MYROIDES 

Vancanneyt y cols.^^* determinaron que el microorganismo 
antes clasificado como Flavobacterium odoraturn consistfa en 
un grupo beterogeneo que comprendfa dos especies distintas 
para las que propusieron los nombres Myroides odoratus y 
Myroides odoratimimus. Las celulas de ambas especies son 


bacilos gramnegativos de 0,5 pm de diametro y 1 a 2 pm de 
longitud. Pueden aparecer varios tipos de colonias, pero la 
mayorfa de ellas tienen pigmento amarillo y forman colonias 
difusas que se propagan y que pueden confundirse con la mor- 
fologfa de colonias de una especie de Bacillus (lamina en color 
7-4D). La mayorfa de las cepas producen un olor frutal carac- 
terfstico (similar al de A. faecalis). Myroides crece en la mayo¬ 
rfa de los medios, incluido agar de MacConkey. El crecimien- 
to ocurre a 18 ”C a 37 °C pero no a 42 ®C. Son asacarolfticas 
pero son oxidasa, catalasa, ureasa y gelatinasa positivas. No se 
produce indol y se reducen los nitritos (pero no los nitratos) 
(cuadro 7-18). No bay ninguna prueba fenotfpica de rutina para 
diferenciar las dos especies de Myroides y sus diferencias estan 
limitadas a las pruebas de asimilacion y la composicion celular 
de acidos grasos.*^^' Los microorganismos identificados como 
M. odoratus fueron ballados principalmente en orina, pero tam- 
bien se encontraron en muestras de beridas, esputo, sangre y 
La infeccion clmica por especies de Myroides es 
excepcional; sin embargo, se ban informado casos de fascitis 
necrosante rapidamente progresiva y bacteriemia^'^'^ y celulitis 
recurrente con bacteriemia.^^^^^ La mayorfa de las cepas son 
resistentes a penicilinas, cefalosporinas, aminoglucosidos, 
aztreonam y carbapenemicos.^^^ 

Familia Sphingobacteriaceae 
SPHINGOBACTERIUMY PEDOBACTER 

Las esfmgobacterias tienen pigmento amarillo, son oxidasa 
positivas e inmoviles. Se diferencian de criseobacterias y 
weekselas por su falta de produccion de indol a partir de trip- 
tofano y se separan de las especies de Myroides por su capaci- 
dad para producir acido en OF glucdsa. Las especies actuales 
de Sphingobacterium son 5. rnultivorum (antes Flavobac¬ 
terium fvultivorum, grupo Ilk-2 de los CDC), S. spiritivorum 
(incluye especies antes designadas Flavobacterium spiritovo- 
rum, F. yabuuchiae y grupo Ilk-3 de los CDC), S. antarcticum, 
S, faecium, S. thalpophilum y especies sin nombre Sphingo¬ 
bacterium genomoespecies 1 y Las especies 

Sphingobacterium S. heparinum y S. piscium ban sido ubica- 
das en un nuevo genero Pedobacter como P. heparinus y P 
piscium El genero Pedobacter contiene varias especies de 
bacterias productoras de beparinasa balladas en el suelo, el 
limo activado o los peces, pero no en fuentes humanas. S. mul- 
tivorurn y S. spiritivorum son las dos especies aisladas mas a 
menudo de muestras clfnicas bumanas. Puede distinguirse del 
microorganismo similar Sphingomonas paucimobilis (antes 
IIk-1) por la falta de motilidad y resistencia a la polimixina B. 
En el cuadro 7-18 se muestran otras caracterfsticas diferencia- 
les de estas bacterias. S. rnultivorum ba sido aislado de distin¬ 
tas muestras clfnicas, pero solo pocas veces se ba asociado con 
infecciones graves, como peritonitis y septicemia.^^'^^®’^^^’^^^’^®^ 
Sangre y orina ban sido las fuentes mas frecuentes para el ais- 
lamiento de S. spiritivoriimP^^^^ '’^^ S. thalpophilum se ha ais¬ 
lado de heridas, sangre, ojo, abscesos e incision abdominal. 
Una prueba de nitrato positiva y el crecimiento a 42 °C dife- 
rencia S. thalpophilum de otras especies de Sphingobacterium. 
El microorganismo antes conocido como Sphingobacterium 
mizutaii ha sido transferido al genero FlavobacteriumP'^'^^^ 
pero esta incluido en las esfmgobacterias en el cuadro 7-18 
porque es indol negativo y se asemeja fenotfpicamente a las 
especies de Sphingobacterium. F. mizutaii ha sido aislado de 
muestras de sangre, LCR y heridas y puede diferenciarse de 
las especies de Sphingobacterium por su falta de crecimiento 
en agar de MacConkey y su falta habitual de actividad de ure- 
asa.*^^ En general, las especies de Sphingobacterium son resis- 
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C uadro 7-18 Caracteristicas claves de Myroiders, Sphingobacterium y Flavobacterium mizutaii'' 


MYROIDES 


SPHINGOBACTERIUM 


FLAVOBACTERIUM 


PRUEBA 


M. odoratus, 
M. odoratimimus 


S. 

multivorum 


S. 

spiritivorum 


thalpophilum 


F 

mizutaii 


Oiodasa 

£&;cilidad 

Crecinuento en agar 
ie MacConkey^' 
ts^'osa OF 
^iiol OF 

a NO, 


V(91) 


V(46) 


to, a N, 

V(46) 

ND 

ND 

ND 

+ 

CefaDna 

+ 

- 

- 

V(86) 

- 

Aiaklon 

- 

V(79) 

- 

+ 

- 


- 

+ 

+ 

+ 

+ 

\bspg 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

- 

+ 

+ 

- 


+ 

+ 

+ 

-h 

- 


19% S 

R 

R 

R 

R 

fcifciiLxina 

R 

R 

R 

R 

R 

B^eoto 

Amarillo palido 

Amarillo palido 

Amarillo palido 

Amarillo palido 

Amar 


i o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas: V: 11-89% de cepas positivas; S: sensible: R: resistente; ND: resultados no disponibles; OF: oxidacion-fer- 
Los mimeros entre parentesis son los porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 
f tornados de las referencias^'^'^^^. 

ito en agar de MacConkey de la referencia^*\ 
iii£ observar un color rosado muy debil en la capa de xileno.^^ 


■ a los aminoglucosidos y a la polimixina B, mientras que 
cnsibles in vitro a las quinolonas y a trimetoprim-sulfa- 
zol. La sensibilidad a los antibioticos P-lactamicos va- 
>5 frcQuiere pruebas individuales para cada cepa aislada^®^ 

Moraxeltaceae 

samilia Moraxellaceae, como se construye actualmente, 
tres generos: Moraxella, Acinetobacter y Psychro- 

»E=: MORAXELLA 

caracteristicas claves nos hacen sospechar que un no 
uzJ:::ZZiAdoT dcsconocido puede pertenecer al genero Mora- 
Despues de 24 boras en agar sangre. las colonias tienden 
pojLienas y puntiformes (habitualmente menos de 0,5 mm 
^ ^^-^tro), con poco crecimiento o ninguno en agar de 
tConkey. Las celulas bacterianas aparecen como pequenos 
I^^acixi>s o diplobacilos gramnegativos en los preparados 
con Gram con tendencia a resistir la descolonizacionJ^^ 
b' reacciones de citocromo oxidasa como de catalasa 
^viitivas (la primera descarta las especies de Acine- 
^ r la ultima descarta las especies de Kingella). La inca- 
de las especies de Moraxella para formar acido a par- 
n;! hidratos de carbono tambien elimina a la mayoria de las 
de Neisseria de la consideracion. La mayoria de las es- 
de Moraxella son extremadamente sensibles a bajas 
■erntraciones de penicilina. Se puede utilizar el examen de 
dados tenidos con Gram preparados desde la zona externa 
icidn alrededor del disco de sensibilidad a la penicilina 



para distinguir las especies de Neisseria (que retienen su mor- 
fologia cocica) de las especies de Moraxella (que producen for¬ 
mas pleomorfas alargadas; vease lamina en color 7-4E y 
Todas las especies de Moraxella son inmoviles. 

Las especies de Moraxella de importancia clmica son M. 
lacunata, M. nonliquefaciens, M. osloensis, M. atlantae (grupo 
M-3 de los CDC) y M. catarrhalis. Este ultimo se analiza junto 
con las especies patogenicas de Neisseria en el capitulo 11. Los 
grupos M-2 y M-4 de los CDC ban sido nombrados 
Psychrobacter phenylpyruvicus y Oligella urethralis, respecti- 
vamente y se describen mas adelante en esta seccion. Los gru¬ 
pos M-5 y M-6 de los CDC ban sido colocados en el genero 
Neisseria, aun cuando su aspecto microscopico es el de bacilos 
gramnegativos. El grupo M-5 ba sido designado Neisseria wea- 
verp^^ y el grupo M-6 se ba denominado Neisseria elongata 
subespecie nitroreducensP^ Es dificil distinguir estas especies, 
junto con otras especies de Moraxella descritas recientemente, 
como M. canis^^^ y M. lincolniiP^^ de las especies establecidas 
de Moraxella. Las especies animales incluyen M. bovis, aisla- 
do en ganado sano y en otros animales, entre ellos, caballos, M. 
boevrei y M. caprae (cabras), M. caviae (cobayos), M. cunicii- 
li (conejos) y M. ovis (ovejas). 

En el cuadro 7-19 se proporcionan algunas pruebas diferen- 
ciales utiles para la identificacion de las especies de Moraxella 
de importancia clmica. M. atlantae, M. lacimata y M. nonli¬ 
quefaciens son similares en muebas de sus caracteristicas. El 
crecimiento de M. atlantae es estimulado por sales biliares y 
desoxicolato de sodio, mientras que M. lacunata y M. nolique- 
faciens no lo son. Solo M. lacunata licua la gelatina, mientras 
que M. lacunata y M. nonliquefaciens reducen nitrato a nitri- 














334 CAPUULO 7 Bacilos gramnegativos no fermentadores 


81,585 puede ser dificil la separacion entre M. lacunata y M. 
nonliquefaciens que no se propaga, porque la hidrolisis de 
gelatina (con cualquier metodo) y la licuefaccion de la porcion 
inclinada de Loeffler puede llevar mas de una semana. En algu- 
nos casos, el analisis de acidos grasos puede ayudar a determi- 
nar la especie.®®^ Como muchas cepas de Moraxella tienen 
requerimientos nutricionales algo especiales y las reacciones 
bioquimicas suelen ser negativas o ambiguas, muchos labora- 
torios deciden referirse a los miembros de este grupo como 
“especies de Moraxella''. 

Las especies de Moraxella constituyen la flora normal sobre 
las superficies mucosas y se considera que tienen bajo poten- 
cial patogenico. Se presentan mas a menudo en el aparato res- 
piratorio y menos en el aparato genital y, en ocasiones, produ- 
cen infeccion sistemica. M. lacunata, que desde comienzos de 
siglo pasado se sabe que produce conjuntivitis, tiene requeri¬ 
mientos nutricionales especiales y necesita medios enriqueci- 
dos sin peptona o el agregado de acido oleico o suero de cone- 
jo para contrarrestar un efecto proteolitico toxico. Ademas de 
la conjuntivitis, se informo que esta especie causa queratitis, 
sinusitis cronica y endocarditis.'^^'^’^^^’^'^^ M. nonliquefaciens 
tambien puede requerir suplementos de suero para un creci- 
miento optimo. Es parte de la flora normal de las vias aereas 
altas en el ser humano y a menudo se lo aisla en la cavidad 
nasal. Ha sido aislado en sangre, ojo, LCR, vias aereas bajas y 
otros sitios locales®^’^^* y se ha asociado con endoftalmi- 
tis204'425.453 y ^rtritis septica.^^® Se han aislado cepas mucoides 
atipicas de M. nonliquefaciens de muestras de esputo de tres 
pacientes con enfermedad pulmonar cronica. f/[ osloensis 
suele aislarse de muestras clmicas y no requiere suplementos 
para el crecimiento. En general, no es patogenico cuando se lo 
aisla de seres humanos; sin embargo, se han comunicado casos 
de sinusitis, conjuntivitis, bronquitis, artritis septica, osteomie- 
litis, peritonitis, meningitis, endocarditis, infeccion de cateter 
venoso central y septicemia. ®^’2i8,29o,64o,678J2o atlantae crece 

lentamente en medio de cultivo y produce colonias con ten- 
dencia a formar una zona de propagacion despues de 48 horas 
de incubacion.®^* Constituyen una causa rara de bacteriemia en 

pacientes inmunodeprimidos.^®’’24 

M. canis es una especie nueva que reside en las vias aereas 
altas de perros y gatos. En humano han sido aislado en san- 
gre,^^^ en ganglios linfaticos^^^ y en una herida por mordedura 
de perro.^^^ M. canis, M. catarrhalis, M. cuniculi, M. caviae y 
M. ovis pertenecen a las moraxelas cocoides, las cuales, a dife- 
rencia de las moraxelas bacilares, muestran actividad de 
DNasa. Las capas de M. canis se asemejan a M. catarrhalis en 
la tincion de Gram; sin embargo, la morfologia de sus colonias 
en agar sangre de carnero se asemeja mas estrechamente a la de 
los miembros de las enterobacterias (colonias grandes y 
lisas).^^^ Algunas cepas tambien pueden producir colonias muy 
viscosas que semejan colonias de Klebsiella pneumoniae. La 
produccion de un pigmento pardo en agar de Mueller-Hinton 
que contiene almidon tambien es tipica de la mayoria de las 
cepas de M. canis.^^^ M. lincolnii ha sido aislado principalmen- 
te del aparato respiratorio de seres humanos. 

La mayoria de las cepas de Moraxella son sensibles a peni- 
cilina y sus derivados, cefalosporinas, tetraciclinas, quinolonas 
y aminogluc6sidos.2*^’^4i,707 comunicado rara vez la 

produccion de |3-lactamasa en especies de Moraxella distintas 
de M. catarrhalis. Debido a la naturaleza de requeri¬ 
mientos especiales de muchas especies de Moraxella y la pre- 
visibilidad del perfil antibiotico, las pruebas de sensibilidad a 
los antibioticos, salvo por las pruebas de (i-lactamasa, no sue¬ 
len realizarse en casos clmicos. 


GENERO PSYCHROBACTER^ GRUPOS DE OXIDANTES 
EUGONICOS (EO) DE LOS CDC 

Las especies de Psychrobacter de importancia clmica son P. 
immobilis y P phenylpyruvicus (antes Moraxella phenylpyru- 
vica).^'^ 

Psychrobacter phenylpyruvicus. P phenylpyruvicus es tanto lirea 
positivo como fenilalanina desaminasa positivo, caracteristicas 
que ayudan a distinguirlo de las especies de Moraxella y 
Oligella urethralis (cuadro 7-19). Los trabajadores de labora- 
torio deben estar conscientes de que P. phenylpyruvicus puede 
asemejarse fenotipicamente a las especies de Brucella', han 
existido varias comunicaciones de especies de Brucella mal 
identificadas como P phenylpyruvicus en los sistemas de iden- 

tificacion comerciales."^ 2 . 50.573 diferenciacion entre P. 

phenylpyruvicus y especies de Brucella requiere microscopia 
(Brucella son cocobacilos diminutos) y pruebas para la acidifi- 
cacion de xilosa y glucosa.^®'^*^®® P. phenylpyruvicus es asacaro- 
litico, mientras que las especies de Brucella utilizan xilosa y 
habitualmente glucosa cuando se utiliza un metodo suficiente- 
mente sensible para detectar la acidificacion de glucosa.^^^ P. 
phenylpyruvicus es una causa rara de infecciones en los seres 
humanos, pero se informo que produce endocarditis, 2 ^ 4.742 pgj.j_ 
tonitis’^^ y una lesion fulgurante del pie.^^^ 

Psychrobacter immobilis, Paracoccus yeei (EO-2) y grupos EO-3 y 
EO-4 de los CDC. La clasificacion de este grupo de oxidantes 
eugonicos y cepas sacaroliticas de Psychrobacter immobilis es 
incompleta. Los miembros de este grupo son bacilos gramne¬ 
gativos (que a veces parecen gram variables) aerobios, cocoides 
a cortos, gruesos o ligeramente gruesos que crecen, a veces 
poco, en agar de MacConkey. Todos son fuertemente oxidasa 
positives, inmoviles e indol negatives y utilizan glucosa, xilo¬ 
sa y lactosa^'^ (vease cuadro 7-20). Daneshvar y colsJ^^ propu- 
sieron el nombre Paracoccus yeeii (mas tarde cambiado a yeei 
de acuerdo con el codigo internacional para la nomenclatura 
bacteriana)2*^ para el ex grupo EO-2 de los CDC. Los grupos 
EO-3 y EO-4 aun no tienen nombre. P. yeei crece tanto en agar 
sangre como en agar de MacConkey y se presenta como colo¬ 
nias no pigmentadas mucoides a muy mucoides despues de 48 
horas de incubacion (lamina en color 7-4G). P. yeei tambien 
tiene una morfologia celular definida con forma de O en el exa- 
men con tincion de Gram debido a la presencia de celulas 
vacuoladas o tehidas perifericamente (lamina en color 7-4H).^*' 
Esta morfologia en O no se observa en P. immobilis o cepas 
EO-3 o EO-4. Las cepas EO-3 y EO-4 tienen un pigmento 
amarillo no difusible definido que no se observa en P immobi¬ 
lis o P yeei.^^^ 

La mayoria de las cepas de P immobilis crecen levemente o 
en absolute a 35 °C y crecen mejor a 20 P immobilis esta 
dividido en cepas sacaroliticas y asacaroliticas. Las cepas saca- 
roliticas tienen todas las caracteristicas de las cepas asacaroli- 
ticas (cuadro 7-20), salvo en que se oxida glucosa, xilosa y lac- 
tosa, pero no sacarosa ni maltosa. Las cepas asacaroliticas son 
fenotipicamente similares a P phenylpyruvicus. El diagnostico 
de P immobilis puede confirmarse mediante estudios de trans- 
formacion, perfil de acidos grasos celulares y temperaturas de 
crecimiento optimas < 35 Muchas cepas tienen un olor 

semejante al agar alcohol feniletflico (PEA) (rosas)^49 y 
resistentes a la penicilina pero sensibles a la mayoria de los 

otros antibioticos. 25^*452 

Los cuatro grupos han sido recuperados de muestras clmi¬ 
cas. P. yeei se aislo de distintas infecciones de heridas humanas 
y sangre.*^2.229 comunico que EO-3 causo peritonitis en un 
paciente en dialisis peritoneal continua.^*'^ EO-4 fue aislado en 
sangre, orina y un seno paranasal, pero se desconoce la impor- 





Cuadro 7-19 Caractensticas claves de Moraxella, Oligella urethralis y especies similares a Moraxella 






MORAXELLA 



PSYCHROBACTER 

OLIGELLA 


NEISSERIA 

GRDPO DE BACILOS 1 

DEGILARDI 

PRUEBA 

M. 

atlantae 

M. 

canis"' 

M. 

catarrhalis 

M. 

lacunata' 

M. 

lincolnii ‘ 

M. 

nonliquefaciens 

M. 

osloensis' 

P. 

phenylpyruvicus 

O. 

urethralis' 

jV. 

weaveri ' 

Elongata suhespede 
nitroreducens" 

Oxidasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

Catalasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

Crecimienlo en agar 
de MacConkey 

+ 

+ 

- 

- 

- 

VdOt 

V{70l 

V(86) 

+ 

V(45) 

V(54) 

+ 

Motilidad 


- 

- 

- 




- 

- 

- 


- 

Glucosa OF 



- 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

V(23) 

- 

Urea 

- 

- 


- 




+ 

- 

- 

- 

- 

PAD 



V(68) 

V(17) 

ND 

- 

V(14) 

+ 

+ 

V(71) 

- 

+ 

Gelatina 



- 

V(42) 


- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

NO^ reducido 

- 

+ 

+(92) 

+ 

- 

+ 

V(24) 

V(68) 

- 

- 

+ 

- 

NOj reducido 


V 

V(86) 


V 



- 

+ 

+ 

+ 

- 

DNasa 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

Penicilina 

S 

s 

R 

S 

s 

s 

92% S 

73% S 

S 

S 

S 

S 

Forma celular 

CB 

c 

C 

CB 

CB 

CB 

CB 

CB 

CB 

R 

R 

R 


“Datos tonmdos de la referenda^''-. 

*'Datos iotnados de la referenda^ 

"M. canis produce un pigmento pardo cuando crece en agar de Mueller-Hinton que contiene almiddn.^^^ 

‘‘Dafox tornados de la referencia'^\ 

'Datos tornados de la referenda'K 
'Datos tornados de la referenda- \ 

^'N. elongala suhespede elongata es catalasa negativo, glucosa negativo y nitrato negativo y nitrito positivo. N. elongata suhespede glycolytica es catalasa positivo, dehUmente glucosa positivo o glucosa negativo, nitrato negativo 
y nitrito positivo. N. elongata suhespede nitroreducens es catalasa negativo y dehUmente glucosa positivo o glucosa negativo y reduce nitrato y nitrito." 

''Datos tonmdos de la referenda^ 

+ : 90% o mas de cepas positivas; - 90% o menos de cepas negativas; V: 11-89% de cepas positivas; S: sensible; R: resistente; ND\ resultados no disponihles; C: coco; CB: cocohacilo; B: hacilo; OF. oxidadon-fennentaddn. Los 
numeros entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 
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Cuadro 7-20 Caracterfsticas claves de Psychrobacter immobilis, Paracoccus yeei, EO-3, EO-4 y EF-41r' 


PSYCHROBACTER 

PARACOCCVS 


GRUPOS DE LOS CDC 


R immobilis 

P yeei (EO-2) 

EO-3 

E04 

EF-4B 


Oxidasa 

+ 

+ 

+ 

+ 


Motilidad 

- 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento en agar 

V(40) 

V(64) 

-I- 

V(67) 

V(65) 

de MacConkey 

Glucosa OF 

_b 

-I- 

+ 

+ 

-I- 

Xilosa OF 

_b 

-I- 

-H 

+ 

- 

NO, a NO, 

V(40) 


- 

- 

+ 

Crecimiento a 

25 °C 

+ 

V(73) 

+ 

+ 

V(88) 

35 °C 

V(40) 

+ 

•f 

+ 

+ 

42 °C 

V(20) 

V(36) 

V(14) 

- 

V(69) 

Celulas con forma de 0 

- 

-I- 

- 

- 

- 

Pigmento amarillo 

- 

- 

+ 

V(83) 

- 

Olor 

Similar a la rosa 

- 

- 

- 

Palomita de mafz 


“Datos de la referenda^\ 

^Las cepas de P. immobilis sacaroHticas comparten todas las caracterfsticas de las cepas asacaroliticas enumeradas aqui excepto en que oxidan glucosa, xilosa y lactosa, pero no 
sacarosa ni maltosa.^ 

+ . 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas; V: 11-89% de cepas positivas; ND: resultados no disponibles; OF. oxidacidn-fermentacidn. Los numeros 
entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 


tancia cimica de estas cepas.^®® Se comunico que un caso de 
infeccion ocular y un caso de meningitis del lactante fueron 
causados por R immobilis 

Grupo EF-4b de los CDC, EF-4b junto con EF-4a fueron designa- 
dos originariamente grupo de fermentadores eugonicos 4 (EF- 
4); sin embargo, EF-4b no fermenta la glucosa, no hidroliza la 
arginina y no produce gas a partir de nitrato, lo que lo separa 
de las cepas fermentadoras de glucosa designadas como grupo 
EF-4a de los CDC (vease cap. 9). Las cepas EF-4b son bacilos 
cocoides a cortos inmoviles y oxidasa y catalasa positivos. Las 
colonias en las placas de cultivo son no pigmentadas y se 
comunica que huelen como las palomitas de maiz. La mayoria 
de los cultivos provienen de infecciones humanas luego de 
mordeduras de perros y gatos.®^^ La sensibilidad a los antibio- 
ticos se asemeja a la de EF-4a. 

Familia Neisseriaceae 
GENERO NEISSERIA 

Algunas especies de Neisseria tienen forma de bacilos en la 
tincion de Gram y es posible que no sean reconocidas inicial- 
mente. Dos de estas especies son N. weaveri y N. elongata y 
ambas deben ser diferenciadas de otros bacilos no fermenta¬ 
dores fenotipicamente similares (vease cuadro 7-19). Los 
miembros cocoides del genero Neisseria se describen en el 
capitulo 11. 

Neisseria weaveri se encuentra como flora bucal normal en 
perros y se asocia con infecciones de heridas humanas resul- 
tantes de mordeduras.‘Tambien se aislo en sangre,^^^ 
esputo y lavados bronquiales** y en liquidos oculares, peri¬ 
toneal y toracico.^’ Existe una comunicacion de la infeccion de 
una herida en un niho despues de ser mordido por un tigre sibe- 
riano blanco.^^ N weaveri aparecen como bacilos rectos aero- 
bios, gramnegativos, anchos, pletoricos, intermedios a grandes 
de longitud variable, con una tendencia a crecer en cadenas o 
bacilos mas grandes en caldos de cultivos.^* El crecimiento 
ocurre a 25 °C y 35 ®C, y la mayoria de las cepas crecen a 


42 °C. Las colonias son bianco grisaceas, con un borde entero. 
planas, algo brill antes y lisas. N, weaveri es inmovil, fuerte- 
mente positive para oxidasa y catalasa, y negative para utiliza- 
cion de hidratos de carbono. Se reducen los nitrites, pero no 
los nitrates, y es debilmente positive para fenilalanina desa- 
minasa (cuadro 7-19).^^ Es sensible a penicilina, colistina > 
vancomicina. 

Se considera que N. elongata subespecie elongata y A 
elongata subespecie glycolytica son colonizadores transitorio> 
de las vias aereas altas humanas y del aparato urogenital; sin 
embargo, se informo que N. elongata subespecie elongau. 
produce endocarditis humana,^^’^^^ y N, elongata subespecie 
glycolytica fue aislada de heridas humanas y hemoculii* 
VOS. 12,336 mayoria de las infecciones humanas se deben a A 
elongata subespecie nitroreducens, asociada con distintas in¬ 
fecciones pero mas a menudo con bacteriemia y endocardi- 

jjg 194.273,285,309.354375.409.500.574,592,638,695,716,811 y pQcaS VCCCS COtt OS- 

teomielitis.^^^**^^ Conocido inicialmente como grupo M-6 de lo^ 
CDC, fue reconocido como una subespecie singular de N. elon¬ 
gata llamada ''nitroreducens'' porque reduce los nitratos y lO' 
nitritos a aminas sin formacion de gas.^^^ Otras caracteristica' 
del microorganismo son reacciones de catalasa, ureasa e indo» 
negativas; reaccion de oxidasa positiva y falta de produccion de 
acido a partir de hidratos de carbono (cuadro 7-19). N elonga¬ 
ta subespecie nitroreducens es tipicamente sensible a aminope- 
nicilinas, carbenicilina, cefalosporinas, aminoglucosidos, tn- 
metoprim-sulfametoxazol y polimixina, y es variadamente sen¬ 
sible a la penicilina.^^"* 

GRUP01 DE BACILOS DE GILARDI 

Este grupo consiste en bacilos sin requerimientos nutricio- 
nales especiales, no oxidativos, gramnegativos, ovales de lon¬ 
gitud intermedia y a veces pleomoifos. Las caracteristicas de 
cultivo y bioquimicas de este microorganismo son muy simila¬ 
res a las del grupo M-5 de los CDC, ahora denominado 
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Neisseria weaveri. Todas las cepas del grupo 1 de bacilos de 
Gilardi son fuertemente positivas en la reaccion de fenilalanina 
desaminasa y producen un color verde profundo en agar incli- 
nado, mientras que las cepas M-5, cuando son positivas, dan 
una reaccion debil a moderada. Todas las cepas M-5 reducen el 
nitrilo al 0,01%, mientras que todas las del grupo 1 de bacilos 
de Gilardi son negativas.^"^^’^^^ En el cuadro 7-19 se presentan 
otras caracteiisticas diferenciales. Las cepas del grupo 1 de 
bacilos de Gilardi han sido aisladas en distintas muestras 
numanas, que incluyen heridas de piemas, brazos y pies; una 
lesion bucal; orina y sangre; sin embargo, no se ha determina- 
do aiin su potencial patogenico.^’^ 


Microorganismos inmoviles y oxidasa negativos 

5£HER0 ACINETOBACTER 

El genero Acinetobacter se clasifica actualmente en la fami- 
tLi Moraxellaceae y consiste en bacterias que son cocobacilos 
rmmnegativos inmoviles oxidasa negativos.^^’-^^ En 1986, 
Ei-j\et y Grimont proporcionaron una nueva clasificacion que 
^'J!!nguia 12 grupos (genoespecies o especies genomicas) den- 
Drt> del genero Acinetobacter sobre la base de la hibridacion de 
[>SA-DNA y las caractensticas nutricionales.’^ En 1989, 
Ticriiberg y Ursing^"^® describieron otros tres grupos de DNA 
-::?iii^cados 13 a 15; en forma simultanea, Bouvet y Jeanjean’^ 
•K?5cnbieron cinco grupos DNA de especies proteoliticas de 
hr-^ffobacterqwQ numeraron del 13 al 17. Sin embargo, dos de 
grupos DNA descritos por Tjemberg y Ursing difieren 
*»:>opicamente de los grupos DNA descritos por Bouvet y 
Iwaiean. Por lo tanto, diferentes grupos DNA tienen el mismo 
«*eaero. lo que aumenta la confusion que rodea a la subdivision 
sssal del genero. En la actualidad, existen al menos 25 geno- 
a^cies descritas dentro del genero Acinetobacter 

genoespecie 1 es la especie tipo y se la denomina A. cal- 
^mm ettcus. Se aisla principalmente del suelo. La genoespecie 2 
-as aeni^inaA. baumanii: incluye cepas antes denominadas A. 
mmii^^cericus variedad anitratus. La designacion anitratus se 
•«3s»3era invalida y ya no debe utilizarse. La genoespecie 4 se 


denomina A. haemolyticus\ la genoespecie 5 se denomina A. 
junii\ la genoespecie 7 se denomina A. johnsonii: la genoespe¬ 
cie 8 se denomina A. Iwoffii y la genoespecie 12 se denomina 
A. radioresistens. La mayoria de las genoespecies restantes no 
tienen nombre. Se describio un esquema de las pruebas fenoti- 
picas para Acinetobacter genoespecie 1 a \2?^ Debido a los 
problemas para separar las cepas sacaroliticas pertenecientes a 
los grupos DNA 1, 2, 3 y 13 utilizando pruebas fenotipicas, 
algunos laboratorios decidieron referirse a los miembros de 
este grupo como “complejo Acinetobacter calcoaceticus-A. 
baumannir o ""Acinetobacter sacarolitico”. Asimismo, los 
laboratorios a veces nombran a los miembros no sacaroliticos 
de este genero como ""Acinetobacter no sacaroliticos'’ (vease 
cuadro 7-21). 

Un indicio inicial de que una cepa no fermentadora puede 
pertenecer al genero Acinetobacter es la morfologia en la tin- 
cion de Gram; las celulas cocobacilares gramnegativas a menu- 
do se presentan como diplococos (vease lamina en color 7-5A). 
Esta similitud en el aspecto con Neisseria gonorrhoeae condu- 
jo a la designacion de genero taxonomica arcaica ""Mima ” (imi- 
tar). Los estudiantes y los trabajadores del laboratorio tambien 
deben conocer el hecho de que las especies de Acinetobacter 
pueden aparecer inicialmente como cocos grampositivos en 
frotis directos de muestras clinicas y en frotis preparados a par- 
tir de frascos de hemocultivos positives.Despues de 24 
horas de crecimiento en agar sangre, las colonias tienen entre 
0,5 y 2 mm de diametro, son translucidas a opacas (nunca pig- 
mentadas) y convexas y enteras. La mayoria de las cepas cre- 
cen bien en agar de MacConkey y producen un tinte rosado 
palido (vease lamina en color 7-5B). Algunos acinetobacteres 
que oxidan glucosa pueden causar asimismo un cambio de 
color del agar infusion de corazon con tirosina o agar-sangre en 
el cual se incorpora glucosa.Tambien hemos observado 
este fenomeno en los agares de MacConkey o de Mueller- 
Hinton con una cepa clinica de A. baumanii (lamina en color 7- 
5C). Se describieron medios diferenciales y selectivos para el 
aislamiento de especies de Acinetobacter de muestras contami- 
nadas.^^^*^^® La identificacion presuntiva de especies de 
Acinetobacter se puede hacer sobre la base de la falta de acti- 


7-21 Caractensticas claves de Acinetobacter, Bordetella holmesii, Bordetella parapertussis y grupos NO-1 y EO-5*'de los CDC 
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se senate, los dates son tornados de la referenda'^'. 

\tmmmtenie en agar sangre y produce colonias miniisculas, fi-hemolisis y un pigmenlo pardo hidrosoluble.^ 
de la referencia’^^. 

de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas; V\ 11-89% de cepas positivas; OF: oxidacion-fermentacion. Los numeros entre parentesis son porcentajes 
reacciones positivas. 
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vidad de citocromo oxidasa, la falta de motilidad y la resisten- 
cia a la penicilina. 

A. haumanii es sacarolitico y acidifica la mayoria de los 
hidratos de carbono OF; en particular, se hace una identifica- 
cion defmitiva demostrando la produccion rapida de acido a 
partir de lactosa (concentraciones al 1% y 10%). For el contra- 
rio, A. hvolffii es asacarolitico. La genoespecie 7, A. johnson- 
nii, tambien es asacarolitica, pero puede separarse de todas las 
otras especies de Acinetohacter por su falta de crecimiento a 
37 °C. Otras caracteristicas diferenciales de las i 2 genoespe- 
cies pueden hallarse en el articulo de Bouvet y Grimont.^^ 

A. haumannii es la especie hallada con mayor frecuencia en 
muestras clinicas humanas, seguida de A. Iwoffii, A. haemolyti- 
cus, A.johnsonii, la genoespecie 3 y la genoespecie 6 
A. johnsonii, A. Iwoffii y A. radioresistens son especies de 
Acinetohacter no sacaroliticas que se presentan como habitan- 
tes naturales de la piel humana.^^’^^^ Distintas infecciones 
humanas causadas por especies de Acinetohacter han sido revi- 
sadas por Lyons**^^ e incluyen neumonia (mas a menudo rela- 
cionada con tubos endotraqueales o traqueostomias),^^ endo¬ 
carditis, meningitis, infecciones de la piel y las heridas, perito¬ 
nitis (en pacientes que reciben dialisis peritoneal) e infecciones 
urinarias. Tambien se han comunicado casos esporadicos de 
conjuntivitis, osteomielitis y sinovitis.^^^ Actualmente se reco- 
noce que las especies de Acinetohacter desempenan una fun- 
cion importante en la colonizacion y la infeccion de los pacien¬ 
tes hospitalizados. Fueron implicadas en distintas infecciones 
hospital arias, que incluyen bacteriemia, infecciones urinarias y 
meningitis secundaria, pero su papel predominante es como 
agentes de neumonia hospitalaria, sobre todo neumonia asocia- 
da con el respirador en los pacientes confinados a las unidades 
de cuidados intensivos.^®-^^^ 

A. haumannii es la especie responsable mas a menudo de las 
infecciones hospitalarias.^'^'^^'^’’^'^^ Se ha establecido un sistema 
de biotipificacion para diferenciar 17 biotipos de A. haumannii 
sobre la base de la utilizacion de seis sustratos que puede ser 
util para los estudios epidemiologicos.^”^ Otras especies, como 
A. johnsonii, A. Iwoffii y A. radioresistens, parecen ser habitan- 
tes naturales de la piel humana y tambien pueden ser comensa- 
les en la orofaringe y la vagina.A. Iwoffii ha sido mas comun- 
mente asociado con meningitis que con otras especies de 
Acinetohacter.^"^^ Se ha mostrado que A. ursingii produce infec¬ 
ciones del torrente circulatorio en pacientes hospitaliza- 
dos7^^ A. junii es una causa rara de infeccion ocular^^ y 
bacteriemia, sobre todo en pacientes pediatricos.^^’^’^^'^'*^ 
Tambien se ha comunicado un caso de bacteriemia extrahospi- 
talaria por Acinetohacter radioresistens en un paciente HIV 
positivo.^^^ A. Schindleri se aislo de distintas muestras humanas 
(vagina, cuello uterino, faringe, nariz, oido. conjuntivas y 
orina), pero en su mayor parte no se considera que tenga impor- 
tancia clinica.^^®’^^^ 

Las especies de Acinetohacter tienden a ser resistentes a dis- 
tintos antibioticos, aunque una especie, A. Iwoffii, tiende a ser 
mas sensible que las otras. Existe una resistencia casi universal 
a penicilina, ampicilina y cefalotina, y la mayoria de las cepas 
son resistentes al cloranfenicol.'*^^^^'^ Se ha comunicado una 
sensibilidad variable a las cefalosporinas de segunda y tercera 
generacion y a trimetoprim-sulfametoxazol. Hemos observado 
una mayor tendencia a la resistencia a los aminoglucosidos 
entre las especies de Acinetohacter en los liltimos anos y cepas 
multirresistentes, que incluyen especies de Acinetohacter resis¬ 
tentes a los carbapenemicos en brotes hospitalarios.^'^’^"^^ '*’®'^^^ 

Las pruebas de sensibilidad a los antibioticos para las espe¬ 
cies de Acinetohacter son problematicas. Swenson y cols, han 


mostrado en los CDC que los resultados obtenidos utilizando 
una dilucion estandarizada en microcaldo no concuerdan con 
los obtenidos con el metodo estandarizado de difusion con dis¬ 
cos para ciertos antibioticos. Los errores muy importantes eran 
frecuentes con la combinacion de la p-lactamicos e inhibidores 
de P-lactamasa y el metodo de dilucion en microcaldo mostra- 
ba tipicamente mayor resistencia.^^^ En la actualidad, no existe 
ningiin dato que indique cual es el metodo que proporciona 
informacion de mayor relevancia clinica. 

El tratamiento combinado con un aminoglucosido y ticarci- 
lina o piperacilina es sinergico y puede ser eficaz en las infec¬ 
ciones graves. Para las infecciones por Acinetohacter multirre- 
sistente, varios estudios han demostrado eficacia clinica del 
sulbactam combinado con ampicilina o cefoperazo- 

303,361.365.434,563 £| antibactcriano cuya actividad contra 
Acinetohacter multirresistente se ha demostrado es la colisti- 
na.io^’366,435 revision de las caracteristicas clinicas, la 

epidemiologia molecular y la sensibilidad a los antibioticos de 
las infecciones hospitalarias por Acinetohacter consultense las 
revisiones de Bergogne-Berezin y Towner^^ y Wisplinghoff y 
cols.^^ 


GRUPO NO-1 DE LOS CDC 

Una especie sin nombre de un bacilo gramnegativo no oxi- 
dativo con requerimientos nutricionales especiales, designado 
grupo NO-1 de los CDC (no oxidante-1) ha sido aislada de 
heridas humanas resultado fundamentalmente de mordeduras 
de perros o gatos.^"^’^^^*^^^ Este microorganismo es inmovil, oxi- 
dasa negative y asacarolitico. Se presentan como bacilos gram¬ 
negativos cocoides de tamano intermedio que forman pequenas 
colonias en agar sangre de camero. Se asemejan fenotipicamen- 
te a las especies de Acinetohacter, pero se los puede separar 
facilmente por una prueba positiva de reduccion de nitraio. 
Tambien es util el analisis de los acidos grasos celulares y ubi- 
quinona para diferenciar NO-1 de las especies de Acinetohac¬ 
ter En el cuadro 7-21 se presentan otras caracteristicas feno- 
tipicas. Estos microorganismos son sensibles a distintos anti¬ 
bioticos, como aminoglucosidos, P-lactamicos, tetraciclinas, 
quinolonas y sulfamidas. Se comunico que el 50% de las cepas 
son resistentes a la trimetoprim.^^^ 


BORDETELLA HOLMESII {GRUPO NO-2 DE LOS CDC) 

B. holmesii era clasificado antes como grupo NO-2 de los 
CDC y se lo describe como un bacilo gramnegativo, cocoide 
pequefio y corto, y en ocasiones se observan bacilos mas largos 
de ancho intermedio. Son asacaroliticos, oxidasa negativos. 
inmoviles, tienen requerimientos nutricionales especiales y pro- 
ducen un pigmento soluble pardo (vease cuadro La falta 

de actividad de oxidasa y la produccion de un pigmento soluble 
pardo diferencian B. holmesii de B. pertussis, B. hronchiseptica 
y B. avium-, la falta de actividad de ureasa diferencia este especie 
de B. parapertussis. Una reaccion de nitrato negativa la diferen¬ 
cia de las cepas NO-1 y la produccion de un pigmento soluble 
pardo la diferencia de las especies de Acinetohacter. La infor- 
macidn de la importancia clinica de B. holmesii y su asociacion 
con enfermedad en seres humanos fue presentada en otra parte 
de este capitulo con el titulo "‘Genero Bordetelld*. 

GRUPO EO-5 DE LOS CDC 

Los microorganismos EO-5 de los CDC son bacilos gram¬ 
negativos que oxidan glucosa y tienen un perfil bioquimico 
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similar a A. haumannii^^^ Son inmoviles y oxidasa negatives, 
pero al contrario de las especies de Acinetobacter, no crecen en 
de MacConkey. Algunas cepas producen un pigmento 
luble amarillo. El analisis de acidos grasos celulares tambien 
cs util para diferenciar las cepas EO-5 de Acinetohacter. Otras 
v-oractensticas se detallan en el cuadro 7-21. Se ban aislado en 
iangre, liquido peritoneal, aspirado transtraqueal, vesicula 
;ar y la herida de un brazo.^^^ No existen dates sobre sensi- 
■ dad a los antibioticos. 


-ARTE III: CONSIDERACIONES PARA LA RECUPERACION 
' LA IDENTIFICACION DE LOS NO FERMENTADORES 

V yeles de servicio en la identificacion 
:e los no fermentadores 

El nivel en el cual se realiza la identificacion de la especie de 
rermentadores depende del tamano y del objetivo de cada 
^ iratorio. Los laboratories de referencia o las universidades 
* centres clmicos donde entrenan los estudiantes y residen- 
pueden ser necesarios para identificar las especies de todos 
no fermentadores de importancia clmica. Los laboratories 
M proporcionan servicio fundamentalmente a la comunidad 
ar^^ca pueden estar preparados para identificar solo las espe- 
mas frecuentes y envian los microorganismos raros a un 
ro 1 ^?orio de referencia. En el analisis de las muestras bacte- 
'^gicas difundidas por los CDC para sus programas de eva- 
de rendimiento en microbiologia, Griffin y cols.^®^ 
af^'^ervaron que los laboratories donde el volumen de muestras 
0 BBunadas es pequeno (menos de 80 muestras por semana) 
fcifco en promedio un tasa de errores de alrededor del doble 
j^e laboratories que analizan mas de 1 200 muestras por 
| 3 KSi 2 Estos autores llegaron a la conclusion de que la dife- 
en el rendimiento es constante y que un laboratorio no 
corregir siempre ese rendimiento por muchas de las 
que se mencionan en el recuadro 7-9. Recomiendan 
k>5> laboratories limiten el examen a los procedi mientos 
jps^eden efectuar bien y que acuerden con un laboratorio de 
■itejjcia para que se haga cargo del examen de las muestras 
habituales. Los factores que contribuyen a las dificulta- 
CB !a identificacion de los no fermentadores se enumeran 
x^cuadro 7-9. 


b 


ro 7-9 Factores que contribuyen a las dificultades 
en la identificacion de los no fermentadores 


de las especies solo se encuentran rara vez. 

- esta poca frecuencia, es posible que el personal de laboratorio 
familiarizado con muchos de los no fermentadores. 
de los medios de cultivo convencionales no son apropiados 
Identificacion de los no fermentadores. 

e>pecies crecen lentamente, la reactividad bioquimica es debil y 
: una experiencia considerable para interpretar resultados ambi- 

-i de calidad de los medios de cultivo puede ser dificil y, debido 
nfrecuente. su vencimiento es un problema. 

^pos comerciales a menudo tienen baja precision para la identi- 
cie las cepas de no fermentadores con mayores requerimientos 
-.les especiales y requieren el uso de medios adicionales. 


Existen actualmente varies sistemas comerciales para la 
identificacion de los no fermentadores (se explican mas ade- 
sin embargo, como estos sistemas 
dependen del crecimiento bacteriano y de la formacion de pro- 
ductos bioquimicos en medios convencionales o en sustratos 
marginalmente nutritives, solo pueden identificarse las espe¬ 
cies mas activas con un grade aceptable de precision. La exac- 
titud del rendimiento tambien mejora con el uso de uno de los 
varies sistemas automaticos o semiautomaticos de identifica¬ 
cion bacteriana, fundamentalmente porque confian en las lec- 
turas automaticas con instrumentos y el registro de los resulta¬ 
dos, lo que elimina el sesgo subjetivo intrinseco a la interpreta- 
cion visual de los parametros ambiguos. Estos instrumentos 
tienen la ventaja de hacer identificaciones varias boras antes 
que las requeridas con los metodos convencionales. 


Pautas para la recuperacion de los no fermentadores 

Teniendo en cuenta la explicacion anterior, el director de 
cada laboratorio debe implementar un enfoque logico para la 
identificacion de los no fermentadores en su laboratorio. Las 
siguientes pautas son utiles para la recuperacion e identifica¬ 
cion de los bacilos gramnegativos no fermentadores: 

1. Salvo por R aeruginosa (y los pocas veces hallados B. 
mallei y B. pseudomallei), los no fermentadores tienen bajo 
grado de virulencia y mas a menudo producen infecciones 
hospitalarias en pacientes debilitados o inmunodeprimidos. 
Este nicho estrecho de infecciosidad indica que las infec¬ 
ciones seran infrecuentes (salvo por la incidencia relativa- 
mente alta de P. aeruginosa y Acinetohacter baumannii, 
como se explico antes). Sin embargo, como una proporcion 
cada vez mayor de pacientes hospitalizados tiene una enfer- 
medad subyacente grave, se estan aislando no fermentado¬ 
res con una frecuencia creciente en las muestras clinicas y 
se los debe considerar agentes importantes para muchas 
enfermedades infecciosas. Los trastornos o las enfermeda- 
des especiTicos que predisponen a los pacientes a infeccio¬ 
nes por no fermentadores son los siguientes: 

a. Procesos malignos (sobre todo del sistema reticuloendo- 
telial) e instrumentacion y cirugia: cateterismos (sobre 
todo del aparato urinario e intravascular permanente), 
traqueostomia, puncion lumbar, dialisis, lavados y colo- 
cacion de derivaciones y protesis. 

b. Tratamientos corticosteroideo, antibiotico, antimetaboli- 
co y antioncologico prolongados. 

c. Enfermedades metabolicas o infecciosas cronicas subya- 
centes (p. ej., existe una relacion evidente entre fibrosis 
quistica e infecciones causadas por B. cepacia o R aeru¬ 
ginosa mucoide). 

d. Quemaduras, heridas abiertas y distintas lesiones exuda- 
tivas. 

2, La mayona de los no fermentadores tienen su habitat natu¬ 
ral en varios medioambientes que sirven como posibles 
reservorios para las infecciones humanas: 

a. Distintos reservorios de agua prevalentes en los hospita- 
les: humificadores y nebulizadores, banos de agua, solu- 
ciones desinfectantes y de irrigacion, vias de agua desti- 
lada, ere mas para manos, lociones corporales, etc. Estas 
soluciones a menudo entran en contacto directo con las 
mucosas y otras superficies corporales en el curso del tra- 
tamiento del paciente. 
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b. Implementos, como equipainienlo anestesico, pinzas y 
termometros, que pueden ser almacenados en soluciones 
desinfectantes; estropajos, esponjas y toallas. 

c. Partes intertriginosas humedas de la piel, como los espa- 
cios interdigitales del pie, la ingle, la axila y la fosa ante- 
cubital. Las infecciones de estas fuentes tienden a preva- 
lecer en el verano. 

d. Distintos animales domesticos que predisponen a los cui- 
dadores a la infeccion. 

3. Algunos no fermentadores tienden a causar infecciones 
especiTicas, que se explican en otra parte de este capitulo. Se 
puede hallar una septicemia casi con cualquier especie; la 
mayoria de las especies de no fermentadores pueden causar 
neumonitis o bronquitis, artritis septica, infecciones urina- 
rias, infecciones de heridas posoperatorias y postraumaticas 
y conjuntivitis. Algunas especies, sobre todo Pseudomonas, 
pueden producir toxinas citotoxicas y liticas que generan 
algunas de estas infecciones localmente graves y potencial- 
mente mortales. 

4. Se puede sospechar que las cepas clmicas que son bacilos 
gramnegativos en la tincion de Gram son no fermentadores 
si producen colonias pequenas en agar sangre, crecen poco 
o no crecen en absoluto en agar de MacConkey, no convier- 
ten la porcion inclinada ni la profundidad de los medios 
KIA o TSI y son citocromo oxidasa positivos. 

5. Muchas especies de no fermentadores tambien tienden a tener 
ciertos patrones de multirresistencia a los antibioticos. Estos 
patrones se aprenden a traves de la experiencia y pueden pro- 
porcionar un indicio inicial de que se esta tratando con uno de 
los no fermentadores o puede senalar un genero especifico. 


Identificacion de las especies mas frecuentes 

Se trata primero la identificacion de las tres especies mas 
aisladas: Pseudomonas aeruginosa, Acinetohacter baumannii 
y Stenotrophomonas rnaltophilia. La mayoria de las cepas pue¬ 
den identificarse con facilidad solo sobre la base de algunas 
observaciones y pruebas quimicas. No solo la identificacion 
rapida de estos microorganismos comunes proporciona al 
medico informacion inmediata, sino que tambien evita al labo- 
ratorio la realizacion de pruebas secundarias prolongadas y 
costosas. 

Pseudomonas aeruginosa 

Mas del 95% de las cepas de P aeruginosa aisladas de mues- 
tras clmicas pueden identificarse observando la presencia de 
las siguientes caracteristicas primarias: 

• Colonias grandes, olor similar a uvas. 

• Se produce piocianina. 

• Las colonias son oxidasa positivas (dentro de los 10 segun- 
dos). 

La mayoria de las cepas producen piocianina, un pigmento 
fenazinico verde hidrosoluble que imparte un color verdoso al 
medio de cultivo, De hecho, la presencia de piocianina puede 
ser la unica caracteristica necesaria para identificar a P aerugi¬ 
nosa, porque ningiin otro no fermentador sintetiza este pig¬ 
mento. Reyes y cols.^^^ mostraron que el 98% de las cepas de 
P aeruginosa aisladas en su laboratorio producian piocianina 
en agar Tech^^® en 48 horas y sugieren que este agar es una 
altemativa satisfactoria al uso de esquemas extensos de identi¬ 


ficacion cuando se sospecha P aeruginosa (vease lamina en 
color 7-lG). Estos autores sehalan que algunas cepas mucoides 
de P aeruginosa de pacientes con fibrosis quistica es posible 
que no produzcan pigmento y, por lo tanto, pueden ser malin- 
terpretadas si la produccion de pigmento es el unico criterio 
utilizado para la identificacion de estas cepas aberrantes. La 
deteccion de un olor similar al de las uvas tambien es un indi¬ 
cio util cuando se examina el crecimiento en placas de agar. 
Las colonias son grandes, pueden ser mucoides o secas, y a 
menudo se propagan (vease lamina en color 7-2F,G,Hr 
Algunas cepas de P aeruginosa pueden producir pigmentos 
con otros colores: piorrubina (rojo). piomelanina (pardo a 
negro) y pioverdina (amarillo). 

Se puede visualizar el pigmento de fluoresceina observando 
el crecimiento en ciertos medios que utilizan una fuente de luz 
ultravioleta de longitud de onda larga (p. ej., lampara de Word; 
vease lamina en color 7-lH). Los medios que contienen prote- 
osa peptona 3 (Difco Laboratorios, Detroit MI) y catlones. 
como magnesio o manganeso, aumentan la smtesis de fluores¬ 
ceina. El medio de King B, el medio de Sellers y el agar de 
Mueller-Hinton tambien son apropiados para demostrar fluo- 
rescencia. El tubo estrangulado para fermentadores gramnega¬ 
tivos (Remel, Lenexa, KS) permite una observacion visual del 
pigmento amarillo y es posible que no sea necesaria la luz 
ultravioleta. En nuestra experiencia, los medios combinados de 
fluorescencia-lactosa-desnitrificacion (FN o FNL) son menos 
sensibles para la deteccion ultravioleta de pigmento de fluores¬ 
ceina. La fluorescencia puede aumentar si se incuban los culti- 
vos a 20 a 30 °C en lugar de hacerlo a 35 a 37 Las 
siguientes caracteristicas adicionales son utiles para identificar 
cepas de P aeruginosa que no producen pigmento: 

• Crecimiento a 42 °C. 

• Alcalinizacion de acetamida. 

• Desnitrificacion de nitratos y nitritos. 

• Moviles con flagelo polar y monotrico. 

Tambien pueden hallarse variantes que producen colonias 
mucoides o enanas con reacciones bioquimicas atipicas, lo que 
a veces dificulta la identificacion. Aunque no es necesaria una 
tincion para flagelos para identificar a la mayoria de las cepas, 
en estos casos puede ser util evaluar la morfologia flagelar. 

En resumen, la mayoria de las cepas de P aeruginosa pue¬ 
den identificarse con facilidad observando las colonias grandes 
tipicas, con un cambio de color verde azulado en los medios de 
aislamiento primario, y confirmarse, ademas, detectando un 
olor tipico similar a uvas. La demostracion de pigmento de 
fluoresceina y actividad de citocromo oxidasa ayuda a la iden¬ 
tificacion final y no suelen ser necesarias otras pruebas. En el 
cuadro 7-4 se muestran las caracteristicas tfpicas por medio de 
las cuales se identifica P. aeruginosa. 

Acinetobacter baumannii 

A. baumannii es el segundo no fermentador mas frecuente 
hallado en los laboratorios clmicos, pero solo con alrededor de 
un 10% de la frecuencia de P. aeruginosa. Las siguientes son 
las caracteristicas por medio de las cuales se puede hacer una 
identificacion presuntiva: 

• Aparecen como cocos o cocobacilos en la tincion de Gram. 

• Crecen bien en agar de MacConkey (las colonias pueden 

tener una tincion ligeramente rosada, una caracteristica util 

cuando esta presente). 
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• No producer! citocromo oxidasa. 

• Muestran una rapida utilizacion de la glucosa, con produc- 
cion de acido. 

• Muestran una rapida utilizacion de lactosa al 10%, con pro- 
duccion de acido. 

• Son inmoviles. 

• Son resistentes a la penicilina. 

El indicio inicial es la observacion de diplococos pequenos 
‘ L i X 0,7 pm) en las tinciones de Gram preparadas directa- 
r.ente de materiales clmicos. Cuando las tinciones de Gram se 
^rparan a partir de cultivos de agar o de caldo, las celulas pue- 
aira aparecer mas grandes y ser mas similares a cocobacilos 
lamina en color 7-5A). Las especies de Acinetobacter 
no pigmentadas cuando crecen en agar sangre, una carac- 
r-:>iica util para diferenciarias de algunos otros no fermenta- 
como cepas inmoviles oxidasa negativas ocasionales de 
l: -^iXholderia cepacia. Sin embargo, las colonias que crecen en 
de MacConkey pueden producir un time rosado debil o un 
aciano mas profundo cuando se observan en agar-eosi- 
ci-iZLil de metileno (vease lamina en color 7-5B). La resisten- 
a la penicilina ayuda a distinguir A. haumannii de especies 
^ioraxella altamente sensibles a la penicilina, que lambien 
(^en aparecer como cocobacilos en la tincion de Gram. La 
de las cepas de las especies de Moraxella son tambien 
I positivas. A. Iwoffii es asacarolitica y puede diferen- 

de A. baumannii porque no produce acido cuando crece 
I ^ ”,edios que contienen hidratos de carbono. 

^Qtrophomonas maltophilia 

Maltophilia es i&\ tercer no fermentador en frecuencia 
en los laboratorios clmicos. Las siguientes son las 
I ^^.^.leristicas por medio de las cuales se puede hacer una iden- 
I Yk presuntiva: 

• ^ jen crecimiento en agar sangre o agar de MacConkey. 

• produce citocromo oxidasa. 

• .^:duce acido en OF maltosa pero puede ser negativo en OF 

osa. 

• . - tma descarboxilasa positivo. 

■ positivo. 

• - .gunas cepas tienen pigmento amarillo. 

patron de sensibilidad a los antibioticos tambien puede ser 
■ nudicio para la identificacion de S. maltophilia, que es tipi> 
KjBMKaie resistente a la mayoria de los antibioticos, incluidos 
^■fcD*»nogluc6sidos, pero es sensible a trimetoprim-sulfame- 
y colistina. 


para la identificacion que utilizan pruebas 
rs^^ncionaies 

1 ft bacilo gramnegativo no fermentador desconocido no es 
\A^^^nonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii o Steno- 
ftii;^kMi'tonas maltophilia, deben determinarse otras caracteris- 
i iNs para la identificacion de una especie. En la actualidad, se 
rpjHm varios esquemas en los laboratorios clmicos. En 
de ellos se utilizan hibridos de los procedimientos de 
UNados en los esquemas publicados. El criterio de selec- 
Hftii4cpende en gran parte de la preferencia personal, la expe- 
pasada y la disponibilidad local de los medios de culti- 


Recuadro 7-10 Consideraciones para seleccionar una 
prueba convencional 


1. Los resuitados de reacciones positivas y negativas delineados en el cua- 
dro de identificacion deben basarse sobre los procedimientos y las for¬ 
mulas mencionados en el manual de procedimientos del laboratorio. Es 
decir. los medios y los procedimientos deben ser los mismos que los 
utilizados para generar los resuitados en un cuadro de las reacciones uii- 
lizadas para la identificacion. 

2. Todas las reacciones mencionadas en el cuadro de identificacion deben 
estar en un nivel de confianza del 90% o mayor y deben derivar de una 
base de datos con una cantidad suficientemente grande de microorga- 
nismos para ser estadisticamente significativos. 

3. Todas las pruebas deben realizarse bajo vigilancia estandar de control 
de calidad para asegurar que los reactivos, las reacciones y los parame- 
tros esten lo mas proximo posible a aquellos sobre los que se baso ori- 
ginariamente el cuadro. 


VO requeridos para realizar las distintas pruebas, siempre que se 
cumplan los criterios enumerados en el recuadro 7-10. 

Esquemas de identificacion de Weyant (CDC), Gilardi y Pickett 

A excepcion de los sistemas comerciales, los esquemas dise- 
nados por Pickett,Gilardi^'^’^'^*^ y Weyant y cols.^®^(de 
acuerdo con los protocolos de identificacion obtenidos origina- 
riamente por Elizabeth King en los CDC^‘^^) tienen las bases de 
datos mas grandes. Los autores de cada uno de estos tres esque¬ 
mas de identificacion publicaron en forma separada varias pun- 
tuaciones de cuadros de identificacion individuales, procedi¬ 
mientos y otra informacion relativa a los no fermentadores. La 
informacion se ha vuelto demasiado vasta para incluirla en este 
libro y es necesario simplificar el material para satisfacer las 
necesidades de los estudiantes y de los nuevos microbiologos. 
Por lo tanto, no comentaremos aqui los cuadros de identifica¬ 
cion utilizados en estos esquemas; solo se explicaran los enfo- 
ques singulares disenados por estos investigadores. Se remite a 
los lectores interesados a la segunda y tercera edicion de este 
libro o a las referencias citadas donde hallaran una lista com- 
pleta de los cuadros y protocolos de identificacion utilizados en 
esos sistemas. 

Esquema de los CDC -Weyant y cols. En respuesta al problema de 
como identificar a los no fermentadores en el laboratorio clmi- 
co sin realizar todas las pruebas que se hacen en un laboratorio 
de referencia, Weyant y cols.^°^ han publicado una guia de tres 
partes que incluye: 1) una clave de identificacion para los aero- 
bios gramnegativos, 2) un conjunto de 12 cuadros de identifi¬ 
cacion y 3) un libro de codigos numericos por medio del cual 
se pueden relacionar los niimeros de los biotipos derivados con 
los nombres de las especies. Tambien incluyen procedimientos 
y formulas de medios para todas las pruebas bioquimicas cita¬ 
das en el manual de identificacion. Para interpreiar correcta- 
mente los resuitados de un cuadro de identificacion dado, se 
deben utilizar los mismos procedimientos sobre los cuales se 
basan las reacciones. El manual se titula Identification of 
Unusual Phatogenic Gram-Negative Aerobic and Facultatively 
Anaerobic Bacteria (Identificacion de bacterias aerobias y ane- 
robias facultativas gramnegativas patogenas inusuales) y esta 
editado por Lippincott Williams & Wilkins. 

Esquema de Gilardi, El enfoque de Gilardi de la identificacion de 
los bacilos gramnegativos no fermentadores evoluciono duran- 
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te veinte anos a un extenso sistema que se senala en varios pro- 
tocolos y cuadros detallados incluidos en una serie de publica- 
No obstante, el sistema no es mas complejo que el 
de los no fermentadores propiamente dichos, y el ultimo enfo- 
que, dirigido a los laboratorios de tamafio pequeno e interme- 
dio, refleja la tendencia progresiva hacia una mayor sencillez y 
practicidad.^"^^ 

El enfoque de Gilardi se basa sobre dos principios funda- 
mentales que ban hecho practice su uso en los laboratorios cli- 
nicos: 1) los medios y las pruebas se pueden obtener facilmen- 
te en la mayoria de los laboratorios clmicos y a menudo son los 
mismos que los utilizados para la identificacion de otros gru- 
pos de bacterias, incluidas las enterobacterias y 2) la identifica¬ 
cion de la mayorfa de los aislamientos clmicos se puede hacer 
en dos etapas: la primera, mediante el uso de una serie primaria 
de medios y reacciones que son suficientes en la mayoria de los 
cases, y una serie secundaria, disponible cuando la primera es 
insuficiente.^^'^ Remitimos al lector a las publicaciones citadas 
en las referencias anteriores para obtener una lista completa de 
los medios diferenciales y el alcance de las reacciones en las 
series primaria y secundaria de pruebas que conducen a la iden¬ 
tificacion de la mayoria de los no fermentadores de importan- 
cia clmica. 

Esquema de Pickett. Hace mas de tres decadas, Pickett fue uno 
de los primeros en poner algo de orden en la identificacion de 
los no fermentadores.^*^ Su sistema fue ideado para 

identificar rapidamente los dos no fermentadores aislados mas 
a menudo: Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter bauman- 
nii. Pickett recomendo el uso de un inoculo importante prepa- 
rado en una suspension acuosa a partir del cultivo bacteriano 
que desarrollo durante una noche (crecimiento en fase logarit- 
mica) y sembrado en sustratos unicos con buffer para evaluar la 
acidificacion de hidratos de carbono y la alcalinizacion de ami- 
das y sales organicas. El fundamento subyacente al agregado 
del inoculo importante a los sustratos de prueba diferenciales 
fue introducir una alta concentracion de enzimas preformadas 
u otros productos metabolicos que podrian ser detectados mas 
rapidamente por el indicador parametro, lo que permite leer la 
mayorfa de las reacciones dentro de las 24 boras. 

Pickett diseno cuadros de identificacion para varios grupos 
de no fermentadores que son similares al esquema de Weyant- 
CDC. Estos cuadros fueron publicados en su totalidad en la 
segunda edicion de este libro y no los reproduciremos aquf. 
Tambien se incluyen en la segunda edicion las formulas para 
reactivos y sustratos y una descripcion de todos los procedi- 
mientos requeridos para realizar las pruebas diferenciales nece- 
sarias para cada cuadro de identificacion. Los sustratos necesa- 
rios para realizar estas pruebas se encuentran disponibles en 
forma de tabletas desbidratadas de Key Scientific Products 
(Round Rock. TX) y en la forma reconstituida de Hardy 
Diagnostics (Santa Maria, CA). 

Enfoque practico de la identificacion de los no fermentadores 

El enfoque utilizado en este libro fue disenado por uno de 
nosotros (P. C. Scbreckenberger)^^^ y requiere que se dividan 
los distintos bacilos no fermentadores de importancia clmica 
en cuatro grupos funcionales sobre la base de una evaluacion 
inmediata de su motilidad y su capacidad para producir cito- 
cromo oxidasa (cuadro 7-22). Una vez logrado el subagrupa- 
miento, se pueden realizar identificaciones definitivas remi- 
tiendose a los cuadros de identificacion 7-23 a 7-35 y siguien- 
do las instrucciones que se proporcionan en ellos. Las pruebas 
utilizadas en esta gufa de identificacion son formulas bioqui- 


micas convencionales y se encuentran disponibles en el comer- 
cio en la mayoria de los fabricantes de medios. Observese que 
al utilizar estos cuadros, una especie dada de un bacilo no fer- 
mentador puede aparecer en mas de un cuadro porque es posi- 
ble que el microorganismo particular no sea 100% positivo o 
negativo para una caracterfstica determinada; por lo tanto, se 
crea cierta redundancia en el esquema de modo que un bacilo 
desconocido sera identificado cualquiera que sea el resultado 
obtenido con la prueba de cribado variable. Al seguir estos cua¬ 
dros, el microbiologo debe poder identificar en forma definiti- 
va mas del 95% de los bacilos no fermentadores que se aisla- 
ran de las muestras clmicas. 

Procesos computarizados 

BioBASE (BioBASE, Boston, MA) es un programa compu- 
tarizado basado sobre DOS para la identificacion computariza- 
da de microorganismos.^^^ El sistema le permite al usuario 
crear y acceder a cientos de bases de datos de microbios y cam- 
biar entre ellas, segun las caracteristicas primarias de los micro- 
organismos aislados por estudiar. Con el software se incluye la 
base de datos, publicada por Holmes y cols.,^^”^ que abarca los 
66 taxones de no fermentadores identificados utilizando 83 
pruebas fenotipicas. La identificacion de las bacterias aisladas 
se puede basar en todas las pruebas seleccionadas o en algunas 
de ellas. 

Pibwin (Probabilistic identification of Bacteria for Windows, ‘Iden¬ 
tificacion probabilistica de bacterias para Windows”). Este progra¬ 
ma proporciona una identificacion probabilfstica de las bacte¬ 
rias desconocidas aisladas por comparacion con matrices de 
identificacion de cepas conocidas. El programa tiene tres fun- 
ciones importantes: 1) la identificacion de una cepa desconoci- 
da, 2) la seleccion de pruebas adicionales para distinguir entre 
posibles cepas si no se logra la identificacion y 3) el almacena- 
miento y la recuperacion de los resultados. Para hacerlo el pro¬ 
grama utiliza los archivos Excel para almacenar matrices de 
identificacion publicadas o creadas por el usuario. Tambien 
tiene algunas funciones para evaluar la utilidad de las matrices 
de identificacion y convertir las matrices en diferentes forma- 
tos. PIBWIN fue creado por Trevor Bryant, University of 
Southampton Reino Unido y se puede consultar en http://www. 
som.soton.ac.uk/staff/tnb/pib.htm. Una matriz de identificacion 
de bacilos gramnegativos no fermentadores que utiliza el pro¬ 
grama PIBWIN ha sido ideada por P. C. Schreckenberger y A. 
P. Schrenckenberger. Se puede acceder a la matriz de identifi¬ 
cacion en www.pschreck.com. 


Equipos comerciales 

Se han ideado equipos comerciales para la identificacion de 
bacilos no fermentadores. Estos equipos comparten muchas 
caracteristicas generales de los sistemas envasados; es decir, su 
uso es conveniente, tienen un tiempo de conservacion muy 
largo y evitan la necesidad de suministros frescos de medios y 
reactivos. Los equipos comerciales tambien proporcionan tec- 
nicas estandarizadas precisas y brindan resultados reproduci- 
bles iguales o mejores que los procedimientos convencionales, 
con las excepciones explicadas mas adelante en este capitulo. 

Los problemas intrmsecos al uso de muchos de los equipos 
comerciales actualmente disponibles para la identificacion de 
no fermentadores son: 1) la tendencia de los microorganismos 
que muestran actividad bioquimica debil o tardia a producir 
reacciones falsas negativas, 2) un diseno menos que optimo de 
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Motilidad 


Crecimiento a 44 “C 
Hemolisis 

Hidrolisis de gelatina 
Arginina (M0ller) 
Malonato 


Manitol OF 
Polimixina 


Vease el cuadro 7-24 


Vease el cuadro 7-23 


INSTRUCCIONES PARA EL USO DE LOS CUADROS 7-22 A 7-35 


< Kllliisii 


Motilidad 


1 

+ 



1 

1 

Preparacion 

Dextrosa OF 

Caldo de nitrato 

Urea (Christensen) 

1 

Preparacion 

Lisina (M0ller) 

Maltosa OF 

Esculina 

Cocobacilos 

Bacilos 

Preparacion: primera prueba 

Seudo F 

Lactosa al 10% 

Acetamida 

1 

1 


Preparacion 
Dextrosa OF 
DNasa 

Urea (Christensen) 
Fenilalanina desaminasa 
Caldo de nitrato 
Caldo de nitrito 
Gelatina 

Agar de MacConkey 
Penicilina 
Catalasa 


Opcional 


Opcion 

al 


Preparacion 
Indol (Ehrlich) 

Urea (Christensen) 

Caldo de nitrato 

Esculina 

Almidon 

Gelatina 

DNasa 

Agar de MacConkey 
Manitol OF 
Penicilina 
Polimixina 
Dextrosa OF 


Vease el cuadro 7-25 


Vease el cuadro 7-26 


Lisina (Mdller) 

Caldo de nitrato 
Dextrosa al OF 
Pigmento en BAP 

I 

Vease el cuadro 7-27 
Preparacion: pruebas secundarias 
Fructosa OF 
Maltosa OF 
Manitol OF 
Xilosa OF 
KIA (para H2S) 

Arginina (M0ller) 

ONPG 

Urea (Christensen) 

Fenilalanina desaminasa 
Hidrolisis de esculina 
Hidrolisis de almidon 
Hidrolisis de gelatina 
NaCI al 6,5% 

DNasa 

Indol (Ehrlich) 

Polimixina 

Malonato 

Crecimiento a 42 °C 
Caldo de nitrito 


Este enfoque de la identificacion de los no fermentadores esta ideado para reducir la cantidad de pruebas bioquimicas necesarias para la identificacion sobre la base de una evaluacion preliminar de las reacciones de oxidasa y motili¬ 
dad de los microorganismos por identificar. Una vez conocida esta informacidn. se realiza una sene especiTica de pruebas para completar la identificacion del microorganismo. Para los microorganismos que son tanto oxidasa positivos 
como mdviles. se utiliza un enfoque en dos pasos, basado sobre las reacciones obtenidas en una serie de pruebas primarias seguidas por pruebas complementarias que se especifican en los cuadros designados. Segun las necesidades y 
los reciirsos disponibles, el usuario de esta guia puede desear preparar todas las pruebas incluidas en las series primaria y secundaria siempre que se encuentre un no fermentador mdvil y oxidasa positivo para obiener una identifica- 
cidn dcfiniliva en el mcnor tiempo posible. Como regia general cuando se irabaja con bacilos no fermentadores. se debe utilizar un indculo importante y las reacciones deben mantenerse 48 boras antes de realizar la lectura final. 

PASOS POR SEGUIK 


1. Deieiniine la motilidad y las reacciones de oxidasa y siga cl diagrama de flujo en el cuadro 7-22. 

2. Establezca las pruebas bioquimicas especificadas y dirijase al cuadro indicado para completar la identificacion. 

3. Para utilizar los cuadros 7 23 a 7 35, comience con la primera prueba inencionada del lado izquierdo del cuadro y ubique el recuadro o los recuadros sombreados en el angulo superior izquierdo. 

4. Si solo bay un recuadro sombrcado y si la reaccion dada se equipara con la reaccidn obtenida con su muestra. lo ba logrado. La identificacion del microorganismo se menciona en la misma fila a la izquierda del recuadro. 

5. Si estan sombreados multiples recuadros y la reaccidn es compatible con la de su mue.stra, utilice las reacciones a la dereeha de los recuadros sombreados para delerminar la idcntificacidn corrccta. 

6 . Si la reaccidn obtenida con su muestra no es compatible con el recuadro o los recuadros sombreados, prosiga hasta la siguiente columna a la derecba y encuentre el recuadro o los recuadros sombreados en esta columna. Repila los 
pasos 4 y 5 hasta que alcance una idcntificacidn dcfiniliva. 

7 Se debe prestar consideracidn especial a los recuadros sombreados que conlienen un signo de reaccidn variable (V). En estos casos raros, se debe tratar la reaccidn variable en el recuadro sombreado lanlo como compatible y como 
incompatible. 


OF. oxidacion-fermentacion. 
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Cuadro 7-23 No fermentadores oxidasa negatives e inmdviles^ 


(IF.NO- 

ESPECIES 

pi(;ment() mtrato 

AMARILLO DREASA REDUCIDO 

PIGMENTO 

SOLUBLE 

PARDO 

CRECIMIENTO A 

HEMOLISIS SANGRE 
DE CARNERO 

HIDROLISIS 
DE GELATINA 




MICROORGANISMO' 

37 ”C 

44 “C 

DEXTROSA 

ARGININA 

MALONATO 

CDC EO-5 


-h + - 

- 


- 

ND 

- 

-1- 

- 

ND 

Bordetella parapertussis 


- + - 

- 

+ 

ND 

+ 

ND 

- 

ND 

ND 

CDC NO-1 


+ 

- 

-1- 

ND 

- 

- 

- 

- 

ND 

Bordetella holmesii (NO-2) 


- 


+ 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

Acinetobacter johnsonii 

7 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

V(35) 

V(13) 

Acinetobacter baumannii 

2 

- 

- 

+ 



- 

+ 

+ 

+ 

Acinetobacter haemolyticus 

4 

- 


-H 

- 

+ 

+ 

V(52) 

+ 

- 

Especies de Acinetobacter 

6 


- 


- 

+ 

+ 

V(66) 

+ 

- 

Especies de Acinetobacter 

10 


- 

-1- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Acinetobacter calcoacelicus 

1 

- 

- 


- 

- 

- 

-1- 


-p 

Especies de Acinetobacter 

3 

- 

- 

+ 


- 

- 

+ 

+ 

V(87) 

Especies de Acinetobacter 

12 


- 

-t- 

- 

- 

- 

V{33) 

+ 

+ 

Acinetobacter junii 

5 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 


Acinetobacter Iwojfii 

8/9 


- 

-1- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Especies de Acinetobacter 

11 


- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

~ 


“Datos tornados de las referencias^^ ozsoi 

*’Todos los microorganismos incluidos en este cuadro aparecen como cocohacilos gramnegativos en la tincion de Gram. 

Pigmento soluble pardo producido cuando crecen a 35 "C en agar tirosina infusion de corazdn. 

'^Tamhidn dehe ser dextrosa OF positivo. 

+: 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas; V: li-H9% de cepas positivas. Los numeros entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 
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Liadro 7-24 No fermentadores, oxidasa negativos e inmoviles 

|[ 'OCROORGANISMO 

LISINA 

DESCARBOXILASA MALTOSA OF 

MANITOL OF ESCULINA 

POLIMIXINA 

PIGMENTO 

^€7vphomonas maltophilia 

+ + 

+ 

S 

Lavanda amarillento 

Cf/jL" , -ejo Burkholderia cepacia 

+ + 

+ V(67) 

R 

Amarillo 

' '^’^/Ideria gladioli 

- 

+ 

R 

Amarillo 

( C". \.lla trematum 

- 


ND 

Blanco grisaceo 

1 - -omonas paucimobilis 

1 j 

+ 

+ 

V(89) 

Amarillo profundo 

n 

1 ^ ■■ mionas luteola 

+ 

+ + 

S 

Amarillo mate 

i J^'>: ,c^imonas oryzihabitans 

.1 

- + 

+ 

s 

Amarillo mate 

■1 

r: . ^jmados de la referenda-'*'*. 

- o mas de cepas positivas; - 90% o menos de cepas negativas; V\ 11-89% de cepas positivas: ++: reaccidn positiva fuerte; ND\ resultados no disponibles; R: resistente; 

OF: oxidacidn-fermentacidn. Los numeros entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 

sistemas para el cultivo de ciertos no fermentadores y 
tj.-ib KKlusion de algunas pruebas diferenciales que es posible 
sean aplicables a la identificacion de los no fermenta- 
Gte Aunque en general los miembros de las enterobacterias 
rapidamente y muestran actividad enzimatica activa 
[£^rr dislintos sustratos que pueden detectarse con facilidad 

pruebas complementarias para obtener las identificaciones co- 
rrectas 20,90,199,308,320,355,411,523,537.543,544,547,554.642,679 estos estu¬ 

dios, el mayor porcentaje de discrepancias ocurrio con las 
cepas de requerimientos nutricionales especiales 0 infrecuentes 
y mas a menudo fue el resultado de reacciones falsas negativas 
del tubo Oxi/Ferm para citrato, sulfuro de hidrogeno, argini- 




,C-:-T-' equipos, la mayoria de las especies de no fermentado- 
un crecimiento lento y son relativamente inactivas 
el punto de vista enzimatico. El microbiologo necesita 
e'lperiencia considerable para interpretar algunas reaccio- 
Ticompletas o debiles que pueden hallarse en el uso de 
'isiemas. 

r^i»endo en cuenta estas perspectivas se explican los siete 
siguientes. Fueron seleccionados debido a que la expe- 
acumulada ha delineado sus aplicaciones y limitacio- 
Los siete equipos son: 

Oxi/Ferm® (Becton Dickinson Microbiology Systems, 
xkeysville MD). 

E *lP 1 ZOE® (BioMerieux, Hazelwood MO). 

• O! 2’»NE® (BioMerieux). 

E^snel UnLN/F System® (Remel, Lenexa, KS). 

© ^^Tvsial Enteric/Nonfermenter System® (Becton Dickinson 
^fe:robiology Systems). 

Siji-ID XF Plus® (Remel). 

» 2 System® (Biolog. Hayward CA). 

On Perm 

E; ;a lercera edicion de este libro se incluyen los detalles del 
j&cf'" funcional, los procedimientos operatives y los sustratos 
en el tubo Oxi/Ferm. Los estudios disehados para eva- 
t\ rendimiento del tubo Oxi/Ferm en la identificacion de 
^ no fermentadores de importancia clmica han mostrado 
K especies halladas con mayor frecuencia -P. aeruginosa, 
L jphilia y especies de Acinetobacter- fueron identificadas 
^ grado bastante alto de precision cuando se compararon 
^ metodos convencionales. Sin embargo, la exactitud glo- 
-“3e en forma significativa cuando se consideran todos los no 
, feoicr.Lidores. La exactitud global de la identificacion de tubo 
en estos estudios vario entre el 50% y el 95% segun 
£:^ecie evaluada, ya sea que las lecturas fueran tomadas des- 
me* de 24 o de 48 horas de incubacion y de que se utilizaran 


na dihidrolasa, reduccion de nitrato, glucosa OF y urea- 
Tambien se observaron problemas en la detec- 


308,355,523,537,547 

cion de gas N, bajo el revestimiento de cera en la camara de 
desnitrificacion.^^^^^’^^^ 

El diseho del tubo Oxi/Ferm parece limitar su rendimiento 
con los microorganismos de crecimiento lento o debilmente 
reactivos. La aguja inoculadora puede mantener solo una can> 
tidad relativamente pequeha de inoculo y se ha demostrado que 
un inoculo importante es esencial para obtener productos bio- 
quimicos detectables de muchos de los no fermentadores. Gran 
parte de estos son aerobios estrictos y el medioambiente dentro 
de las camaras confmadas en el tubo Oxi/Ferm es posible que 
no favorezea un crecimiento optimo. Los microorganismos de 
prueba son colocados en profundidad en la parte central del 
medio en cada camara, donde estan mmimamente expuestos al 
oxigeno atmosferico. Con la falta de crecimiento superficial, es 
dificil determinar si una reaccion negativa refleja inactividad 
bioqufmica o la incapacidad del microorganismo para crecer en 
el medio. Algunos de los medios en el tubo Oxi/Ferm son inca- 
paces de sostener el crecimiento de las cepas que tienen mas 
requerimientos nutricionales especiales entre los no fermenta¬ 
dores (p. ej., el agar-citrato no se encuentra en la mayorfa de los 
sistemas de identificacion para no fermentadores). En cierta 
medida, estos inconvenientes han obstaculizado la aceptacion 
del tubo Oxi/Ferm en muchos laboratories clmicos. 

Sistema API 20E 

El sistema API 20E, disehado en su origen para la identifi¬ 
cacion de las enterobacterias, ha sido extendido para incluir 
tambien la identificacion de bacilos no fermentadores comu- 
nes. Para aumentar al maximo el uso de API 20E para los no 
fermentadores, se agregaron otras seis pruebas para generar un 
niimero de perfil de nueve dfgitos (recuadro 7-11). Algunos 
estudios realizados con no fermentadores han mostrado que 
aunque el sistema API 20E identifica a R aeruginosa, S. mal- 
tophilia y especies de Acinetobacter con una exactitud de hasta 






















Cuadro 7-25 Identificacion de cocobacilos oxidasa positivos e inmoviles^^ 

MICROORGANISMO 

OLOR O ASPECTO 
CARACTERISTICO 

DEXTROSA 

OF DNASA UREASA 

FENILALANINA HIDR6lISIS 
DESAMINASA DE GELATINA 

NITRATO 

REDUCIDO 

CRECIMIENTO 
EN AGAR DE 
MACCONKEY 

NITRITO 

REDUCIDO 

CATALASA 

CRECIMIENTO 

A 35 "C 

Psychrohacter immohilis 

Olor de agar PEA (rosas) 

+ - + 

+ 

V(86) 

V 

ND 

+ 

- 

EO 2 de los CDC 

Celulas con forma de O'" 

+ - + 

ND 

+ 

V(82) 

ND 

+ 


EO 3 de los CDC 

Colonias amarillas (100) 

+ - + 

ND 

- 

+ 

ND 

+ 

+ 

EO-4 de los CDC 

Colonias amarillas (83) 

+ ND + 

ND 

- 

+ 

ND 

+ 

+ 

M. canis 


+ - 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

M. catarrhalis 


+ 

V 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Psychmbacte r 
phenylpyruvicus‘ 


- + 

+ 

V(89) 

+ 

- 

Debil 

+ 

O. urethmlis 

Celulas cocoides pequefias 

- 

+ 

- 

V(83) 

+ 

+ 

+ 

M. lacunata 


- 

+ 

+ 

- 

- 

Debil 

+ 

M. nonliquefaciens 


- 

- 

+ 

V(]7) 

- 

+ 

+ 

M. osloensis 


- 

- 

V(26) 

V(49) 

- 

Debil 


M. atlantae 

Colonias que se dispersan 
o se deprimen 

- 

- 

- 

+ 

V(20) 

Ddbil o - 

+ 

M. lincolnii 

Bacilos similares a cocos 
pletdricos 

- - - 

ND 

- 

- 

V 

+ 

+ 

“Datos tornados de las 

^Los extendidos con tincion de Gram muestran bacilos gruesos cocoides a cortos que. a menudo estdn vacuolados. Las celulas tienen centres no tehidos pero estdn tenidas en la periferia y tienen aspecto de O. 

Algunas especies de Brucella pueden ser confundidas con Psychrohacter pheylpyruvicus en algunos sistemas de identificacion comerciales. 

+; 90% o mns de cepas positivas; - 90% o menos de cepas negativas; V\ 11-89% de cepas positivas; + + : reaccion positiva juerte; ND: resultados no disponibles; OF: oxidacion-fermentacidn. Los numeros entre parentesis son 
porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 
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Cuadro 7-26 Identificacion de bacilos con forma bacilar, oxidasa positivos e inmoviles' 


MICROORGANLSMO 

COLOR, 

CARACTERISTICA, 
OIX)R O ASPECTO 

INDOL 

UREASA 

reducci6n 

DE NITRATO 

hidr6lisis 

DE ESCULINA 

hidr6llsis 

DE GELATINA 

HIDROLISIS 
DE ALMID6N 

HIDROLISIS 
DE DNASE 

CRECIMIENTO 
EN AGAR 

DE MACCONKEY 

MANITOL 

OF 

DEXTROSA 

OF 

PENICILINA 

POLIMIXINA 

Sphitifioha cterium multivomm 

Amarillo palido 

- 

+ 


+ 


V(79) 

- 

V(17) 

- 

+ 

R 

R 

Sphingohacterium spirilivorum 

Amarillo pdlido 

- 

+ 


+ 


- 

+ 

- 

+ 

+ 

R 

R 

Sphingomonas pa uc imohilis 

Amarillo brillante 

- 

- 

- 

+ 


V(51) 

- 

V(10) 

- 

+ 

S(33) 

S(89) 

Myrvides odoratus 

Olor frutal verde 
amarillento 


+ 


- 

+ 

- 


V(78) 

- 

- 

S(19) 

R 

Neisseria weaveri 

Colonias hlancas 
grisaceas, catalasa 
fueriemcnte + 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

V(42) 


- 

S 

S 

Neisseria elongata subespecic 
nitroreducens 

Catalasa - 

- 


+ 

- 

- 

ND 

- 

V(20) 

- 


S 

S 

Grupo 1 de bacilos de Gilardi 

PAD + intensa 

- 

- 


- 

- 

ND 

- 

+ 

- 

- 

S 

S 

Bergeyella zoohelcum 

Sin pigmento 

+ 

++ 


- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

S 

R 

Grupo lie de los CDC 

Sin pigmento 

+ 

- 

+ 

+ 

V 

ND 

ND 


- 

+ 

ND 

ND 

Weeksella vin).sa 

Colonias pegadas 
al agar 

+ 

- 


- 

+ 

- 

V(13) 

- 

- 

- 

S 

S 

Empedohacter brevis 

Amarillo pdlido 

+ 

- 


- 


V(40) 

+ 

+ *’ 

- 

Tardio 

R 

R 

Grupo lie de los CDC 

Sin pigmento 

+ 

- 


- 

- 

+ 

- 

- 


Tardi'o 

S 

S 

Grupo Ilg de los CDC 

Sin pigmento 

+ 

- 


- 

- 

ND 

- 

+ 

- 

- 

ND 

S 

Grupo Mb de los CDC 

Sin pigmento 

+ 

-•> 


+ 


+ 

(V78) 

_b 


Tardio 

S(67) 

S(22) 

Grupo Hi de los CDC 

ND 

+ 

- 


+ 

- 

V(14) 

- 


- 

Tardio 

S(57) 

R 

Chryseohacterium meningo- 
septicum 

Amarillo palido 

+ 

- 


+ 

+ 

- 

+ 

V(26) 

Tardio 

Tardio 

R 

R 

Chryseohacterium indologenes 

Amarillo intense 

+ 

- 


+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Tardio 

R 

R 


‘^Datos tornados de !as referencias‘^^^^-^‘^. 

''Diferentes resultados comunicados, la reaccion utilizada aqui es la informada par los 

+ : 90% o mas de cepas positivas: 90% o menos de cepas ne^ativas; V: 11 89% de cepas positivas; ++: reaccion positiva fuerte; ND. resultados no disponibles; R: resistente; S: sensible; PAD: fenilalanina desaminasa; OF: 
oxidacion-fermentacidn. Ij)s numeros entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 

Nota: Balnealrix alpica f.v amarillo pdlida e indol positiva pero no se incluyo en este cuadro por su motilidad (veanse cuadros 7-32 y 7-34). 


Equipos comerciales 347 























348 CAPITULO 7 Bacilos gramnegativos no fermentadores 


Cuadro 7-27 Pruebas de cribado para la identificacion de espedes de no fermentadores oxidasa positives y moviles 



- 

+ 

Fluorescencia (agar seudo F 
bajo luz UV) 

- 

+ 


Lactosa al 10 % 

+ 



Acetamida 




Lisina (M0ller) 




Pigmento en agar sangre 




Gas a partir de nitrato o nitrato 




Dextrosa OF 

Vease cuadro 
7-30 

1 

Vease cuadro 
7-29 

Vease cuadro 
7-28 i 

_1 




CuadrO 7-29 Identificacion de no fermentadores fuertemente lactosa positives (oxidasa +« motilidad +, fluoresceina -) 


MICROORGANISMO 


MANITOL OF 


UREASA 


POLIMIXINA B 


Complejo Burkholderia cepacia + + V( 45 ) V( 79 ) R 

Burkholderia pseudomallei - + V( 43 ) - R 

Rhizohium radiobacter - + + + S 

Ralstonia mannitolilytica (Va- 3 ) - + + - R 

Ralstonia pickettii ( Va- 1) - - - - R 

Sphingomonas paucimobilis — — + S( 89 ) 

Datos tornados de la referencia^^^. 

+ ; 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas; V: 11-89% de cepas positivas; R: resistente: S: sensible; OF: oxidacidn-fermentacion. Los niimeros entre 
parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 

Nota: Acinetobacter baumannii y las espedes de Sphlngobacterium son fuertemente lactosa positivas, pew estdn excluidas de este cuadro porque son inmoviles (veanse cuadros 
7-23 y 7-26). 











Cuadro 7-30 Identificadon de no fermentadores acetamida positivos (oxidasa +, fluorescema lactosa al 10% -) 


MICROORGANISMO 

DEXTROSA 
ARGININA OF 

FRUCTOSA 

OF 

MANITOL 

OF 

NITRATO 

REDUCIDO 

NITRITO 

A GAS 

MALONATO 

NITRITO 

A GAS 

INDOL 

NARANJA 

Pseudomonas aeruginosa 

+ + 

V(89) 

V(68) 

V(74) 

ND 

ND 

V(60) 

- 

Complejo Burkholderia cepacia 

+ 

+ 

+ 

V(37) 

ND 

ND 

- 

- 

Achromohacter xylosoxidans 

- + 

V{9) 

- 

+ 

ND 

ND 

V(69) 

- 

Delftia acidovorans 

- 

+ 

+ (92) 

+ 

ND 

ND 

- 

+ 

Achromohacter denitrificans 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Achromohacter piechaudii 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Oligella ureolytica 

- 

- 

- 

+ 

V(63) 

- 

V(58) 

- 

Alcaligenes faecalis 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

Bordetella hinzii 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Bordetella avium 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Datos tornados de las referencias^^'^^^: datos para alcalinizacidn tornados de la referenda'"*''. 

+: 90% 0 mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas nef^ativas; V: 11-89% de cepas positivas; + + : reaccidn positiva fuerte; ND: residtados 
ros entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reacciones positivas. 

no disponibles: 

/?: resistente; 5: sensible: 

OF: oxidacidn-fermentacidn. Los name- 
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CuadrO 7-31 Identificacion de no fermentadores lisina positivos 

MICROORGANISMO 

POLIMIXINA B 

DNASA 

MANITOL OF 

Complejo Burkholderia cepacia 

R 

- 

+ 

Stenotrophomonas maltophilia 

S 

+ 

- 


+ : 90% o mas de cepas positivas; 90% o menos de cepas negativas; R: resistente: 5: sensible. Los numews entre parentesis son porcen- 
tajes de cepas que dan reacciones positivas. 

Nota: algunas cepas de S. maltophilia pueden ser oxidas positivas. 


un 99%, sobre todo despues de 48 boras de incubacion, el ren- 
dimiento de otros no fermentadores poco frecuentes muchas 
veces fue menos que Las 

identificaciones incorrectas ocurrieron menos a menudo debi- 
do a reacciones falsas negativas para citrato, licuefaccion de ge- 
latina, motilidad, arginina dihidrolasa, ONPG, reduccion de 
nitrato y pruebas de ureasa.^^ '^^ ^®* ^^^ En el estudio especifico 
de Hofherr y cols.,^°® el 12,2% de 836 reacciones bioquimicas 
individuales difirio entre el sistema API y los metodos conven- 
cionales (53% involucro el uso de citrato y pruebas de licue¬ 
faccion de gelatina). En otros casos, no fue posible realizar las 
identificaciones porque el numero de biotipo derivado de la 
banda 20E no estaba enumerado en el mdice de perfiles API.^®° 

Sistema API 20NE 

El API 20NE es una modificacion de la banda API 20E. La 
construccion de la banda de plastico es la misma que en el sis¬ 
tema 20E; sin embargo, los sustratos ban sido modificados para 
incluir 8 pruebas convencionales y 12 pruebas de asimilacion 
que se basan sobre la observacion del crecimiento microbiano 
en presencia de una fuente linica de carbono (vease lamina en 
color 7-5D). En el recuadro 7-11 se describe el procedimiento 
quirurgico y los sustratos incluidos. Las reacciones positivas y 
negativas son convertidas en un numero de biotipo de 7 digitos 
y las identificaciones de los microorganismos se bacen a partir 
de la base de datos computarizada o de una lista de perfiles pro¬ 
vista por el fabricante. Los usuarios de este sistema deben 
observar que la base de datos esta construida de acuerdo con 
las reacciones obtenidas a una temperatura de incubacion de 30 
°C (en lugar de los 35 "C a 37 °C convencionales) y se toman 
las lecturas finales despues de 48 boras de incubacion. Kiska y 
cols.'^'^ evaluaron 150 no fermentadores aislados de pacientes 
con fibrosis qufstica y comunicaron una tasa global de identifi- 
cacion correcta del 57%, que incluyo un 43% de B. cepacia ais- 
ladas. El rendimiento global del API 20NE ba demostrado que 
es uno de los equipos comerciales de mejor rendimiento para la 
identificacion de no fermentadores. 

Sistema Remel N/F 

El sistema Remel N/F (antes Unix-N/F), como se describe 
en el recuadro 7-12 y se muestra en la lamina en color 7-5E, 
consta de tres componentes: 

1. Un tubo GNF estrangulado que detecta fermentacion de glu- 

cosa y N 2 (por debajo del estrangulamiento) y produccion de 

fluoresceina en la porcion inclinada (por encima del estran¬ 
gulamiento). 


2. Un tubo 42P no estrangulado que se utiliza para evaluar el 
crecimiento a 42 y la produccion de pigmento de pio- 
cianina. 

3. Una placa Uni-N/F Tek circular que consiste en 11 pozos 
perifericos sellados en forma independiente, que contienen 
agar convencional, con la cual se pueden determinar las 
siguientes caracterfsticas: utilizacion de glucosa, xilosa, 
manitol, lactosa y maltosa; asimilacion de acetamida; bidro- 
lisis de esculina y urea; actividad de DNasa y de ONPG. 
Una de las celdas perifericas es un control de crecimiento de 
bidratos de carbono. Una celda del centro contiene un 
medio para detectar la produccion de indol y sulfuro de 
bidrogeno. 

La placa UNI-N/F esta bien construida para evaluar a la 
mayoria de los no fermentadores; intluye medios que se ase- 
mejan estrecbamente a las formulas convencionales y apoyan 
el crecimiento de mucbas de las cepas que tienen mayores 
requerimientos nutricionales especiales. La suspension del mi- 
croorganismo se inocula en la superficie de los hordes del agar, 
donde no solo los microorganismos estan expuestos a oxigeno 
atmosferico, sino que tambien se puede visualizar directamen- 
te el crecimiento de las colonias. Por lo tanto, es posible dife- 
renciar las reacciones negativas en las pruebas debidas a la falta 
de crecimiento de las debidas a la inactividad bioqufmica y el 
usuario puede determinar directamente si otros microorganis¬ 
mos pueden estar contaminando el inoculo. 

La capacidad del sistema Remel N/F para detectar P. aeru¬ 
ginosa mediante el uso del tubo GNF estrangulado y el tubo 
42P no estrangulado aborra tiempo. Si el rnicroorganismo de 
prueba es distinto de P. aeruginosa, se entrega una gota de una 
suspension importante preparada de la porcion inclinada del 
tubo GNF en cada una de las camaras perifericas en la placa 
UNI-N/F Tek y se inocula con un corte la celda central. Se 
incuba la placa a 35 °C durante 24 boras y las distintas reac¬ 
ciones se interpretan visualmente. 

Alrededor del 90% de P aeruginosa fue identificado por los 
investigadores con los dos tubos de cribado despues de 24 boras 
de incubacion, lo que aumento basta un 98% despues de 48 
boras de incubacion.^®’"^^’^'^^*-^®^'^®^ La capacidad para detectar P. 
aeruginosa sin utilizar un conjunto completo de pruebas bioqui¬ 
micas es considerada una ventaja definida por la mayoria de los 
usuarios. Algunos de los problemas mencionados con el sistema 
UNI-N/F fueron los siguientes: los tubos de cribado identifica- 
ron solo alrededor de un tercio de las cepas de P fluorescens y P. 
putida, y fue necesario realizar otras pruebas.^®Tam¬ 
bien se hallaron problemas en la interpretacion de la reaccion del 
gas N^ en el tubo GNF y la prueba de indol.^® Solo fue posi¬ 
ble realizar un bajo porcentaje de identificacion con microorga- 





Cuadro 7-32 Identificacion de no fermentadores pigmentados^' (oxidasa +, motilidad +, fluoresceina lactosa al 10% acetamida lisina -) 


FRUCTOSA GAS A PARTIR HIDROLISIS CRECIMIENTO 

MICROORAGNISMO COLOR KIA/H,S OF DE NITRATO INDOL MANITOL OF DE ESCULINA ENNACLAL6,5% 


Especies de Roseomonas^ Rosado - + - - V - - 

Especies de Methylobacterium^ Rosado - V(50) - - - - 

Shewanella alga Ocre + - ND - - + 

Shewanella putrefaciens Ocre + V - - - - - 

Massilia timonae Amarillo palido - - - - - + - 

Brevundimonas vesicularis Ocre/anaranjado — _ _ _ _ + _ 

Pseudomonas stutzeri Amarillo - + + - V(70) - + 

Balneatrix alpica Amarillo palido - + - + + - ND 

Burkholderia cepacia Amarillo - + - - + V(67) - 

Sphingomonas paucimobilis Amarillo _ + _ _ _ + _ 


"Daios tornados de las referencias'^*^-^'^^^^^^^-^-^^^. 

^Las especies de Methylobacterium aparecen como colonias oscuras bajo la luz UV de onda larga debido a la absorcion de luz VV. Las especies de Roseomonas no absorben la luz UV y no aparecen oscuras. 

Nota: todos estos pigmentos se desarrollan solo a medida que el cultivo envejece. La mayoria de las cepas de las especies de Chryseobacterium y Sphingobacterium tambien estdn pigmentadas (amarillo): sin embargo, estos 
microorganismos son excliiidos de este cuadro porque son inmoviles (vease cuadro 7~26). 

+ ; 90% o mas de cepas positivas; - 90% o menos de cepas negativas; V: 11-89% de cepas posilivas: ND\ resultados no disponibles; OF: oxidacion-fermentacion. Los numeros entre parentesis son porcentajes de cepas que dan 
reacciones positivas. 





Cuadro 7-33 Identificadon de no fermentadores desnitrificadores (oxidasa +,motilidad +, fluorescema lactosa al 10% acetamida iisina 

pigmento -) 


MICROORGANISMO 

DEXTROSA OF 

POLIMIXINA B ONPG 

NACL FENILALANINA 

AL 6 , 5 % DESAMINASA 

ARGININA 

HIDROLISIS 

DE ALMIDON 

MALTOSA 

OF 

UREASA 

Oligella ureolytica 

- 

S 


+ 

- 

- 

- 


Especies de Pseudomonas CDC grupo 1 

- 

s 

- 

- 

V(50) 

- 

- 

- 

A.denitrificans 

- 

S(83) 

- 

- 

- 

- 

- 

V(31) 

R. pickettii ( Va-1) 

+ 

R 

- 

- 

- 

V(48) 

+ 

+ 

R, pickettii (Va-2) 

+ 

R 

- 

V(40) 

- 

V(12) 

- 

+ 

Rhizobium radiobacter 

+ 

S + 

- 

+ 

- 

V(16) 

+ 

+ 

P. stutzeri (Vb-1) 

+ 

s 

+ 

V(55) 

- 

+ 

+ 

V(17) 

P mendocina (Vb-2) 

+ 

s 

+ 

V(50) 

+ 

- 

- 

V(50) 

CDC Vb-3 

+ 

s 

+ 

V(56) 

+ 

V(75) 

V(88) 

V(31) 

Ochrobactrum anthropi 

+ 

s 


+ 

V(36) 

- 

V(5()) 

+ 

P aeruginosa 

+ 

s 

- 

- 

+ 

- 

V(12) 

V(66) 

A. xylosoxidans 

+ 

s 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Datos tornados de la referencia~‘^'\ 

+: 90% o mas de cepas positivas: 90% o menos de cepas negativas; V\ 11-89% de cepas positivas; R\ resistente: S: sensible, OF', oxidacidn-fermentacidn. Los mimews entre parentesis son porcentajes de cepas que dan reaccio- 
nes positivas. 

Nota: A. denitrificans piiede ser separado de las especies de Pseudomonas CDC grupo I sohre la base de la morfologia de los flagelos. Achromobacter tiene ftagelos peritricos; Pseudomonas grupo I tiene un iinicoflagelo polar. 
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Cuadro 7-34 Identificacion de no fermentadores dextrosa positivos (oxidasa +, motilidad +, fluorescema lactosa al 10% acetamida lisina pigmento 


desnitrificacion -) 

MICROORGANISMO 

PIGMKNTO DE 
LAS COLONIAS 

KIA 

H,S 

INDOL 

FRDCTOSA 

OF 

ONPG 

XILOSA 

OF 

DNASA 

CRECIMIENTO 
EN NaCI 6,5% 

FENILALANINA 

DESAMINASA 

ARGININA 

CRECI¬ 

MIENTO 

A 42 “C 

HIDROLISIS 
DE GELATINA 

HIDROLISIS 
DE ESCULINA 

Methylohacterium 

Rosado 


- 

V 


V 

- 




- 


- 

Shewanella putrefaciens 


+ 

- 

V 


- 

+ 




V 

V 

- 

Balneatrix alpica 

Amarillo palido 


+ 

+ 


ND 

- 

- 

ND 

+ 

+ 

+ debil 


A xylosoxidan.K 


- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 


V(86) 

- 


Brevundimonas diminuta 


- 

- 



- 

V(12) 

- 

V(I6) 


V(19) 

V(58) 

- 

Rhizohium radiohacter 




+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 


V(13) 


+ 

Grupo similar a Pseudomonas 2 


- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 


- 

- 

- 

P. pseudoalea ligenes 


- 

- 

+ 

- 


- 

- 

V(21) 

V(36) 

V(75) 

- 

- 

Acidovorax delafieldii 




+ 


+ 

+ 

- 


+ 

- 

+ 

- 

CDC Vb 3 


- 


+ 


+ 

- 

+ 

V{56) 

+ 

V(75) 

- 

- 

O. anthropi 



- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

V(36) 

V(I0) 


V(40) 

R. pickettii (VA- 1 ) 


- 

- 

+ 


+6 

- 

- 

- 


V(26) 

V(77) 

- 

P. aeruginosa 


- 

- 

+ 


V(85) 

- 

- 


+ 

+ 

V(46) 

- 

P fluorescens 



- 

+ 

- 

+ 

- 

- 



- 

+ 

- 

P putida 


- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 


Datos tornados de las referencias’^^^"^^. 

+ ; 90% o mas de cepas positivas; : 90% o menos de cepas ne^ativas; V: 11-89% de cepas positivas; OF. oxidacion-fermentacion. Los niimeros entre parentesis son porcentajes de cepas qiie dan reacciones positivas. 




Cuadro 7-35 Identificacion de no fermentadores negativos dextrosa negativos' (oxidasa +, 
desnitrificacion dextrosa -) 

motilidad +, fluoresceina lactosa aM0% - 

acetamida 

lisina pigmento 

COLONIAS CON 

PIGMENTO KIA FRUCTOSA 

MICROORGANLSMO AMARILLO H,S OF LREASA NO^ANO^ 

NOj A GAS 

HIDROLISIS 

DE ALMIDON 

FENILALANINA 

DESAMINASA 

DNASA 

ARGININA 

FLAGELOS SEGLJN 

SU DISPOSICION 

Methylohacterium^’ + V + V 

ND 

+ 

- 


- 

Monotricos polares 

Roseomonas'" + + + - 

ND 


V(17) 


- 

Variable 

Shewanella putrefaciens/alga‘ - + V - V 

ND 

- 

- 

+ 

- 

Polar, 1-2 

P. pseudoalcaligenes + - + 

ND 

- 

V(21) 

- 

V(36) 

Polar, 1-2 

O. ureolytica - + 

V(63) 

- 

+ 

- 

- 

Peritricos 

B. bronchiseptica - ip* + 

- 

- 

V{25) 

- 

- 

Peritricos 

Cupriavidus pauculus - -mm - 

- 

V(16) 

- 


- 

Peritricos 

Brevundimonas diminuta _ _ _ _ 

ND 

- 

V(16) 

V(12) 

- 

Monotricos polares 

B. hinzii - _ _ _ _ 

- 

- 

V(15) 


- 

Peritricos 

P. alcaligenes — - - V(2l) V(6l) 

V(10) 

V(16) 

V(20) 

- 

V(7) 

Monotricos polares 

C testosteroni — _ _ _ + 

V(1I) 

- 

V(30) 


- 

Multitricos polares 

A. piechaudii — — - + 

- 

- 

- 


- 

Peritricos 

“Datos tornados de la referencia^^'^. 

’’Las especies de Methylobacterium aparecen coma colonias oscuras bajo la luz UV de onda larga debido a la absorcion de luz UV. Las especies de Roseomonas no absorben luz UV y no aparecen oscuras. 

Shewanella alga crecen en NaCl al 6,5%; Shewanella putrefaciens no crece en NaCl al 6,5%. 

+ : 90% o mas de cepas positivas; 90% o mas de cepas negativas; V: 11-89% de cepas positivas; + + : reaccion positiva fuerte; ND\ resultados no disponibles; OF: oxidacidn-fermentacidn. Los numeros entre parente.ns son por 
centajes de cepas que dan reacciones positivas. 
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‘‘-'jadro 7-11 Sistemas API 20E y API 20NE para identificar a los no fermentadores 


Watm funcional 


Procedimiento operative 


• -tema consiste en una banda de Para amhos sistemas: agregar 5 mL de agua corriente 

:o con 20 cupulas miniaturizadas a una bandeja de incubacion para proveer una 

.ontienen sustratos deshidratados y atmosfera humeda durante la incubacion. Colocar la 

camara de incubacion de plastico con banda en la bandeja de incubacion. Preparar una 
jpa que ajusta laxamente (veanse las suspension bacteriana del microorganismo de prueba 
.as en color 6-6A y 7-5D). Cada suspendiendo las celulas de una coionia bien aislada 

tiene un agujero pequeno en la en 5 mL de solucion salina al 0,85% esteril. La tur- 

- superior a traves del cual se puede bidez debe ser equivalente a un estandar de 

■alar la suspension bacteriana con una McFarland al 0,5. 

. la. La accion bacteriana sobre los API 20E: con una pipeta de Pasteur, llenar cada ciipu- 

^itos produce turbidez o cambios de la con la suspension bacteriana a traves del agujero 

que son interpretados visualmente. de inoculacidn. Cubrir las tres cupulas de descarbo- 

xilasa y las cupulas de ureasa con vaselina esteril. 

La unidad se incuba a 35 °C durante 24 o 48 horas 
antes de leer los resultados de acuerdo con las 
siguientes reglas: despues de 24 horas, si la glucosa 
es positiva, agregar reactivos, realizar una prueba de 
oxidasa y crear un numero de perfil de 7 digitos para 
buscarlo en la seccion blanca del Indice de perfiles; 
si la glucosa es negativa, pero tres o mas de otras 
reacciones son positivas antes de agregar reactivos, 
proseguir como antes; si la glucosa es negativa y 
menos de otras tres pruebas son positivas, no agregar 
reactivos, recubrir las bandas durante otras 24 horas 
e inocular glucosa OF, medio para motilidad y agar 
de MacConkey. Despues de 48 horas. agregar reacti¬ 
vos, realizar la prueba de oxidasa y crear un numero 
de perfil de 9 digitos para buscarlo en la seccion 
azul del Indice de perfiles. 

API 20NE: con una pipeta de Pasteur, llenar la porcion 
de tubo de las ocho primeras cupulas (NO^ a PNPG) 
con la suspension bacteriana. Inocular una ampolla 
de medio AUX con cuatro gotas de la misma sus¬ 
pension salina. Mezclar bien. Con una nueva pipeta 
esteril inocular las pruebas de asimilacion GLU a 
PAC (cupulas con lineas coloreadas) llenando el 
tubo y la cupula hasta obtener una superficie liquida 
plana sin un menisco. Agregar vaselina a las cupulas 
GLU. ADH y URE. Incubar la banda durante 24 
horas a 29-31 °C. Despues de 24 horas, agregar reac¬ 
tivos de nitrato a la cupula de NO^ y reactivo TRP a 
la cupula TRP. Leer y registrar las reacciones. Las 
pruebas de asimilacion se registran como positivas si 
existe un crecimiento visible en la porcion de la 
cupula del tubo. Se genera un numero de perfil de 7 
digitos. Si no se obtiene una buena idemificacion o 
no se encuentra un numero de perfil en el libro de 
codigos. se puede inocular la banda de prueba 
durante otras 24 horas. Para hacerlo, cubrir de inme- 
diato las cupulas de NO, y TRP con vaselina. 
Registrar los resultados de las pruebas de NO^, TRP 
y GLU despues de 24 horas; no leer estas pruebas 
despues de 48 horas. 


Sustratos incluidos 


API 20E: 

ONPG 

Arginina dihidrolasa 
Lisina descarboxilasa 
Oniitina de.scarboxilasa 
Citrato 

Sulfuro de hidrogeno 
Ureasa 

Triptofano desaminasa (agregar FeCl 
al 10%) 

Indol 

Voges-Proskauer (agregar KOH y a-naftoli 

Gelatina 

Glucosa 

Manitol 

Inositol 

Sorbitol 

Ramnosa 

Sacarosa 

Melibiosa 

Amigdalina 

Arabinosa 

Pruebas complementarias: 

Oxidasa 

NO, 

Gas N, 

Motilidad 

Agar de MacConkey 
Glucosa-oxidativa OF 
Glucosa-fermentativa OF 
API 2()NE: 

Pruebas bioquimicas: 

NO,Reducci6n de nitrato 
TRP Triptofano 
GLU Fermentacion de glucosa 
ADH Arginia dihidrolasa 
URE Ureasa 

ESC Hidrdlisis de esculina 
GEL Gelatinasa 
PNPG p-galactosidasa 
Pruebas de asimilacion: 

GLU D-glucosa 

ARA L-arabinosa 

MNE D-manosa 

MAN D-manitol 

NAG N-acetil-D-glucosamina 

MAL Maltosa 

GNT D-gluconato 

CAP Caprato 

ADI Adipato 

MLT L-malato 

CIT Citrato 

PAC Fenilacetato 


• :-mos como B, cepacia y CDC grupo IV y con muchas de las 
t^pas no oxidativas y no sacaroliticas.^^^ Fue necesario realizar 
'^. ebas complementarias, como morfologia en la tincion de 
v,.iam, motilidad de la gota colgante y tinciones para flagelos 
rsita identificar estas cepas. No obstante, los investigadores 


comunican que es conveniente utilizar el sistema UNl-N/F, que 
tiene un porcentaje global elevado de identificaciones de bacilos 
no fermentadores en 24 horas y mejor rendimiento para la iden- 
tificacion de no fermentadores que los sistemas Oxi/Ferm o API 
Kiska y cols, informaron que el sistema 
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Recuadro 7-12 Sistema Remel N/F para la identificacion de los no fermentadores 


Diseno funcional Procedimlento operative Sustratos incluidos 


Este sistema consiste en dos tubes de medios ver- 
tidos sobre ima porcion inclinada y una rueda, 
que incluye 13 compartimentos. 12 perifericos 
y 1 central, que contienen distintos sustratos de 
medios (lamina en color 7-5E). 

Los dos tubes se utilizan para evaluar P. aerugi¬ 
nosa. El tubo no estrangulado se incuba a 42 °C 
para observar el crecimiento y la produccion de 
pigmento piocianina; el tubo GNF estrangulado 
se utiliza para evaluar la presencia de fluores- 
cencia, la fermentacion de glucosa y el N,. 

La rueda se utiliza para determinar varias caracte- 
risticas bioquimicas. Cada uno de los comparti¬ 
mentos de medios perifericos tiene un pequeno 
poro a traves del cual se puede inocular una 
suspension bacteriana. El medio del comparti- 
mento central esta abierto al aire y es inoculado 
directamente. Una tapa de plastico cubre la uni- 
dad para evitar la evaporacion durante la incu- 
bacion. 


Inicialmente inocular con un corte los dos tubes, 
utilizando un alambre inoculador recto que ha 
sido tocado hasta la superficie de una coionia 
bien aislada de la bacteria de prueba que crece 
sobre una placa de agar. Incubar los tubos durante 
18-24 horasa35°C. 

Si las reacciones en los tubos no son compatibles 
con P. aeruginosa, preparar una suspension bacte¬ 
riana importante para emulsificar lodo el creci¬ 
miento desde la porcion inclinada del tubo GNF 
en 2 mL de agua destilada esteril. Agregar una 
gota a cada una de las 12 celdas perifericas a Oa¬ 
ves del poro inoculador e inocular con un corte 
profundamente el medio de agar en el centro de la 
rueda. Reemplazar la tapa de plastico sobre la 
rueda e incubar la unidad a 35 °C durante 18-24 
horas. Las reacciones de color se interpretan 
visualmente y se hacen las identificaciones utili¬ 
zando un esquema logico o un programa compu- 
tarizado suministrado por el fabricante. 


Agar inclinado en tubo no estrangulado: creci¬ 
miento a 42 °C y produccion de pigmento 
piocianina 
Tubo estrangulado 
Medio GNF 

Fermentacion de glucosa 

N, 

Fluorescencia 

Rueda 

Compartimentos perifericos 
Control de crecimiento 
Glucosa 
Xilosa 
Manitol 
Lactosa 
Maltosa 
Acetamida 
Esculina 
Urea 
DNAsa 
ONPG 

Compartimento central 
Medios de agar: 

Sulfuro de hidrogeno 
Indol 


UNI-N/F identifico correctamente el 72% de los bacilos no fer¬ 
mentadores hallados en pacientes con fibrosis qufstica, que 
incluyo el 86% de las cepas de B. cepacia. El porcentaje de iden¬ 
tificacion de B. cepacia aisladas fue el mas alto entre los cuatro 
equipos de prueba estudiados.'^ Hemos observado que el siste¬ 
ma Uni-N/F tiene un rendimiento comparable con los sistemas 
Crystal Enteric/Nonfermenter e IDS RapID NF Plus. 
(Schreckenberger PC, Anderson RP, Pierson C, Debusscher J, 
Brown W: datos no publicados). 

Sistema Crystal Enteric/Nonfermenter 

El equipo de identificacion Crystal Enteric/Nonfermenter se 
describio en el capitulo 6. La base de datos de no fermentado¬ 
res incluye 24 taxones de no fermentadores que representan 10 
generos diferentes. Otros 20 taxones estan incluidos en un 
gmpo denominado “Otros bacilos gramnegativos”, que consis¬ 
te en un grupo de especies oxidasa positivas que son relativa- 
mente inactivas e indistinguibles unas de otras con el sistema 
Crystal E/NE En este grupo se incluyen algunas especies de 
importancia clinica de Alcaligenes, Burkholderia, Comamo- 
nas, Moraxella, Ochrobactrum, Oligella y Pseudomonas. En 
un estudio de Wauters y cols.^^^ la identificacion correcta glo¬ 
bal de 201 no fermentadores (que incluian 31 especies diferen¬ 
tes) fue del 75,9% con Crystal E/NF, comparada con la identi¬ 
ficacion del 75,3% mediante API 20NE. Se destaca que solo 36 
de 45 cepas de P. aeruginosa fueron identificadas correcta¬ 
mente con Crystal E/NF comparado con la identificacion de 41 
en 45 con API 20NE. El porcentaje global de identificaciones 
incorrectas de no fermentadores fue mayor en forma sustancial 
con API (13,8%) que con Crystal (6,3%). Los investigadores 
destacaron que la ventaja de Crystal con respecto al sistema 


API consiste en que tanto los microorganismos fermentadores 
como los no fermentadores pueden probarse con el mismo 
panel. Ademas, API 20NE puede requerir 48 horas de incuba- 
cion, mientras que Crystal E/NF precisa solo 18 horas de incu- 
bacion. Robinson y cols.^^^ estudiaron 131 bacilos no entericos 
con Crystal E/NF, entre los cuales se incluyeron 11 especies de 
no fermentadores; sin embargo, tres especies (P aeruginosa,'A. 
baiimannii, S. maltophilia) representaron el 90% de los no fer¬ 
mentadores evaluados. El sistema Crystal identifico correcta¬ 
mente todas las especies de P. aeruginosa, A. baumannii y S. 
maltophilia evaluadas, pero solo identifico correctamente 8 de 
13 (61,5%) especies restantes de no fermentadores. Nuestra 
propia evaluacion mostro una tasa de identificacion global de 
especies del 62,5%. (Schreckenberg PC, Anderson RR, Pierson 
C, Debusscher J, Brown W: datos no publicados.) 

Sistema RapID NF Plus 

El sistema RapID NF Plus (Remel) es un micrometodo que 
utiliza sustratos convencionales y cromogenicos para la identi¬ 
ficacion de bacterias gramnegativas no fermentadores de 
importancia clmica y otras bacterias gramnegativas fermenta- 
doras de la glucosa seleccionadas no pertenecientes a la fami- 
lia de enterobacterias. Las pruebas utilizadas en este sistema se 
basan en la degradacion microbiana de sustratos especificos 
detectados mediante distintos sistemas indicadores. Las reac¬ 
ciones utilizadas son una combinacion de pruebas convencio¬ 
nales y pruebas cromogenicas de sustrato unico. El sistema se 
describe en el recuadro 7-13 y se muestra en la lamina en color 
7-5F. En el estudio de Kitch y cols.,'^^^ la identificacion de espe¬ 
cies fue correcta en el 90,1 % de todas las cepas sin otras prue¬ 
bas. Kiska y cols."^*^ mostraron que el sistema RapID NF Plus 
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r! jadro 7-13 Sistema RapID NF Plus para la identificacion de los no fermentadores 


I tuncional 


Procedimiento operativo 


nia consiste en 10 cavidades de reaccion 
-cjdas en la periferia de una bandeja des- 
’e de plastico (vease Idmina en color 
Las cavidades de reaccion contienen 
os deshidratados y la bandeja permite la 
-.acion simultanea de cada cavidad con 
. antidad predeterminada de inoculo. 

o se agrega el inoculo de prueba a la 
jad de reaccion, el sustrato de prueba se 

■ dta y se inicia la reaccion de la prueba. 
"ues de la incubacion durante 4 boras, se 

■ na cada cavidad de prueba para detectar 
:dad anotando el desarrollo de un color. 

.gunos casos, se deben agregar reactivos a 
. idades de prueba para proporcionar un 
- ’ de color. El patron resultante de las 
- .'i^nes de prueba positivas y negativas se 
: como base para la identificacion de la 
•Je prueba por comparacion de los resulta- 
0 las pruebas con la reactividad de los 
organismos conocidos almacenados en 
»se de datos generada computarizada. 


Preparacion de los inoculos: se deben hacer crecer los 
microorganismos de prueba en cultivo puro y deben 
ser examinados mediante tincion de Gram y oxidasa 
antes de su uso en el Sistema RapID NF. Los micro¬ 
organismos de prueba pueden extraerse de distintos 
medios de crecimiento en agar selectivos y no selec- 
tivos. Las placas utilizadas para la preparacion de 
los inoculos deben tener preferentemente de 18-24 
boras de antiguedad. Utilizando un hisopo de algo- 
don o un ansa de inoculacion. extraer microorganis¬ 
mos de la placa de agar y suspender RapID 
Inoculation Fluid para lograr una turbidez visual de 
por lo menos un estandar de turbidez de McFarland 
pero no superior a tres estandares. Las suspensiones 
deben mezclarse con cuidado y utilizarse dentro de 
los 15 minutos de su preparacion. 

Inoculacion de paneles: retirar la tapa del panel sobre 
la puerta de inoculacion. Con una pipeta de Pasteur, 
transferir con suavidad todo el contenido del liquido 
de inoculacion en el angulo superior derecbo del 
panel. Volver a sellar la puerta de inoculacion pre- 
sionando la tapa en su lugar. Despues de agregar la 
suspension de prueba, inclinar el panel nuevamente 
lejos de las cavidades de prueba en un angulo de 
45°. Mientras esta inclinado bacia atras, mover con 
suavidad el panel de un lado a otro para distribuir en 
forma uniforme el inoculo a lo largo de los deflecto- 
res posteriores. Mientras se mantiene una posicion 
horizontal a nivel, inclinar suavemente el panel bacia 
adelante bacia las cavidades de reaccion hasta que el 
inoculo fluya a lo largo de los deflectores en las 
cavidades de reaccion. Incubar los paneles a 
35-37 °C en una estufa sin CO^ durante 4 boras. 

Paneles de lectura: colocar el panel sobre la parte 
superior del banco y retirar la tapa marcada sobre las 
cavidades de reaccion. Sin el agregado de ningun 
reactivo, leer y puntuar las cavidades 1 a 10, de 
izquierda a derecba y registrar en el formulario de 
informe. Registrar el color de la cavidad 10 (GLU) 
en el espacio provisto sobre el agujero de comunica- 
cion. Luego agregar 2 gotas de reactivo NF Plus a 
las cavidades 4-8, 2 gotas de reactivo Innova Spot 
Indole a la cavidad 9 y 2 gotas de reactivo Innova 
Nitrato A a la cavidad 10. DeJar al menos 10 segun- 
dos pero no mas de 3 minutos para que aparezca el 
color. Registrar los resultados en recuadros apropia- 
dos en el formulario de informe. Buscar en el com- 
pendio de codigos o la base de datos del ordenador. 


Sustratos incluidos 


Arginina dibidrolasa 
Utilizacion de tiol alifatico 
Hidrolisis de trigliceridos 
La bidrdlisis enzimatica de glucosido o fos- 
foester ligado a sustratos nitrofenflicos 
libera o-nitrofenol o p-nitrofenoi amarillo: 
p-nitrofenil-fosfoester 
p-nitrofenil-/V-acetil-p, D-glucosamida 
p-nitrofenil-a, D-glucosido 
p-nitrofenil-p, D-glucosido 
o-nitrofenil-p, D-galactosido 
Hidrolisis de urea 
Utilizacion de glucosa 
La hidrolisis enzimatica de sustrato ligado a 
P-naftilamida libera p-naftilamina que es 
detectada con el reactivo RapID NF Plus 
Prolina p-naftilamida 
Pirrolidina p-naftilamida 
y-glutarail p-naftilamida 
Triptofano p-naftilamida 
A-benzil-arginina-p-naftilamida 
Utilizacion de triptofano con formacion de 
indol 

Reduccion de nitrato de sodio 
Las pruebas anteriores junto con la oxidasa 
proporcionan 18 parametros de prueba 


irlcaba correctamente el 80% de los bacilos no fermenta- 
aislados de pacientes con fibrosis quistica, incluido el 
de los aislados de B. cepacia. Esta fue la tasa de identifi- 
Si global mas alta de los cuatro sistemas comerciales 
idos en este estudio.'*®^ En el estudio de Schreckenberger y 
. la identificacion correcta global de las especies fue del 
(Schreckenberger PC, Anderson RR, Pierson C, 
. sscher J, Brown W: datos no publicados.) RapID NF Plus 
linico sistema de prueba de 4 horas no automatico dispo- 
- para la identificacion de no fermentadores. 


Sistema Biolog 

El sistema Biolog (Biolog, Hayward CA) se describio en el 
capitulo 6. La base de datos para gramnegativos version 4.01 
contiene cerca de 275 especies y biogrupos de bacilos gramne¬ 
gativos no fermentadores. Holmes y cols.^^*^ evaluaron el siste¬ 
ma Biolog utilizando 214 cepas de no fermentadores que repre- 
sentan 15 especies. Estos autores comunican que despues de 4 
horas de incubacion identificaron correctamente las especies en 
el 20% de los no fermentadores utilizando el lector automati- 
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co; sin embargo, despues de 24 boras de incubacion la identifi- 
cacion de especies fue correcta en el 54% y el 66% de los no 
fermentadores mediante las lecturas automatica y manual, res- 
pectivamente, utilizando software version 3.01 A. Los autores 
senalan que ningiin otro sistema de identificacion bacteriano 
comercial tiene tantos taxones en una base de datos unica como 
el proporcionado por Biolog, pero como existen tantos, incluso 
la gran cantidad de pruebas disponibles puede no ser suficien- 
te, en la practica, para discriminar todos los pares de taxones.^ 


Sistemas de identificacion automaticos 

Sistema Vitek Legacy® 

El sistema Vitek Legacy (bioMerieux), descrito en el capitu- 
lo 6, ha sido utilizado con exito en la identificacion de los no 
fermentadores hallados con mayor frecuencia en el laboratorio 
clmico. Pfaller y cols.^^^ evaluaron 91 bacilos no fermentadores 
y el 90,1% fue identificado correctamente. El 15% fue identifi- 
cado en 4 boras, otro 45%, en 5 a 8 boras y otro 40%, en 9 a 18 
boras. Colonna y cols.^^^ evaluaron 142 no fermentadores y 
observaron un 79,6% de concordancia con el API NET. Kiska 
y cols."^®^ evaluaron cuatro sistemas de identificacion, que 
incluian la tarjeta Vitek GNI, para la identificacion de bacilos 
no fermentadores de pacientes con fibrosis quistica. Se evaluo 
un total de 150 cepas aisladas que incluyeron 58 B. cepacia, 30 
5. maltophilia, 24 A. xylosoxidans, 14 R aeruginosa y otros 24 
bacilos no fermentadores. El Vitek identified correctamente 
solo el 50% de las cepas de B. cepacia y el 60% del total de 
microorganismos aislados. O'Hara y cols.^"^^ evaluaron 23 no 
fermentadores (8 Acinetohacter, 10 R aeruginosa, 5 S. maltop- 
hilia) y comunicaron un 100% de identificaciones correctas 
con la tarjeta Vitek GNI y el software version R07.1. Rhoads y 
cols.^“^ evaluaron 80 A. baumannii y 39 7! aeruginosa e infor- 
maron una identificacion correcta del 100% y del 84,6%, res¬ 
pect! vamente, con la tarjeta Vitek GNI y el software version 
AMS-R08.2. Sung y cols, evaluaron el GNI-i- para la identifi¬ 
cacion de 301 cepas de bacilos no fermentadores que represen- 
taban 25 especies diferentes. La identificacion correcta de 
especie en las pruebas iniciales fue del 71.8% y mejoro hasta 
el 92,3% despues de las pruebas adicionales como lo recomen- 
daba el protocolo del fabricante."^^^ 

Sistema Vitek 2® 

El sistema Vitek 2 se describe en detalle en el capitulo 6. La 
tarjeta Vitek 2 original para la identificacion de gramnegativos 
ha sido redisenada para mejorar la identificacion de los bacilos 
fermentadores y no fermentadores. La nueva tarjeta contiene 
47 pruebas (26 que habian sido incluidas en la tarjeta previa y 
21 pruebas nuevas), comparadas con las 41 en la tarjeta Vitek 
2 IDx-GNB establecida. La base de datos para la nueva tarjeta 
ha sido ampliada hasta 159 taxones comparada con solo 101 
para la tarjeta Vitek 2 original. En un estudio realizado por 
Funke y cols., 133 de 144 (92,4%) bacilos no fermentadores 
fueron identificados correctamente con las nuevas tarjetas 
Vitek 2.2^0 

Sistemas Microscan Walkaway-96®, Walkaway-40® 
y Autoscan-4® 

Estos tres sistemas (fabricados por Dade Behring, West 
Sacramento CA), descritos en el capitulo 6, tienen una base de 
datos extensa que incluye muchas especies de bacilos no fer¬ 


mentadores. Pfaller y cols.,^''^ utilizando el panel rapido para 
gramnegativos Walkaway-96, comunicaron que el 92,3% de los 
bacilos no entericos eran identificados correctamente con una 
probabilidad mayor del 85%. Tenover y cols.^^*^ evaluaron el 
Walkaway-96 (antes denominado autoSCAN-W/A) por su 
capacidad para identificar 310 bacilos gramnegativos no fer¬ 
mentadores de la glucosa bien caracterizados. En su estudio, se 
evaluaron dos tipos de paneles de identificacion: el panel tipo 
2 de identificacion Neg colorimetrico desecado (DCP) y el 
panel de identificacion Neg fluorometrico rapido (REP). Los 
resultados con DCP mostraron que el 41,3% de 286 microor¬ 
ganismos fueron identificados correctamente, con una confian- 
za mayor del 85%, mientras que el 22,4% fue mal identificado 
con el mismo grado de confianza (errores mayores). El 15% de 
los microorganismos fueron comunicados como no identifica¬ 
dos. Se informaron problemas en la identificacion de bacilos 
no fermentadores relativamente frecuentes, como R fluores- 
cens, R putida y S. maltophilia con el panel DCP. Los investi- 
gadores comunicaron mejores resultados con los paneles REP, 
en los cuales el 77,1% de 239 cepas aisladas se identificaron 
correctamente, mientras que el 25% fue mal identificado. Los 
investigadores senalaron ademas que los resultados con los 
paneles REP estaban disponibles en 2 horas; por lo tanto, cuan- 
do no se puede identificar un microorganismo, se pueden ino¬ 
cular otras pruebas bioquimicas el mismo dia, y se pierde poco 
tiempo en la identificacion. Colonna y cols, evaluaron en 
UCLA 142 bacilos no fermentadores utilizando el panel de 
identificacion Neg rapido en 2 horas y comunicaron el 74,6% 
de concordancia con el API NFT.^'^'^ O'Hara y cols.^*^* evaluaron 
en los CDC 23 cepas de bacilos no fermentadores, incluidos 8 
Acinetohacter, 10 R. aeruginosa y 5 S. maltophiliae e informa¬ 
ron una precision del 100% con el panel combo 3 Walkaway 
Neg y el software version 17.02. Rhoads y cols.^-^ comunica¬ 
ron una identificacion correcta del 97,5% y el 82,1% de A. bau¬ 
mannii y R aeruginosa aislados, respect!vamente, utilizando el 
sistema Walkaway-96 con combo 6 en orina y combo 16 nega- 
tivo y software version 20.20. Sung y cols, compararon el 
MicroScan Walkaway (W/A) utilizando paneles tipo 12 de 
Combo Neg convencional (toda la noche), con el Vitek GNI-h 
para la identificacion de 301 bacilos no fermentadores aislados 
que mejoro hasta el 96,0% despues de pruebas adicionales que 
fueron recomendadas por el protocolo del fabricante.^^^ Saiman 
y cols, evaluaron la capacidad del MicroScan Autoscan para 
identificar R aeruginosa aisladas en pacientes con fibrosis 
quistica.Utilizando los paneles Combo Negativos tipo 15 
leidos despues de 20 a 24 horas y nuevamente a las 48 horas de 
incubacion pudieron identificar correctamente el 57% (108 o 
189) de cepas no mucoides y 40% (24 de 60) de cepas mucoi- 
des. La mala identificacion mas frecuente fue Rseudornonas 
fluorescens/putida.^^^ 

En 1997, MicroScan actualize los paneles de identificacion 
rapida de gramnegativos del panel tipo 2 al panel tipo 3 para 
mejorar la precision de la identificacion, eliminar la necesidad 
del revestimiento con vaselina para las pruebas de descarboxi- 
lasa y aumentar el tiempo de conservacion de 1 ano a 2 ahos. 
La base de datos de identificacion para el panel revisado fue 
actualizada para incluir 119 taxones. En una evaluacion multi- 
centrica del nuevo panel tipo 3 la identificacion de especies fue 
correcta en el 91,3% (63 de 69) de los bacilos no fermentado- 
res."^^ En un estudio realizado en la University of Illinois en 
Chicago, la identificacion de especies con los paneles rapidos 
tipo 3 para gramnegativos fue correcta en el 92,2% (71 de 77) 
de los bacilos no fermentadores que representaban 10 espe- 
cies.^"^^ 
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tojsa Sensititre AP80® 

paneles de identificacion Sensititre AP80 (TREK 
' =>tic Systems, Cleveland, OH) pueden ser inoculados e 
fuera de Imea y luego leidos en el Autolector 
• : rre o pueden ser inoculados y colocados en el 

e _->cnto ARIS (Sistema de lectura e incubacion automati- 
'^^^cnto en el capitulo 6. El panel AP80 permite la identifi- 
^ de bacilos gramnegativos tan solo en 5 boras, con la 
de una incubacion adicional durante toda la noche si 
ii-ecesario o conveniente. Colonna y cols, evaluaron 142 
< gramnegativos utilizando los paneles Sensititre AP80 y 
--icaron un 71,1% de concordancia con el API 

y cols.*^*^ evaluaron 144 cepas no entericas que in- 
135 no fermentadores que representaban ocho especies. 
de los microorganismos aislados consistio solo en tres 
(68 R aeruginosa, 33 Acinetobacter, 25 S. maltophi- 
•rt obtuvo una identificacion correcta para el 99,2% de 
?res especies y para el 95,1% de todos los no entericos 
La pequena cantidad de especies de no fermentado- 
—I rarfuados en este estudio hace dificil determinar el rendi- 
de este sistema para las pruebas de laboratorio clinico 
de los no fermentadores. 

SsEfTs Ptioenix® 

^ rboenix (Becton Dickinson Microbiology Systems) es un 
microbiologico automatico de identificacion y pruebas 
<^3t>:bilidad a los antibioticos creado recientemente. En el 
6 se presentan sus detalles. Hasta la fecha, solo se ban 
glliibcado algunos estudios que lo evaluan para la identifica- 
ic bacilos no fermentadores. Stefaniuk y cols, evaluaron 
Sircilos no fermentadores (22 R aeruginosa, 17 Acinetobac- 
!' 5. maltophilia) y comunicaron un 96,3% (52 de 54) de 
Sicrriancia con los metodos estandares.”^^^ Donay y cols, eva- 
fejrtv 56 bacilos no fermentadores que representaban siete 
V comunicaron un 89,3% de identificaciones correctas 
Mgm : ' sistema Pboenix en comparacion con una identificacion 
rrrcrencia.^^^ 


S eccion de un sistema 

microbiologos clinicos deben evaluar los parametros 
_ w ^ precision, costo-eficacia y efectos sobre el flujo de tra- 
-uando deciden si van a utilizar un sistema comercial para 
e itiir.^aiificacion de los no fermentadores. Los sistemas comer- 
nnden con niveles de precision iguales o mejores que los 
Jos convencionales en la identificacion de R aeruginosa, 
: -es de Acinetobacter y 5. maltophilia', sin embargo, estos 
j-i^cT'-rorganismos metabolicamente activos tambien pueden ser 
(As^rdcados facilmente utilizando algunas pruebas bioqufmi- 
iimples descritas antes. Mucbos laboratorios ban adoptado 
de los sistemas comerciales por conveniencia. No obstan- 
Jkbido a la baja sensibilidad y especificidad comunicadas 
s identificacion de mucbos de los no fermentadores con 
»yvires requerimientos nutricionales especiales y mas inacti- 
ftm ie?.de el punto de vista bioquimico, se deben tener aun a 
s«*9nio medios diferenciales convencionales con suplementos. 
ftiF k' lanto, la identificacion definitiva de la mayoria de los no 
le^ijcntadores requiere aun una experiencia tecnica considera- 
'fc j el acceso a distintos medios de cultivo frescos bajo un 
estricto de calidad. Dado que relativamente pocos no 
i^ojentadores, sobre todo las cepas de especies distintas de las 


tres mencionadas, se encuentran en la mayoria de los laborato¬ 
rios intermedios o pequenos, se debe considerar seriamente los 
servicios de un laboratorio de referenda. No es dificil identifi- 
car a los no fermentadores si el microbiologo desea emplear el 
tiempo y la dedicacion necesarios para lograr un nivel acepta- 
ble de precision. Se pueden recomendar los sistemas comercia¬ 
les, siempre que se conozcan sus inconvenientes y se desee 
establecer pruebas complementarias para identificar las cepas 
debilmente reactivas o con requerimientos nutricionales espe¬ 
ciales. 
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I: BACILOS CURVOS: CAMPYLOBACTER, WOLINELLA, 
^COBACTER, HELICOBACTERS BACTERIAS RELACIONADAS 


-esena histdrica 

’E: microorganismo clasificado actualmente como Campylo- 
- jejuni fue descubierto en 1931 por Jones y cols.^^^ como 
causal de la disenteria invernal en el ganado. Trans- 
-:ir“!eron 36 anos antes de que King describiera un grupo de 
^;los curvos moviles microaerofilos aislados de la sangre 
jDe ninos con disenteria aguda, que designo como “vibriones 
icr^K-nados” porque eran similares en muchos aspectos a 
fetus King advirtio con suspicacia que los vibriones 
- de la sangre de los ninos podrian estar mtimamente 
vnados con el microorganismo descrito como V jejuni 
k»nes en 1931, el cual podria ser mas importante como 
de sindromes diarreicos infantiles de etiologia descono- 
de que lo se habia creido. 

era una afirmacion hipotetica; no obstante, transcurrie- 
wos 15 anos antes de que esta asociacion tuviera sustento 
c; laboratorio. En 1972, Dekeyser y cols7^ aislaron los 
relacionados” de las heces de pacientes con enteri- 
ix jda utilizando una tecnica de filtracion que permitia que 
cequenos bacilos curvos atravesaran la membrana pero 
los microorganismos fecales mas grandes. Siguieron 
distintas comunicaciones, que conectaron los vibriones 
*nados (V. fetus subespecie jejuni; C jejuni) con gastro- 
CTir^.as en seres humanos, con una distribucion en todo el 
Desde entonces, esta incidencia relativa ha sido 
m r»-renencia en la mayoria de los laboratorios clmicos, aun~ 
w zurante los ultimos anos las tasas de aislamiento han dis- 
en cierto grado. 

Li historia del descubrimiento de Helicobacter pylori (antes 
Campylobacter pyloridis y luego C. pylori) es aun mas 
Se adjudica a Warren y Marshall su “descubrimiento” 
m IVrh Australia, en 1982;^^* sin embargo, han aparecido en 
K j-cratura medica muchas descripciones anteriores de micro- 
capciNmos espiralados en muestras de biopsia de mucosa gas- 
"lumana que se remontan a comienzos de este siglo7®^’‘^^ 
SiE»: iespues del cultivo exitoso de esta bacteria utilizando la 
ir *'atm6sfera para Campyiobactef" se le ha prestado 
^«53k iiencion. ya que puede ser la causa mas frecuente de una 
fflii^: >'«:*n, ya que puede ser la causa mas frecuente de infeccion 
'rniestinal humana y de gastritis7^^ 


Q^^cacidn de Campylobacter y taxones relacionados 

Li wiasificacion de los bacilos gramnegativos microaerofilos 
M •^-nbiado mucho en las ultimas decadas. Vandamme y 


Especies de Aeromonas en sanguijuelas medicinales 

Aislamiento en el laboratorio de especies de Aeromonas a partir de 
muestras clinicas 

Identificacidn de laboratorio de especies de Aeromonas 
Genero Plesiomonas 
Aislamiento e identificacidn de laboratorio 

Genero Chromobacterium 


cols.,^^^'^^® utilizando distintas tecnicas moleculares, como hibri- 
dacion de DNA-rRNA, analisis de secuencia de RNA ribosomi- 
co (rRNA) 16S y analisis de inmunotipificacion, determinaron 
que las especies de Campylobacter y los taxones relacionados 
pertenecen al mismo grupo fllogenetico, al que denominaron 
superfamilia rRNA VI. Cinco generos, entre ellos Campylo¬ 
bacter, Arcobacter, Helicobacter, Wolinella y ''Flexispira'' 
(mas tarde ubicada en el genero Helicobacter) fueron incluidos 
en la superfamilia rRNA VI. Las caracteristicas que diferencian 
estos generos relacionados se mencionan en el cuadro 8-1. 
Solnick y cols, tambien describieron dos microorganismos 
espiralados gastricos humanos no cultivables, ''Gastrospirillum 
hominis'' 1 y 2, que han identificado como helicobacterias 
mediante analisis de rRNA 16S y que nombraron provisoria- 
mente ''Helicobacter heilmannir 

Los estudios de Thompson y cois.^^^ mostraron que las espe¬ 
cies bacterianas incluidas en la superfamilia rRNA VI podrian 
separarse en tres grupos rRNA distintos. Estos autores comu- 
nicaron que solo los microorganismos que comprendfan el 
grupo rRNA I (C. fetus, C. coli, C. jejuni, C. lari, C. hyointes- 
tinalis, C. concisus, C. mucosalis, C. sputorum y C. upsalien- 
sis) eran verdaderas campilobacterias. Paster y Dewhirst^^^ 
observaron una estrecha relacion entre Wolinella curva, 
Wolinella recta, Bacteroides gracilis, Bacteroides ureolyticus y 
las campilobacterias verdaderas que forman el grupo I de 
homologia de RNA y sugirieron colocar todos los miembros 
del grupo de las campilobacterias en el genero Campylobacter, 
Vandamme y cols.^^® confirmaron los hallazgos de Thompson y 
cols.^*^ y Paster y DewhirsE^^ y propusieron una descripcion 
corregida del genero Campylobacter para incluir todos los 
microorganismos ubicados en el grupo I de homologia y trans- 
ferir W. curva y W. recta al genero Campilobacter como C. cur- 
vus y C. rectus, respectivamente. Hace poco, Vandamme y 
cols.^^^ propusieron la reclasificacion de B, gracilis como 
Campylobacter gracilis. Sin embargo, aunque [B. ureolyticus] 
es considerado miembro de la familia Campylobacteraceae, 
hasta ahora no ha sido renombrado y queda una especie incer- 
tae sedis que espera el aislamiento y la caracterizacion de otras 
bacterias similares a B, ureolyticus. 

El grupo rRNA II contenia un conjunto homogeneo de 
microorganismos para los cuales Vandamme y cols.^^® propu¬ 
sieron la designacion de genero de Arcobacter, el cual incluye 
ahora Arcobacter actualmente incluye Arcobacter nitrofigilis 
(antes Campylobacter nitrofilis), Arcobacter cryaerophilus (an¬ 
tes Campylobacter cryaerophila), Arcobacter {Campylobacter) 
butzleri y Arcobacter skirrowii.^^^^^^ 

El grupo rRNA III contenia miembros de tres generos dife- 
rentes: Helicobacter, Wolinella, "Flexisipird' y una especie sin 
nombre, CLO-3. Vandamme y cols, corrigieron la descripcion 
del genero Helicobacter y propusieron la transferencia de 
Campylobacter cianedi y C fennelliae al genero Helicobacter 
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Cuadro 8-1 Caracteristicas para diferenciar Arcobacter, Campylobacter^ Wolinella, Helicobacter y ^‘Flexispird*^ 


GENERO 

REDUCCldN 
DE NITRATOS 

CRECIMIENTO EN 
GLICINA AL 0,5% 

HIDROLISIS 

DE UREA 

CRECIMIENTO A 



VAINAS 

FLAGELARES 

15 “C 

30 °C 

42 °C 

i\r \ 

CELULAR 

Arcobacter 

+ 

ND 

V 

+ 

+ 

- 

Bacilos curves y espiralados 

Ausentes 

Campylobacter 

+ 

V 

- 


+ 

V 

Bacilos curves y espiralados 

Ausentes 

Wolinella 


- 

- 

- 


D 

Espiralados 

Ausentes 

Helicobacter 

V 

+ 

V 


V 

V 

Bacilos curves y espiralados 

Presentes 

' Flexispira ” 

- 

+ 

+ 

- 


+ 

Bacilos fusiformes rectos 

Presentes 


+ : 90% o mas de las cepas son posilivas; - 90% o mas de las cepas son negativas; V\ variable, 11%-89% de las cepas son positivas; D\ reaccion debil; ND: no disponible. 
Modificado de Vandamme P, Falsen E, Rossau R et al. Revision o/Campylobacter, Helicobacter and Wolinella taxonomy: Emendation of generic descriptions and proposal of 
Arcobacter gen. nov. Int J Syst Baderiol 41:88-103, 1991. 


como H. cinaedi y H. fennelliae, respectivamente.^^® “Fle- 
xispira” esta incluido ahora en el genero Helicobacter. 
Wolinella succinogenes se mantiene como la unica especie del 
genero Wolinella. 

Especies de Campylobacter 

Las especies de Campylobacter son bacterias espiraladas 
curvas microaerofilas (necesitan menos OJ y capnofilas (nece- 
sitan mas COJ, moviles por medio de un unico flagelo polar 
sin vaina. Estos microorganismos tienen un metabolismo no 
fermentador y no oxidativo, y obtienen energia del uso de ami- 
noacidos y los intermediarios de cuatro y seis carbonos del 
ciclo de Krebs. Se los solia clasificar con las especies de Vibrio, 
hasta que algunos estudios de homologia del DNA mostraron 
que no estaban relacionados con los vibriones. Aun entre las 
especies de Campylobacter actualmente reconocidas, existe 
gran diversidad genotipica y fenotipica. Los microorganismos 
habitan una amplia variedad de nichos ecologicos y ambientes. 
La mayona de las especies se encuentran en los animales 
(ganado vacuno y porcino) y causan esterilidad y aborto. 

CAMPYLOBACTER JEJUNlZ\\^l^?mi JEJUNI 
Importancla cl mica. C. jejuni sube specie jejuni es el patogeno 
humano mas importante entre las campilobacterias. Tiene una 
distribucion mundial y en los pafses industrializados se aisla 
en muestras de deposiciones diarreicas entre dos a siete veces 
mas que Salmonella o Shigella.^^ Tambien es ubicuo en ani¬ 
males domesticos; las mascotas domesticas pueden portarlo y 
la gran mayoria de los polios, pavos y aves acuaticas estan 
colonizados.^’^ La leche cruda,^^-^^** aves parcialmente coci- 
das”^ o agua contaminada'^^ son las fuentes frecuentes de 
infecciones humanas.*^’^ La enteritis con este microorganismo 
se caracteriza por dolor abdominal colico, diarrea sanguino- 
lenta, escalofrios y fiebre. En la mayoria de las personas, la 
infeccion es autolimitada y se resuelve en 3 a 7 dias. El micro¬ 
organismo puede seguir siendo excretado por los pacientes 
convalecientes durante 2 semanas a 1 mes. En casos de enfer- 
medad grave, el paciente puede ser tratado con eritromicina 
por via oral. 

Aunque la enteritis y los smdromes diarreicos siguen siendo 
las manifestaciones mas frecuentes de las infecciones por 
Campylobacter, otras enfermedades ban surgido durante los 
ultimos anos. Se ban informado casos de artritis septica, 
meningitis y proctocolitis secundarios a C. jejuni.'^^^ Existen 


varias comunicaciones que asocian la infeccion por C. jejuni 
con el smdrome de Guillain-Barre, una enfermedad desmieli- 
nizante aguda de los nervios perifericos.^^^^*^-^^®’^^® Los datos 
de estudios serologicos y de cultivos muestran que entre el 
20-40% de los pacientes con smdrome de Guillain-Barre estan 
infectados por C. jejuni 1 a 3 semanas antes del inicio de los 
smtomas neurologicos.^^ Sin embargo, el riesgo de aparicion 
del smdrome despues de la infeccion por C. jejuni es muy 
pequeno (< 1 caso de smdrome de Guillain-Barre/1 000 infec¬ 
ciones por C. jejuni).^^ No bay ninguna relacion entre la grave- 
dad de los smtomas gastrointestinales y la probabilidad de 
desarrollar smdrome de Guillain-Barre despues de la infeccion 
por C. jejuni', y de beebo, aun infecciones asintomaticas pueden 
desencadenarlo.'^ En los Estados Unidos y Japon, el 30-80% de 
las cepas de C. jejuni de pacientes con smdrome de Guillain- 
Barre pertenecen al serotipo Penner 0:19.^^ Recientemente. 
la infeccion por C. jejuni se ba asociado con enfermedad inmu- 
noproliferativa del intestino delgado (tambien denominada 
enfermedad de las cadenas alfa).*^^ Una revision de la epide- 
miologia, la patogenia y las caracteristicas clmicas de la infec¬ 
cion por C. jejuni ba sido escrita por Alios. 
tdentificacion presuntiva en las heces. Puede ser posible bacer un 
diagnostico presuntivo de enteritis por Campylobacter obser- 
vando formas curvas, con forma de S, en alas de gaviota o 
espiraladas largas gramnegativas caracteristicas en los prepa¬ 
rados tenidos con Gram de las deposiciones diarreicas (vease 
lamina en color 8-1 A). Se podria considerar examinar prepa¬ 
rados bilmedos o frotis tenidos de todas las muestras de depo¬ 
siciones diarreicas para leucocitos polimorfonudeares y la 
presencia de formas bacterianas sugestivas de especies de 
Campylobacter. Las muestras de beces para especies de Cam¬ 
pylobacter no son sometidas a otros procesamientos en algu¬ 
nos laboratorios a menos que se presenten leucocitos polimor- 
fonucleares. El fundamento para esta practica es que es poco 
probable que las especies de Campylobacter se aislen en can- 
tidades clmicamente importantes de las muestras de beces des- 
provistas de leucocitos. El insumo de tiempo y el uso de 
medios de cultivo especiales para las muestras en las cuales 
existen pocas posibilidades de recuperar una cantidad impor¬ 
tante de microbios no se considera un enfoque eficaz en rela¬ 
cion con el costo. 

Metodos para el aislamiento de laboratorio. El aislamiento exito- 
so de C. jejuni de ias beces depende del uso de medios selecti- 
vos (p. ej., Campy-Tbio, Campy-BAP), la incubacion a tempe- 
ratura ambiente (42 °C) y la atmosfera apropiada de incubacion 
(oxigeno al 5%, CO 2 al 10%, nitrogeno al 85%). Se ba cornu- 
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8-2 Procedimientos utilizados por distintos investigadores para crear un medio microaerofilo apropiado para el cultivo de 

1^ especies de Campylobacter 

r 

1 

r A tSTIGADORES 

PROCEDIMIENTO 


- Ji^htefeld y cols.^®* 
^cuacion-reposicion 

Se extrajo el 15% del aire de una jarra de anaerobiosis y se rellend a presion atmosferica con una mezcla de 10% de CO^y 
90% de N,. Se incubaron seis placas de medios en una jarra 


-L-~n y cols.* 
f ' ^Tiacion-reposicion 

Se extrajo el 75% de aire de una olla a presion modificada mediante una evacuacion doble del recipiente hasta -38 cm 
de Hg y se relleno con una mezcla de 10% de CO^ y 90% de a presion atmosferica. Las placas ocuparon no mas 
del 50% del volumen del recipiente 

n GA. Hollis DG, Weaver RE et al.: 30 years of Campylobacters: Biochemical characteristics and a biotyping proposal for Campylobacters jejuni. J Clin Microbiol 15:1065- 
fT'.- 1982. 


—^jo que una tecnica de filtracion de membrana que se utili- 
izcon placas de agar sangre no selectivas es tan eficaz como el 
de medios selectivos para el aislamiento de C. jejuni 
metodo tiene la ventaja de permitir el aislamiento de cam- 
pji^^terias sensibles a los antibioticos. En las ultimas deca- 
^ ban utilizado medios de cultivo selectivos y condiciones 
ff^ceciales de incubacion necesarios para aislar especies de 
C^mupylobacter en la mayona de los laboratorios de microbio- 
clmica. 

Se pueden utilizar varios procedimientos para proporcionar 
mi annosfera gaseosa apropiada para el cultivo de campilo- 
hiL.yrnas microaerofilas. Estos incluyen procedimientos de 
BcsTiccion y rellenado de gases, uso de generadores descarta- 
fefe V del principio de Fortner. Dos de estos procedimientos, 
GAzados con exito por distintos investigadores, se senalan en 
B z-L^dro 8-2. No se recomienda el uso de una estufa con CO^ 
pn mcubar campilobacterias porque solo crecen cepas que 
mm muy aerotolerantes en la atmosfera provista. Asimismo, no 
m re:omienda la jarra de anaerobiosis por extincion con vela 
porque el nivel de oxigeno (12% a 17%) es demasiado alto para 
d 3-ecimiento optimo de las campilobacterias.^®*-^^^ 

ban creado varios medios selectivos para permitir el ais- 
tKitCDto de C jejuni en heces. Merino y cols.^‘^ evaluaron la 
c&arcia de siete medios de aislamiento selectivos para 
ylobacter. Los nombres de estos medios, su composicion 
5 ma resumen de la evaluacion de cada uno de ellos se presen- 
• cn el cuadro 8-3. En la mayoria de los laboratorios clmicos 
im ha utilizado el medio selectivo de Butzler, el medio de 
fCampy-BAP) y agar sangre de Skirrow. Sin embargo, 
10 y cols.^’^ hallaron que con el medio sin sangre de 
ton para Campylobacter con cefoparazona se lograba el 
numero de aislamientos de C. jejuni. Karmali y cols. 
>aron que un medio selectivo sin sangre y basado sobre 
(CSM), que consiste en base de agar de Columbia, car- 
iciivado, hematina, piruvato de sodio, cefoperazona, van- 
s?»cina y cicloheximida, es mas selectivo que el medio de 
53i.i:'"Ow y tiene una tasa de aislamiento mayor de C. jejuni 
dk wuiiivos mixtos. El carbon, la hematina, el sulfato ferroso y 
dt piruvato de sodio sirven como sustitutos de la sangre en los 
de crecimiento para campilobacterias. Se agrega casei- 
i para ayudar a crecer a ciertas cepas de campilobacterias ter- 
resistentes al acido nalidixico que son microorganis- 
smbientales. 

Endtz y cols.^^ compararon un medio para motilidad selecti- 
'm sm sangre semisolido*^’ con dos CSM sin sangre, dos 
■cdios con base de sangre (medio de Skirrow y Campy-BAP 
Ik Blazer) y la tecnica de filtro de membrana. Observaron que 



el CSM era el medio unico mejor; sin embargo, se notaron las 
tasas mas altas de aislamiento cuando se utilizo CSM combi- 
nado con cualquier otro medio o con la tecnica de filtro. Endtz 
y cols, tambien informaron que prolongar el tiempo de incuba¬ 
cion de 48 a 72 boras condujo a un aumento de la tasa de ais¬ 
lamiento cualquiera que fuera el medio utilizado.*^ 

Se pueden inocular hisopados rectales o muestras de hisopos 
de heces directamente en un area pequena sobre la superficie de 
uno de los medios selectivos con agar recomendados. Las 
muestras de heces formadas tambien pueden procesarse emul- 
sificando una pequena porcion (del tamano de un mani) en 
solucion salina con buffer de fosfato o calcio antes de inocular 
1 o 2 gotas en la superficie del agar con una pipeta de Pasteur; 
asimismo, se pueden inocular directamente 1 o 2 gotas de 
muestras de heces liquidas. 

En el recuadro 8-1 se muestra un bosquejo del procedimien- 
to que permitira el aislamiento de campilobacteres entericos de 
muestras de heces. Esta tecnica es compatible con la informa- 
cion actual de la literatura especializada acerca de los requeri- 
mientos para el cultivo de estas bacterias y su uso es apropiado 
en la mayoria de los laboratorios clmicos. 

Se puede utilizar una tecnica alternativa de filtro de mem¬ 
brana, como la descrita por Steele y McDermott,^^^ combinada 
con un medio selectivo para Campylobacter con resultados 
equivalentes (veanse lamina en color 8-IB y recuadro 8-2). 

En general, no se recomienda el uso sistematico del “caldo 
Campy” de enriquecimiento. Los caldos de enriquecimiento 
pueden ser beneficiosos si las muestras de heces se retardan en 
el transito o si se dejan a temperatura ambiente demasiado 
tiempo. Cada director de laboratorio debe decidir si un caldo de 
enriquecimiento sera beneficioso sobre la base de los patrones 
de enfermedades locales y en que medida se podria controlar la 
recoleccion y el transporte de muestras de calidad. Como las 
campilobacterias son microaerofilos, tienden a crecer mejor 
cerca de la parte superior del tubo. Si se utiliza un caldo para 
Campylobacter, se debe seguir el siguiente procedimiento pa¬ 
ra el subcultivo: 

Utilizar una pipeta plastica de polietileno de marca Falcon 
que se puede invertir. Colocar el extremo de la pipeta 2,5 cm 
por debajo de la superficie del medio y extraer continuamente 
una muestra a medida que se retira la pipeta. Invertir la pipeta 
para facilitar la mezcla de la muestra, colocar 3 gotas en una 
placa Campy-BAP y sembrar en estria para el aislamiento. 
Incubar como si se hiciera una placa de cultivo primario. 
Identificacion para cultivo. La aparicion de colonias en uno de los 
medios selectivos con agar para Campylobacter que ha side 
incubado a 42 °C en la atmosfera descrita antes ya constituye 
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Cuadro 8-3 Formulas para medios selectivos para el aislamiento de Campylobacter jejuni 

MEDIO 

BASE 

ADITIVOS 

Medio selective de Butzler 

Medio de tioglicolato liquido (Difeo 

Laboratories, Detroit MI) 

Agar (3%) 

Sangre de carnero (10%) 

Bacitracina (25 000 UI/L) 

Novobiocina (5 mg/L) 

Colistina (10 000 UI/L) 

Cefalotina (15 mg/L) 

Actidiona (50 mg/L) 

Agar-sangre de Skirrow 

Base de agar sangre 2 (Oxoid) 

Sangre de caballo lisada (7%) 

Vancomicina (10 mg/L) 

Polimixina B (2 500 UI/L) 

Trimetoprim (5 mg/L ) 

Medio de Blaser (Campy-BAR) 

Base de agar para brucelas (Becton Dickinson, 
Microbiology Sistems, Cockeysville, MD) 

Sangre de camero (10%) 

Vancomicina (10 mg/L) 

Trimetoprim (5 mg/L) 

Polimixina B (2 500 UI/L) 

Cefalotina (15 mg/L) 

Anfotericina B (2 mg/L) 

Medio selective para Campylobacter de Preston 

Caldo de nutrientes 2 (Oxoid CM67) 

Agar de Nueva Zelanda al 1,2% 

Sangre de caballo lisada con saponina al 5% 
Trimetoprima (10 pg/mL) 

Polimixina B (5 UI/mL) 

Rifampicina (10 pg/mL) 

Cicloheximida (100 pg/mL) 

Medio sin sangre para Campylobacter de Preston 

Caldo de nutrientes 2 (Oxoid CM67) 

Agar de Nueva Zelanda al 1,2% 

Carbon bacteriologico 

Desoxicolato de sodio 

Sulfato ferroso 

Piruvato de sodio 

Hidrolizado de casema 

Cefoperazona (32 mg/L) 

Medio para viriones de Butzler 

Base de agar de Columbia (Oxoid CM331) 

Sangre de carnero desfibrinada 

Cefoperazona (15 mg/L) 

Rifampicina (10 mg/L) 

Colistina (10 000 U/L) 

Anfotericina B (2 mg/L) 

Medio de Preston modificado 

Caldo de nutrientes 2 (Oxoid) 

Sangre de caballo desfibrinada al 7% 
Cefoperazona (32 mg/L) 

Anfotericina B (2 mg/L) 

Suplemento de crecimiento para 

Campylobacter (Oxoid) 

Medio selective sin sangre con base de carbon 

Base de agar de Columbia (GIBCO) 

Carbon activado (Oxoid) 

Hematina (0,032 g/L) 

Piruvato de sodio (0,1 g/L) 

Vancomicina (20 mg/L) 

Cefoperazona (32 mg/L) 

Cicloheximida (100 mg/L) 

Datos tornados de Karmali MA, SimerAE, Roscoe M et al: Evaluation of a blood-free, charcoal-based, selective medium for the isolation of Campylobacter organisms from feces. J 
Clin Microbiol 23:456-459, 1986; y Merino FJ, Agulla A, Villasante PA et al: Comparative efficacy of seven selective media for isolating Campylobacter jejuni. J Clin Microbiol 
24:451-452. 1986. 


una prueba presuntiva de que el microorganismo pertenece a 
una de las especies de Campylobacter termofilos (principal- 
mente C jejuni). La morfologia de las especies de 
Campylobacter en agar selective varia desde colonias grises, 
planas y de forma irregular que pueden ser secas o humedas 


hasta colonias redondeadas, convexas y brillantes con hordes 
defmidos (lamina en color 8-lC, D). Las colonias tienden a for- 
mar un crecimiento confluente a lo largo de las lineas de siem- 
bra sobre la superficie del agar. No se observan reacciones 
hemoliticas en agar sangre. La identificacion puede confirmar- 
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necuadro 8-1 Procedimiento para el aisiamiento de 

C. jejuni y otras especies de Campylobacter 
entericas de las muestras de heces 


-.^zando una muestra de heces o una muestra de hisopo en un medio 
: Cary-Blair, preparar una suspension turbia de las heces en 10 mL de 
-aldo-infusion de encefalo-corazon. Inocular inmediatamente una o dos 
^cas (es preferible dos placas) de un medio select!vo para 

npylobacter (los mejores resultados se obtienen con CSM como se 
--'-ala en el texto): sembrar en estria para obtener colonias aisladas y 
mantener una jarra con nitrogeno (vease cap. 14) hasta inocular los 
^»edios restantes. 

.entrifugar ligeramente la muestra (aproximadamente a 1 000 g) duran- 
. 5 minutos. 

E^traer aproximadamente 5 mL del sobrenadante con una jeringa y fil- 
a traves de un filtro Millipore de 0,65 pL esteril. segiin lo describio 
B’jizler.^' Descartar los 3 mL primeros de Ifquido y utilizar 1 o 2 gotas 
resto para inocular dos placas de agar chocolate sin agentes selecti- 
-s o un medio de agar sangre como el agar sangre para anaerobios de 
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) que sostendra el 
?cvimiento de Campylobacter. Sembrar en estrias para el aisiamiento. 

- Jacubar un conjunto de placas de agar selective para Campylobacter y 
chocolate a 42 °C en una atmosfera de O, al 5%, CO, al 10% y N, 
^5% y las placas restantes a 35 °C a 37 °C en la misma atmosfera 
^ ijtseosa. 

j > r^^-peccionar las placas despues de 24, 48 y 72 horas de incubacion para 
colonias caracteristicas de las especies de Campylobacter e identifi- 
ji/ las cepas con las tecnicas descritas en el texto. Las placas que no 
isrjestren crecimiento despues de 24 o 48 horas de incubacion deben ser 
retomadas durante otras 24 a 48 horas en las mismas condiciones de 
ciujfa y atmosfericas gaseosas, como ya se describio. 


cc •demas, realizando pruebas rapidas de catalasa y citocromo 
::d^a (C. jejuni, C. coli y C. lari dan pruebas positivas en 
ikcoj. En ocasiones, algunas especies bacterianas termofilas 
mias de las especies de Campylobacter, especialmente 
^^'idomonas aeruginosa, aparecen y crecen en los medios 
‘<ic*-rcii\os. Sin embargo, es poco probable confundir P. aerugi- 
con C. jejuni. La morfologia de las colonias de los dos 
?^Lci)organismos es diferente; si existiera alguna duda. una tin- 
de Gram diferenciaria rapidamente las especies de Cam- 
^lybacter de P. aeruginosa. 

Los preparados tenidos con Gram de colonias de C. jejuni 
fc^ues de 24 a 48 horas de incubacion en agar sangre mues- 
feau formas espiraladas curvas, con forma de '‘S”, en alas de 
pvioia o alargadas gramnegativas caracteristicas (vease lami- 
m en color 8-1 A). Las formas cocoides se observan mas a 
m'nudo en los cultivos mas viejos de C. jejuni, sobre todo des- 
de la exposicion de las colonias a temperatura ambiente. 
Ev tmportante el cumplimiento estricto del tiempo habitual que 
icqiiiere la tincion de Gram porque las especies de Campy- 
^^teter tipicamente tienen una tincion debil. For esta razon, se 
considerar extender el tiempo de tincion de la contratin- 
de safranina al menos a los 10 minutos para permitir 
juayor intensidad de tincion. 

Una vez aisladas, ambas especies de C. jejuni pueden iden- 
^i:arse con facilidad dado que son las unicas campilobacterias 
hidrolizan el hipurato (veanse lamina en color 8-lE y cua- 
8-4). Ademas, esta especie es resistente a la cefalotina y 
ser sensible al acido nalidixico, aunque en ocasiones se 
c<^r\an cepas resistentes (vease lamina en color 8-IF). 


OTRAS ESPECIES DE CAMPYLOBACTER 

C. coli. C. coli esta estrechamente relacionado con C. jejuni y 
tambien es un patogeno de relevancia que se transmite por via 
alimentaria en los seres humanos.^®^ Comparte varias caracte¬ 
risticas de cultivo con C jejuni, como la sensibilidad al acido 
nalidixico y la resistencia a la cefalotina. Puede ser diferencia- 
do de C. jejuni por la prueba de hidrolisis de hipurato (C. jeju¬ 
ni hidroliza hipurato; C. coli no lo hace). El informe cuando se 
aisla este microorganismo en los laboratorios en los cuales no 
se realiza la prueba de hipurato debe decir “C. jejuni/coli'. Se 
calcula que C. coli explica el 5-10% de los casos de enteritis 
por Campylobacter en los seres humanos.^^® Tambien se ha 
comunicado un caso de infeccion de las vias urinarias causado 
por C. coli resistente a las quinolonas.^^‘ 

C. concisus. C. concisus es capaz de tener un crecimiento anae- 
robio y requiere hidrogeno o formato para su crecimiento. El 
microorganismo se aisla principalmente de los surcos gingiva- 
les humanos. Sin embargo, tambien puede causar enfeimedad 
gastrointestinal, sobre todo en pacientes inmunodeprimi- 
dos 2 i9o.3i8 recuperacion de C. concisus de muestras de 
heces requiere el uso del metodo del filtro (explicado en otra 
parte de este capitulo). 

C. fetus subespecie fetus. C. fetus subespecie fetus se asocia fun- 
damentalmente con aborto infeccioso en ganado vacuno y ove- 
jas y es una causa poco frecuente de infecciones humanas. En 
general, las infecciones causan enfermedad sistemica y suelen 
afectar a las personas debilitadas por afecciones hepaticas, 
nefropatias cronicas, neoplasias o por inmunosupresion.'^^^^^ Se 
ha comunicado que C. fetus subespecieproduce proctitis 
y proctocolitis en varones homosexuales;^'^ trabajo de parto 
prematuro y sepsis neonatal en seres humanos;*'® aborto septi- 
co;^^^ meningitis neonatal;'*^ infeccion de protesis de articula- 
cion de la cadera'®’^^^ y endocarditis tanto en valvula nativa 
como protesica.*® Antes no se creia que el microorganismo pro- 
dujera gastroenteritis, pero debido a su sensibilidad a la cefalo¬ 
tina y su falta de crecimiento a 42 °C, es posible que no se lo 
aisle en los laboratorios clmicos donde se utilizan medios 
selectivos y un aumento de las temperaturas de incubacion 
como un cribado para C. jejunr, por lo tanto, no se conoce su 
papel etiologico en esta infeccion. 

C. fetus subespecie venerealis. C. fetus subespecie venerealis 
constituye parte de la flora normal del tracto genital de los 
toros, pero no ha sido asociado con infecciones en humanos.-®^ 
C. helveticus. C. helveticus es un Campylobacter nega- 

tivo y termofilo que ha sido aislado en las heces de gatos y 
perros domesticos.^®^ Cabe destacar el hecho de que casi el 


Recuadro 8-2 Tecnica de filtro por membrana de Steele 
y McDermott 


1. Mezclar 1 g de heces en 10 mL de solucion salina esteril que contenga 
cuentas de vidrio. Utilizar mezclador electrico durante 30 segundos. 

2. Colocar un filtro de membrana de triacetato de celulosa de Gelman 
0,45 de 47 mm (Gelman 63069) centralmente sobre la superficie de una 
placa de agar para Brucella no selectivo que contenga agar sangre de 
camero al 5%. 

3. Colocar 8 a 10 gotas de suspension de heces sobre la superficie del fil¬ 
tro con una pipeta de Pasteur. Tenga cuidado de que las gotas no se 
extiendan hasta el horde del filtro. 

4. Retirar el filtro y esperar 30 minutos despues de aplicar la suspension. 

5. Incubar la placa en medioambiente Campy como ya se describio. 




Cuadro 8*4 Caractensticas diferenciales de campiiobacterias y taxones relacionados de importancia clinica 

MICROORGANISMO 

CATALASA 

NITRATO 

SUl.FUUO 

DE HlDROCiENO- 
TRIPLEAZUCAR- 

HIERRO EREASA 

ACETATO 

DE 

INDOXILO 

HIPURATO 




CRECIMIENTO 



SENSIBILIDAD* 

25 

37 °C 42 °C 

Mac- 

Conkey 

TMAO 

alOJ% 

NaCl 
al 15% 

Glicina 
al ]% 

Acido 

nalidixico 

Cefalotina 

Grupo RNA I 
















Campylobacter coli 

+ 

+ 

- 


+ 

- 

- 

+ 

-t- 

+ 

- 

- 

+ 

V 

R 

C. concisus 

- 

+ 

+ 

- 


- 

- 

+ 

C 

-1- 

- 

+ 

C 

R 

R 

C. curvus 

- 

+ 

+ 

- 

V 

V 

- 

-1- 

V 

V 

ND 

ND 

-1- 

C 

S 

C. fetus subespecie/c'iM^ 

+ 

-1- 

- 

- 


- 

+ 

+ 

- 

-t- 

- 

I 

+ 

V 

S 

C. fetus subespecie 

V 

+ 

- 

- 

- 

_ 

+ 

+ 

_ 

-t- 

_ 

V 

- 

V 

s 

venerealis 
















C. gracilis 

- 

-k- 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

V 

V 

ND 

ND 

+ 

V 

s 

C. helveticus 

- 

+ 

- 

- 

-i- 

- 

- 

+ 

+ 


- 

ND 

V 

s 

s 

C. hyointestinalis subespe¬ 


+ 

+ 

_ 

_ 

_ 

V 

+ 

-1- 

-1- 

+ 

_ 

-1- 

R 

s 

cie hyointestinalis 
















C. hyointestinalis subespe¬ 

+ 

+ 

+ 


_ 

_ 

_ 

+ 

+ 

V 

ND 

ND 

V 

R 

s 

cie lawsonii 
















C. jejuni subespecie jejuni 

-h 

+ 

- 

- 

+ 

-i- 

- 

+ 

-1- 

- 

- 

- 

+ 

V 

R 

C. jejuni subespecie doylei 

V 

- 

- 


-1- 

-1- 

- 

-1- 

D 

- 

- 


+ 

S 

S 

C. lari 

-1- 

+ 

- 

- 


- 

- 

-t- 

+ 

-1- 

-f- 

+ 

+ 

R 

R 

C. mucosalis 

- 


-H 

- 


- 

c 

+ 

+ 

+ 

C 

C 

c 

C 

S 

C. rectus 

- 

-i- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

D 

- 

ND 

ND 

+ 

V 

S 

C. showae 

-1- 

+ 

+ 

- 

V 

- 

- 

-1- 

V 

+ 

ND 

ND 

V 

S 

S 

C. sputorum biovariedad 

- 

+ 

+ 

_ 

_ 

_ 

_ 

-1- 

C 

_ 

-f- 

-1- 

+ 

R 

S 

buhuliis 
















C. sputorum biovariedad 

+ 

+ 

+ 

_ 

_ 

_ 

_ 

+ 

-1- 

-f- 

-1- 

-1- 

-1- 

R 

S 

fecalis 
















C. sputorum biovariedad 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 


-1- 

C 

+ 

+ 

V 

S 

sputorum 
















C. upsaliensis 

-(d) 

+ 

- 

- 

-t- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

c 

s 

S 
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Cuadro 8-4 Caractensticas diferenciales de campilobactenas y taxones relacionados de importancia clmica (cont.) 

MICROORGAN ISMO 

CATALASA 

NITRATO 

SGLFtlRO 

DE HIDROGENO- 
1RIPLE AZIJCAR- 

HIERRO CREASA 

ACETATO 

DE 

INDOXILO 

HIPCRATC 




CRECIMIENTO 



SENSIBILIDAD* 

> 25 °C 

37 °C 

42 °C 

Mac- 

Conkey 

TMAO 
a! 0,1% 

NaCl 
al 1,5% 

Glicina 

all% 

Acido 

nalidtxico 

Cefalotina 

Grupo RNA 11 
















Arcohacter hutzleri 

-(d) 

+ 

- 


+ 


+ 

+ 

V 

+ 

ND 

V 

+ 

V 

R 

A. cryaerophilus 

+ 

+ 



+ 


+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 

R 

A. nitrofigills 

+ 

+ 

+ 

V 

- 


+ 

+ 

- 

- 

ND 

+ 

- 

S 

S 

A. skirmwii 

+ 

+ 

- 

- 

+ 


+ 

+ 

V 


ND 

- 

V 

s 

V 

Grupu RNA 111 
















Helicobacter cinaedi 

+ 

+ 

_ 

_ 

C 

_ 

_ 

+ 

_ 

_ 


_ 

+ 

s 

S 

(CLO-1) 
















H. fennelliae (CLO-2) 

+ 

- 

- 


+ 



+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

s 

S 

CLO-3 

+ 

- 

- 

- 

+ 


- 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

s 

R 

H. pullorum 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

ND 

s 

R 

H. pylori 

+ 


- 


- 

- 

- 

+ 

c 

- 

- 

ND 

V 

R 

S 

Especies dc Helicobacter 

C 


- 

4-fe 

_ 

_ 

_ 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

-(d) 

R 

R 

cepa llexispira 
















*Sensihilidad a los antibidticos deterniinada con discos de 30 pg. 

+ : 90% o mas de las cepas son positivas; 90% o mas de las cepas son negativas; V: variable, 11-89% de las cepas son positivas; + + 
contradictorios en la bibliografia; R: resistente; S: sensible: TMAO: oxido de trimetilamina. 

Datos tornados de las referencias 2«u7i.292 2w.?/j.i/7.j2o.j22 

: reaccion positiva fuerte; D: reaccidn dehil: ND\ resultados no disponibles; C: resultados 
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50% de las cepas de Campylobacter halladas en gatos pertene- 
cen a C. helveticiis?^ Las colonias de C. helveticus son adhe- 
rentes en agar sangre y pueden ser separadas de otras especies 
termofilas (C. jejuni, C. coli y C. lari) en virtud de una reac- 
cion de catalasa negativa. La prueba de acetato de indoxilo es 
positiva y la bacteria es sensible al acido nalidixico y a la cefa- 
lotina. 

C. hyoilei. C hyoilei es el nombre para un grupo de bacterias 
similares aisladas en las lesiones intestinales de cerdos afecta- 
dos por enteritis proliferativa.^ No se ban comunicado cepas 
humanas. 

C. hyointestinalis. C. hyointestinalis, estrechamente relacionado 
con C. fetus subespeciefue hallado al principio solo en 
animales, sobre todo como causa de ileitis en cerdos,^pero 
hace poco se ha informado en muestras clinicas humanas. En 
una comunicacion, se aislo C hyointestinalis de muestras de 
heces de cuatro personas, con diarrea acuosa no sanguinolenta. 
La persona mas joven (8 meses) y la mas anciana (79 ahos) fue- 
ron mujeres; los otros dos fueron varones homosexuales.^® Se 
ha comunicado en Francia el caso de una mujer de 52 anos con 
leucemia mieloide cronica y diarrea acuosa no sanguinolenta 
asociada con este microorganismo,^^^ y el aislamiento del mis- 
mo en un varon homosexual con proctitis en los Estados 
Unidos.^^ C. hyointestinalis no se aisla en muchas formulas de 
medios para Campylobacter porque es sensible a las cefalos- 
porinas, como cefalotina y cefoperaxona. Aunque crece a 
42 °C, el crecimiento es mas exuberante a 35 El microor- 
ganismo tambien es resistente al acido nalidixico, es hipurato 
negalivo y produce sulfuro de hidrogeno en agar triple azucar 
hierro. La produccion de sulfuro de hidrogeno en agar triple 
azucar hierro depende de la prueba que se incuba en un 
medioambiente microaerofilo que contiene hidrogeno.^*® 

Se describio un grupo de microorganismos '‘similares a C. 
hyointestinalis'^ obtenidos de estomagos porcinos. Estas cepas 
son suficientemente diferentes de C hyointestinalis como para 
justificar la creacion de una clasificacion separada de las subes- 
pecies, C. hyointestinalis subespecie lawsonii}^^ La creacion 
de esta nueva subespecie requiere corregir la descripcion de C. 
hyointestinalis a C hyointestinalis subespecie hyointestinalis. 
C. hyointestinalis subespecie lawsonii puede ser separada de la 
subespecie hyointestinalis por su falta de crecimiento en bilis 
al 1,5%. C. hyointestinalis subespecie lawsonii ha sido aislado 
en el intestino y el estomago de cerdos; los intestinos de hams- 
teres y las heces de vacas, ciervos y seres humanos; pero su 
patogenicidad no se conoce.^'^^ 

C. jejuni subespecie doylel, Se ha aislado una nueva subespecie 
de C. jejuni de muestras clinicas humanas que incluyen biop- 
sias de epitelio gastrico‘^^ y heces de nihos con diarrea.^^^ La 
patogenicidad del microorganismo sigue siendo desconocida. 
C. jejuni subespecie doylei puede distinguirse con facilidad de 
otras campilobacterias porque no reduce los nitratos ni hidroli- 
za el hipurato.^^^ Es sensible a la cefalotina y, por lo tanto, no 
se aisla en medios que contienen antibioticos tipo cefalospori- 
nas. 

C. lari. Antes llamado C laridis, el microorganismo conocido 
ahora como C. lari es termofilo, halotolerante y resistente al 
acido nalidixico; por otra parte, comparte varias caracteristicas 
con C. jejuni y C. coli?^^ El crecimiento anaerobio en presen- 
cia de oxido de trimetilamida (TMAO) al 0,1% y la falta de 
hidrolisis de acetato de indoxilo ayudan a identificar esta espe- 
cie (reactivos disponibles en Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO). Muchos laboratorios se basan sobre la resistencia al 
acido nalidixico para separar C. lari de C jejuni y C coli; sin 
embargo, se esta observando C. jejuni resistente al acido nali¬ 


dixico con mayor frecuencia. C. lari es endemico en gaviotas 
marinas, pero es un patogeno humano infrecuente. Sin embar¬ 
go, en ocasiones, produce enteritis que Simula las infecciones 
por C. jejuni y pocas veces, bacteriemia, sobre todo en perso¬ 
nas inmunodeprimidas.^’-^^'^”^’^-^®'^®^^ 

C. mucosalls. C. mucosalis, antes clasificado como C. sputo- 
rum subespecie mucosalis. produce un pigmento amarillo y es 
catalasa negativo. Desde el punto de vista fenotipico, es muy 
similar a C. sputorum biovariedad sputoriim y bubulus pero es 
capaz de crecer a 25 °C. A diferencia de la mayoria de las cam¬ 
pilobacterias, esta especie necesita hidrogeno y formato como 
dador de electrones para su crecimiento, un requerimiento 
esencial de C. concisus, C. mucosalis, C. cunms y C. rectus. 
Figura y cols.^^ comunicaron lo que se penso que fue el primer 
aislamiento de C. mucosalis de nihos con enteritis. No obstan¬ 
te, este hallazgo ha sido discutido y se ha demostrado median- 
te estudios de sonda molecular que las cepas eran C. conci- 
186.188,242 dificil separar estas dos especies sobre la base 
de pruebas bioquimicas solas y se ha sugerido que se deben 
utilizar metodos moleculares para su identificacion precisa.’^® 
On^'*^ propuso el uso de varios medios que contienen distintos 
agentes inhibidores para separar C. concisus y C. mucosalis. 
Hasta ahora no existe ninguna comunicacion confirmada que 
asocie C. mucosalis con infeccion humana. 

C. showae. C. showae es una especie recien descrita aislada de 
los surcos gingivales humanos.^^ Es un bacilo recto con extre- 
mos redondeados que contiene dos a cinco flagelos unipolares 
sin vaina, caracteristica singular entre las campilobacterias. El 
microorganismo crece en una atmosfera microaerofila en pre- 
sencia de fumarato con formato o pero prefiere crecer en 
condiciones anaerobias. Debido a la cantidad limitada de ras- 
gos bioquimicos confiables que se pueden utilizar para dife- 
renciar las especies de Campylobacter estrechamente relacio- 
nadas, pueden ser necesarias pruebas serologicas o molecula¬ 
res o perfiles proteicos para identificar positivamente esta espe¬ 
cie.No se ha demostrado una asociacion con ninguna enfer- 
medad humana. 

C. sputorum. C. sputorum es capaz de crecimiento anaerobio y 
puede ser aislado de la cavidad bucal y de los surcos gingiva¬ 
les de los seres humanos. Si bien no se lo reconoce como agen- 
te de enfermedad humana, se han informado algunas cepas cli- 
nicas. Se describen tres biovariedades: C. sputorum biovarie¬ 
dad bubulus, C. sputorum biovariedad sputorum y C. sputorum 
biovanc&ddfecalis.^^^ 

C. upsaliensis. C. upsaliensis es catalasa negativo o solo debil- 
mente positivo y por lo tanto se la ha denominado cepa CNW 
de Campylobacter. Sin embargo, como pueden ocurrir tam¬ 
bien reacciones catalasa debiles para C. jejuni subespecie doy¬ 
lei, ya no se mantiene la designacion CNW. A excepcion de la 
falta de produccion de catalasa o por su produccion debil, este 
microorganismo comparte varias caracteristicas con campilo¬ 
bacterias patogenas. Es termofilo (crece a 42 °C) y altamente 
sensible a los farmacos presentes en medios de aislamiento se- 
lectivos, lo que los vuelve inapropiados para el aislamiento de 
C. upsaiensis.^^^ Goossens y cols.^*^ informaron el aislamien¬ 
to de 99 cepas de C. upsaliensis mediante el metodo del filtro 
y solo se recuperaron cuatro cepas simultaneamente de medios 
selectivos. 

Los animales domesticos pueden servir como reservorio de 
esta especie, aislada por primera vez de perros sanos, perros 
con diarrea y, mas tarde, de gatos asintomaticos.’®^^^^ Los datos 
provenientes de algunos informes indican que puede ser un 
agente oportunista de infecciones en los nihos. Lastovica y 
cols.'^^ comunicaron la recuperacion de C. upsaliensis de 
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fcfcu'^uitivos de 16 pacientes, 10 de los cuales tenian 10 meses 
m o menos. Walmsley y Karmali^^^ comunicaron su ais- 
I Iwmj '-'t ' de las deposiciones de seis ninos. Otros informes aso- 
[| sr ^ el aislamiento de Campylobacter upsaliensis de la san- 
^ .' pacientes con enfermedad subyacente grave.'^^’^ Existe 
at-. 'Tr.unicacion de C. upsaliensis aislado en la sangre y el 
fetoplacentario de una mujer embarazada de 18 sema- 
s.- c sufrio un aborto espontaneo.'^® La paciente no tenia 
•ir- r enfermedad subyacente y su unico embarazo previo no 

^ . Hnplicaciones. El analisis numerico de los perfiles pro- 

tjc • puso en evidencia que las cepas aisladas en la paciente y 
= ^aio domestico sano eran casi identicas, lo que implied 
me gaio podria haber sido la fuente de la infeccion.*^® La 
- j"omunicaci6n de C upsaliensis en un sitio distinto de la 
las heces fue la de un caso de un absceso mamario en 

r _ se aislo C upsaliensis junto con una especie de 

''‘t'pTococcus en el exudado purulento obtenido por aspi- 
'au con aguja fina del sitio infectado.'^^ Sandstedt y 
describieron a C upsaliensis, incluidas sus caracte- 
-sr*- fenotipicas y su importancia clinica. 


g: E5.=>ECIES DE WOLINELLA \ BACTEROIDES mOlUmS 
mu CAMPYLOBACTERIACEAE 

T'L-ver y cols., en sus estudios de la taxonomia de los baci- 
• rif^mnegativos anaerobios que deprimen el agar colocaron 
' lit oqpas inmoviles en el genero Bacteroides y a las cepas 
en el grupo de “vibriones anaerobios” (que incluyen 
recta, W. ciin’a y Campylobacter concisiis)?^’^^^ Las 
inmoviles son separadas sobre la base de la produccion 
^•^ 1 !r^asa en B. ureolyticus (ureasa positivo) y B. gracilis (ure- 
megativo; vease cuadro 8-5). Todas estas especies estan 
L fcrfcii 1 Is ahora en la familia Campylobacteriaceae y se las 
HfBiaaiiera verdaderas campilobacterias.^^^-^-^ 

'p^cilis. El nombre Bacteroides gracilis fue propuesto por 
fcllhHiitr \ cols.^^ para un grupo de bacterias que corroen el 
originariamente consideradas anaerobias. En 1995, 
■•sittfemme y cols, propusieron la transferencia de este micro- 
l^^pwismo al genero Campylobacter como C. gracilis?^^ Estas 
IfciScfias se encuentran en los surcos gingivales de seres 
y ban sido aisladas primariamente de sitios de infec- 
usular profunda. Johnson y cols, informaron que el 83% 
muestras en las cuales se aislo C. gracilis se obtuvieron 
: pncr.ies con infecciones viscerales graves o de cabeza y cue- 
’ Bit " C. gracilis es microaerofilo y asacarolitico y se asemeja 
. campilobacterias en casi todas las caracteristicas fenoti- 
Las celulas individuales se tihen como gramnegativas y 
oisa p^quehas y no ramificadas, y a menudo tienen extremes 
I aguzados como redondeados. El crecimiento es estimu- 
en cultivos de caldo por el formato y el fumarato. Pueden 
Put diferenciados de otras campilobacterias por la ausencia de 
amnios y de actividad de oxidasa.^^"^ Las cepas de C. gracilis 
, jipiecen menos sensibles a los antibioticos que las especies 
i3Bfcchamente relacionadas [B. ureolyticus], y se ha comuni- 
que solo el 67% son sensibles a la penicilina.^*’^ Se des- 
un medio selective para el aislamiento de C. gracilis 
^ contiene base de agar tripticasa soja, formato, fumarato, 
Lwsto y dos agentes selectivos: acido nalidixico y teicopla- 

fereroides ureolyticus. El analisis de secuencia de RNA riboso- 
ubica claramente a [B, ureolyticus] como miembro de la 
-snlia Campylobacteraceae; sin embargo, no esta claro si se 
^Mica fuera del grupo Campylobacter (y debe ser colocado 
m on genero nuevo) o dentro de el (y debe ser incluido en el 


genero Campylobacter)?^^ [B, ureolyticus] difiere de las cam¬ 
pilobacterias en su composicion de acidos grasos, su metabo- 
lismo proteolitico y su capacidad para hidrolizar la urea.^^^ Se 
han aislado cepas de [B. ureolyticus] en pacientes con lilceras 
superficiales, infecciones de tejidos blandos. uretritis no gono- 
cocica no producida por clamidias y enfermedad periodoii- 
tal. 76-77.95,96 estudio de Johnson y cols, se observe que las 
cepas de \ B. ureolyticus] eran uniformemente sensibles a peni- 
cilinas, cefalosporinas, eritromicina, clindamicina. cloranfeni- 
col, raetronidazol y aminoglucosidos.^*’*’ 

C. curvus. C. curx'Lis fue denominado originariamente Wolinella 
curx’a?^^'^'^^ Las celulas se tihen como gramnegativas, son cor- 
tas y ligeramente curvas. Tambien pueden presentarse celulas 
helicoidales o rectas. Las cepas muestran una motilidad rapida 
en “saeta” y son asacaroliticas. El microorganismo crece en 
condiciones anaerobias y en atmosferas de al 5% que con- 
tienen H,. No ocurre ningun crecimiento en aire enriquecido 
con CO^ al 10%. Todos los cultivos necesitan formato y fuma¬ 
rato para el crecimiento en caldo. Algunas cepas muestran una 
morfologia de corrosion en medios de agar. Las cepas fueron 
aisladas exclusivamente de fuentes humanas e incluyen con- 
ductos radiculares dentales, absceso alveolar y sangre.En el 
cuadro 8-5 se presentan las caracteristicas que permiten distin- 
guir C. curx’us de especies similares. 

C. rectus. C. rectus fue denominado originariamente Wolinella 
recta?^'^^^ Desde el punto de vista microscopico, las celulas 
aparecen pequehas y rectas con extremos redondeados y se 
tihen como gramnegativos. Las cepas muestran motilidad rapi¬ 
da en saeta y son asacaroliticas. El crecimiento es anaerobic; 
sin embargo, algunas cepas pueden crecer en una atmosfera de 
al 5% pero no en aire enriquecido con CO., al 10%. El cre¬ 
cimiento en caldo es estimulado por formato y fumarato. Los 
nitrates y nitrites se reducen, y tanto oxidasa como catalasa 
son negativas. En el cuadro 8-5 se detallan otras caracteristi¬ 
cas de identificacion. C. rectus se encuentra en los surcos gin¬ 
givales de los seres humanos.^^'^Spiegel y Telford-^^ comunica¬ 
ron el aislamiento de este microorganismo junto con 
Actinomyces viscosus de un masa actinomicotica de la pared 
toracica. Se ha aislado C. rectus en dos pacientes del 
University of Illinois Hospital, en uno de ellos, con anteceden- 
tes de 18 ahos de alcoholismo y de 8 meses de dolor toracico 
derecho, se aislo en un nodulo pulmonar, y en el otro paciente, 
con una masa pulmonar, se aislo en un hemocultivo. 

Genero Arcobacter 

Las especies de Arcobacter son aerotolerantes; crecen en 
presencia de niveles atmosfericos de oxigeno.^*^ Otras caracie- 
risticas utiles para distinguir las especies de '"Campylobacter' 
aerotolerantes de otros campilobacteres son hidrolisis de aceta¬ 
te de indoxilo, crecimiento a 15 °C, 25 °C y 36 °C pero no a 
42 °C y la incapacidad para hidrolizar hipurato (vease cuadro 
8-4). Vandamme y cols, han mostrado que los arcobacieres 
pueden ser separados en cinco grupos principales, que fueron 
identificados mediante dates de hibridacion de DNA-DNA 
como A. cryaerophilus (dos subgrupos distintos), A. butzleri, A. 
nitrofigilis y A. skirrowii?^^ 

A. cryaerophilus. A. cryaerophilus (antes C. cryaerophila) crece 
bien en condiciones aerobias, aunque puede requerir condicio¬ 
nes microaerofilas para el aislamiento inicial. El crecimiento 
optimo ocurre a 30 °C y el microorganismo no crece a 42 °C. 
Desde el punto de vista bioqufmico, esta especie se asemeja a 
C. fetus subcspccic fetus; sin embargo, A. cryaerophilus es ace- 
tato de indoxilo positivo, mientras que C. fetus subQspeciQ fetus 
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Cuadro 8-5 Caracterfsticas utiles para diferenciar Campylobacter curvus, C. Rectus, C. gracilis, [Bacteroides ureolyticus] y Wolinella 


succinogenes 

CARACTERISTICA 

C. CURVUS 

C. RECTUS 

C. GRACILIS 

[B. UREOLYTICUS] 

W. SUCCINOGEmS 

Fuente 

Clmica humana 

Clmica humana 

Clmica humana 

Clmica humana 

Rumen bovino 

Morfologia 






Predominan celulas curvas o helicoidales 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Predominan celulas rectas 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Celulas con extremos aguzados 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Motilidad 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Ureasa 

- 

- 

- 

+ 

- 

Crecimiento en glicina al 1% 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

Hidrolisis de acetato de indoxilo 

+ 

+ 

V 

ND 

- 


+ \ 90% o mas de las cepas son positivas; 90% o mas de las cepas son negativas; V: variable, 11% a 89% de las cepas son positivas: ND\ resultados no disponibles. 
Modificado de Tanner ACR, Listgarten MA. Ebersole JL: Wolinella curva sp. nov.: “Vibrio succinogenes” of human origin. Int J Syst Bacterial 34:275-282, 1984. 


no lo es (vease cuadro 8-4). La mayoria de las cepas son sensi- 
bles al acido nalidixico y resistentes a la cefalotina. En una 
comunicacion de Borezyk y cols.^° que comparo el crecimien- 
to de A. cryaerophilus en CMS, agar sangre de Skirrow y agar 
cefsulodina-irgasan-novobiocina (CIN), se observe que el cre- 
cimiento mas abundante se obtenia en agar CIN incubado 
durante 24 a 48 boras a 25 °C y 36 °C. Se ban aislados micro- 
organismos semejantes a A. cryaerophilus en las beces de un 
bombre infectado por el virus de la inmunodeficiencia bumana 
(HIV) con diarrea intermitente; sin embargo, luego se observo 
que esta cepa era A. butzleri?^^'^^^ 

A. nitrofigilis. A. nitrofigilis (antes Campylobacter nitrofigilis) 
es una especie criofila que crece en condiciones optimas a 
25 °C. Es urea positive y no patogenico para los seres bu- 
manos. 

A. butzleri, Kieblbaucb y cols, en los CDC^^^ ban comunicado 
que las cepas de campiiobacterias aerotolerantes no confor- 
man un grupo bomogeneo. La mayoria de las cepas aisladas 
en bumanos, tanto estadounidenses como de otros paises, for- 
man un grupo distinto por bomologia de DNA al que deno- 
minaron Campylobacter butzleri (que se ba cambiado a 
Arcobacter butzleri luego de la aceptacion de la designacion 
del nuevo genero para este grupo de microorganismos).^^^ Las 
cepas de A. butzleri pueden ser separadas de A. cryaerophilus 
demostrando aerotolerancia tanto a 30 ""C como a 36 ""C (A. 
cryaerophilus es aerotolerante a 30 °C pero no a 36 °C). 
Ademas, A. butzleri crece en agar de MacConkey y en medios 
que contienen glicina y nitrato (y reduce nitrato a nitrito) y en 
NaCl al 1,5% y al 3,5%. A. cryaerophilus da las reacciones 
opuestas.^^^ La mayoria de las cepas de A. butzleri aisladas en 
seres bumanos se obtuvieron de deposiciones diarrei- 
cas;A72,195.321 embargo, el microorganismo pocas veces fue 
aislado del contenido abdominal, liquido peritoneal y san- 

gj.g 172,332 

A. skirrowii. A. skirrowii es la especie descrita mas nueva de 
Arcobacter. Las cepas se ban aislado principalmente de los 
liquidos prepuciales de toros y algunas de fetos abortados y 
beces diarreicas de vacas, cerdos y ovejas. No se ba estableci- 
do la importancia clmica de esta nueva especie. 


Genero Helicobacter 

(Los nombres propuestos que no ban sido validados por el 
Comite Intemacional sobre Bacteriologia Sistematica estan 
encerrados entre comillas). 

El genero Helicobacter comprende 23 especies validadas for- 
malmente. Las especies de Helicobacter son microaerofilas 
estrictas con una morfologia espiralada o belicoidal. Muebas 
especies muestran una actividad de ureasa fuerte. La cepa “fle- 
xispira” de las especies de Helicobacter (antes ''Flexispira rap- 
pinC) es el nombre propuesto para un microorganismo relacio- 
nado estreebamente con Helicobacter pero que tiene forma de 
cigarro mas que curva y fusiforme. Las especies incluidas en los 
generos Helicobacter tienen flagelos con vaina. Ninguna especie 
de Campylobacter o de Wolinella los tiene (vease cuadro 8-1). 

H. PYLORI 

Esta especie fue denominada inicialmente Campylobacter 
pyloridis y luego Campylobacter pylori. El analisis molecular 
proporciono pruebas que mostraron que este microorganismo 
no pertenece al genero Campylobacter.^^^ Las caracterfsticas 
que lo distinguen de las campiiobacterias son sus multiples fla¬ 
gelos con vaina, su fuerte bidrolisis de la urea y su perfil sin¬ 
gular de acidos grasos (un alto porcentaje del acido 14:0, un 
bajo porcentaje del acido 16:0 y la presencia del acido 3-OH- 
18:0). La secuenciacion del rRNA 16S ba demostrado que esta 
estreebamente relacionado con Wolinella succinogenes. Sin 
embargo, existen muebas diferencias bioqufmicas y de creci- 
miento entre H. pylori y W. succinogenes que indican que estas 
especies no deben ser del mismo genero. W. succinogenes es 
catalasa negative, ureasa negative, no tiene actividad de y-glu- 
tammiltranspeptidasa ni de fostatasa alcalina, y no crece a 
30 °C ni en glicina al 0,5%; H. pylori tiene las caracterfsticas 
opuestas. 

H. pylori se encuentra solo en las celulas epiteliales muco- 
secretantes del estomago. Las pruebas sugieren que es el agen- 
te causal de la gastritis antral cronica activa^®”^ y un factor 
importante en la patogenia de la enfermedad ulcerosa pepti- 
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Ademas, existen pruebas firmes de que esta relacionado 
adenocarcinomas gastricos y con el desarrollo del lin- 
Hodgkin gastrico.^^^’^®® La gastritis por H. pylori esta 
en muchos paises del mundo y puede ser una de las 
.®l«XTones humanas cronicas mas frecuentes. La definicion 
H pylori como agente causal de la ulcera duodenal sigue 
controversial. Para excelentes revisiones, vease el traba- 
Bl liser,^^ Buck^^ y Dunn y cols.^^ 
cepas de H. pylori son microaerofilas (CO, al 10%, O, 
» 5 T N: al 85%) y tambien crecen en el aire con mayor con- 
»ol' de CO 2 (10%). La temperatura optima para el aisla- 
•CE-: es de 35 °C a 37 °C, aunque algunas cepas crecen a 
“1 T Tambien se ha observado que la humedad elevada favo- 
el crecimiento. La mayoria de las cepas tardan 3 a 5 dias 
9 crecer y algunas requieren 7 dias de incubacion antes de que 
^o^rse el crecimiento. Pueden cultivarse en medios no 
tf^kcuvos que contienen sangre y producen pequenas colonias 
y translucidas. La tincion de Gram caractenstica (baci- 
c*c^ requenos, curvos y ligeramente pletoricos) y reacciones 
iPt^^pjvas para catalasa, oxidasa y ureasa proporcionan una 
flfcMificacion. 

—•A.S ESPECIES DE HELICOBACTER DE IMPORTANCIA CUNICA 

han aislado varias especies de Helicobacter distintas de 
^ pylori de seres humanos y se asocian con enferme- 
Estas especies son H. cinaedi, //. fennelliae, H. 
rmkidensis, H. canis, H. winghamensis, H. pullorurn, especies 
Helicobacter cepa “flexispira” CFlexispira rappinF), H. 
SE.'Hfl/?/?/ V^'G astro spirillum horninis'') y las especies de 


Helicobacter sin nombre CLO-3 (vease cuadro 8-6).97,2i5,288,293 
H. cinaedi. H. cinaedi, originariamente designado como CLO-1, 
antes conocido como '‘"Campylobacter cinaedT\ ha sido aisla¬ 
do de hisopados rectales tornados de varones homosexuales 
sintomaticos y asintomaticos.^’-^^^ Tambien se lo describio 
como causa de bacteriemia en dos varones homosexuales con 
tuberculosis concurrente,-^'* en pacientes con sindrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA)^*’^^’^^^ y en otro que era 
HIV seropositivo pero no tenia SIDA.^^^ Sin embargo, los 
informes sugieren que las infecciones por C cinaedi no estan 
limitadas a varones homosexuales o bisexuales. Por ejemplo, 
Vandamme y cols.^^^comunicaron el aislamiento de H. cinaedi 
en la sangre de dos mujeres sin ningiin registro de contacto 
sexual con hombres homosexuales y en las deposiciones de tres 
menores, dos de ellos ninas. 

Orlicek y cols, informaron un caso de septicemia y meningi¬ 
tis causado por //. cineadi en un recien nacido.^"^^ Como H. 
cinaedi ha sido identificado como habitante intestinal normal 
de hamsteres'^^’^^^ y la madre del recien nacido tuvo hamsteres 
domesticos durante los dos primeros trimestres del embarazo, 
es probable que hayan servido como reservorio para la trans- 
mision del microorganismo a la madre y que el recien nacido 
se colonizara durante el parto.^"^^ Kielbauch y cols, comunica- 
ron que el espectro clmico de enfermedad asociado con la 
infeccion por //. cinaedi incluye fiebre, bacteriemia y celulitis 
recurrente, y la mayoria de los pacientes tienen signos de infec¬ 
cion sistemica, como leucocitosis y a menudo trombocitope- 
nia.*^^ Estos mismos autores informan que el tratamiento con 
penicilina, tetraciclina o aminoglucosidos puede ser mas eficaz 
que con cefalosporinas, eritromicina o ciprofloxacina.'^^ 




r 
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!: a d ro 8-6 Especies de Helicobacter y microorganismos relacionados 


i^^PECIES 

^ uionychis 
- *r/i5 

-- ^izzozeronii 

( ^ 

naedi 

I 

ielis 

^ennelliae 
hepaticus 
^ muridariim 

I r^' mustelae 
yi nemestrinae 
H pametensis 
\ H pullorurn 
\ H. pylori 

I Especie de Helicobacter cepa flexispira 
H. heilmannii” 

CLO-3 


HUESPEDES 

Guepardos 

Ratones 

Perros 

Perros, seres humanos 
Seres humanos, hamsteres 

Gatos, perros 
Seres humanos 
Ratones 
Ratas, ratones 
Hurones 

Monos macacos de cola de cerdo 

Aves salvajes (golondrina, gaviota), cerdos 

Polios, seres humanos 

Seres humanos, monos, gatos 

Ovejas, perros, seres humanos 

Guepardos, seres humanos 

Seres humanos 


SITIO DE AISLAMIENTO 

Mucosa gastrica 
Bills, higado, intestino 
Mucosa gastrica 
Heces 

Sangre, hisopados rectales (seres humanos), intestinos 
(hamsters) 

Mucosa gastrica 

Sangre, hisopados rectales 

Higado, intestino 

Intestino 

Mucosa gastrica 

Mucosa gastrica 

Heces 

Intestinos, higado (polios), heces (seres humanos) 

Mucosa gastrica 

Higado (ovejas), estamago (perros), heces (seres humanos) 
Mucosa gastrica 
Hisopados rectales 
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Burman y cols, tambien ban comunicado la asociacion de 
lesiones cutaneas y artritis debidas a bacteriemia por H. cinae- 
La mayoria de las veces el aislamiento en sangre se logro 
con instrumentos de heinocultivo automatico despues de 5 o 
mas dias de incubacion. En general, los microorganismos no se 
observan en la tincion inicial de Gram del material de hemocul- 
tivo, pero se pueden visualizar mediante campo oscuro o tincion 
con naranja de acridina. //. cinaedi crece solo a 37 °C, muestra 
una resistencia intermedia a la cefalotina (disco de 30 pg) y 
reduce el nitrato a nitrito. Se pueden encontrar otras caracteris- 
ticas genotipicas y fenotipicas en la comunicacion de 
Kiehlbauch y cols.^^‘ El linico reservorio natural hasta ahora 
conocido de H. cinaedi es el tracto intestinal de los hamsteres, 
que puede servir como reservorio de infecciones humanas.'^* 

H. fennelliae. Designado originariamente CLO-2 y antes cono¬ 
cido como ^^Campylobacter fenneUiae'\^^^ este microorganis- 
mo tiene el olor caracteristico de los polvos de limpieza de 
hipoclorito.^^ Es sensible a la cefalotina y no reduce los nitra- 
tos a nitrito. Como sucede con H. cinaedi, H. fennelliae se ha 
aislado en hisopados rectales de varones homosexuales sinto- 
maticos y asintomaticos.^' Existe una comunicacion de este 
microorganismo aislado de la sangre de un hombre bisexual de 
31 anos con antecedentes de abuso de drogas intravenosas y 
serologia positiva para 

CLO-3. Especie sin nombre descrita originariamente por Fennell 
y cols.,^' CLO-3 puede ser separado de los otros CLO por su 
capacidad para crecer a 42 °C, su resistencia a la cefalotina y su 
incapacidad para reducir el nitrato (vease cuadro 8-4). Se ha ais¬ 
lado en el hisopado rectal de un varon homosexual sintomatico.^* 
Especie de Helicobacter cepa flexispira fflexispira rappinFV- Es¬ 
pecie de Helicobacter cepa “flexispira” (antes ^'Flexispira rap- 
pinD es el nombre propuesto^*^ para un microorganismo que es 
ureasa positivo y posiblemente muy relacionado desde el punto 
de vista genomico con H. pyloriP^ Sin embargo, es un micro¬ 
organismo recto no espiralado y fusiforme, con una superficie 
corrugada debido a la presencia de fibras periplasmaticas. 
Tiene multiples flagelos bipolares. No tiene fosfatasa alcalina 
ni crece a 30 °C pero si a 42 '’C y es resistente al metronidazol 
(5 pg), mientras que H. pylori tiene las caracteristicas opues- 
tas.'^*^ Se separa de las campilobacterias por las reacciones 
negativas para catalasa y nitrato y la incapacidad para crecer en 
glicina al 1%.'“* La especie de Helicobacter cepdL “flexispira” ha 
sido aislada en muestras de heces de seres humanos con sinto- 
mas de gastroenteritis y en hemocultivos, en deposiciones de 
perros^"^’^^^ y en fetos abortados de 

“Helicobacter heilmannii” (“Gastrospirillum hominis”). "Helico¬ 
bacter hielmannir es una bacteria espiralada no cultivada que 
se encuentra en la mucosa gastrica humana y es mas grande y 
mas apretadamente espiralada que H. pylori. El microorganis¬ 
mo es helicoidal, tiene 3,5-7,5 fm de longitud y 0,9 pm de dia- 
metro con extremos truncados aplanados en las puntas, seis a 
ocho espirales y hasta 12 flagelos con vaina de 28 nm de dia- 
metro en cada polo.^^^ McNulty y cols, propusieron el nombre 
“G. hominis”. Sin embargo, Solnick y cols.^^^ mostraron que 
"'Gastrospirillum'' es miembro del genero Helicobacter y pro¬ 
pusieron el nombre "H. heilmannii" en honor de Konrad 
Heilmann, histopatologo aleman que describio la primera serie 
grande de pacientes infectados por el microorganismo. 
Heilmann y Borchard informaron que la prevalencia de infec- 
cion por "Gastrospirillum" en pacientes que se presentaron 
para la endoscopia era inferior al "H. heilmannii" pare- 

ce ser ubicuo en animales domesticos, lo que sugiere que la 
infeccion humana puede adquirirse como zoonosis.^^ La 
infeccion humana por esta bacteria puede acompaharse por una 


gastritis cronica similar a la observada con la infeccion por H. 
pylori *28,192,2 12 , 222,286 

ESPECIES DE HELICOBACTER m HUMANAS 

Algunas especies de Helicobacter han sido aisladas de ani¬ 
males. Entre estas estan H. acinonychisf^^ H. bilisf^^ H. bizzo- 
zeronii,^^^ H. canis.^^"^ H. felis,^^^ H. hepaticus,^ H. niiirida- 
runi,^^^ H. mustelae,^^'^^^'^^^ H. neniestrinae^^ y H. pullorum.^^'^^^ 
En general, estas bacterias se encuentran en el estomago y el 
tubo digestivo bajo.'®^ Cuando estan presentes en el estomago. 
suelen asociarse con gastritis en el animal huesped. Algunas de 
estas cepas tambien han sido aisladas en seres humanos (vease 
cuadro 8-6). 

OTROS BACILOS GRAMNEGATIVOS MICROAEROFILOS 
Wolinella succinogenes. Es la especie tipo del genero Wolinella, 
defmida en la actualidad como anaerobia, catalasa negativa y 
sulfuro de hidrogeno positiva.^^ Sin embargo, se ha demostra- 
do que W. succinogenes es oxidasa positiva y capaz de util izar 
como aceptor terminal de electrones en condiciones micro- 
aerofilas (O^ al 2%), pero no bajo niveles atmosfericos de O.. 
Estos hallazgos, junto con otras pruebas sobre el sistema de 
transporte de electrones, indican que W. succinogenes no es un 
anaerobic, sino un microaerotllo que requiere No ha sido 
asociado con infecciones humanas. 

Sutterella wadsworthensis. Wexler y cols, propusieron el nombre 
S. wadsworthensis para un grupo de bacterias identificadas ori¬ 
ginariamente como C. gracilis pero que diferian en ca¬ 
racteristicas geneticas y bioquimicas de las cepas de C. gracilis 
tipicas.'^^’ Estos microorganismos son bacilos rectos gramnega¬ 
tivos que crecen en una atmosfera microaerofila o en condicio¬ 
nes anaerobias. Se diferencian de C. gracilis y de las especies 
de Campylobacter por ser oxidasa negatives, ureasa negatives 
y acetato de indoxilo negatives; resistentes a discos de bilis al 
20% y por no reducir el tetracloruro de tetrazolio en condicio¬ 
nes aerobias. Han sido aislados principalmente de infecciones 
humanas del aparato gastrointestinal.^^’ 


Identificacion definitiva de campilobacteres 
y bacterias relacionadas 

La morfologia de las colonias y las caracteristicas en la tin¬ 
cion de Gram de C. jejuni segiin se describieron antes tambien 
corresponden a la mayoria de las otras especies de Campy¬ 
lobacter. Sin embargo, la identificacion definitiva de las espe¬ 
cies depende de la determinacion de las caracteristicas fenoti¬ 
picas presentadas en el cuadro 8-4 o cuando estas pruebas no 
proporcionan la identificacion de una especie, las tecnicas 
moleculares. 

La sensibilidad diferencial al acido nalidixico y la cefalotina 
puede ser util para distinguir las especies mas frecuentemente 
halladas de Campylobacter segiin el esquema del recuadro 8-3 
si la cepa es sensible al acido nalidixico. Como las cepas clini- 
cas de C. jejuni y C. coli resistentes al acido nalidixico se en¬ 
cuentran cada vez con mayor frecuencia, estas pruebas se han 
tornado menos utiles. 

Luechtefeld y Wang^®^ tambien observaron que la resistencia 
de C. jejuni al cioruro de trifeni I tetrazolio (TTC) es util para 
distinguir C. fetus. La prueba para la hidrolisis de hipurato es 
de valor para separar C. jejuni de la especie estrechamente rela- 
cionada C. coli. La mayoria de las cepas de C. jejuni hidrolizan 
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Eicuadro 8-3 identificacion definitiva de las campilobacterias haliadas con mayor frecuencia 



ACIDO NALIDiXICO 

CEFALOTINA 

TTC* 

HIDROLISIS DE HIPURATO 

HIDROLISIS DE ACETATO DE INDOXILO 

, K/i/ subespecie jejuni 

V 

R 

R 

+ 

+ 


S 

R 

R 

- 

+ 

terns subespecie fetus 

R 

S 

S 

- 

- 

lari 

R 

R 

S 

— 

- 


" T7C: cloruro trifeniltetrazolio. 


«l hipurato a acido benzoico y glicina. El procedimiento rapi- 
de Hwang y Ederer para la hidrolisis de hipurato, descrito 
oa el capitulo 12, es apropiado para evaluar las cepas clinicas 
especies de Campylobacter. Morris y cols.^^^ describen un 
Hi^odo mas sensible para detectar acido benzoico utilizando 
SDmatografia gas-liquido (GLC). Esta aplicacion es una exten- 
fiwo del procedimiento comunicado antes por Kodaka y 
que utilizaron un medio de hipurato-formato-fumarato 
^ara detectar no solo hidrolisis de hipurato mediante GLC sino 
ffloQbien la utilizacion de formato y fumarato. 

Mills y Gherna^^^ describieron el uso de una prueba rapida 
detectar la hidrolisis de acetato de indoxilo por especies de 
C^ipylobacter. Algunos estudios han mostrado que todas las 
cepas de C. jejuni, C. coli, C. curvus, C. helveticus, C. rectus, 
C showae, C. upsaliensis, Arcobacter butzleri, A. cryaerophi- 
Id y Helicobacter fennelliae hidrolizan el acetato de indoxilo, 
•entras que la mayoria de los otros campilobacteres son nega- 
Otras varias caracteristicas bioquimicas y fisi- 
» pueden ser utiles para separar las distintas especies de 
Campylobacter y similares a Campylobacter (vease cuadro 8- 
- • Una revision extensa de los metodos de identificacion para 
campilobacterias, helicobacterias y microorganismos relacio- 
■iJos ha sido publicada por 

Ifontificacion rapida de campilobacteres a partir de colonias 
t jiuestras de heces 

En la mayoria de los casos la aparicion de colonias peque- 
iis. lostadas a grises y acuosas que tienden a aplanarse en agar 
-clectivo para Campylobacter, y que muestran una forma en 
“S“ y una morfologia en alas de gaviota caracteristicas en la 
:mci6n de Gram y que son oxidasa y catalasa positivas, sera 
mficiente para establecer el diagnostico de campilobacteriosis 
CD los pacientes con smdrome diarreico. 

Hodge y cols.^^^ recomiendan el uso de tecnicas de inmuno- 
fluorescencia directa en el cribado rapido de muestras de heces 
lie pacientes con smdrome diarreico agudo. Este enfoque tiene 
la posibilidad de eliminar las conjeturas involucradas en la 
'Sierpretacion de los frotis tehidos con Gram. Sin embargo, no 
^ dispone de react!vos comerciales. 

^UEBAS DIFERENTES DEL CULTIVO 

Se han utilizado las pruebas de aglutinacion del latex para la 
♦ientificacion de especies de Campylobacter. Estas pruebas 
^filizan colonias aisladas para identificar C. jejuni y C. coli 
i^ero no distinguen entre ambos.^^^’^^^ Su capacidad para identi- 
Gcar correctamente C. lari es variable. 

Tambien se pueden utilizar sondas de acidos nucleicos para 
la confirmacion de especies de Campylobacter en cultivo.^^^ La 


prueba de identificacion de cultivos de Campylobacter 
AccuProbe (Gen-Probe, Inc., San Diego, CA) se basa en una 
sonda de DNA que proporciona una identificacion rapida de C. 
jejuni, C. coli y C. lari directamente de las colonias bacteria- 
nas.^*® La sonda es no radiometrica y esta marcada con un ester 
quimioluminescente de acridinio. Las reacciones se leen en un 
luminometro. 


METODOS DE DETECCION DIRECTOS 

Se han creado inmunoanalisis enzimaticos para evaluar las 
propiedades de virulencia de C. jejuni y para la deteccion 
directa de antigeno de Campylobacter en muestras de heces 
(ProSpecT Campylobacter, Alexon-Trend, Inc., Ramsey, 
La prueba para Campylobacter ProSpecT que se 
comercializa es menos sensible que el cultivo (sensibilidad, 
80% a 96% en los estudios publicados), pero es altamente 
especifica para C. jejuni/C. coli}^ 134.312 gj ^^sayo no produce 
reacciones cruzadas con C. upsaliensis", sin embargo, estaespe- 
cie se encuentra pocas veces en el laboratorio clmico. Varios 
investigadores han ideado pruebas de PCR para la deteccion 
directa de especies de Campylobacter en muestras de 
heces. No obstante, antes de que puedan ser transferi- 

das al laboratorio clmico, se necesita un procedimiento tecni- 
camente sencillo y practico para la extraccion de DNA de las 
muestras de heces que elimine los inhibidores de la PCR. 

Cultivo y aislamiento de Helicobacter pylori 
MUESTRAS PARA EL AISLAMIENTO DE H. PYLORI 

Para el diagnostico de gastritis asociada con H. pylori, la tin- 
cion histologica y el cultivo de muestras de biopsia han sido 
considerados las pruebas de referenda (gold standard)}^ Las 
muestras apropiadas incluyen las biopsias gastricas y duodena- 
les. Las muestras deben ser frescas y su transporte no se debe 
diferir por mas de 3 horas. Las muestras pueden mantew^r^^ 
hasta durante 5 horas si se las almacena a 4 ®C. El tejido debe 
mantenerse hiimedo mediante el agregado de 2 mL o menos de 
solucion isotonica esteril. 


PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO 

Moler las muestras en un molinillo de vidrio esmerilado brin- 
da un crecimiento mayor que picar o frotar la muestra en una 
superficie de agar. El material debe inocularse en un medio de 
agar sangre no selectivo, como placas de agar infusion de ence- 
falo y corazon para brucelas (BHI) o agar tripticasa soja con el 
agregado de sangre de camero o caballo al 5%. Se observa esca- 
so crecimiento en las placas comerciales de agar chocolate; por 
lo tanto, no se recomienda este medio. Como estas bacterias son 
sensibles a la cefalotina, H. pylori no crece en ningun medio 
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selective que contenga cefalosporinas. Muchos laboratories ban 
tenido buenos resultados utilizando agar de Thayer-Martin 
modificado como medio selective para el aislamiento de //. 
pylori en cultivos mixtos. Las placas se incuban a 37 ""C en un 
medioambiente microaerofilo y hiimedo. En general, el creci- 
miento se observa en 3 a 5 dias. Los dates no publicados de los 
experimentos llevados a cabo en el Laboratorio de Microbio- 
logia del University of Illinois Hospital se muestran en el cua- 
dro 8-7. Debido al peligro de utilizar un jarro para anaerobios 
sin un catalitico, recomendamos el uso de la jarra Campy 
GasPak (columna 2 en el cuadro 8-7). El crecimiento ocurrio en 
la jarra Campy GasPak pero no en la Poly Bag con una mezcla 
de gases Campy (columna 4 en el cuadro 8-7), presumiblemen- 
te porque el agua agregada al sistema anterior proporciona la 
humedad necesaria para el crecimiento. 

IDENTIFICACION DE H. PYLORI 

Las colonias de H. pylori son pequenas, grises, translucidas 
y debilmente P-hemoliticas. La tincion de Gram pone en evi- 
dencia bacterias gramnegativas curvas y de tincion palida con 
formas en alas de gaviota y “U” caracteri’sticas. Se puede hacer 
una identificacion presuntiva con reacciones positivas para oxi¬ 
dasa y catalasa, y una reaccion de ureasa extremadamente rapi- 
da (en minutos). En el cuadro 8-4 se mencionan otras caracte- 
risticas de identificacion. 


PRUEBA DE UREASA EN BIOPSIA (PRUEBA CLO) 

Una tecnica mas rapida, pero algo menos sensible y especi- 
fica que las pruebas mencionadas, es la tecnica de ureasa en 
biopsia (prueba CLO). En esta prueba, se introduce la muestra 
de biopsia mucosa en un medio que contiene urea y un colo- 


rante sensible al pH. Si la muestra contiene ureasa, la urea se 
desdobla y el amoniaco resultante produce una elevacion del 
pH y un Cambio ulterior en el color del indicador. Esta prueba 
puede dar resultados falsos negativos cuando la presencia del 
microorganismo es muy escasa, o resultados falsos positivos si 
aparecen en la muestra otros microorganismos que desdoblan 
la urea.^^^ 

PRUEBAS NO INVASIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION 
POR H. PYLORI 

La infeccion por H. pylori se puede diagnosticar mediante 
ensayos invasivos que requieren endoscopia (cultivo, tincion. 
PCR, prueba CLO) o mediante ensayos no invasivos en los 
cuales no es necesaria la endoscopia. En la ultima categoria se 
incluyen el metodo de la ureasa, la deteccion de antigeno y la 
serologia. 

Metodo de la ureasa. Se describieron dos metodos de la ureasa. 
El primero, denominado prueba de la urea y el aire espirado, 
requiere que el paciente ingiera urea marcada con ^"^C disuelta 
en agua, seguido por la recoleccion de muestras de aire espira¬ 
do que son analizadas para detectar la presencia de ‘"‘CO, a los 
60 minutos. Un segundo metodo utiliza urea radiomarcada que 
contiene Despues de su ingestion, la urea radiomarcada 

es degradada en amoniaco y dioxido de carbono por la ureasa 
de H. pylori en el estomago. El amoniaco se absorbe en la san- 
gre y se excreta con la orina. Se evalila la cantidad de [’^urea], 
que refleja la magnitud de la infeccion por H. pylori, midiendo 
la abundancia y la tasa de excrecion de en amoniaco en la 
orina. Se comunica que la sensibilidad de la prueba de excre¬ 
cion de '^NH^ es del 96% con una especificidad del 100% 
cuando se compara con los pacientes que eran H. pylori positi¬ 
vos mediante cultivo y tincion de Gram.^^"^ 


Cuadro 8*7 Comparacion de los medios de cultivo y las condiciones atmosfericas para el crecimiento de Helicobacter pylori 


CONDICIONES DE INCUBACION* 


MEDIOS DE AGAR 

Jarra de anaerobiosis 
sin catalitico 

Jarra Campy 
GasPak 

Jarra de anaerobiosis 
con catalitico 

Poly Bag (mezcla 
Campy Gas)* 

Aire atmosferico 
con CO^ al 5% 

Brucela con sangre de carnero al 5% 

Mejor crecimiento 
p-hemolitico 

Muy buen crecimiento 
p-hemolitico 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Tripticasa soja con sangre de carnero al 5% 

Muy buen crecimiento 

Buen crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Infusion de cerebro y corazon con sangre 
de caballo al 5% 

Muy buen crecimiento 

Buen crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Chocolate (Becton Dickinson 
Microbiology Systems, 

Cockeysville, MD) 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Chocolate (GIBCO) 

Colonias pequenas 

Colonias pequenas 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Chocolate (recien preparado) 

Colonias muy pequenas 

Colonias muy 
pequenas 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Campy-BAR (de Blaser) 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

Sin crecimiento 

*Todos los cultivos fueron incubados a 37 "C y leidos despues de 5 dias. 

^0^ al 5%; CO^al 10%; al 85%. 

Datos de K. Ristow; University of Illinois Hospital, Chicago IL 
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leteccion de antfgeno. Existe un preparado comercial de enzi- 
xnmunoanalisis (ELISA) para la deteccion directa de anti- 
de H. pylori en muestras de heces para utilizarlo en el 
—gnostico y el seguimiento (Premier Platinum HpSA, 
Wer-dian Bioscience, Cincinnati, OH). Algunos estudios han 
sf=^trado que la prueba de sensibilidad es aproximadamente 
^9% y la especificidad, 94% a 95%.^°^’^^^ 

9tB^dos serologicos. Las pruebas serologicas para detectar anti- 
c»?fpos contra H. pylori se han utilizado principalmente para es- 
epidemiologicos, pero tambien pueden utilizarse para 
t^mrolar la eficacia del tratamiento. El formato principal es la 
frrweba ELISA para la deteccion de IgG, aunque existen pruebas 
ST igluiinacion del latex. Tambien se puede detectar IgA e IgM 
ftr:* 'On menos utiles desde el punto de vista del diagnostico. Un 
ricoiema intnnseco es establecer un valor basal de positividad 
que, en ciertas poblaciones, la prevalencia de titulos eleva- 
436 de anticuerpos es relativamente alta. En un estudio extenso 
^ reclutas del ejercito, Smoak y cols.^^^ observaron una tasa de 
idad global del 26,3%. Esta tasa aumento del 24,0% en el 
de 17 a 18 anos al 43% en el grupo de 24 a 26 ahos. La 
RjRi’positividad para los negros fue del 44%, para los hispanos, 
y para los blancos, del 14%. 

•’^iCISION DE LAS PRUEBAS INVASIVAS Y NO INVASIVAS 
EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR H. PYLORI 

C»--fler y cols.^* evaluaron la precision de varias pruebas para 
la infeccion por H. pylori que incluyen la prueba de 
y el aire espirado, la medicion de las concentraciones de 
»fc‘uerpos de IgG e IgA en suero, y las muestras de biopsias 
c: para la prueba CLO, histologia y tincion de Warthin- 

Estos autores observaron que la tincion de Warthin-Starry 
la mejor sensibilidad y especificidad, aunque la prueba 
•GlO. la de la urea y el aire espirado y las concentraciones de IgG 
m iiieron estadisticamente diferentes para determinar el diag- 
correcto. Estos autores arribaron a la conclusion de que 
W' Tueba de la urea y el aire espirado y la serologia IgG no inva- 
s-ijn tan precisas para predecir la condicion de H. pylori en 
no tratados como las pruebas invasivas CLO y 
•^--in-Starry. La ausencia de inflamacion antral cronica exclu- 
^ : ' precision la infeccion por H. pylori. 

^et>BACTERES ENTEROHEPATICOS 

mayoria de los helicobacteres intestinales aislados de 
humanos (p. ej., H. canadienses, H. cinaedi, H. ferine- 
son ureasa negativos. La diferenciacion entre estas heli- 
r » K:terias catalasa positivas y ureasa negativas de las campi- 
< ■-iv-x'\trias entericas similares a C. jejuni puede ser dificil. Los 
de temperatura pueden ser utiles, ya que H. cinaedi y 
£ (A^nelliae no crecen a 42 °C (C jejuni y C. coli lo hacen). 
C y C. coli tambien hidrolizan el acetato de indoxilo, 

“ atr^LS que H. Cinaedi, no. H. pullorum puede distinguirse de 
^ sobre la base de su resistencia al acido nalidixico. 


- T II: FAMILIAS VIBRIONACEAE 

' i£R0M0NADACEAE” 


-\:genia de Vibrionaceae 

.ombre Vibrionaceae fue propuesto originariamente por 
en 1965 con la intencion de agrupar algunos bacilos 


gramnegativos no entericos fermentadores que eran oxidasa 
positivos y moviles por medio de flagelos polares. Este agru- 
pamiento se hizo porque era conveniente al objetivo de dife- 
renciar estos microorganismos de las enterobacterias y no im- 
plicaba siempre una relacion taxonomica entre las especies 
incluidas. Los Vibrionaceae abarcaban en otra epoca cuatro ge- 
neros: Vibrio, Aeromonas, Photobacterium y Plesiomonas. Sin 
embargo, en las ultimas decadas distintos metodos para el ana* 
lisis de acidos nucleicos han revolucionado la taxonomia 
microbiana y han conducido a la reestructuracion de esta fami- 
lia a lo largo de Imeas filogeneticas y el establecimiento de dos 
generos nuevos: Listonella y Shewanella, y de una familia 
nueva: Aeromonadaceae.^'^^^’^^^ La ubicacion filogenetica 
correcta del genero Plesiomonas sigue sin resolver. 

Genero Vibrio 

Las especies de Vibrio tienen tanto interes historico como 
contemporaneo. V cholerae es el agente etiologico del colera 
asiatico en los seres humanos, una enfermedad diarreica poten- 
cialmente grave que ha sido un azote para la humanidad duran¬ 
te siglos. Descrito por primera vez y nombrado por Pacini en 
1854, fue aislado 32 anos mas tarde por Koch, que lo denomi- 
no '‘bacilo en coma” debido al aspecto curvo o en forma de 
coma caracteristico de las celulas bacterianas individuals. 

Se han producido siete pandemias de colera desde 1816- 
1817. La mas reciente, causada por V cholerae OL biotipo El 
Tor, comenzo en 1961 en Indonesia, se propago rapidamente 
a Asia, Europa, Africa y el Pacffico Sur y alcanzo Sudamerica 
y America Central en 1991. Ademas, se han comunicado 
algunas epidemias menores de smdromes diarreicos e infec- 
ciones extraintestinales causados por los serogrupos no 01 de 
V cholerae y por varias especies halofilas descritas reciente- 
mente en los Estados Unidos en varios estados de la costa del 
Golfo desde comienzos de la decada de 1970.^"^^ La mayo¬ 
ria de las infecciones ocurrieron despues de la ingestion de 
mariscos contaminados y mal cocidos. Tambien se informa- 
ron infecciones de heridas luego de traumatismos al nadar o 
trabajar en aguas infectadas o por la exposicion a animales 
marines. 

El punto de este comentario es que los microbiologos clmi- 
cos deben tener presente la posibilidad de hallar especies de 
Vibrio en muestras de heces diarreicas y deben mantenerse 
informados sobre el modo de aislar e identificar las distintas 
especies. Quienes trabajan en laboratorios no costeros tienen 
menos posibilidades de encontrarlos que los que trabajan en 
hospitales de la costa del Golfo; no obstante, con los viajes por 
el mundo y el envio de mariscos a los mercados del interior, 
todos deben estar alertas. 

TAXONOMIA 

Las cepas de Vibrio cholerae aisladas en los casos clasicos 
de colera pandemico se aglutinan en lo que se ha designado 
antisuero 01. Las cepas que no se aglutinan en este antisuero se 
denominan V cholerae no 01 (si se determina esta especie bio- 
quimicamente) u otros distintos nombres de especies de vibrio- 
nes, como V. parahemolyticus o V mimicus. Dado que la espe¬ 
cie no 01 no suele causar smdromes diarreicos tan graves ni 
potencialmente mortales como la especie 01 o puede asociarse 
mas a menudo con infecciones extraintestinales, la diferencia¬ 
cion temprana entre los dos grupos puede adquirir una impor- 
tancia clinica considerable. Aunque se han identificado 35 o 
mas especies de Vibrio, todos son microorganismos ambienta- 
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les salvo lU se denominan “especies marinas de vibriones” y 
no ban sido asociados con infecciones humanasJ^^ 

DESCRIPCION Y SINDROMES CUNICOS ASOCIADOS DE ESPECIES 
DE VIBRIO DE IIVIPORTANCIA HUMANA 

Las especies que se aislan en seres humanos y potencial- 
mente producen enfermedad pueden dividirse en dos grupos: 
Vibrio cholerae y los vibriones no colericos. 

Vibrio cholerae. Vibrio cholerae es el agente etiologico del cole- 
ra epidemico y endemico en los seres humanos. Dentro de la 
especie, existen muchas diferencias entre las cepas tanto en 
potencial patogenico como epidemico (cuadro 8-8). Las cepas 
pueden ser divididas segun las diferencias en la composicidn 
de su pared celular (antigeno O somatico) que forma la base del 
esquema de serotipificacion que clasifica los microorganismos 
en 139 serogrupos diferentes. Todos comparten el antigeno fla- 
gelar (H) comun. A mediados de la decada de 1930 se deter¬ 
mine que todas las cepas pandemicas eran aglutinadas con un 
unico antisuero designado 01. Las cepas de V cholerae tipo 01 
pueden separarse, ademas, en uno de tres serogrupos: Inaba, 
Ogawa e Hikojima. Estos serogrupos son importantes para 
estudios epidemiologicos. For ejempio, la pandemia actual de 
colera que comenzo en 1961 es causada por el serogrupo 
Ogawa, mientras que un foco de colera que es endemico en la 
region de la costa del golfo de los Estados Unidos se asocia con 
V cholerae serotipo Inaba 01.^^^ En enero de 1991, aparecio 
simultaneamente el colera epidemico en varias ciudades coste- 
ras del Peru y desde entonces ha sido comunicado en Ecuador, 
Chile, Colombia. Brasil y los Estados Unidos. Este brote apa- 
rentemente se debe tambien a una cepa distinta de la cepa pan¬ 
demica y ha sido identificado como serotipo Inaba 01, biotipo 
El Tor.51 

Las cepas epidemicas de la serovariedad 01 pueden dividir¬ 
se a su vez en las biovariedades clasica y El Tor. El Tor es un 
biotipo de V cholerae activamente hemolitico que fue aislado 
en la estacion El Tor Quarantine en Egipto. Se ha observado 
que la cepa El Tor es mas resistente y mas capaz de sobrevivir 
en el medioambiente; ademas, se han informado portadores 
cronicos de la cepa El Tor en la bibliografia.^^’ Actualmente, se 
reconoce el vibrion El Tor como biotipo de V cholerae y es res- 
ponsable de la mayoria de los brotes epidemicos actuales del 
colera clasico. La pandemia actual de colera que comenzo en 
1961 es causada por la biovariedad El Tor, al igual que los bro¬ 


tes de la costa del Golfo y Sudamerica. La biovariedad clasica 
casi ha desaparecido, salvo por raros aislamientos en la India. 
Algunos estudios de Bangladesh indican que el biotipo clasico 
ha resurgido.^^^ 

Colera: resena historica mundial. Se han producido siete 
pandemias de colera en la resena historica registrada: se sabe 
que las tres ultimas se deben al Vibrio cholerae serogrupo 01. 
La septima pandemia de colera, originada en Clebes, Indone¬ 
sia, en 1961, se propago a todo el mundo y alcanzo el conti- 
nente sudamericano en 1991. El surgimiento y la rapida propa- 
gacion del colera causado por un nuevo serotipo designado 
0139 Bengala en octubre de 1992 en nueve paises (India. 
Bangladesh, Paquistan, Tailandia, Nepal, Malasia, Burma. 
Arabia Saudita y China) sugiere la posibilidad del inicio de la 
octava pandemia.^^’^^’^®^’^^ Para una sinopsis de la pandemia de 
colera de los siglos xix y xx, se remite al lector a la revision 
publicada por Lacey. 

Vibrio cholerae 0139 Bengala toxigenico. En octubre de 
1992, comenzo una epidemia de enfermedad similar al colera 
en Madras, India, y se propago a Calcuta, Bangladesh y 
muchos otros lugares de la India y el sudeste de Asia.^^"^ La 
cepa no pudo ser identificada como ninguno de los 138 tipos 
conocidos de V cholerae y por lo tanto representaba un nuevo 
serogrupo, 0139 (sinonimo Bengala para indicar su primer ais- 
lamiento de las areas costeras de la bahia de Bengala).^® La 
cepa produjo epidemias grandes de colera en Bangladesh, India 
y paises vecinos y, durante una epoca, reemplazo en gran pane 
a las cepas de V. cholerae 01 en las areas afectadas. Desde 1996 
hasta 2002. la mayoria de los casos de colera en Bangladesh 
fueron causados por V cholerae 01 biotipo El Tor, pero en 
marzo de 2002, volvio a surgir V cholerae 0139 como el pato- 
geno predominante.^^ Existen tres puntos importantes para con- 
siderar en relacion con este nuevo serotipo: 1) los smtomas aso¬ 
ciados con la infeccion por V cholerae 0139 sugieren que e^ 
indistinguible del colera causado por V cholerae 01 y debe ser 
tratado con el mismo reemplazo rapido de liquidos, 2) la rapi¬ 
da propagacion de V cholerae 0139 indica que la inmunidaa 
preexistente contra V cholerae 01 ofrece poco beneficio pro¬ 
tector o ninguno, y los viajeros a las areas afectadas no deben 
asumir que la vacunacion contra el colera es protectora contr- 
la cepa V cholerae 0139, y 3) los metodos de identificacion de 
laboratorio de V cholerae 01 dependen de la deteccion del anti¬ 
geno 01 sobre la superficie de la bacteria y, por lo tanto, no 
identifican la cepa nueva.” Los rasgos fenotipicos, serologico^ 


Cuadro 8-8 Caracteristicas de Vibrio cholerae 

METODO 

DE CLASIFICACION 

ASOCIADOS CON EPIDEMIAS 

NO ASOCIADOS CON EPIDEMIAS 

Serogrupos 

1 

No 01 (serogrupos 02-0138)* 

Biotipos 

Clasico, El Tor 

Biotipos no aplicables a cepas no 01 

Serotipos 

Inaba, Ogawa, Hikojima 

Estos tres serotipos no son aplicables a cepas no 01 

Toxina 

Producen la toxina del colera 

Habitualmente no producen la toxina del colera; a 
veces producen otras toxinas* 

*f/w serogrupo designado 0J39 Bengala aparecio en Calcuta, Bangladesh y otras partes de la India en 1992; produce la toxina del colera 
en caniidades similares a las producidas por V. cholerae 01 y se ha propagado en proporciones epidemicas a traves del suheontinente Indio. 
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r vxigenicos de V. cholerae 0139 Bengala han sido comunica- 
" ^ por Nair y cols.^^^ 

Colera: hemisferio occidental. En enero de 1991, el colera 
roJemico, que no habia sido comunicado en Sudamerica en el 
XX. aparecio simultaneamente en varias ciudades costeras 
i Peru y se propago con rapidez a toda Sudamerica y 
!erica Central. 

Ep los Estados Unidos, existe un foco ambiental pequeno del 
r/ c holerae potencialmente epidemico a lo largo de la costa 
/“J Golfo,^^^ El colera causado por esta cepa ha sido ligado en 
f inayoria de los casos con cangrejos mal cocidos u ostras cru- 
obtenidos de esta costa. En 1973, se comunico en Texas el 
FTj^er caso de colera en los Estados Unidos desde 1911.^^° 
fe r rue seguido en 1978 por la comunicacion de 11 casos en 
1 Z'siana y en 1981 con otros dos brotes en Texas que com- 
^ c-'.Jieron 18 casos.^^ Se observe que los cangrejos obtenidos 
f" e^ftuarios cercanos eran el vehiculo de la infeccion en los 
: de Louisiana, mientras que el mas grande de los dos bro- 
ra ie Texas se rastreo hasta la contaminacion de arroz cocido 
del enjuague accidental con agua del medioambiente que 
F^-jnia la cepa del brote.^^"^ En la actualidad, se sabe que 44 
clones por V. cholerae 01 toxigenicas fueron adquiridas en 
Estados Unidos entre 1973 y 1987.^^“ Todas fueron resulta- 
^ cW las exposiciones en Louisiana y Texas cerca de la costa 
Golfo. En 1991, se comunicaron 26 casos de colera en los 
Unidos; 18 estuvieron vinculados con el brote de 
P'^^Tierica.^^ En 1992, se comunicaron 103 casos de colera en 
Estados Unidos: 75 fueron asociados con un brote a bordo 
uelo de Aerolmeas Argentinas entre la Argentina y Los 
- ,eles en febrero de 1992. En 1993 y 1994, se comunicaron 
^ casos de colera en los Estados Unidos, respectivamen- 
7>e estos, 65 (94%) se asociaron con viajes al exterior. Tres 
ios fueron casos de V cholerae 0139 confirmados por cul- 
en \ iajeros al Asia.^"^ Desde 1995 a 2000, se comunicaron 
■ - - de colera; 6 se asociaron con un foco ambiental ende- 
V 8, con mariscos importados.^^^ 

' serotipos no 01 de V cholerae han sido asociados con 
^ dislados de enfermedad diarreica, aunque la mayoria de 
.epas no 01 no producen la toxina del colera, pero parecen 
^ ^.^wir una enterotoxina diferente. Tambien se han aislado 

- ^ Je heridas e infecciones sistemicas. En una revision de 

de bacteriemia por V. cholerae no 01, Safrin y cols.^^"^ 
:n!caron que la tasa de casos fatales para 13 pacientes en 
‘j^les se conocio el resultado fue del 61,5%. La mayoria 
casos conocidos han ocurrido en pacientes inmunode- 
:: 'dos. sobre todo con procesos malignos hematologicos o 
iis. Pitrak y GindorU^® informaron un caso de celulitis 

- rxiemica causado por V. cholerae no 01 que se adquirio en 

de agua dulce tierra adentro en el norte de Illinois. 

~ ::3tologfa de la gastroenteritis inducida /70f Vibrio cholerae. V 
ue es el prototipo de los smdromes diarreicos en los 
la enfermedad no es causada por invasion tisular de los 
■ ^rganismos sino a traves de la produccion de toxinas 
^ lectan el intercambio intraintestinal normal de agua y 
“ - 4itos. Las cepas toxigenicas generan una toxina que se 
jn receptor sobre la membrana de la celula epitelial, 
ia adenilatociclasa y produce niveles elevados de ade- 
■rrionofosfato ciclico (cAMP) e hipersecrecion de sal y 
“ rO que conduce a la diarrea caracteristica en “agua de 
del colera. En el recuadro 8-4 se proporciona un relato 
~ c de la secuencia paso a paso de la gastroenteritis induci- 
^ ■ V. cholerae. La figura 8-1 es una ilustracion esquema- 
modo de accion de la toxina colerica. Para una revi- 
u 3mplia del colera que incluye patogenia y factores de 


Recuadro 8-4 Secuencia que conduce a la gastroenteritis 
inducida por V. cholerae 


1. Los microorganismos ingeridos en aguas contaminadas deben pasar ph- 
mero las secreciones altamente acidas del estomago. Se calcula que se 
necesitan 10‘° microorganismos por mililitro para sobrevivir al pasaje 
gastrico en las personas sanas; se necesitan solo unos 100 microorga¬ 
nismos por mililitro en las personas hipoclorhidricas. ya sea debido a 
una gastrectomia previa o por la ingestion de antiacidos en el tratamien- 
to de la enfermedad ulcerosa gastrica. 

2. Para producir enfermedad. las celulas bacterianas de V. cholerae deben 
adherirse a las celulas epiteliales de la mucosa gastrica e intestinal. 

Estas bacterias son moviles y secretan mucina. dos propiedades que 
ayudan a la penetracion de la capa protectora de mucina que revisie la 
superficie de la mucosa gastroenterica. La fijacion de las bacterias es un 
mecanismo complejo que requiere el reconocimiento por parte de las 
celulas bacterianas de un marcador de superficie sobre las celulas epite¬ 
liales al que se pueden unir. 

3. V. cholerae produce una molecula de enterotoxina compuesta por dos 
subunidades: una subunidad A (activa) y una subunidad B (fijadorai. La 
subunidad A esta compuesta por dos peptidos: Aj con actividad de toxi¬ 
na y A,, que facilita la penetracion de la subunidad A en la celula. La 
subunidad B une la molecula de toxina a los receptores gangliosidos 

especificos de la toxina del colera sobre la membrana de la celula 
epitelial intestinal. Hay cinco subunidades B por molecula de toxina, 
dispuestas en un anillo alrededor de un centro que contiene la enzima 
A,. La union inicial ocurre rapidamente, seguida de un cambio confor- 
macional lento en la molecula de la toxina. que conduce a la internali- 
zacion de la enzima A^ en la celula huesped; por lo tamo, existe una 
fase de latencia corta (15 a 60 minutos) entre el momento en que se 
ingiere el agua infectada por colera y el comienzo de los smtomas. A 
traves de una serie de pasos. A, cataliza la ADP-ribosilacion de la pro- 
teina reguladora (estimuladora). que la traba en el estado active. La 
protema G^ actua para retornar la adelinato ciclasa de su forma inactiva 
a su forma activa. lo que a su vez produce una elevacion intracelular en 
el AMP ciclico (AMPc; vease fig. 8-1).^’* 

4. El AMP ciclico impide la reabsorcion de iones sodio a traves de la 
membrana del ribete en cepillo de la celula epitelial intestinal y la 
excrecion de bicarbonate de sodio y potasio en la luz intestinal. El quilo 
intestinal tiene alias concentraciones de sodio y cloro (isotonico), bicar¬ 
bonate (dos veces la concentracion del plasma) y potasio (tres a cinco 
veces la concentracion del plasma). Por lo tanto, el agua pasa pasiva- 
mente desde las celulas epiteliales a la luz intestinal en respuesta a los 
altos gradientes de presion osmotica, siguiendo el viejo adagio, “donde 
va el sodio. va el agua”. 

5. Por lo tanto, existe una secrecion difusa de liquido desde las celulas epi¬ 
teliales intestinales y la acumulacion de grandes cantidades de agua en 
la luz intestinal. El ritmo de produccion de liquido aumenta entre 3 y 10 
boras despues de la exposicion. La perdida de liquido persiste hasta 
durante 5 dfas en los pacientes que no reciben antibioticos, despues de 
lo cual las celulas bacterianas del intestino se eliminan por un mecanis¬ 
mo desconocido del huesped. El resultado son grados variados de des- 
hidratacion y desequilibrio electrolitico que pueden conducir a acidosis 
metabolica. hipopotasemia, shock y muerte en los casos extremos. 


virulencia, se remite al lector a las publicaciones de Koper y 
cols., y Sack y cols.*^*’^^^ 

Tratamiento y prevencion de las infecciones /jor Vibrio cholerae. La 

mayoria de V. cholerae son destruidos rapidamente por la tetra- 
ciclina; sin embargo, la secrecion de liquido puede persistir 
durante varias horas despues del tratamiento por el efecto de la 
toxina que ya esta ligada a las celulas mucosas. La correccion 
de las perdidas hidroelectroliticas es esencial y se necesita 
hasta un litro o mas de liquido por hora. La antibioticoterapia 
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Toxina del colera 


Receptor de la glucoprotema 
GM1 


Membrana celular 



ENTEROCITO 


Fig Lira 8-1 Accion de la toxina del colera (veanse los detalles en el recuadro 8-4). 


(p. ej., trimetoprima-sulfametoxazol o tetraciclina) ayuda a 
acortar la duracion de la diarrea y reducir el periodo de porta- 
cion; sin embargo, los antibioticos deben considerarse auxilia- 
res de la rehidratacion energica. Ademas, durante las ultimas 
decadas ban surgido cepas de V cholerae resistentes a los anti- 
bioticos.^^^’^^^ Se puede reducir el riesgo de colera y diarrea del 
viajero siguiendo la regia general “hiervalo, cocmelo, pelelo u 
olvidelo”. En particular, los viajeros no deben consumir: 1) 
agua no hervida ni tratada, ni hielo fabricado con esta agua; 2) 
alimentos o bebidas de vendedores callejeros; 3) pescado y ma- 
riscos crudos o parcialmente cocidos, incluido el ceviche y 4) 
verduras mal cocidas. Las ensaladas Was de mariscos pueden 
ser particularmente peligrosas. Se ha realizado un trabajo con¬ 
siderable en relacion con el desarrollo de vacunas orales contra 
el colera.^^^ Dos vacunas orales estan autorizadas en varios pai- 
ses fuera de los Estados Unidos. Una consiste en V cholerae 
destruidos mas la subunidad colera B, la otra es un mutante avi- 
rulento de V. cholerae. Actualmente no se comercializa ningu- 
na vacuna contra el colera en los Estados Unidos. 
yibriones no colericos. La mayoria de los casos de infecciones 
por vibriones en los Estados Unidos ban sido causados por es- 
pecies no endemicas distintas de V cholerae. En el cuadro 8-9 
se mencionan el habitat natural y la distribucion geografica, los 


medios de cultivo necesarios para la recuperacion optima, la> 
reacciones bioquimicas claves y los smdromes clmicos asocia- 
dos con las especies no colericas de importancia medica. El ter- 
mino no colerico probablemente sea un nombre erroneo por- 
que muchas cepas pueden causar una enfermedad diarreica 
grave, ademas de las infecciones extraintestinales que pueden 
conducir a una septicemia mortal. En la mayoria de las infec¬ 
ciones, los smtomas son menos graves y de menor duracion 
que lo que se experimenta en el colera epidemico clasico. 

Algunas especies de vibriones no colericos producen entero- 
toxinas similares a las descritas para V. cholerae. Ademas. 
algunas especies producen enfermedad invasiva y simulan ma> 
estrechamente la disenteria por Shigella', otras especies, V. vuU 
nificus en particular, pueden invadir los linfaticos intestinales > 
causar septicemia. Las afecciones extraintestinales producida^ 
por Vibrio con mas frecuencia son infecciones de heridas cuta- 
neas u otitis externa, por contaminacion de la piel al nadar o 
navegar en aguas marinas infectadas o despues de manipular 
mariscos crudos contaminados.^^"^*^®^ El siguiente es un breve 
relato de la microbiologia y los smdromes clmicos asociado^ 
con cada una de las especies de Vibrio no colericos. 

V alginolyticus, V. alginolyticus fue clasificado originaria- 
mente como biotipo 2 de parahaemolyticus. La mayoria de 
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Icsdro 8‘9 Caracteristicas de las especies de Vibrio de importancia clmica distintas de V. cholerae 


HABITAT NATURAL, DISTRIBUCION 
GEOGRAFICA; MODOS 

DE INFECCION HUMANOS 

MEDIOS PARA EL 

CRECIMIENTO OPTIMO EN 
CULTIVOS DE LABORATORIO 

REACCIONES 

BIOQUfMICAS 

CLAVES 


SINDROMES 

CLINICOS 

•oiyticus 

Habitat: medioambiente marino 

Supiemento de NaCl necesario para el 

Lisina 

+ 

Asociado con infeccio- 


Infeccion: exposicion de la piel traumatiza- 

crecimiento en medios no selectivos. 

Arginina 

- 

nes de tejidos blan- 


da a agua salada o animales infectados 

Crece en agar sangre y medios ente- 

Voges-Proskauer 

+ 

dos: parece tambien 



ricos 

NaCl al 8% 

+ 

tener un papel etio- 



Colonias amarillas en agar tiosulfato- 

NaCl al 10% 

V 

logico en las infec- 



citrato-bilis-sacarosa (TCBS) 



ciones de heridas y 

I 





oticas 

U K pmtktiela CDC 

Habitat: medioambiente marino 

Requiere NaCl al 1 % en medios de 

Arginina 

+ 

Asociado con infeccio- 

If EF-5 

Infeccion: exposicion de la piel lesionada o 

cultivo no selectivos. Buen creci- 

Voges-Proskauer 

+ 

nes de heridas 

%»»sfendo al 

de heridas traumaticas a animales marines 

miento en agar sangre. Colonias ver- 

Fermentacion: 


humanas 

j 

infectados o agua marina contaminada 

des en agar TCBS. Crecimiento opti- 

Glucosa 

+ 


^ T^nHobacterium i 


mo a 25 °C 

Manitol 

- 





Galactosa 

-1- 





Trehalosa 

-1- 



Habitat: todo el mundo; endemico en 

Supiemento de Na"^ de los medios de 

Arginina 


Gastroenteritis y sin- 


Bangladesh. En los Estados Unidos: costa 

cultivo menos criticos que otras 

NaCl al 6% 

+ 

drome diarreico 


del Golfo, Nueva York y estuaries de la 

especies de Vibrio halofilicas. 

Glucosa (gas) 

- 

similares al colera: 


costa noroccidental del PaciTico 

Colonias amarillas en agar TCBS 

Hidrolisis de 

- 

diarrea acuosa, 

\ 

Infeccion: ingestion o contacto con agua 


esculina 


vomitos, deshidrata- 


contaminada 


Aminovalerato 

+ 

cion; probablemente 

\ 



Glutarato 

- 

inducidos por ente- 






rotoxina 

■T 

Habitat: endemico en las aguas marinas y 

Supiemento de Na^ para el crecimien¬ 

Glucosa (gas) 

+ 

Aislado en pacientes 

f 

los estuarios de Asia 

to optimo en medios de cultivo no 

Hidrolisis de 

- 

con diarrea y gastro¬ 


Infeccion: ingestion o contacto con agua 

selectivos 

esculina 


enteritis, sobre todo 


contaminada 

Colonias amarillas en agar TCBS 

Aminovalerato 

- 

turistas que regresan 




Glutarato 

+ 

de Asia 

' /if i^lisae 

Habitat: medioambiente marino en la costa 

Supiemento de NaCl al 1-2% necesa¬ 

Indol 

+ 

Aislado en pacientes 

\ 

del Golfo y los estados de la bahia de 

rio para el crecimiento. Escaso creci¬ 

Lisina 

- 

con diarrea y gastro¬ 


Chesapeake 

miento en agar TCBS o de 

Arginina 

- 

enteritis. Se comuni- 


Infeccion: consume de mariscos crudes 

MacConkey. Cribado para colonias 

Ornitina 

- 

ca la invasion del 



oxidasa positivas en agar sangre 

Motilidad (des¬ 

- 

torrente circulatorio 

'I 



pues de 7 dias) 


en pacientes con 

f 



Urea 

- 

anomalias hepaticas 

• ^tschnikovii 

Habitat: en todo el mundo en aguas dulces 

Crece bien en la mayoria de los 

Oxidasa 


Asociado con casos 


y marinas salobres, rios, aguas de dese- 

medios de aislamiento de laborato- 

Nitrato 

- 

raros y aislados de 


cho; tambien en camarones, cangrejos y 

rio. El supiemento de sodio no es tan 

Voges-Proskauer 

+ 

infecciones huma¬ 


langostas 

critico como para otros vibriones 



nas: septicemia. 


Infeccion: causa del colera de las aves de 

halofflicos. Colonias amarillas en 



infecciones urinarias. 


corral; exposicion o ingestion de agua o 

agar TCBS 



heridas. peritonitis 


animales contaminados 





*'■ mimicus 

Habitat: aguas costeras, y ostras y 

Crece en medios de aislamiento enteri- 

Sacarosa 

_ 

Sindrome diarreico 


camarones 

co. Colonias verdes en TCBS 

Manitol 

+ 

relacionado con la 


Infeccion: ingestion de mariscos mal 


Ornitina 

+ 

produccion de toxi- 


cocidos (sobre todo ostras) 


Lipasa 

V 

nas termolabiles y 




Voges-Proskauer 

- 

termoestables; tam¬ 




Polimixina 

S 

bien infecciones oti¬ 






cas del nadador 


(Continua) 
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Cuadro 8-9 Caracteristicas de las especies de Vibrio de importancia clinica distintas de V; cholerae (cont.) 


ESPECIE 

HABITAT NATURAL, DISTRIBUCION 
GEOGRAFICA; MODOS 

DE INFECCION HUMANOS 

MEDIOS PARA EL 
CRECIMIENTO OPTIMO EN 
CULTIVOS DE LABORATORIO 

REACCIONES 

BIOQUfMICAS 

CLAVES 


SfNDROMES 

CLfNICOS 

V parahaemolyticus 

Habitat: distribucion mundial en aguas dul- 

Crecimiento lento en medios no 

Lisina 

-I- 

Gastroenteritis aguda: 


ces y saladas. Endemico en Japon 

selectivos. Cribado de colonias oxi¬ 

Arginina 

- 

nauseas, vomitos. 


Infeccion: ingestion de mariscos contamina- 

dasa positivas en agar sangre. 

Voges-Proskauer 

- 

colicos abdominales, 


dos: peces y mariscos crudos 

Colonias verdes en agar TCBS 

Lactosa 

- 

fiebre, escalofrios 




Salicina 

- 

Prueba de Kanagawa 




Ureasa 

V 

positiva 




Indol 

-1- 

Extraintestinales: heri¬ 






das y septicemia 


+ Septicemia potencial- 
+ mente mortal; morta- 

- lidad del 50%. Alta 

+ asociacion con 

enfermedad hepatica 
preexistente. Las 
heridas son doloro- 
sas, con necrosis 
cutanea y muscular 

S: sensible, 90% o mayor; V: variable, 11-89%; -i-; positive, 90% o mayor; - negative, 90% o mayor. 


V vulnificus (Vibrio Habitat; agua costera y estuaries 
lactosa positiva) Infeccion: ingestion de ostras crudas; expo- 
sicion de heridas traumaticas a animales 
marinos infectados o agua contaminada 


NaCi al 1% necesario para el creci- Lactosa 
miento. Crecimiento bueno en agar- Lisina 
sangre. Colonias verdes (85%) o Arginina 
amarillas (15%) en agar TCBS Salicina 


los cepas clmicas se aislan de heridas superficiales^^’^^®’^^^’^”^^ o 
del oido externo.'^'“^^ Tambien se ha comunicado conjuntivi- 
tis,^^^ gastroenteritis aguda,^^^ bacteriemia^^'^^y fascitis ne- 
crosante""^ causadas por alginolyticus. 

V, carchariae. V, carchariae es un patogeno de los tiburones, 
pero se ha informado un caso de infeccion de una herida en una 
nina de 11 anos atacada por un tiburon mientras caminaba por 
el agua hasta el nivel de las rodillas en la costa de Carolina del 
Sur.^^^ V. carchariae puede ser diferenciado de especies simila- 
res desde el punto de vista bioquimico (V alginolyticus, V. 
parahaemolyticus, V. vulnificus) por hidrolisis negativa de gela- 
tina a 22 °C, motilidad negativa a 36 °C y reaccion de omitina 
descarboxilasa negativa. Las otras especies tienen las reaccio- 
nes opuestas. 

V cincinnatiensis. La infeccion humana causada por esta 
especie de Vibrio es rara. Ha sido aislado en sangre y liqui- 
do cefalorraquideo de un paciente de 70 ahos con bacterie- 
mia y meningitis.^* El paciente fue tratado con ampicilina 
(dia 1) y moxalactam durante 9 dias, y se recupero sin com- 
plicaciones. 

V damsela (Photobacterium damsela). V Damsela, antes 
denominado grupo CDC EF-5, ha sido comunicado como cau¬ 
sa de infecciones de heridas humanas, fundamentalmente des¬ 
pues de la exposicion a agua salada.^"* *^^-^^^ La mayoria de las 
cepas son resistentes a la penicilina y sensibles a gentamicina, 
cloranfenicol y tetraciclina. MacDonell y ColwelF^^ propusie- 
ron trasladar V damsella al genero Listonella. Con posteriori- 
dad. Smith y cols, sugirieron que L. damsela debe ser reasig- 
nado al genero Photobacterium}^^ 

V fluvialis Antes designado como CDC grupo EF-6, V flu- 
vialis ha sido aislado de seres humanos con diarrea. Esta espe¬ 
cie fue aislada en cultivos fecales de mas de 500 pacientes con 
diarrea en el Cholera Research Laboratory en Bangladesh 
durante un periodo de 9 meses entre 1976-1977.*'^ En los 


Estados Unidos, el microorganismo ha sido aislado en una 
herida de un paciente en Hawai, en agua y sedimento en la 
bahia de Nueva York, en mariscos de Louisiana, en agua y 
mariscos de los estuarios del Pacifico noreste, en un hombre de 
81 anos de Laredo, Texas, con diarrea,^**^ en las deposiciones 
de un lactante de un mes de vida*^* y en las deposiciones de un 
hombre de 43 anos con SIDA.*^”^ 

V. furnissiL Antes designado como V. fluvialis biogrupo 2, V 
fumissii ha sido aislado de pacientes con gastroenteritis aguda 
al menos en dos brotes de intoxicacion alimentaria^^ y de las 
heces de un lactante de un mes de vida.*^^ 

L hollisae. Antes designado como grupo EF-13 de los CDC. 
V hollisae ha sido aislado principalmente en muestras de heces 
de personas con diarrea y dolor abdominal y antecedente de 
ingesta de mariscos crudos."^ *^^’^^^ Se describieron raros casos 
de infeccion sistemica causada por V hollisae y mas a menudo 
involucran una sepsis bacteriana en personas con deficiencias 
inmunes subyacentes.^*^-^^ Las pruebas sugieren que V holli¬ 
sae puede compartir con V. vulnificus una predileccion por la 
invasion del torrente circulatorio en personas con anomalias 
hepaticas.^^ 

V metschnikovii. V metschnikovii, antes grupo enterico 16 
de los CDC, se aisla a menudo del medioambiente, pero pocas 
veces de muestras clmicas humanas. El primer caso documen- 
tado de infeccion humana fue de la sangre de un paciente con 
colecistitis en el Cook County Hospital en Chicago. Mas 
recientemente, Hansen y cols, comunicaron dos casos de septi¬ 
cemia por V. metschnikovii: un caso fatal en un paciente con 
cirrosis hepatica, insuficiencia renal y diabetes; y otro de una 
mujer de 82 anos con problemas respiratorios y una lesion 
infectada en la pierna, que fue tratada con exito.*^^ Las cepas 
aisladas en humanos remitidas a los CDC para identificacion 
incluyen dos provenientes de muestras de orina y cuatro, de 
fuentes desconocidas.^^ 
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t mimicus Antes clasificado como V. cholerae sacarosa 
■rsaci^o. V mimicus ha sido aislado en mariscos y agua y en 
JticKiciones diarreicas humanas e infecciones oticas.^^'^^' 

L parahaemolyticus. V. parahaemolyticus produce gastro- 
aKnas en seres humanos luego de la ingestion de mariscos 
OMtaminados,^^^ cuyo mecanismo no fue dilucidado. Desde 
>e ha comunicado la propagacion pandemica de infec- 
cmes por V parahaemolyticus debidas a un unico cion en 
vio paises asiaticos.^^^ Los smtomas son diarrea acuosa a 
waces >anguinolenta, colicos abdominales, nauseas, vomitos, 
^sbikr 2 L hipertermia leve y escalofrios. En general, la enferme- 
leve a moderada y autolimitada, con una duracion de 2 
• 3 dias. Tambien se describieron infecciones extraintesiinales 
par V parahaemolyticus, principalmente de heridas en contac- 
1 ? con agua salada, aunque pocas veces se comunico una sep- 
pcrffiia primaria.^^^ Ha aparecido un biotipo urea positivo que 
SI >ido la causa de varios brotes recientes, a menudo asociados 
3DC la ingestion de ostras crudas contaminadas.^ ^^’^^^’^^^ Janda 
]i cols.’^- ponen en evidencia que el 70% de los cultivos de V. 
parahaemolyticus remitidos para la identificacion al 
LiJSxatono de Enfermedades Microbianas en el Laboratorio 
Departamento de Salud de Berkeley, California, fueron ure- 
Aa positivos. Se han informado hallazgos similares en la costa 
scroccidental del PaciTico7^® 

Mas del 95% de las cepas de V. parahaemolyticus aisladas de 
CBCientes con diarrea son Kanagawa positivas; es decir, hemo- 
&zan los eritrocitos humanos en agar de Wagatsuma.*^ La 
semolisina es tanto citotoxica como cardiotoxica. Solo alrede- 
4ar del 1% de las cepas aisladas de medioambientes marinos 
jno Kanagawa positivas7^^ La consecuencia es que la actividad 
3; hemolisina de Kanagawa se asocia con la patogenia de la 
pistroenteritis por V. parahaemolyticus. Sin embargo, la aso- 
CLicion de hemolisina de Kanagawa con la patogenia nunca fue 
cTobada y de hecho Honda y 00^7“*^ informan que 11 de 12 
:cDas de V. parahaemolyticus aisladas en pacientes durante un 
broie de gastroenteritis en 1985 en las Maldivas fueron Kana- 
riwa negativos. 

En general, la rehidratacion es el unico tratamiento nece- 
sario. 

V. vulnificus. Antes clasificado en el grupo EF-3 de los 
CDC. V. vulnificus fue denominado al principio Vibrio lactosa 
positivo por Hollis y cols, en 1976.*^^ V. vulnificus es una espe- 
cie particularmente virulenta asociada con infecciones de 
heridas despues de la exposicion a agua salada contaminada y 
?epticemias primarias y muerte luego del consumo de maris¬ 
cos contaminados (habitualmente ostras crudas).^^*^’’^^^ Una 
alta tasa de mortalidad (40-60%) se asocia con las infecciones 
>epticas.'^^ Los microorganismos alcanzan el torrente circula- 
torio e invaden la mucosa intestinal. Los pacientes con enfer- 
medad hepatica son particularmente susceptibles a la septice- 

Las condiciones medicas que predisponen a la bacteriemia 
por V. vulnificus incluyen disfuncion hepatica y sindromes que 
conducen a un aumento del deposito de hierro: cirrosis croni- 
ca, hepatitis, talasemia mayor, hemocromatosis y antecedentes 
de consumo importante de alcohol.Los smtomas principales 
asociados con la sepsis son fiebre, escalofrios y vomitos, que 
comienzan unas 38 horas despues de ingerir ostras crudas. La 
diarrea no suele ser un componente del sfndrome. 

METODOS DE AISLAMIENTO DE VIBRIOS EU EL LABORATORIO 

Existen cuatro posibles enfoques del abordaje de laboratorio 
del aislamiento de las especies de Vibrio de muestras clmicas: 


1. Utilizar procedimientos normales y no realizar ningun es- 
fuerzo especiTico por buscar especies de Vibrio. 

2. Utilizar procedimientos y medios de siembra normales, y 
buscar colonias oxidasa positivas. 

3. Incorporar agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS) 
como placa extra para los coprocultivos y tambien para otras 
muestras probables, como las de heridas, sangre, ojo y oido. 

4. Utilizar otros procedimientos especiales para aumentar el 
aislamiento de V. cholerae, V parahaemolyticus y otras 
especies de Vibrio. 

Para los laboratorios del medioeste de los Esiados Unidos. 
donde los cultivos positivos para especies de Vibrio pueden ser 
pocos, parece mas apropiado el primero o el segundo enfoque. 
En los laboratorios cercanos a los oceanos, sobre todo los loca- 
lizados en las areas endemicas, puede estar indicado el tercero 
o el cuarto enfoque. Sin embargo, las desventajas del uso siste- 
matico de agar TCBS son el mayor costo para una recuperacion 
relativamente baja y que es posible que algunas especies o 
cepas de Vibrio no crezcan bien en agar TCBS. En estos casos, 
puede estar indicado todavia el uso de un medio selectivo o un 
enriquecimiento en caldo alcalino, que se explicara en una sec- 
cion posterior. 

Recoleccion de muestras, procesamlento y seleccion de medios. Se 

debe notificar al personal de laboratorio si el medico sospecha 
un smdrome colerico o infecciones extraintesiinales por espe¬ 
cies de Vibrio. Las muestras deben ser recogidas tan pronto 
como se presente la enfermedad. En los estadios diarreicos 
agudos de la enfermedad, las muestras pueden recolectarse del 
recto con un cateter de goma blando o un hisopo o de una 
pequeha porcion de las heces liquidas evacuadas. El cultivo del 
vomito tambien puede producir microorganismos, sobre todo 
en las primeras etapas de la enfermedad. 

Las muestras deben transportarse en recipientes cerrados 
para preservar la humedad y transferirse a medios de cultivo lo 
antes posible. En general, las especies de Vibrio son muy sen- 
sibles al desecamiento, la exposicion a la luz solar y el desa- 
rrollo de un pH acido. Tambien son inhibidas facilmente por la 
flora intestinal normal o por microorganismos contaminantes. 
Si no se pueden preparar cultivos de inmediato. las especies de 
Vibrio se mantienen viables en medio de transporte semisoli- 
do de Cary-Blair durante un periodo prolongado. Se debe evi- 
tar el uso de un medio de transporte salino con glicerol y buf¬ 
fer. Si no se cuenta con un medio de transporte, se puede 
embeber en la muestra de heces una lira de 5 cm x 1.25 cm de 
papel secante grueso, colocarla en una bolsa de plastico sella- 
da y luego enviarla hasta el laboratorio de referencia mas cer- 
cano.'^^ Las muestras sospechosas de albergar especies de 
Vibrio deben ser inoculadas en agar sangre de camero al 5% y 
agar de MacConkey. Cada supervisor de laboratorio debe 
determinar si se debe inocular tambien una placa de agar 
TCBS, un tubo de enriquecimiento alcalino con agua peptona- 
da 0 ambos segun la prevalencia de enfermedades relaciona- 
das con Vibrio en cada localidad. Si no se utiliza agar TCBS, 
se deben evaluar las colonias hemoliticas que aparecen en agar 
sangre de camero despues de una incubacion durante toda la 
noche para detectar actividad de citocromo oxidasa. Se puede 
tocar en forma individual y evaluar de inmediato cada colonia 
representativa para la reaccion de oxidasa utilizando reactivo 
de Kovac o se puede dejar caer una o dos gotas de este reacti¬ 
vo en un area sobre la superficie de la placa donde se presen- 
tan las colonias sospechosas. El rapido desarrollo de color 
azul indica una prueba positiva. Las colonias oxidasa positivas 
pueden ser transferidas a agar TCBS para la identificacion de 
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otras especies utilizando caractensticas bioquimicas y otras 
caracteristicas. 

Los caldos de enriquecimiento con agua peptonada alcali- 
na (APW) deben cultivarse en agar TCBS para una mejor eva- 
luacion de las colonias que crecen despues de otras 24 a 48 
horas de incubacion. El APW que contiene peptona al 1% y 
NaCl al 1% a un pH de 8,6 es un caldo de enriquecimiento de 
uso simple que puede recomendarse en situaciones en que se 
anticipan bajas concentraciones de microorganismos en la 
muestra (p. ej., en estadios de convalecencia de la enferme- 
dad). El pH alto del medio sirve para suprimir el crecimiento 
de muchas bacterias intestinales comensales mientras permi- 
te la multiplicacion desinhibida de V cholerae. Se deben rea- 
lizar subcultivos en agar TCBS o agar gelatina dentro de las 
12 a 18 horas. dado que otros microorganismos pueden 
comenzar a crecer exageradamente en el caldo despues de una 
incubacion prolongada. APW tambien es un medio de trans- 
porte excelente si las muestras no pueden entregarse de inme- 
diato al laboratorio para el procesamiento. Se recomienda 
colocar aproximadamente 1 mL de liquido o 1 gramo de 
heces formadas en 10 mL de APW en un tubo con tapa a 
rosea; como alternativa, se pueden colocar hisopados rectales 
en un tubo que contiene 1 a 2 mL de APW.'^^ 
tdentificacion presuntiva de especies de Vibrio sobre la base de la 
morfologia de las colonias y microscopica. Los vibriones crecen 
facilmente en la mayoria de los medios de aislamiento; el ere- 
cimiento de todas las especies aumenta con el agregado de 
NaCl al 1% al medio. En los casos tipicos, las colonias son 
lisas, convexas, de consistencia cremosa, bianco grisaceas y 
tienen hordes continuos. En ocasiones, se encuentran colonias 
rugosas que se adhieren al agar. Algunos vibriones marinos 
pueden moverse en forma ascendente sobre la superficie de los 
medios de agar, asociados con la formacion de celulas largas 
con flagelos laterales. Este fenomeno no se observa en la 
mayoria de las cepas aisladas en los seres humanos. 

Desde el punto de vista microscopico, se observan bacilos 
gramnegativos rectos o curvos (vease lamina en color 8-2D). 
La caracteristica curva de las celulas se puede advertir mejor en 
la fase estacionaria temprana en los cultivos en caldo; en la fase 
de crecimiento logaritmico, se entremezclan formas cocoides 
rectas o redondeadas. Aunque se puede realizar un diagnostico 
presuntivo de colera observando gran cantidad de bacilos cur¬ 
vos en las muestras de heces con tincion directa de Gram, se 
necesita la recuperacion del microorganismo en cultivo para la 
identificacion definitiva. 

Las reacciones diferenciales en agar TCBS son utiles para 
hacer una identificacion presuntiva de V cholerae, V. alginoly- 
ticiis, V. parahaemolyticiis y V. vulnificus. Despues de 18 a 24 
horas de incubacion en agar TCBS, V. cholerae crece como 
colonias amarillas lisas, de 2 a 4 mm de diametro con un cen- 
tro opaco y una periferia transparente (vease lamina en color 
8-2A). Las colonias de V. alginolyticus, que tambien fermen- 
tan la sacarosa, producen, ademas, colonias amarillas en agar, 
TCBS; V parahaemolyticiis y V. vulnificus, que no utilizan 
sacarosa, producen colonias verdes azuladas (vease lamina en 
color 8-2B). En agar gelatina V cholerae crece como colonias 
transparentes rodeadas de un halo opaco que indica licuefac- 
cion de la gelatina (vease lamina en color 8-2C). O'Brien y 
Colwell describieron un agar taurocolato-telurito-gelatina 
modificado para la diferenciacion entre V. cholerae (^-galac- 
tosa positivo) y V. parahaemolyticiis) (|3-galactosa sobre la 
base de la hidrolisis de 4-metilumbeliferil-P-D-galactosa, ade¬ 
mas de la determinacion de hidrolisis de gelatina y reduccion 
de telurito.^"^® 


CARACTERIZACION BIOQUIMICA E IDENTIFICACION 
DE LABORATORIO DE LAS ESPECIES DE VIBRIO 

Los miembros del genero Vibrio son anaerobios facultati- 
vos capaces tanto de metabolismo respiratorio como fermen¬ 
tative. Sin embargo, como crecen y reaccionan en medios de 
prueba para hidratos de carbono designados para el metabo¬ 
lismo fermentative, son clasificados con los fermentadores. El 
habitat natural para las especies de Vibrio es acuatico, tanto en 
agua dulce como salada. El crecimiento y la reactividad bio- 
quimica de la mayoria de las especies aumentan en medios de 
prueba diferenciales complementados con cloruro de sodio al 
1% y al 2%. 

La mayoria de las especies de Vibrio producen citocromo 
oxidasa, una caracteristica que las separa de las enterobacte- 
rias. For lo tanto, estan incluidas en el grupo de fermentadores 
oxidasa positivos -especies de Aeromonas, especies de 
Plesiomonas y especies de Chromobacterium- de los cuales 
deben ser diferenciadas (cuadro 8-10). Como V cholerae fer- 
menta la glucosa, se observa una reaccion que combina pro- 
fundidad acida/agar inclinado (pico de flauta) alcalino en agar 
hierro de Kligler. Como tambien se fermenta la sacarosa, se 
observa una combinacion profundidad acida/porcion inclinada 
acida en agar triple azucar hierro. V cholerae produce tanto 
lisina como ornitina descarboxilasas. 

Los trabajadores de laboratorio que utilizan agar lisina hie¬ 
rro para evaluar las cepas aisladas en heces observaran que V. 
cholerae, A. hydrophila y P shigelloides producen una combi¬ 
nacion agar inclinado violeta/profundidad violeta debido a la 
descarboxilacion de lisina. Se puede utilizar arginina para 
separar V cholerae (negativo) de Aeromonas y Plesiomonas 
(positivo). La mayoria de las cepas de A. hydrophila hidrolizan 
la esculina, lo que las distingue de los otros microorganismos 
incluidos en el cuadro 8-10. Las diferencias en la utilizacion de 
lactosa. sacarosa, manitol e inositol tambien sirven para dife- 
renciar estos generos. 

V cholerae, que incluye el biotipo El Tor, puede ser distin- 
guido de otras especies de Vibrio per su capacidad para produ- 
cir una prueba de la cuerda positiva (vease lamina en color 8- 
2E). Para realizar esta prueba, se mezclan colonias bacterianas 
con algunas gotas de desoxicolato de sodio al 0,5% en un por- 
taobjetos de vidrio. Se introduce un ansa inoculadora en la 
mezcla y se la separa de la gota. V. cholerae produce una cuer¬ 
da larga que se vuelve mas tenaz despues de 60 segundos o mas 
(otros vibriones pueden dar una reaccion de la cuerda inicial 
que disminuye o desaparece 45 a 60 segundos mas tarde). Una 
aglutinacion positiva en portaobjetos con antisuero O poliva- 
lente tambien es litil para diferenciar V cholerae de otras cepas 
estrechamente relacionadas (vease lamina en color 8-2F). El 
biotipo El Tor se puede distinguir de las cepas clasicas de V 
cholerae por varias caracteristicas (cuadro 8-11). Las cepas El 
Tor son activamente [J-hemoliticas en agar sangre (vease lami¬ 
na en color 8-2G) y capaces de aglutinar eritrocitos de polio 
(vease lamina en color 8-2H). La prueba de los eritrocitos de 
polio se realiza mezclando un manojo de eritrocitos de polio 
lavados (suspension al 2,5% en solucion salina) con celulas 
bacterianas de un cultivo puro por evaluar. El agrupamiento 
visible de los eritrocitos indica el biotipo El Tor, a diferencia de 
las cepas 01 clasicas de V. cholerae que carecen de esta pro- 
piedad. Las cepas clasicas de V cholerae son sensibles a 50 UI 
de polimixina B en la prueba de difusion en disco; las cepas El 
Tor son resistentes. Las cepas El Tor tambien son Voges- 
Proskauer positivas, mientras que las cepas clasicas de V cho¬ 
lerae son Voges-Proskauer negativas. Lesmana y cols, descri¬ 
bieron una prueba CAMP modificada para diferenciar el bioti- 
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j Cuadro 8-1Q Bacilos gramnegativos fermentadores oxidasa positives: caracteristicas diferenciales de Aeromonas hydrophila. 


1 Pleisomonas shigelloides. Chromobacterium violacium y Vibrio cholerae 

1 

CARACTERISTICAS 

.... 

A. HYDROPHILA 

P. SHIGELLOIDES 

C. VIOLACEL M 

V CHOLERAE 

f 

Agar hierro de Kligler (agar inclinado/ 

K/A/- 

K-A/A/- 

KJAJ- 

KJPJ- 

profundidad/sulfuro de hidrogeno) 





Catalasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

Esculina 

+ 

- 

- 

- 

Motilidad 

+ 

+ 

+ 

+ 

ONPG 

+ 

+ 

- 

+ 

Indol 

+ 

+ 

- 

+ 

Voges-Proskauer 

(+) 

- 

- 

(-) 

Lisina descarboxilasa 

+ 

+ 

- 

+ 

Omitina descarboxilasa 

- 

+ 

- 

+ 

Hidratos de carbono: 





Lactosa 

(-) 

(+) 

- 

- 

Sacarosa 

+ 

- 

(-) 

+ 

Manitol 

+ 

- 

- 

+ 

Inositol 

- 

+ 

- 

- 

Crecimiento en peptona, 1% con: 





NaCl al 0% 

+ 

+ 

+ 

+ 

NaCl al 7% 

- 

- 

- 

- 

NaCl al 11% 

- 

- 

- 

- 


I • 90% o mas de las cepas son positivas; f+^, 51-89% de las cepas son positivas, (-) 10-50% de las cepas son positivas; menos del 10% de las cepas son positivas; V: variable; 
I K. 'A : alcalino/dcido; K - A/A: alcalino a dcido/dcido; ONP: o-nitrofenil-fi-D-galactopirandsido. 


DO clasico (CAMP negative) del biotipo El Tor (CAMP positi- 
' 0 fuerte).*^^ Las cepas V. cholerae 0139 tambien demuestran 
ima reaccion CAMP positiva fuerte, mientras que las cepas no 
01 y no 0139 dan una reaccion CAMP positiva debil. La prue- 
ra iC realiza inoculando una cepa de S. aureus productora de 
T^ialisina (ATCC 25178) en una placa de agar sangre de car- 
MO al 5% haciendo una unica linea recta y luego inoculando 
especies de Vibrio por evaluar en una linea perpendicular a 
h estria de S. aureus y a algunos mihmetros de ella. Las placas 
incuban en una jarra de anaerobiosis por extincion con vela 
2 37 ®C durante 18 a 20 boras y se observan para detectar zonas 
hemolisis sinergica (vease protocolo 8-1). Para los laborato- 
-os capaces de realizar pruebas de sensibilidad a fagos IV, las 
cepas El Tor son resistentes a este fago. 

Como primer paso en la identificacion de especies de Vibrio, 
Selly y cols.*^** ban disenado un esquema dicotomico para 
^parar en seis grupos sobre la base de sus reacciones con siete 
pruebas: requerimiento de NaCl al 1% para el crecimiento en 
r^o con nutrientes; produccion de oxidasa; reduccion de ni- 
■aio a nitrito; fermentacion de mio-inositol y produccion de 
•rgmina dibidrolasa, lisina descarboxilasa y omitina descarbo- 
xilasa. Su esquema se reproduce en el cuadro 8-12. El agrupa- 
!?uento de las especies de esta forma proporciona una identifi- 
c^icion presuntiva simple de la mayoria de las cepas clmicas. Se 
isieden obtener otras reacciones claves y una correlacion clmica 
-»nsultando el cuadro 8-9. Overnam y cols.^^^ recomendaron el 
mso de la banda API 20E para realizar las pruebas bioquimicas 
aecesarias para bacer identificaciones de los miembros mas 
3tkllados de los Vibrionaceae. Sin embargo, una evaluacion mas 
reciente de los sistemas de identificacion comerciales mostro 
Gue los seis metodos identificaban correctamente solo el 63% 
aI 5l% de las especies de Vibrio evaluadas.^'^' Para V cholerae 
particular la precision vario del 50% al 97%. Por lo tanto, 
k>s autores arribaron a la conclusion de que se deben tomar 


precauciones extremas en la interpretacion de los resultados 
de los sistemas comerciales de identificacion de las especies de 
Vibrio. 

Metodos distintos del cultivo. Se ba creado una prueba de tirita 
reactiva inmunocromatografica para la deteccion rapida de V 
cholerae 01 y 0139 en las muestras de beces. En una evalua¬ 
cion de la prueba en Madagascar y Bangladesh, donde el cole- 
ra es endemico, la sensibilidad vario del 94% al 100% y la 
especificidad, del 84% al 100%.^^^ Bhuiyan y cols, modificaron 
el procedimiento realizando un enriquecimiento durante 4 
boras en agua peptonada alcalina antes del ensayo con tirita 
reactiva.^^ Con este otro paso, la sensibilidad y la especificidad, 
respectivamente, fueron del 96% y del 92% para V. cholerae 01 
y del 93% y el 98% para V. cholerae 0139. 


Cuadro 8-11 Diferenciadon entre biotipos de Vibrio cholerae 

PRUEBA 

CLASICO 

EL TOR 

Prueba de la cuerda 

+ 


p-hemolitico en agar sangre de camero 

- 

+ 

Prueba de CAMP 

- 


Prueba de Voges-Proskauer 

- 

+ 

Aglutinacion de eritrocitos de polio 

- 

+ 

Sensibilidad a 50 U de polimixina B 

S 

R 

Sensibilidad a fago IV 

s 

R 

+: prueba positiva; prueba negativa; S: sensible; R: resistente.. 







Cuadro 8*12 Ocho pruebas diferenciales claves para dividir las 12 especies de Vibrio de importancia clinica en sets grupos 






REACCIONES DE LAS ESPECIES EN: 






GRUPO 1 

GRUPO 2 

GRUPO 3 

GRUPO 4 


GRUPO 5 



GRUPO 6 


PRUEBA 

V. V 

cholerae mimicus 

V. metsch- 

nikovii 

V. cincintia- 

tiensis 

V 

hollisae 

V 

damsela 

y. 

fluvialis 

y 

furnissii 

y algino- 
lyticus 

V. para- 
haemolyticus 

y 

vulnificus 

y 

carchariae 

Crecimiento en caldo de nutrientes 













Sin agregado de NaCl 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

Con agregado de NaCl al 1% 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Oxidasa 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Nitrato nitrito 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Fcrmentacion de mif;-inositol 

- 

- 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 


- 

Lisina descarboxilasa 

+ 

+ 

V 

V 

- 

V 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Omitina descarboxilasa 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

+ 

V 

- 

Toelos los datos son para reacciones dentro de los 2 dias de 35 °C a 37 °C; +: la mayoria de las cepas (en general 90-100%) son positivas; la mayorfa de las cepas son negativas (en general 0-10% positivas); V; 
entre 10-89% son positivas. Los resultados claves estdn recuadrados. 

Tornado de Kelly MT. Hickman-Brenner FW, Farmer JJ HI: Vibrio. En Sallows A (ed): Manual of Clinical Microbiology, 5th ed, pp 384-395. @TFN: Washington DC, American Society for Micmbiologv. 1991. 

variable. 
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Generos Listonella, Photobacterium yShewanella 

MacDonell y ColwelP^ propusieron restructurar los Yihrio- 
para incluir el establecimiento de dos generos nuevos, 
Usionella y Shewanella, dentro de la familia. A traves de estudios 
ic secuenciacion de ribonucleotidos rRNA 5S algo complejos y 
maliiis de agrupamiento, estos autores arribaron a la conclusion 
ie que varias especies de Vibrio, en especial V anguillarum, V 
prla^ius y V damsela deben ser transferidas a un nuevo genero 
^jpuesto Listonella como L anguillara, L damsela y L. pelagia. 
Tjmbien concluyeron, a partir de estos estudios, que Alteromonas 
*P%e\tdomonas) putrefaciens y Alteromonas hanedai deben com- 
prender el genero nuevo Shewanella junto con una nueva especie 
pr»>puesta: Shewanella benthica. Despues del trabajo de 
>ljcDonell y Colwell, Smith y cols, sugirieron que L. damsela 
leera reasignado al genero Photobacterium como P damsela 
xjcre la base de los datos fenotipicos.^^^ Los miembros de los 
rftieros Listonella, Photobacterium y Shewanella se asocian con 
CD medioambiente marino y son patogenos para los peces. 

Los miembros del genero Shewanella (en especial S. putre- 
son bacilos gramnegativos rectos o curvos, moviles 
;>x medio de un unico flagelo polar. Las colonias caracteristi- 
^ tienen forma de cupula, son circulares, ligeramente visco¬ 
ses o mucoides y suelen ser pardo rojizas o color rosa salmon, 
oenen actividad de citocromo oxidasa y producen abundante 
mifuro de hidrogeno en agar hierro de Kligler. Los nitratos son 
fcducidos a nitritos y las pruebas de gelatinasa, omitina des- 
carboxilasa y DNasa son positivas. Se ha aislado S. putrefa- 
fv.Mj de muestras clinicas humanas, lo cual se explica en de ta¬ 
lk en el capitulo 5 de este texto. 


leromonas / Plesiomonas 

Race varios ahos, las especies de Aeromonas estaban inclui- 
C25 con las especies de Vibrio, y Plesiomonas shigelloides, en 


los Vibrionaceae}^ Sin embargo, a partir de pruebas geneticas 
moleculares, las especies de Aeromonas han sido ubicadas en 
una familia separada: Aeromonadaceae.^'^^^ Tambien se ha 
propuesto colocar Plesiomonas en el genero Proteus. En el 
cuadro 8-10 se enumeran las diferencias fenotipicas entre las 
especies de Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas. 

Genero Aeromonas 

Como lo indica la denominacion de especie hidrofila (con afi- 
nidad por el agua), el habitat natural de las especies de 
Aeromonas es el agua dulce o el agua salada, donde suelen cau- 
sar enfermedades infecciosas en animates acuaticos de sangre 
fria. Estas bacterias tambien residen en sifones de fregaderos y 
caherias de desagues y pueden aislarse en grifos de agua 
corriente y suministros de agua destilada, que son fuentes 
potenciales de infecciones hospital arias. 

TAXONOMIA 

El genero Aeromonas ha sufrido considerables revisiones 
taxonomicas y de nomenclatura durante los ultimos anos. Solo 
se reconocieron cinco especies en 1988.^^^ Para el aho 2000, la 
cantidad de genomoespecies publicadas validas se habia eleva- 
do a 14.En el cuadro 8-13 se mencionan las especies actua¬ 
tes con nombre. A mediados de la decada de 1970, el genero 
Aeromonas fue dividido en dos grupos: psicrofilico y mesoffli- 
co. A. salmonicida. un patogeno de los peces, es la unica espe¬ 
cie en el grupo psicrofilico. Es inmovil y no crece a 37 °C. El 
grupo mesofflico de las especies moviles son patogenos huma- 
nos potenciales. 

IMPORTANCIA CUNICA 

Se describieron cuatro categorias de infecciones humanas: 
gastroenteritis, celulitis e infecciones de heridas, septicemia y 
otras infecciones. Sin embargo, a medida que se ha ampliado 


Cuadro 8-13 Especies del ggntro Aeromonas 


AISLADO EN: 

ENFERMEDAD ASOCIADA 

ESPECIES DE AEROMONAS 

Seres humanos/Patogeno 

Gastrointestinal 

Otras* 

A. hydrophila 

Si/si 

/ 

/ 

A. caviae 

SiVsf 

/ 

/ 

A. media 

siysi 

/ 


A. eucrenophila 

Si/no 



A. veronii 




biovariedad sobria 

SiVsf 

✓ 

/ 

biobariedad veronii 

Si/sf 

/ 

/ 

A. jandaei 

Si/si 

7 

/ 

A. trota 

Si/no 



A. schubertii 

Si/si 



A. encheleia 

Si/no 



A. allosaccharophila 

Si/no 



A. sobria 

No/no 



A. popoffii 

No/no 



A. bestiarum 

Si/no 



A. salmonicida 

SiVno 



*Predominantemente septicemia y heridas, 

que incluyen heridas asociadas con el uso 

de sanguijuelas medicinales. Pocas veces se han culti- 

vado especies de Aeromonas de infecciones oculares, respiratorias, oseas y urinarias; 

meningitis; colecistitis; endocarditis y peritonitis. 
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nuestro conocimiento sobre Aeromonas, ha aumentado la cate- 
gona de otras enfermedades.'"^^ 

Janda y otros autores'‘^^ han revisado el espectro de enfer- 
medades infecciosas de las especies de Aeromonas y arribaron 
a la conclusion de que existen fundadas evidencias que apoyan 
que las especies de Aeromonas son agentes causales de diarrea, 
aunque los datos no son absolutos. Por una parte, estos auto- 
res citan varias comunicaciones que indican que hay pocas 
diferencias importantes entre las personas sintomaticas y asin- 
tomaticas que albergan especies de Aeromonas en las he- 
ces.93140,314 pqj. gj contrario, otras comunicaciones relacionan 
las especies de Aeromonas con gastroenteritis.^^’’Watson y 
cols.^^^ propusieron que los factores de virulencia de las espe¬ 
cies de Aeromonas que producen infecciones intestinales son 
similares a aquellos de otros patogenos entericos, es decir, 
adherencia de las celulas bacterianas a la mucosa intestinal, 
produccion de toxina e invasion mucosa. Alrededor del 20% de 
sus pacientes con infecciones intestinales por especies de Aero¬ 
monas tenian sintomas de disenteria similares a los causados 
por las especies de Shigella y por cepas invasoras de Campy¬ 
lobacter jejuni. La mayoria de las cepas invasoras incluidas en 
su estudio, segun lo determina la invasividad en cultivo celular, 
fueron A. sobria\ una minoria eran A. hydrophila. La mayoria 
de A. sobria y A. hydrophila producen una toxina extrafble 
similar a la del colera (toxina Asao) que causa diarrea acuo- 
sa.^9238 previa de que A. caviae no produce una ente- 

rotoxina, no es invasor y no se considera un patogeno huma- 
no”^ puede ser cuestionada a la luz de algunos informes en los 
cuales se observe que esta especie era una causa de gastroen¬ 
teritis *2.106,233,234 

Las infecciones de heridas, que varian en gravedad desde 
leves, fundamentalmente infecciones cutaneas (p. ej., celulitis), 
hasta infecciones graves que afectan musculo, articulaciones o 
hueso, constituyen la segunda afeccion mas frecuente causada 
por especies de Aeromonas, despues de la gastroenteritis. Las 
circunstancias clinicas asociadas con las infecciones de heridas 
por Aeromonas incluyen laceraciones/abrasiones asociadas con 
deportes acuaticos, heridas por puncion u otra lesion penetran- 
te, lesiones por aplastamiento (p. ej., accidente de vehiculo de 
motor) y procedimientos medicos invasivos (p. ej., cirugia 
intraabdominal, cateterismo).'‘^2 ^n algunos casos, no se reco- 
noce ningiin traumatismo precedente ni acontecimiento preci- 
pitante. 

Se propusieron cuatro categorias de personas que desarro- 
llan septicemia por Aeromonas, sobre la base de la puerta de 
entrada, el estado patologico subyacente, el estado inmunita- 
rio y la exposicion a agua dulce. Las dos categorias mas fre- 
cuentes son los adultos inmunodeprimidos y los lactantes de 
menos de 2 ahos que tienen trastornos clinicos subyacentes 
asociados (p. ej., neoplasias, enfermedad hepatobiliar, diabe¬ 
tes) y Aeromonas en el tubo digestivo. La septicemia por 
Aeromonas en estos grupos de pacientes puede ser rapidamen- 
te mortal, sobre todo en aquellos con cirrosis hepatica o neo¬ 
plasia subyacente. Una tercera categoria son las personas 
que desarrollan sepsis secundaria por Aeromonas a partir de 
una mionecrosis relacionada con un traumatismo. La cuarta y 
mas pequena categoria incluye a los adultos sin ningun defec- 
to subyacente que estan expuestos a fuentes de agua dulce. 
Tambien se describio bacteriemia pox Aeromonas en pacientes 
quemados.’^ La mayoria de los casos de septicemia por 
Aeromonas en seres humanos son causados por una de cuatro 
especies: A. hydrophila, A. veronii, A. caviae y A. janda- 
^^•147,178 ^ schiibertii tambien ha sido responsable de algunos 
casos de bacteriemia. 


Son infrecuentes otras infecciones por Aeromonas e inclu¬ 
yen infecciones del aparato urinario, enfermedad hepatobiliar, 
meningitis, infecciones oticas, endocarditis, smdrome uremico 
hemolitico, peritonitis, enfermedad del aparato respiratorio e 

infecciones oculares. ’^’28.42,63,227 

Las especies de Aeromonas de importancia clinica descritas 
recientemente incluyen A. schubertii^^^ (antes grupo enterico 
501 de los CDC, manitol, sacarosa e indol negativo), que ha 
sido incriminado como causa de infecciones de heridas;"^^ A. 
veronid^^ (antes grupo enterico 77 de los CDC, ornitina des- 
carboxilasa positivo), del cual se ha comunicado que produce 
bacteriemia, infecciones de heridas y diarrea;^ ’^^ ’^9 y ^ janda- 
ei (antes A. sobria genoespecie DNA grupo 9, sacarosa, esculi- 
na y celobiosa negatives) A. trota tiene un perfil bioquimico 
singular, que incluye reacciones negativas para hidrolisis de 
esculina, fermentacion de arabinosa y la prueba de Voges- 
Proskauer; reacciones positivas para fermentacion de celobio¬ 
sa, descarboxilacion de lisina y utilizacidn de citrato, y sensi- 
bilidad a ampicilina.‘’^’^'^ 

Este hallazgo puede invalidar el uso de medios select!vos 
que contienen ampicilina (se explica en la seccion anterior) 
para el cribado de muestras de heces para especies de Aero¬ 
monas. A. trota se ha aislado casi exclusivamente de muestras 
fecales. A. allosaccharophila es otra especie de Aeromonas 
mesofilica nueva aislada de anguiluchos (anguilas jovenes) 
enfermos y de las heces de un paciente con diarrea.2®^ Si bien 
se asemeja mas estrechamente a A. sobria, puede distinguirse 
de este porque utiliza L-arabinosa y L-histidina como unica 
fuente de carbono. Ademas, esta especie es singular en su capa- 
cidad para producir acido a partir de D-melibiosa y D-rafmosa, 
o L-ramnosa o de utilizarlos.2®® 


ESPECIES DE AEROMONASm SANGUIJUELAS 
MEDICINALES 

La sanguijuela medicinal Hirudo medicinalis ha gozado de 
un resurgimiento como tratamiento para la congestion venosa 
luego de la cirugia microvascular o plastica. Lamentablemen- 
te, las especies de Aeromonas estan presentes en el intestino 
de la sanguijuela, donde ayudan en la degradacion de los eri- 
trocitos ingeridos. En consecuencia, un numero creciente de 
infecciones por Aeromonas se ha asociado con la aplicacion 

de sanguijuelas.’^^’247,278 Aunque algunos de los pacientes 

tuvieron episodios relativamente triviales de secrecion de 
heridas, otros sufrieron episodios importantes de celulitis, 
absceso, perdida tisular y sepsis. 2 ’98’2i6 recomendado 

que la aplicacion de sanguijuelas se restrinja a tejidos con 
perfusion arterial para reducir la contaminacion de tejidos 
necroticos con Aeromonas. Ademas, se ha propuesto la admi- 
nistracion profilactica de antibioticos cuando se aplican san¬ 
guijuelas. 

AISLAMIENTO EN EL LABORATORIO DE ESPECIES 
DE AEROMONAS kPmm DE MUESTRAS 
CLINICAS 

Se deben utilizar agares diferenciales o selectivos cuando se 
sospecha Aeromonas como agente etiologico de gastroenteritis 
o cuando se remiten muestras de heces para la investigacion en 
pacientes en los que el pico de los sintomas diarreicos ha cedi- 
do (recuadro 8-5). La mayoria de las cepas crecen en medios 
entericos selectivos domo fermentadores de lactosa y, por lo 
tanto, pueden ser pasados por alto como microorganismos 
entericos poco importantes o comensales. 
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Recuadro 8-5 Agares selectivos utilizados para cultivar 
Aeromonas 


Agar sangre (con ampicilina o sin ella): el agar sangre se puede hacer 
selective incorporando 10 de ampicilina. Janda y cols.*^'^ reco- 

miendan el uso de un agar sangre de carnero selective que contiene 
ampicilina (agar SB-A) para mejorar la recuperacion de especies de 
Aeromonas de las muestras de heces. 

I Agua peptonada alcalina (APW. pH 8,6); inicialmente desarrollado para 
el aislamiento de especies de Vibrio. APW puede utilizarse para aislar 
las aeromonas presentes en baja cantidad (10 UFC/mL) en las heces. 
Despues del enriquecimiento durante toda la noche, APW es subcultiva- 
do en el medio de agar de eleccion. 

Agar CIN: desarrollado originariamente para el aislamiento de Yersinia 
enterocolitica. CIN agar tambien es apropiado para la recuperacion de 
.Aeromonas de las heces. 

- Agares entericos: desoxicolato. MacConkey y xilosa-lisina-desoxicolato 
proporcionaron las mayores eficacias de siembra global de ocho agares 
entencos de rutina evaluados para la recuperacion de especies de 
Aeromonas de las heces. 


’OENTIFICACION DE LABORATORIO DE ESPECIES 
DE AEROMONAS 

Las especies de Aeromonas son citocromo oxidasa positivas 

se las puede excluir rapidamente de las enterob acted as 
^ediante una prueba de oxidasa. Se puede colocar una gota o 
-S>s de tetrametil-/?-fenilenediamina-dihidrocloruro (reactivo 
ie oxidasa) sobre las colonias superficiales y se observa la evo- 
■icion de un cambio de color negro caracteristico de las colo- 
mas de las especies de Aeromonas. Las especies de Aeromonas 
mesofilicas son moviles con flagelos polares en lugar de peri- 
tneos similares a las especies de Pseudomonas^ sin embargo, 
‘ -' especies de Aeromonas pueden ser diferenciadas de las ulti- 
rias porque utilizan glucosa de forma fermentativa en lugar de 
-.idativa y la mayoria de las especies de Aeromonas son indol 
positivas (las especies de Pseudomonas son negativas). Las 
^aracteristicas fenotipicas de las especies dt Aeromonas.^^ revi- 
'.adas por Altwegg y cols.^^ y mas recientemente por Abbott y 
.Ciis..- se resumen en el cuadro 8-14. Janda y Duffey^'^’ senalan 
qae un inconveniente en la identificacion de las especies de 
A^'rvmonas es que algunos de los equipos de prueba semiauto- 
iTiiticos miniaturizados no pueden distinguir con eficacia entre 
especies de Aeromonas y Vibrio fluvialis. No obstante, el 
ultimo solo pocas veces se encuentra en los laboratorios clini- 
cos y puede diferenciarse de las especies de Aeromonas por su 
^apacidad de crecimiento en soluciones salinas al 6,5%, para 
producir colonias amarillas en agar TCBS (sacarosa positivo) y 
'ti sensibilidad al agente vibriostatico 0/129. 

Namdari y Bottone^"^^ tambien describen el fenomeno suici- 
da para la rapida diferenciacion de las especies de Aeromonas. 
Esie fenomeno se expresa cuando crecen cepas desconocidas 
en medios de caldo que contienen glucosa al 0,5%. La glucosa 
aportada suprime el ciclo de los acidos tricarboxilicos, lo que 
conduce a la acumulacion de acido acetico y a la muerte celu- 
lar. A. hydrophila es no suicida, aerogena y esculina positiva; 
A. sohria es suicidia variable, aerogena y esculina negativa; y 
A. cavitae es suicida, anaerogena y esculina positiva. Otros 
esiudios sobre las caracteristicas bioquimicas y las propiedades 
serologicas del genero Aeromonas ban sido publicados por 
Janda y cols, y por Abbott y cols.^’^‘^^ 


Genero Pfesiomonas 

El termino pfesiomonas deriva de la palabra griega “vecino”, 
lo que indica una estrecha asociacion con Aeromonas. Sin 
embargo, como ya se menciono, las especies de Aeromonas 
ban sido reclasificadas dentro de su propia familia y se cree que 
Pfesiomonas esta mas estrechamente relacionada con Proteus 
que con Aeromonas, y en la actualidad esta incluido en la 
familia de las enterobacterias. P. shigeffoides es la unica espe- 
cie en el genero. 

P. shigeffoides es ubicuo en las aguas superficiales y en el 
suelo e infecta distintos animales de sangre fria (ranas, viboras, 
tortugas, lagartijas). Los seres humanos se infectan fundamen- 
talmente por la ingestion de alimentos contaminados o no lava- 
dos. Aunque se aisla menos a menudo en las beces humanas 
que las especies de Aeromonas, la gastroenteritis inducida por 
Pfesiomonas ha sido comunicada en ninos^^^ y en adultosJ^ En 
el ultimo estudio, 28 de 31 pacientes con gastroenteritis no 
tenian otros microorganismos que explicaran los smtomas 
agudos. En Tailandia se informo una tasa de portacion de 
hasta un 5,5%.^^^ 

La gastroenteritis relacionada con plesiomonas en los seres 
humanos suele manifiestarse como una diarrea acuosa leve en 
la cual las deposiciones no tienen sangre y ni mucina. Se puede 
observar colitis grave o enfermedad similar al colera en los 
pacientes inmunosuprimidos o con neoplasias gastrointestina- 
les.^^^ La infeccion es mas prevalente en las regiones subtropi- 
cales y tropicales del mundo y durante los meses calidos del 
verano. Es probable que la patogenicidad este relacionada con 
la produccion de una enterotoxina enteropatogenica; Sanyal y 
cols, demostraron que 13 cepas clmicas que estudiaron produ- 
cian una acumulacion importante de liquido en la prueba del 
asa ileal-^^^ La diarrea asociada con P. shigeffoides ha ocurrido 
en epidemias pero tambien en casos aislados. Se describio 
luego del consumo de mariscos mal cocidos y como causa de 
diarrea de los viajeros.^"^^ Tambien se comunicaron algunos 
casos esporadicos de infecciones extraintestinales que incluyen 
septicemia, meningitis neonatal, celulitis, artritis septica y 
colecistitis aguda.^^’^^-^^^ Hay informes de una infeccion abru- 
madora posesplenectomia con P. shigeffoides en un paciente 
curado de enfermedad de Hodgkin^^ y disenteria y colitis seu- 
domembranosa persistentes asociadas con P. shigeffoides en 
una mujer de 42 anos de Bangladesh.El espectro de enfer- 
medades clmicas y los factores patogenicos asociados con las 
infecciones por Pfesiomonas han sido revisados por Brenden 
y cols.^^ 

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LABORATORIO 

P shigeffoides es un bacilo gramnegativo movil, recto, 
redondeado y corto con flagelos polares y generalmente lofo- 
tricoso (las especies de Vibrio y las especies de Aeromonas son 
monotricosas). El microorganismo crece bien en agar sangre de 
carnero y en la mayoria de los medios entericos. Los microor¬ 
ganismos aislados son no hemoliticos en agar sangre de carne¬ 
ro, y en 24 horas a 30 °C a 35 °C (el crecimiento es optimo a 
30 ""C), las colonias miden en promedio 1,5 mm de diametro y 
son grises, brillantes, lisas y opacas y pueden estar ligeramen- 
te elevadas en el centro. P. shigeffoides se aisla facilmente en 
agares entericos como agar de MacConkey, desoxicolato, 
Hektoen y xilosa-lisina-desoxicolato. Sin embargo, los medios 
selectivos que contienen ampicilina y se utilizan con frecuen- 
cia para las especies de especies de Aeromonas no son apro- 
piados para su aislamiento. 


CuadrO 8-14 Diferendadon de Pleisomonas shigelloides y espedes de Aeromonas de importanda dfnica 


HEMOLISIS 





VOGES- 

DESCARROXILASA 


GAS A 


FERMENTACION 



DE SANGRE 





PROS 



PARTIR DE 





MICROORGANISMO 

DECARNERO 

OXIDASA 

MOTILIDAD 

DNASA 

INDOL 

KAUER 

Lisina Ornitina Art;inina 

ESCULINA 

G LOCOS A 

i.-arabinosa 

Sacarosa 

Manitol 

Inositol 

Complejo A. hydrophila 














A. hydrophila 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


Complejo A. caviae 














A. caviae 

- 

+ 

+ 


+ 

- 

- - + 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 


A. media 

ND 

+ 


+ 

V 

- 

+ 

+ 

- 

+ 


ND 

ND 

A. eucrenophila 

ND 

+ 

+ 

+ 

ND 

- 

- + 

+ 

+ 

V 

V 

+ 


A. sobria 
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+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 


+ 

V 

+ 

+ 


A. veronii biolipo 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 


V 


+ 

+ 


sobria 














A. veronii biolipo 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 


veronii 














A. jandaei 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ - + 

- 

+ 

- 

- 

+ 


A. schubertii 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

+ - + 

- 



- 

- 


A. trota 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

+ - + 

- 

+ 

- 

- 

+ 


P. shigelloides 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ + 

- 



- 


+ 


+ : 90% o mas de las cepas son positivas; 90% o mas de las cepas son negativas; V: variable, 11-89% de las cepas son positivas; ND: resultados no disponihles. Las areas somhreadas indican reacciones claves. Datos toma 
dos de las referencias^ 
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F ihigelloides fermenta la glucosa; por lo tanto, la profundi- 
^ je los tubos de agar hierro de Kligler o agar triple aziicar- 
::i«rrTr se presenta amarilla. Aparece como un no fermentador 
^ liciosa en agar de MacConkey y puede confundirse con 
--cejies de Shigella. La reaccion de citocromo oxidasa es posi- 
r* = \ se produce indol. R shigelloides descarboxila arginina, 
y omitina. No produce DNasa ni proteasas extracelula- 
^ > fermenta el inositol, pero no el manitol. Estas caracteris- 
claves lo separan de las cuales es separado de las especies 
\cwmonas. Otras caracteiisticas identificadoras se enume- 
en el cuadro 8-14. 

F -hi gel hides puede ser resistente a penicilina, ampicilina. 
^^^rrericilina y otras penicilinas sensibles a las p-lactamasas. 

siayoria de las cepas son sensibles a los aminoglucosidos, 
^^^rranfenicol, tetraciclina, trimetoprima-sulfametoxazol y a 
C^r^olonas, ciprofloxacina y norfloxacina.^^-^^^ 


Seiero Chromobacterium 

hace aqui una breve mencion del genero Chrornobacte- 
: porque algunas cepas son fermentadores oxidasa positi- 
y pueden confundirse con especies de Aeromonas y de 
*io. Chromobacterium violaceurn es la especie encontrada 
r mayor frecuencia en los laboratorios clinicos, aunque rara 
>e asocia con enfermedad Humana. Crece bien en agar san- 
;re v la mayoria de las cepas producen abundante pigmento 
i»4eia que facilita el reconocimiento. En el cuadro 8-10 se 
3aiiL2e-tran sus principales caracteristicas bioquimicas. Ademas, 
k capacidad del microorganismo para utilizar citrato, reducir 
mrratos e hidrolizar fuertemente la casema tambien es util para 
^jeniificacion defmitiva. 
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Eaoelella bronchiseptica 
Eybetel la hinzii 
E^ybetella holmesii 
5ybetel la trematum 

- siamiento e identificacion de las especies de Bordetella 
iWestras y medics de cultivo 
^--ecas de inmunofluorescencia direcla 
Z^^cterfsticas de los cultivos e identificacion 


Esvecies de Haemophilus 

miembros del genero Haemophilus son bacilos gramne- 
pequenos e inmoviles que requieren factores presentes 
rs sangre para su crecimiento; el nombre del genero signifi- 
griego “que ama la sangre”. Algunas especies de Hae- 
philus necesitan factor X, que no es una sustancia unica, sino 
grupo de compuestos tetrapirrolicos termoestables provistos 
;>:r .arios pigmentos que contienen hierro (p. ej., hemina, 
lesitina. protoporfirina IX). Estos compuestos se utilizan en la 
de catalasas, peroxidasas y citocromos del sistema de 
r 2 !P>porte de electrones. La mayoria de las especies de 
Ij^mophilus necesitan tambien factor V, que es nicotinamida 
iuif nina dinucleotido (NAD, coenzima I) o nicotinamida adeni- 
dinucleotido fosfato (NADP, coenzima II). Tanto el factor V 
el X se hallan dentro de los eritrocitos, incluidos los eri- 
rrvitos de camero que se encuentran en las formulas de agar 
de uso habitual en los laboratorios clmicos. La sangre de 
i-HTiero tambien contiene enzimas que hidrolizan lentamente el 
En consecuencia, los hemofilos dependientes del fac- 
vr V no crecen en agar sangre de camero en el cual los eritro- 
estan intactos. El calentamiento suave durante el agregado 
je ijingre a la base de agar molteno en la preparacion de agar 
:ra colate conduce a la lisis de los eritrocitos, la liberacion de 

- factores X y V, y la inactivacion de las enzimas que hidroli- 
nr: el factor V. Aun cuando la mayoria de las especies de 
Hs^zinophilus son incapaces de crecer en agar sangre de came- 

%c pueden observar colonias pequenas que crecen alrededor 
jc colonias de otros microorganismos hemoliticos en cultivos 
^xios tp. ej., Staphylococcus aureus); la lisis de los eritrocitos 
lirera factor X, mientras que el factor V es sintetizado y provis- 
: j los hemofilos por los estafilococos propiamente dichos. 
Aonque la mayona de los laboratorios utilizan agar chocolate 
piira el cultivo de especies de Haemophilus a partir de muestras 
rjrucas, estos microorganismos tambien crecen en agar con 5% 
ie sangre de caballo o de conejo. La hemolisis observada en 
r>: ^ medios es util para la identificacion de especies. 

aionomia de Haemophilusy mimorqamms 
jMcionados 

El genero Haemophilus se clasifica en la familia Pasteurella- 
eae, que tambien incluye los generos Actinobacillus, Pasteure- 
~ Mannheimia, Phocoenobacter y ^ 25 , 455 , 686,975 

Los estudios de secuenciacion de RNA ribosomico (rRNA) 
; ”S de estos microorganismos han demostrado la diversidad 
iVigenetica de las especies incluidas en Pasteurellaceae. En la 
menialidad. estos generos son clasificados en el orden propues- 

- ■ “Pasteurellales” en la division y de las Proteobacteria^^^ 


Nuevas tecnicas para la deteccion y la identificacion de 
Bordetella pertussis 

Pruebas serologicas para el diagnostico de la tos ferina 
Tratamiento de la tos ferina 

Pruebas de sensibilidad a los antibioticos de las especies 
de Bordetella 


Con excepcion de Actinobacillus actinomycetemcomitans, 
Actinobacillus ureae y Actinobacillus hominis, los miembros 
del genero Actinobacillus son fundamentalmente cepas anima- 
les. Las especies de Pasteurella y Mannheimia tambien son 
cepas animates que en ocasiones se aislan de seres humanos. 
Mannheimia es un genero nuevo creado en 1999 para acomo- 
dar al complejo ""Pasteurella haemolytica^" trehalosa negativa y 
Pasteurella granulomatis?^ Phocoenobacter y Lonepinella son 
generos nuevos que incluyen aislados de marsopas y el medio- 
ambiente, respectivamente.'^^^^^s gp q\ cuadro 9-1 se presentan 
las caracteristicas para la diferenciacion de los distintos gene¬ 
ros dentro de la familia Pasteurellaceae. Los miembros de los 
generos Actinobacillus, Pasteurella y Mannheimia se explican 
mas adelante en este capitulo. 

El genero Haemophilus incluye nueve especies que se en¬ 
cuentran en seres humanos y cinco en animates (recuadro 9-1). 
Las especies de los seres humanos se asocian con las vias res- 
piratorias altas, salvo por Haemophilus ducreyi, que es la causa 
del chancroide, enfermedad de transmision sexual. H. aphrop- 
hilus y H. paraphrophilus se encuentran fundamentalmente en 
los surcos gingivales y en la placa dental. H. aphrophilus es la 
unica especie que no requiere los factores X o V; el H. paraph¬ 
rophilus similar desde el punto de vista bioquimico necesita 
factor V para su crecimiento. Si bien los datos quimiotaxono- 
micos y el analisis por electroforesis enzimatica multilocus 
sugieren que estos dos microorganismos son especies separa- 
das, los estudios de homologia del DNA, hibridacion, transfor- 
macion genetica y ribotipificacion indican que representan 
cepas fenotipicamente similares de la misma especie.^^^ 

La secuenciacion del gen infB (factor de elongacion 2) de las 
especies de Haemophilus indico hace poco que todas las espe¬ 
cies que necesitan factores X y V estan mtimamente relaciona- 
das, que H. parainfluenzae constituia un grupo heterogeneo 
dentro del genero y que H. aphrophilus, H. paraphrophilus y 
Actinobacillus actinomycetemcomitans estaban relacionados 
en forma remota con la especie tipo, H. influenzae.H. ducre¬ 
yi difiere en varios aspectos de otros miembros del genero y en 
un principio se lo asigno al genero Haemophilus por su reque- 
rimiento del factor X. Algunos estudios de hibridacion de DNA 
han mostrado que H. ducreyi esta lejanamente relacionado con 
H. influenzae y los otros hemofilos; sin embargo la secuencia¬ 
cion del rRNA 16S ha confirmado su membresia en la familia 
Pasteurellaceae 

Haemophilus influenzae 

Las especies de Haemophilus forman parte de la flora bacte- 
riana normal de la orofaringe y la nasofaringe en mas del 85% 
de los adultos.^®^ La mayoria de los aislamientos orofarmgeos 
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Cuadro 9*1 Caracteristicas para la diferenciadon de miembros de la familia Pasteurellaceae 

CARACTERISTICA 

HAEMOPHILUS 

ACTINOBACILLUS PASTEURELLA 

MANNHEIMIA 

LONIPiNELLA 

PHOCOENOBACTER 

Hemolisis 

V 

V 

- 

V 

- 

- 

Catalasa 

V 

V 

+ 

+ 

\ 

- 

Oxidasa 

V 

V 

V 

+ 

- 

+ 

Requerimiento de factor X 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

Requerimiento de factor V 

+“ 

V 

V 

- 

- 

- 

Indol 

V 

- 


- 

- 

- 

Ureasa 

V 

+ 

V 

- 

- 

- 

Produccion de acetoma 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ODC 

V 

- 

V 

V 

- 

- 

Produccion de acido 
a partir de: 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

L-arabinosa 

- 

V 

- 

V 

V 

ND 

Mesoinositol 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

D-manitol 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

D-manosa 

V 

V 

+ 

- 

ND 

- 

D-melibiosa 

- 

V 

- 

- 

V 

- 

D-sorbitol 

- 

- 

V 

V 

ND 

- 

Trehalosa 

- 

V 

V 

- 

ND 

- 

“ H. aphrophilus y H. ducreyi son negativos. | 

* P. avium es indol negativo, 

+: reaccion positiva; - reaccion negativa; V: reaccion variable; ND: datos no disponibles. 

_I 


son H. influenzae y H. parainfluenzae no encapsulados, aunque 
H. influenzae encapsulados (serotipos capsulares a, b, c, d, e y 
f) pueden encontrarse como parte de la flora normal de las vias 
respiratorias altas de ninos y adultos. Antes de la disponibilidad 
de las vacunas conjugadas contra H. influenzae tipo b, el 2-6% 
de los ninos eran portadores de cepas capsulares serotipo b y 
hasta en el 60% de los ninos de las guarderias infantiles estaba 
coloniza la orofaringe.^®' La recuperacion de H. influenzae de 
muestras de esputo puede reflejar la presencia de estos micro- 
organismos como flora normal. Sin embargo, en las enferme- 
dades respiratorias cronicas (p. ej., bronquitis, enfermedad pul- 
monar obstructiva cronica), tanto H. influenza encapsulado 
(tipificable) como no encapsulado (no tipificable) pueden cau- 
sar infecciones graves.^2^'^25,9io,ii34 infecciones causadas por 
hemofilos, sus manifestaciones clmicas y las muestras apropia- 
das para el cultivo se resumen en el recuadro 9-2. 

Entre los hemofilos, H. influenzae tipo b se considera el mas 
patogeno de los seis tipos capsulares (es decir, tipos a, b, c, d, 
e y f). El polisacarido tipo b es el unico tipo capsular que con- 
tiene dos monosacaridos de pentosa en lugar de azucares de 
hexosa como hidratos de carbono de las subunidades. La cap- 
sula tipo b nativa esta compuesta por un acido teicoico lineal 
que contiene ribosa, ribitol (un alcohol de azucar de cinco car- 
bonos) y fosfato conectados por enlaces fosfodiester, y se 


denomina PRP (polirribosil-ribitol-fosfato) (fig. 9-1). Aunque 
la virulencia de H. influenzae tipo b es multifactorial, la capsu- 
la de PRP tiene una importancia singular. Algunos estudios en 
animales con cepas isogenicas transformadas con codificacion 
de DNA para la produccion de capsula confirmaron que las 


Recuadro 9*1 Miembros del genero Haemophilus 



H. influenzae* 

H. parasuis (cerdos) 

H. parainfluenzae 

H. paragallinarum (aves) 

H. haemolyticus 

H. paracuniculus (conejos) 

H. parahaemolyticus 

H. haemoglohinophilus (perros) 

H. aphrophilus 

H. paraphophilus 

H. paraphrophaemolyticus 

H. segnis 

H. ducreyi 

H. felis (gatos) 


*Incluye las anteriores especies de H. aegyptius como H. influenzae biogrupo 
aegyptius. 
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Aicuadro 9-2 Enfermedades infecciosas asociadas con especies de Haemophilus 

1 

Eiiennedacl 

Especies 

Muestras para cultivo 

Manifestaciones clinicas I 


'--ingitis 

H. influenzae tipo b (pocas 
veces otros tipos capsulares) 

LCR; sangre 

Signos menmgeos (cefalea, rigidez de nuca), generalmen- 
te de inicio insidioso; fiebre, convulsiones. 

Habitualmente se observa en ninos de 1 mes a 2 anos de 
edad 



H. influenzae tipo b (pocas 
veces otros tipos capsulares) 

Sangre; secreciones laringeas 

Inicio rapido y progresion de odinofagia; disfagia y obs- 
truccion de las vias aereas superiores; epigloiis roja y 
tumefacta: puede requerir traqueostomia para establecer 

una via aerea 


' media 

H. influenzae (habitualmente 
cepas no tipificables) 

Hisopado de secrecion en conduc- 
to auditive; aspiracion con aguja 
o miringotomia; la sospecha de 
enfermedad sistemica puede 
requerir la recoleccion de LCR 

0 de hemocultivos 

Dolor y opresion en los oidos; habitualmente bilateral; 
membranas timpanicas protruidas y opacas; se puede 
observar fiebre, irritabilidad y vomitos; se debe sospe- 
char una enfermedad sistemica simultanea 


^itis aguda 

H. influenzae (habitualmente 
cepas no tipificables); a 
veces, H. parainfliienzae 

Aspirados sinusales; muestras qui- 
rurgicas 

Cefaleas frontales; dolor facial; tumefaccion y rubor de 
tejidos suborbitarios y periorbitarios; empiema sinusal 


.titis o laringotra- 
/ obronquitis 

H. influenzae tipo b 

Hisopado farmgeo posterior; 
secreciones laringeas 

Mucosas inflamadas con tumefaccion y exudados amari- 
llos; odinofagia con estridor y tos; similar al crup si se 
afecta la mucosa laringea 



H. influenzae (a menudo cepas 
no tipificables) 

Esputo; aspirados transtraqueales; 
lavados bronquiales 

Tos persistente y no productiva; sibilancias y disnea; la 
enfermedad suele ser cronica con exacerbaciones puru- 
lentas periodicas 


T^«iiom'a 

H. influenzae tipo b; cepas no 
tipificables recuperadas de 
pacientes ancianos 

Esputo; aspirados traqueales; lava¬ 
dos bronquiales 

Tos, produccion de esputo y dolor pleurftico; la distribu- 
cion tiende a ser lobular o segmentaria y Simula una 
neumonia neumococica; la neumonia bacteriemica cau- 
sada por cepas no tipificables se observa en los pacien¬ 
tes ancianos 

J 

4 

&:! carditis 

H. aphrophiliis; H. paraphro- 
philus; H. parainfluenzae\ 
pocas veces, H. influenzae 

Sangre 

Escalofnos, fiebres en picos, leucocitosis y complicacio- 
nes secundarias, como anemia, perdida de peso, males- 
tar general y anorexia; mas comunmente estan afectadas 
las valvulas mitral y aortica; alta incidencia de emboli- 
zacion arterial 

i 

£^-:ci6n del tracto 

H. influenzae (no tipificable); 

Muestras uretrales y endocervica- 

Uretritis causada por secrecion mucoide fluida; pueden 


y bacteremia 

H. parainfluenzae: 

les; sangre; tejidos fetales; LCR 

recuperarse microorganismos de cultivos cervicales y de 


j^^a^farto; sepsis neo- 

H. influenzae genoespecies 


sangre de mujeres con fiebre posparto; tambien pueden 


con meningitis 

cripticas 


cultivarse de multiples sitios genitales (p. ej., glanduias 
de Bartolino, endometrio); placenta, liquido amniotico y 
liquidos corporales neonatales 

i 

[ 

<r«ji^"livitis 

H. influenzae biogrupo 
aegyptiiis 

Hisopado conjuntival 

Caracterizada por secrecion conjuntival mucopurulenta; 
conjuntivas hiperemicas y escleroticas difusamente 
inyectadas; se propaga a otras personas por secreciones 
infecciosas de toallas y manos 

1 

purpiirica 

H. influenzae biogrupo 

Sangre; hisopados conjuntivales; 

Fiebre, dolor abdominal con vomitos; petequias y lesiones 


tlera 

aegyptius (cion de FPB) 

lesiones cutaneas; orofaringe 

cutaneas hemorragicas; los smtomas imitan la meningi¬ 
tis meningococica, pero no se presenta una meningitis: 
habitualmente se encuentra una infeccion conjuntival 
previa o simultanea con el cion de la FPB o H. influen¬ 
zae biogrupo aegyptius 


Oo^roide 

H. ducreyi 

Hisopados obtenidos de ulceras 
genitales; aspirados de bubones; 
muestras de hisopado 
endocervical 

Enfermedad de transmision sexual caracterizada por lesio¬ 
nes genitales dolorosas y ulcerativas y ganglios linfati- 
cos inguinales supurados y agrandados; puede progresar 
hasta la formacion de abscesos y fistulas si se deja sin 
tratamiento 
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Figura 9-1 Estructura de la unidad de repeticion de polirribosa-ribitol-fosfa- 
to (PRP) de polisacarido capsular de H. influenzae tipo b. Esta molecula con- 
siste en el monosacarido de cinco carbonos ribosa. unido por un enlace ester a 
ribitol, un alcohol azucar de cinco carbonos el cual, a su vez, esta unido a un 
grupo fosfato. 


cepas de tipo b eran mas virulentas que los otros tipos capsula- 
La capsula de PRP permite que el microorganismo 
resista la fagocitosis y la destruccion intracelular por los neu- 
trofilos. Los anticuerpos antitipo b promueven la fagocitosis y 
la destruccion dependientes del complemento (opsonizacion) 
de estos microorganismos in vitro e in vivo.*^^^ Ademas de la 
capsula tipo b, H. influenzae tiene varios factores de virulencia, 
la mayoria de los cuales se relacionan con adherencia, coloni- 
zacion e invasion. Algunos de estos factores se encuentran 
tanto en las cepas tipificables como no tipificables, mientras 
que otros se hallan solo en H, influenzae no tipificables. Los 
factores de virulencia que se encuentran en H. influenzae tipo 
b y no tipificable se presentan en el recuadro 9-3. 

Vacunas contra H. influenzae tipo b 

Antes de la introduccion de vacunas eficaces contra H. 
influenzae tipo b, este microorganismo causaba cerca de 16 000 
casos de enfermedad invasora por ano en nirios de 5 anos y 
menores.^^^®* La mayoria de las infecciones sistemicas tipo b 
ocurrian en nifios de 2 anos y menores. Las concentraciones 
insuficientes de anticuerpos protectores bactericidas anti-PRP 
a esta edad desempenan un papel importante en el desarrollo de 
la enfermedad. Durante el periodo neonatal inmediato, se 
adquiere inmunidad contra H. influenzae tipo b mediante los 
anticuerpos transplacentarios que se pierden dentro de los pri- 
meros meses de vida. Estos anticuerpos vuelven a aparecer 
luego de la exposicion a microorganismos de tipo boa otros 
antigenos microbianos que generan anticuerpos reactivos cru¬ 
zados. La mayoria de los individuos con una enfermedad siste- 
mica por H. influenzae tipo b tienen concentraciones bajas o 
indetectables de anticuerpos anti-PRP capsular. Las capacida- 
des antigenicas del PRP purificado nativo fueron explotadas en 
los primeros preparados de vacunas contra H. influenzae tipo b. 
El PRP purificado produjo anticuerpos en los nifios mayores, 
pero no obtuvo una respuesta en los menores de 2 anos, el 
grupo con mayor riesgo de sufrir enfermedad grave.^"^^ Mas 
aun, el PRP no produjo una respuesta previsible de “refuerzo” 
con una carga antigenica ulterior. Este fracaso se debio a la 
naturaleza independiente de las celulas T de la respuesta inmu- 
nitaria primaria contra los antigenos polisacaridos.^®^ Con poste- 
rioridad se llevaron a cabo ensayos clinicos con cuatro vacunas 
conjugadas PRP/proteina.^®^ Los conjugados consistie- 

ron en PRP nativo conjugado en forma covalente con toxoide 
tetanico (PRP-T), toxoide difterico (PRP-D), un complejo pro- 
teico de la membrana externa (OMP) de Neisseria meningitidis 
(PRP-OMP) y con CRM 197, una toxina difterica “atoxica” ais- 
lada de una cepa mutante de Corynehacterium diphtheriae 


(PRP-HbOC). El uso de este enfoque presumiblemente aumen- 
tara la toxicidad del material PRP, ya que la conjugacion de las 
porciones de hidratos de carbono con proteinas como haptenos 
produce una respuesta inmunitaria dependiente de las celulas T 
con la generacion de celulas de memoria.'^®- Despues del desa¬ 
rrollo de estos conjugados singulares, se instituyeron ensayos 
de eficacia clinica en gran escala. Los ensayos clinicos llevados 
a cabo con las distintas vacunas conjugadas en los Estados 
Unidos. Reino Unido, Finlandia y otros paises en la ultima 
decada ban comunicado eficacias del 95-100%, segun la dosi- 
ficacion y los esquemas de inmunizacion del estudio.‘38 547.999 

En la actualidad, estan autorizadas cuatro vacunas conjuga¬ 
das basicas: PRP-HbOC, PRP-OMP y PRP-T. HbOC, PRP- 
OMP y PRP-T estan autorizadas para uso en nifios menores de 
12 meses y las cuatro estan autorizadas para nifios mayores 
de esa edad (recuadro 9-4). Tambien existen tres vacunas com- 
binadas: DTP-HbOC, DTP-PRP-T y DTaP-PRP-T. Las dos pri- 
meras contienen los toxoides difterico y tetanico y una vacuna 
contra la tos ferina de celulas enteras, mientras que la ultima 
contiene los toxoides difterico y tetanico y una vacuna acelular 
contra la tos ferina. Estas vacunas combinadas se pueden utili- 
zar para la serie de vacuna combinada primaria contra difteria. 
tetanos, tos ferina y H. influenzae tipo b, salvo por DTaP-PRP- 
T, cuyo uso solo esta autorizado como cuarta dosis de la serie 
primaria debido a una menor inmunogenicidad en los nifios 
mas pequenos.207-2io.2i2 Comite de Enfermedades Infecciosas 
de la American Academy of Pediatrics y el Comite Asesor 
sobre Practicas de Inmunizacion de los Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC) ban redactado recomendaciones 
relacionadas con la administracion de la vacuna contra H. 
influenzae tipo b.^o^^iz gg evaluando la inclusion de vacu¬ 
nas contra H. influenzae tipo b mezcladas con otras vacunas (p. 
ej., vacuna acelular contra tos ferina, vacuna antipoliomielitis. 
vacuna contra hepatitis B), el uso de esquemas de administra¬ 
cion altemativos y la persistencia de anticuerpos luego de la 
administracion de diferentes vacunas. ‘^^’202,306,699 gj recuadro 
9-5 se presentan las pautas generales para la administracion de 
vacunas. 

Durante los ensayos de eficacia de las vacunas, los datos de 
vigilancia recogidos durante 1992, cuando alrededor del 67% 
de los nifios incluidos de 12 a 24 meses de edad babian recibi- 
do al menos una dosis de vacuna conjugada, ya sugerian reduc- 
ciones espectaculares en la incidencia de enfermedad grave por 
H. influenzae tipo b. En efecto, se observaron grandes dismi- 
nuciones en la incidencia entre los nifios menores de 18 meses 
mucbo antes de que las vacunas conjugadas tuvieran un uso 
amplio en los lactantes pequenos.^‘3 Estos ballazgos sugirieron 
que las vacunas conjugadas no solo prevenian la enfermedad al 
inducir inmunidad activa sino que tambien disminuian la por- 
tacion orofarmgea de //. influenzae tipo b. Esto fue demostra- 
do en estudios en Europa y los Estados Unidos.^‘3.9i4 1246 Las 
vacunas pueden proporcionar otra proteccion a los lactantes no 
vacunados al reducir su riesgo de exposicion a H. influenzae 
tipo b por los contactos mayores vacunados. Sera necesaria una 
vigilancia continua en las poblaciones de nifios y adultos para 
evaluar si la inmunidad generada por las vacunas conjugadas es 
prolongada o si existe un aumento en la proporcion de nifios 
mayores y adultos que son susceptibles a las infecciones por H. 
influenzae tipo b a medida que pasa el tiempo. 

Aunque carecemos de experiencia a largo plazo con estas 
vacunas en nifios prematuros o con enfermedades subyacentes. 
algunos estudios indican que es posible que no scan en ellos tan 
eficaces. En un estudio de 22 lactantes prematuros con una 
edad gestacional mediana de 28 semanas, la administracion de 
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Amidro 9-3 Factores de virulencia de Haemophilus influenzae 



^ : genetica de la produccion de la capsula de PRP es compleja y comprende tanto determinantes geneticos capsulares como no capsuiares. Los genes 

r existen en el cromosoma como una duplicacion de dos segmentos identicos de 17-18 kb unidos por una region corta de 1-1,3 Esta region 

I ■ ^ “ •-'ontiene liexA, que codifica una protema necesaria para la exportacion del material capsular hacia la superficie celular^^^ Esta disposicion de genes 
riijns se encuentra en mas del 98% de las cepas de H. influenzae tipo b. Por el contrario, los genes cap en H. influenzae tipos a, c. d. e \ f existen 
^ genes de copia unica, aunque la evidencia reciente sugiere que las cepas de H. influenzae no tipo b invasivas tambien pueden mostrar una amplifica- 
r- “ iel gen cap.^^ Las cepas de tipo b deficientes de capsula carecen de la duplicacion del locus de capB y tienen solo una unica copia de este gen.'-'- La 
evolutiva teorica impartida por el genotipo capB duplicado es la disponibilidad de un molde listo para la amplificacion rapida de secuencias del gen 
^ iar de tipo b en condiciones ambientales en las cuales puede ser ventajoso producir mas material capsular. Un examen de 36 cepas clmicas invasoras 
4- ’nfluenzae tipo b de Finlandia y 14 cepas de Washington, D.C., mostro que, en efecto, la amplificacion de los genes capB ocurre principalmente in 
^ “ Quince de las 36 cepas finlandesas y 5 de las 14 cepas estadounidenses contem'an tres a cinco copias del gen capB. Las cepas con multiples copias 
1 ffTtrs produjeron mas polisacarido capsular tipo b; la cepa unica que tenia cinco copias elabord cuatro a cinco veces la cantidad de material capsular tipo 
j cepa de tipo silvestre. Cabe destacar que la encapsulacion de los microorganismos de tipo b se asocia con menor adherencia a las celulas humanas y 
C ' invasion de estas.'^-s Los mutantes deficientes en capsulas de tipo b como resultado de la perdida de una copia de la duplicacion en el locus capB 

un aumento de 50 veces en la adherencia a las celulas epiteliales humanas y un aumento de casi 300 veces en las capacidades invasoras. El resta- 
'^■ "-..iento de la encapsulacion por la transformacion condujo a una gran disminucion tanto en la adherencia como en la invasidn. 

•Resina de las fimbrias 

i ijnmbrias se encuentran en las cepas de tipo b encapsuladas y en alrededor de 30-40% de las cepas no tipificables.^^ -^ Algunas fimbrias median tanto la 
^^luiinacidn como la adherencia a las celulas mucosas humanas. pero en realidad inhiben la invasion de las celulas mucosas.^’^ Las fimbrias de H. 
r^ -^zae estan compuestas por una protema mayor de 24 kDa (HifA) y dos protemas menores de peso molecular 20,6 (HifD) y 45,5 kDa (HifE).^*"^^ 
err-eina HifE se ubica en los extremos de las fimbrias; las mutaciones en el gen hifE conducen a la produccion de fimbrias que tienen una capacidad 
:da de hemaglutinar y adherirse a las celulas epiteliales.'*^-^'*^ ' 22 ^* En conjunto, las fimbrias intactas median la adherencia al unirse a glucoprotemas y 
4 ^ ~ h'pidos sobre la superficie de las celulas eucariontes y a las protemas de la mucina respiratoria.^’^-^^^ Los genes para estas protemas {hifA. hifD e hifE) 
r - “n como un conjunto de copia unica de dos genes {hifC e hifB) que codifican protemas involucradas en la reunion de las fimbrias (HifC) y la proteccion 
C_ protemas de las fimbrias nacientes de la degradacion durante la exportacion desde la celula (HifB ).^232 l^s fimbrias compuestas por otra protema de 
' ;^. 5 ^brias. denominada fimbrina P5, tambien han sido identificadas en cepas de H. influenzae no tipificables y en cepas de las genoespecies cripticas 

^ en el tracto genital.'^’' Esta protema de 36,4 kDa muestra una homologia de secuencia con la protema de la membrana externa P5 (vease mas ade- 

* y tambien se adhiere a las celulas orofaringeas humanas, la mucina y el moco de las trompas de Eustaquio en el modelo de otitis media de la chinchi- 

I lK " .Aunque esta protema muestra una heterogeneidad interespecie considerable entre las cepas no tipificables, se han identificado epitopos conservados de 
rma P5 como posibles antigenos para vacunas experimentales.^^ Recientemente, se describio todo el conjunto de genes de las fimbrias de la genoespe- 
^ tracto genital criptico de H. influenzae y se observe que consistia en cinco genes {ghfA a ghfE^ que son homologos al conjunto de genes hifdt, otras 
■ de H. influenzae. 


Mkesinas HMWI y HMW2 


(160 kDa) y HMW2 (155 kDa) son adhesinas proteicas de alto peso molecular que se encuentran en el 70-80% de H. influenzae no tipificable y 
fc#^iian la adherencia a las celulas epiteliales.^230 ggtas protemas estan relacionadas estructural y funcionalmente con la hemaglutinina filamentosa de 
W^jciella pertussis.^’’ Los genes para estas protemas estan tambien dispuestos en grupos sobre el cromosoma junto con los genes que codifican las protei- 
que exportan, localizan y activan estas grandes protemas de la membrana externa (OMP).®*^ En un estudio con microorganismos aislados del oido medio 
I a&sofaringeos compatibles no tipificables de ninos con otitis media, predominaron las cepas que tenian HMWI y HMW2; las cepas que no expresan estas 
•fe^inas expresaron la adhesina hia (vease mas adelante) o las fimbrias hemaglutinantes.’^? Aunque estas protemas son bastante heterogeneas de una cepa a 
mr*. algunos estudios de inmunizacion en animales con HMW1/HMW2 purificado mostraron cierta proteccion de la otitis media ante la exposicion a la 
" 7 .^-; homologa.*^ Los aislamientos de diferentes sitios anatomicos o asociados con diferentes trastomos clmicos (p. ej., cepas asociadas con otitis media 
V- :‘te a cepas asociadas con EPOC) pueden diferir en el nivel de expresion de los genes de adhesina de HMW.* 2 i 3 Estas protemas tienen epitopos expuestos 
t : superficie que pueden ser utiles para el desarrollo de vacunas basadas en peptidos sinteticos recombinantes para H. influenzae no tipificable.*^ 


Mbesina HAP 


iN-’vP es una adhesina no perteneciente a las fimbrias de 155 kDa que se encuentra en todas las cepas de H. influenzae y media la adherencia y la invasion 
^ ids celulas epiteliales .’227 La protema hap tiene tanto actividad adhesiva como de proteasa y esta relacionada con la proteasa IgA de H. influenzae pero es 
♦i,:inia de ella. Esta molecula es sintetizada, secretada y sufre escision autoproteolitica con la liberacion del dominio adhesivo de la superficie celular.-^'^ La 
_-:eracci6n del dominio adhesivo hap con fibronectina, laminina o colageno inhibe la escision proteolitica de hap y promueve la adherencia bacteriana a 
protemas. Debido a su actividad proteolitica, esta molecula tambien puede actuar despues de la invasion celular. La inmunizacion intranasal de ratones 
.■ ‘ adhesina hap inhibe la colonizacion nasofaringea. 2 ^ 


Adhesinas Hia y Hsf 


Mgunas cepas no tipificables que carecen de las adhesinas HMW1/HMW2 tienen otra protema no perteneciente a las fimbrias denominada Hia.*” Hia es una 
suriesina proteica de 115 kDa estructuralmente similar a la protema Hsf, una adhesina menor hallada en las cepas tipo b.^225J226 La protema hia es sintetiza- 
^ y secretada intacta y se mantiene completamente asociada a la celula con la membrana externa bacteriana. *225 Las protemas Hsf existen sobre las celulas 
c omo apendices de la superficie fibrilar cortos y delgados que son distintos de las fimbrias. El locus del gen hsf de las cepas tipo b muestra homologia de 
'ccuencia con el locus hia de las cepas no tipificables. 


(Continua) 
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Recuadro 9-3 Factores de virulencia de Haemophiius influenzae (cont.) 


Protema A asociada con la opacidad (OapA) 


OapA es una protema adhesina de 47 kDa hallada en todas las cepas de H. influenzae. Se ha demostrado que esta protema media la adherencia a las celulas 
epiteliales en cultivo y es necesaria para la colonizacidn farmgea en modelos animales7°26J-^55 gp medio de crecimiento transparente, OapA es responsable 
de una morfologia opaca de las colonias. 


Hemocina 


Mas del 90% de las cepas de H. influenzae tipo b tambien producen una bacteriocina denominada ’‘hemocina”Las bacteriocinas son protemas produci- 
das por distintas especies bacterianas que pueden inhibir el crecimiento de las cepas de la misma especie o de cepas relacionadas. La hemocina no es produ- 
cida por cepas de H. influenzae encapsulados no tipo b o no tipificables, aunque la mayoria de estos microorganism os son sensibles a sus efectos letales7®® 
La produccion de hemocina puede contribuir a la capacidad de las cepas de H. influenzae tipo b para competir eficazmente con cepas no tipificables en la 
colonizacion nasofaringea. 


Proteasa IgA 


H. influenzae produce una proteasa IgAl que inactiva la inmunoglobina humana Al, lo que explica mas del 90 % de la IgA presente en la orofaringe.^*"^ Esta 
molecula es distinta de la adhesina Hap, la cual tiene cierta homologia de secuencia con la proteasa IgA. Aunque el 97% o mds de las cepas de H. influen¬ 
zae no tipificables tienen el gen de proteasa IgA {iga), la actividad de proteasa es mayor en las cepas aisladas clinicas de esputo, sangre y LCR que en las 
cepas aisladas de hisopados de fauces de portadores asintomaticosd^^^ 


Lipooligosacaridos 


Las cepas de H. influenzae tienen un lipopolisacarido (LPS) asociado con la membrana externa que consiste en lipido A unido a traves del acido 2-ceto-3- 
desoxioctulosonico (KCO) con un polimero poiisacarido central que consiste en monosacaridos neutros. Sin embargo, difiere del LPS de los microorganis- 
mos entericos y de otro tipo en que carece de las cadenas laterales terminales repetidas (los antigenos ”0” o somaticos).®^ Por lo tanto, el LPS de H. influen¬ 
zae se denomina con mas precision lipooligosacarido (LOS). El LOS Kpido A tiene todas las actividades endotoxicas del LPS lipido A, incluida mitogenici- 
dad, pirogenicidad en conejos, agregacion plaquetaria y letalidad en el modelo de endotoxemia del raton. En el LOS, los oligosacaridos centrales neutros 
-glucosa, galactosa, glucosamina y heptosa- varian en su cantidad y en sus relaciones estructurales tanto entre las cepas como dentro de una cepa dada. La 
variacion de fase de LOS a nivel genetico ocurre por cambios en la cantidad de secuencias de cuatro nucleotidos genomicos (5'-CAAT-3') que conducen a 
desviaciones en el marco de lectura del cod6n/anticod6n7^^ Ademas, el LOS de muchas cepas de H. influenzae esta sialilado y, por lo tanto, es estructural y 
antigenicamente similar a los oligosacaridos sialilados de los esfingolipidos glucolados humanos. Esta modificacion de LOS ayuda a los microorganismos a 
evadir la opsonizacion y la fagocitosis al imitar las estructuras moleculares halladas normalmente en el huesped. El LOS de H. influenzae tambien es inves- 
tigado como posible antigeno para el desarrollo de una vacuna contra H. influenzae no tipificable. El LOS destoxificado conjugado con protemas de la 
membrana externa de H. influenzae o con toxoide tetanico es inmunogenico y la inmunizacion activa con estos conjugados redujo la incidencia de otitis 
media debida a H. influenzae no tipificable en el modelo de la chinchilla.^^'^^^® El analisis de loci geneticos responsables de la biosmtesis y la estructura del 
LOS ha puesto en evidencia que la expresion de ciertos loci (p. ej., el gen lic2B) puede asociarse con un aumento de la virulencia.*^* 


Protemas de la membrana externa 


Las cepas de H. influenzae tienen seis a ocho OMP en la membrana externa de la pared celular. La investigacion sobre OMP de H. influenzae se ha centrado 
en aquellos que podrian ser utiles como componentes de una vacuna contra H. influenzae no tipificable. Los OMP designados P2 y P6 han generado un 
mayor interes como antigenos potenciales de la vacuna. P2, el principal OMP de H. influenzae, comprende mas del 50% del contenido de OMP Esta protei- 
na tiene un peso molecular de entre 38 y 40 kDa, existe en la membrana externa como un trimero y funciona como una porina; por lo tanto, esta parcial- 
mente expuesta sobre la superficie de las cepas no tipificables.’**-**'^^ En modelos animales, los anticuerpos dirigidos contra la protema P2 son bactericidas y 
protectores contra la infeccion ante la exposicion. Los epitopos de P2 tambien son imnunogenicos en los seres humanos y son dianas para los anticuerpos 
bactericidas que aparecen durante las infecciones por H. influenzae no tipificable.’** El analisis de secuencia de aminoacidos de la protema P2 purificada 
indica que las porciones de la molecula que estan enterradas dentro de la membrana externa estan conservadas en sus secuencias de aminoacidos, mientras 
que los epitopos expuestos a la superficie son sumamente variables en su secuencia de una cepa a otra.'**^ **^* Ademas, los epitopos expuestos de P2 en cepas 
respiratorias individuales cambian en el tiempo como resultado de cambios unicos y secuenciales de bases en los genes estructurales de P2.^^* Utilizando 
niveles animales y la tecnica de anticuerpos monoclonales, se ha demostrado que la principal respuesta anti-P2 esta dirigida contra una unica “asa” expuesta 
de la superficie de la molecula de P2.*'’*^ Los cambios en la secuencia de aminoacidos dentro de esta region conducen a la eliminacion inmunologica de los 
microorganismos que tienen el fenotipo P2 “reconocido”. Este fenotipo es suplantado en el tiempo por microorganismos que expresan el fenotipo P2 ligera- 
mente alterado. Este mecanismo puede explicar en parte la naturaleza cronica de algunas infecciones asociadas con H. influenzae no tipificable (p. ej., sinu¬ 
sitis, EPOC). Al considerar las protemas P2 como antigenos “candidatos” a la vacuna, el analisis de OMP de P2 de distintas cepas de H. influenzae sera 
necesario para identificar epitopos que esten conservados desde el punto de vista estructural e inmunologico.’** 

P6 es una protema que comprende 1 al 5% del contenido de OMP y esta presente sobre la superficie tanto de las cepas tipificables como no tipificables.’^** 
Tiene un peso molecular de 16,6 kDa y es en realidad una lipoprotema asociada con peptidoglucano.”^ En el modelo de rata lactante y en el modelo de oti¬ 
tis media en la chinchilla los anticuerpos dirigidos contra P6 son bactericidas y protectores contra la exposicion.^*En el modelo de raton de otitis media, 
la inmunizacion intranasal con P6 purificado condujo a la induccion tanto de IgA mucoso especifico de P6 como de respuestas inmunes mediadas por celu- 
las.’^**2 El analisis de secuencia de aminoacidos de la protema P6 y la secuenciacion de nucleotidos del gen P6 de las cepas tipo b y no tipificables mostro 
una homologia mayor del 97%, lo que indico que el gen P6 esta altamente conservado a nivel genetico.’^** Los anticuerpos bactericidas dirigidos contra P6 
estan presentes en el suero humano normal. Debido a su naturaleza conservada y a su inmunogenecidad demostrada en animales y seres humanos, el OMP 
de P6 Justifica otras investigaciones como candidato potencial para la inclusion en una vacuna contra H. influenzae no tipificable. Otros estudios han demos¬ 
trado que los loci geneticos que codifican P2 no sufren tasas alias de variacion genetica en las secuencias de codificacion, pero pueden mostrar variacion en 
las areas donde se localizan las secuencias repetitivas.^^-* 
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Recuadro 9-4 Vacunas actuaimente autorizadas de conjugados de H. influenzae tipo b 


Yaoina Fabricante Hidratos de carbono Proteinas transportadoras 


-kP-D 

Pasteur Merieux 

PRP de tamano intermedio 

Toxoide difterico 

1 tiy>-HbOC 

Wyeth Lederle 

Oligosacarido PRP pequeno 

Toxina difterica mutante no toxica (CRM q- i 

FRP-T 

Pasteur Merieux 

PRP de tamano grande 

Toxoide tetanico 

1 fStP-OMP 

1. 

Merck & Co. 

PRP de tamano intermedio 

Complejo de OMP de Neisseria meningitidis serogrupo B 


PIIP-OMP a los 2 y 4 meses de edad cronologica condujo solo bien se observo una disminucion significativa de la respuesta a 

1 ^ 21% y un 55% de lactantes que demostraron concentra- la vacuna.®®^ Se propone que la escasa respuesta a la vacuna en 

anti-PRP mayores de 1 pg/mL despues de la primera y los individuos infectados por HIV se debe al estado de deple¬ 
te ^gunda dosis de vacuna, respectivamente.^^^^ Esta respuesta cion de celulas T de los pacientes y a la naturaleza dependien- 

je aniicuerpos fue significativamente menor que la observada te de las celulas T de la respuesta inmunitaria a las vacunas 

IS ^tantes de termino. En un estudio de seguimiento de lac- conjugadas. Las vacunas conjugadas contra H. influenzae tipo 

mo extremadamente prematuros llevado a cabo 7 anos des- b son inmunogenas en los adultos HIV-seropositivos, pero la 

dc recibir la vacuna se observo que los nifios prematuros capacidad para desarrollar concentraciones protectoras de anti- 

I lQtean titulos mas bajos de anticuerpos a varios antigenos de cuerpos se relaciona con los recuentos basales de linfocitos T 

mama que los ninos de termino que habfan recibido vacu- CD4 y las concentraciones de IgG.^^^ 1220 

wm En un estudio de 19 ninos infectados por HIV-1 que fue- 

mmunizados con una unica dosis de PRP-T o HbOC a una Infecciones causadas por especies de Haemophilus 

media de 28 meses, solo 7 presentaron concentraciones de MENINGITIS 

SDCuerpos anti-PRP que indicaban inmunidad.*®®^ En otro Con anterioridad a la utilizacion de las vacunas, H. influen- 
1 laxudio realizado en ninos africanos infectados por HIV tarn- zae era la causa mas frecuente de meningitis bacteriana en los 


^Euadro 9-5 Pautas para la administracion de vacunas de conjugado de Haemophilus infiuenzae X\po b2072092ia2i2 

f ' Tcidos los ninos deben recibir una de las vacunas conjugadas autorizadas para uso en lactantes (HbOC-PRP-OMP o PRP-T), comenzando a los 2 meses 
^ raad. Si se utiliza PRP-OMP para la primera vacunacion, se administra otra dosis a los 4 meses, con una tercera dosis a los 12-15 meses de edad. Para 
« vacunas HbOC y PRP-T, se administran tres dosis en intervalos de 2 meses (2, 4 y 6 meses) con una cuarta dosis a los 12-15 meses de edad. Para las 
de los 12-15 meses, se puede utilizar cualquiera de las vacunas conjugadas. Estas vacunas pueden administrarse durante las visitas cuando se estan 
aSeiinisirando otras vacunas (p. ej,, sarampion, parotiditis, rubeola) y los lactantes programados para recibir tanto HbOC como DTP pueden recibir la 
w ^;**na de combinacion, HbOC-DTP. En general, las vacunas conjugadas deben administrarse en una jeringa separada y en un sitio separado de DTP u 
}>' “EH vacunaciones. 

ninos para los cuales no se inicia la inmunizacion hasta los 7 a 11 meses de edad, se debe administrar HbOC, PRP-OMP o PRP-T en ese momen- 
fs con una dosis de la misma vacuna administrada 2 meses mas tarde. Se administra una tercera dosis de refuerzo de cualquiera de las vacunas conjuga¬ 
te 2 los 12-18 meses de edad. 

los ninos en los cuales se inicia la vacunacion a los 12-14 meses de edad, se puede administrar PRP-De, HbOC, PRP-OMP o PRP-T. Se deben 
|L Mffcimistrar dos dosis y la segunda dosis se debe administrar al menos dos meses despues de la primera. 

los ninos no vacunados de 15 meses a 5 anos, se recomienda una dosis unica de cualquiera de las vacunas conjugadas autorizadas. 

^-he de inmunizacion para lactantes prematuros se basa sobre la edad cronologica y se debe comenzar a los 2 meses de edad. 
i&Jtea los lactantes en los que la primera serie de inmunizaciones para difteria, tetanos o tos ferina se ha diferido hasta el ano de edad (p. ej., ninos con 
^ «:iios irasiomos neurologicos), la vacuna PRP-OMP puede presentar una ventaja dado que es inmunogenica en ausencia de toxoides difterico o tetanico. 
1* -.acuna combo DTP-HbOC no debe utilizarse para la inmunizacion de lactantes en los cuales esta contraindicada la vacunacion contra la tos ferina. 
incluina a los lactantes con antecedentes de reacciones inmediatas a DTP o el desarrollo de encefalopatia (alteraciones de conciencia, convulsiones). 
^ de los 7 dias de recibir la vacuna DTP. 

5 ltei los ninos de 12 meses a 7 anos de edad con deterioro inmunitario subyacente (p. ej.. los que tienen trasplante de medula osea, drepanocitosis. esple- 

S BDrtomfa, enfermedades neoplasicas que requieren quimioterapia) que han recibido una serie primaria de inyecciones y una dosis de refuerzo a los 12 
•lescs de edad o mas, no se necesitan otras dosis de la vacuna, aunque algunos han recomendado la administracion de una dosis adicional antes de some- 
a un ciclo de quimioterapia o a una esplenectomia. Para los ninos de 12-59 meses de edad con estos trastomos subyacentes que no han sido vacuna- 
se recomienda 2 dosis de cualquier vacuna conjugada administradas con dos meses de separacion. 

:iinos no vacunados que tienen drepanocitosis o asplenia y tienen mas de 5 anos de edad pueden recibir una dosis de cualquier vacuna conjugada. Se 
^^>ren dos dosis de cualquier vacuna administrada con 1-2 meses de separacion para los ninos con infeccion por HIV, procesos malignos, trasplante de 
Mdula osea y deficiencia de IgG2. Los datos de eficacia de la vacuna en ninos de menos de 12 meses de edad con deficiencia de subclases de inmuno- 
gN^inas o infeccion por HIV actuaimente son limitados. 

Ite ninos que han tenido una enfermedad invasora por H. influenzae tipo b antes de los 2 anos de edad, la inmunizacion previa se debe descartar y se 
volver a administrar vacuna conjugada durante la convalecencia segun los esquemas apropiados para la edad senalados antes. Los ninos en los cua- 
ie desarrolla una enfermedad por H. influenzae despues de los 2 anos de edad no necesitan reinmunizacion, dado que la propia infeccion induce una 
Wcuesia inmune protectora en ninos inmunologicamente normales de esta edad. 
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ninos de entre 1 mes y 2 anos de edad, y la incidencia pico era 
entre los 6 y los 12 meses de edad.^^^ Entre los 2 y los 6 anos, 
H. influenzae y Neisseria meningitidis ocurnan con igual fre- 
cuencia; la meningitis por H. influenzae era infrecuente en los 
ninos mayores de 6 anos. Mas del 90% de las cepas aisladas en 
estos casos pertenecian al serotipo capsular Desde el punto 
de vista clinico, la meningitis por H. influenzae tipo b se ase- 
meja estrechamente a la meningitis meningococica. La coloni- 
zacion nasofarmgea previa en un huesped sensible conduce a la 
invasion del torrente circulatorio y la siembra ulterior de las 
meninges. Los smtomas de infeccion de las vias respiratorias 
altas de etiologia viral y de otitis media a menudo preceden la 
aparicion de la meningitis. El inicio de los signos y los sm¬ 
tomas puede ser brusco o insidioso, y el ultimo es el patron mas 
frecuente. Los ninos presentan fiebre, malestar general y, en 
ocasiones, vomitos; la rigidez de la nuca suele estar ausente. 
Algunos ninos pueden sufrir paralisis de nervios perifericos, 
craneales o ambos, y crisis comiciales. Es necesario un alto 
mdice de sospecha, abordajes diagnosticos agresivos (puncion 
lumbar para recoger liquido cefalorraquideo [LCR], recolec- 
cion de hemocultivos y administracion temprana de tratamien- 
to antibiotico apropiado) y una comunicacion estrecha con el 
laboratorio para establecer el diagnostico correcto. Aunque 
relativamente infrecuentes, las complicaciones de la meningitis 
por H. influenzae tipo b son absceso encefalico, derrame sub¬ 
dural, pericarditis, artritis septica e infecciones localizadas en 
otros sitios corporales debido a la diseminacion hematoge- 

218.401 La mayoria de los casos actuales de meningitis por H. 
influenzae tipo b ocurren en pacientes que no ban sido inmuni- 
zados.^^^ 

La meningitis por H. influenzae en adultos es infrecuente y 
suele complicar trastomos subyacentes, como la perdida de 
LCR luego de un traumatismo de craneo o procedimientos neu- 
roquiriirgicos. Tambien puede ser el resultado de una extension 
directa desde un foco contiguo de infeccion en los senos para- 
nasales o el oido medio.^^^'^ Las enfermedades subyacentes 
debilitantes, como diabetes, alcoholismo cronico, neumonia, 
infeccion por HIV y otros estados de inmunodeficiencia tam¬ 
bien predisponen a los adultos a la meningitis por H. influen- 
za^.325,725 Alrededor del 50% de los casos se deben a cepas no 
tipificables de //. influenzae y el otro 50% son causados por 
cepas tipo b y otras cepas encapsuladas.^^^-^^^® 

H. influenzae se propaga a traves de las secreciones respira¬ 
torias y existe un riesgo elevado de enfermedad invasora secun¬ 
daria para los contactos domesticos no vacunados o con vacu- 
nacion incompleta de 4 anos de edad o menores. En este ulti¬ 
mo grupo, este riesgo puede ser mayor de 500 veces.^^^ La 
rifampicina, el farmaco de eleccion para la quimioprofilaxis, 
erradica la portacion orofarmgea y, por lo tanto, la transmision 
del microorganismo. Segun la American Academy of Pediatrics 
(AAP), se debe administrar profilaxis a todos los miembros de 
la casa (incluidos los adultos) cuando hay un contacto o con¬ 
tactos menores de 48 meses cuyo estado de inmunizacion es 
incomplete.La AAP define el contacto como un nino que 
es miembro de la casa o que ha pasado 4 o mas horas por dia 
con el caso mdice por lo me nos durante 5 de los 7 dias que pre- 
cedieron al comienzo de la enfermedad. La dosificacion de 
rifampicina para los ninos es de 20 mg/kg una vez por dia du¬ 
rante 4 dias y para los adultos, 600 mg dos veces por dia durante 
2 dias.^^^ Para que sea eficaz se la debe administrar a los con¬ 
tactos cercanos dentro de los 7 dias desde el inicio de la enfer¬ 
medad en el caso mdice. Todos los miembros de una casa 
donde hay un niho inmunizado de menos de 12 meses de edad 
(los ninos que aiin no han recibido el “refuerzo” de los 12-15 


meses) deben recibir rifampicina. La quimioprofilaxis no es 
necesaria cuando todos los contactos domesticos menores de 
48 meses de edad han completado su serie de inmunizacion. 
Los ninos que asisten a guarderias y son contactos de casos in¬ 
dices deben recibir profilaxis con rifampicina cuando no estan 
vacunados o cuando tienen una vacunacion incompleta y es¬ 
tan expuestos al caso mdice durante 25 o mas horas en la sema- 
na previa al inicio de la enfermedad en el caso mdice. 

En los liltimos anos tambien se ha comunicado meningitis 
por H. influenzae como complicacion de infecciones de deriva- 
ciones del Estas infecciones han ocurrido princi- 

palmente en lactantes y ninos y han involucrado derivaciones 
de tipo ventriculoperitoneal, ventriculoauricular y lumboperi¬ 
toneal. Aunque las infecciones de las derivaciones causadas por 
Staphylococcus epidermidis o Staphylococcus aureus suelen 
desarrollarse por la contaminacion intraoperatoria o periopera- 
toria de la derivacion y el LCR ventricular, al parecer las infec¬ 
ciones de las derivaciones por H. influenzae son el resultado de 
la siembra de la derivacion y el LCR durante la bacteriemia. 
Los pacientes con signos y smtomas de meningitis a menudo 
tienen otras infecciones asociadas por H. influenzae, como oti¬ 
tis media. Los microorganismos aislados en el liquido de la 
derivacion han sido cepas capsulares tipo b o han sido no tipi¬ 
ficables. Aunque las infecciones de las derivaciones causadas 
por bacterias grampositivas requieren la extraccion/reemplazo 
del cuerpo extrano para lograr la curacion, la antibioticoterapia 
sistemica sin extraer la derivacion a menudo tiene exito para 
eliminar las cepas tipo b, aunque el tratamiento farmacologico 
solo ha tenido menos exito en las infecciones de derivaciones 
causadas por cepas no tipificables. 

EPIGLOTITIS 

H. influenzae tipo b ha sido asociado historicamente con epi- 
glotitis, una celulitis de los tejidos supragloticos que conduce a 
edema larmgeo obstruct!vo.^^‘ La epiglotitis pocas veces ocurre 
en lactantes y se observa tipicamente en ninos de 2 a 7 anos \ 
en varones de 20-30 anos. En general, la presentacion es aguda. 
con odinofagia intensa, disfagia, fiebre y tumefaccion de la epi- 
glotis por encima de la laringe en la base de la lengua.^^^^ En 
los ninos, este inicio brusco ayuda a diferenciar clmicamente la 
epiglotitis del crup causado por distintos agentes virales (p. ej.. 
virus sincitial respiratorio, virus parainfluenza) y de la tos fen- 
na causada por Bordetella pertussis. A medida que la enferme¬ 
dad progresa, la deglucion se torna cada vez mas dificil y se 
asocia con sialorrea, estridor inspiratorio y dificuliad respirato- 
ria incipiente. La intubacion endotraqueal y la administracion 
energica de terapia antibiotica y de sosten puede salvar la vid 2 
en los casos de obstruccion de la via aerea. Aunque los cultivos 
faringeos posteriores no son utiles debido a la presencia de otra 
flora nasofarmgea, casi siempre se aisla H. influenzae tipo b de 
los hemocultivos. La epiglotitis tambien puede aparecer en 
adultos, en quienes la fiebre, la odinofagia, la disfagia y la difi- 
cultad respiratoria son los signos y los smtomas de presenta¬ 
cion. La introduccion de estrategias de vacunacion eficace? 
tambien ha afectado la incidencia de epiglotitis.^®^ En un 
estudio sueco, una comparacion de la incidencia anual media 
de epiglotitis en el periodo prevacunacion (1987-1991) con la 
incidencia en 1996 mostro disminuciones del 95% en los ninos 
de 0 a 4 anos, del 83% en los ninos de 5 a 9 anos y del 30% en 
los ninos de 15 anos y mayores.*^^^ Sin embargo, a pesar de la? 
vacunas eficaces, se ha comunicado epiglotitis debida a H 
influenzae tipo b en ninos que han recibido las series comple- 
tas de vacunaciones.'^'^^ 




Especies de Haemophilus 417 


CTmS MEDIA 

La otitis media se refiere a la inflamacion del oido medio y 
nt divide quirurgicamente en dos smdromes: otitis media aguda 
4liquido en el oido medio acompanado por signos y smtomas 
ie mfeccion aguda) y otitis media con derrame (liquido en el 
oido medio sin signos ni smtomas).La otitis media aguda 
Buede ser clasificada a su vez como no complicada, persisten- 
•e. recurrente o cronica.^®^* La otitis media ocurre principal- 
mente en ninos de 6 meses a 5 anos, con la incidencia maxima 
c5»cre los ninos menores de 3 anos. La alta incidencia de esta 
mieccion en los ninos pequenos refleja los mecanismos pro- 
lectores subdesarrollados de la trompa de Eustaquio. La otitis 
nedia aguda suele ocurrir como complicacion de infeccion 
nral ip. ej., virus sincitial respiratorio [VSR], virus parain- 
fcenza). Los smtomas son dolor otico, hipoacusia y, a veces, 
secrecion desde el conducto auditivo extemo. Los signos son 
cebre. irritabilidad, cefalea y, en ocasiones, nauseas y vomitos. 
En los pacientes con otitis media aguda, la otoscopia neumati- 
ci p-me en evidencia una membrana timpanica abombada roja 
% iipacificada relativamente inmovil. En la otitis media con 
licrrame. se observa abombamiento o disminucion de la movi- 
ipOdL) de la membrana, pero esta parece solo ligeramente infla- 
■tada. El diagnostico etiologico definitivo requiere la aspira- 
con aguja del liquido del oido medio (timpanocentesis), 
^ no se realiza de rutina. Sin embargo, cuando hay secrecion, 
debe recogerse para cultivo. Puede ser necesario el cultivo 
amultaneo de LCR y sangre si aparecen signos y smtomas sis- 
jemicos. 

Las causas bacterianas mas frecuentes de otitis media aguda 
son Streptococcus pneumoniae, H. influenzae y Moraxella 
’^^arrhalis, y el 25% al 66% son causadas por H. influen- 
-? b89 gQ% (jg Jag cepas de H. influenzae aisladas de 

z:?-:e?.tras apropiadamente recogidas son no tipificables y el 
lO’v restante son de tipo b.^^^ Hasta el 25% de los ninos con 
«iii> media causada por microorganismos tipo b tambien tie- 
Den una bacteriemia simultanea, meningitis o ambas.^"^^ Las 
a:<r*plicaciones incluyen otitis media aguda recurrente, persis- 
sencia de los derrames del oido medio que requiere la insercion 

tubes de drenaje, deterioro auditivo, mastoiditis, meningitis, 
•xius media cronica, absceso encefalico y sepsis.^^^ Cabe des- 
<Licar que solo el 20-30% de las muestras de liquido de oido 
niedio recogidas de ninos con otitis media con derrame tienen 
."^Iiivos bacterianos positives, aunque solo ahora se esta apre- 
ct^ndo el papel de los microorganismos de crecimiento lento y 
requerimientos nutricionales especiales (p. ej., Alloio- 
:kh:cus otitidis) como causas de esta infeccion.^^^ Se ha reco- 
r^.endado amoxicilina/clavulanato combinados con amoxicilina 

la bucal), axetilo de cefuroxima (via bucal) o ceftriaxona 
intramuscular) como antibioticos de eleccion para el trata- 
?r.iento de la otitis media recurrente y persistente.^^^-*®^^ 

S4NUSITIS 

La sinusitis aguda se caracteriza por smtomas de resfriado 
persistente, secrecion nasal y nasal posterior purulenta, tos, fie- 
bre. cefalea y, a menudo, dolor facial^^®® Esta presentacion 
.iguda se mezcla con un trastomo denominado sinusitis croni- 
:a. caracterizado por la persistencia de los signos y los smto¬ 
mas anteriores mas alia de una duracion de 3 meses, con la tos 
> la secrecion nasal purulenta como los smtomas principa- 
ies. Una sensacion de plenitud facial o la presencia de 
sdema o cambio de color alrededor de los ojos puede indicar la 
extension del proceso infeccioso desde los senos paranasales a 
los tejidos blandos de la orbita. El diagnostico de sinusitis se 


hace principalmente por la evaluacion de los signos y los sm¬ 
tomas; en ocasiones se utilizan tecnicas por imagenes (radio- 
grafia, tomografia computarizada, resonancia magnetica) para 
visualizar los senos etmoidales y esfenoidales y determinar la 
afectacion orbitaria. En los estudios en los cuales se obtuvieron 
muestras quirurgicas o mediante aspiracion con aguja de los es- 
pacios de los senos maxilares, H. influenzae y 5. pneumoniae 
fueron los microorganismos aislados mas a menudo. Los estu¬ 
dios bacteriologicos cuidadosos de pacientes con sinusitis agu¬ 
da han demostrado con claridad que H. influenzae es el agente 
etiologico principal en el 20-25% de los adultos y en el 36-40% 
de los ninos, respectivamente.^^^ ^^®® Estos agentes suelen ser 
invasores secundarios luego de una infeccion sinusal viral (p. 
ej., rinovirus). La mayoria de las cepas de H. influenzae aisla¬ 
das en pacientes con infecciones sinusales agudas son no tipi- 
ficables4^^'^^° H. influenzae desempeha un papel menor en la 
patogenia de la sinusitis cronica. Un estudio reciente de aspira- 
dos de senos frontales recogidos de 30 pacientes consecutivos 
observo que //. influenzae estaba presente solo en el 9% de 35 
cultivos.*^'**^ 

BRONQUITIS Y ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA 

La bronquitis cronica es una entidad clinica mal defmida que 
comprende la inflamacion de los bronquios sin afectacion pul- 
monar importante y que se caracteriza por una tos por lo gene¬ 
ral no productiva y persistente, sibilancias y disnea.*^^^*^®* Este 
trastomo es extraordinariamente frecuente, sobre todo entre los 
varones de 40 anos que fuman. Los factores ambientales (p. ej., 
contaminacion del aire) y las infecciones virales concurrentes 
irritan e inflaman la mucosa respiratoria, la exponen mas a la 
colonizacion bacteriana y conducen a la produccion de esputo 
purulento.*^^^ En los pacientes con bronquitis cronica estable, 
las vias aereas inferiores suelen estar colonizadas por numero- 
sas cepas de H. influenzae no tipificable; durante las exacerba- 
ciones agudas la cantidad de estos microorganismos aumen- 
ta 80.887 j^a persistencia de tos cronica y produccion de esputo 
por lo menos durante 3 meses consecutivos durante mas de dos 
anos en sucesion se denomina enfermedad pulmonar obstructi- 
va cronica o Los pacientes con exacerbaciones 

graves de bronquitis cronica y EPOC tienen disnea, hipoxia y 
habitualmente hipertermia leve. Durante las exacerbaciones, la 
produccion de esputo esta aumentada y la consistencia cambia 
de mucoide a mucopurulenta o purulenta.*La tincion de 
Gram de muestras de esputo correctamente recogidas suelen 
mostrar muchos polimorfonucleares asociados con un morfoti- 
po bacteriano particular (p. ej., los cocobacilos de H. influen¬ 
zae de tincion palida). Los agentes mas frecuentes aislados del 
esputo purulento son cepas no tipificables de H. influenzae, 
seguidas de S. pneumoniae y M. catarrhalisP^'^^^'^^^ En los 
pacientes con enfermedad asociada con H. influenzae, se pue- 
den aislar cepas no tipificables de las vias aereas inferiores aun 
entre las exacerbaciones de los smtomas.^*^-’^^ Durante las exa¬ 
cerbaciones, se suele prescribir un tratamiento empirico con 
antibioticos orales que protegen contra H. influenzae y los 
otros microorganismos, junto con broncodilatadores y otras 
medidas de sosten. En los pacientes con obstruccion grave de 
las vias aereas y abundante esputo purulento. el tratamiento 
antibiotico acorta significativamente la duracion de los smto¬ 
mas. ^^6 Los farmacos cuya eficacia se ha demostrado en esta 
circunstancia son cefalosporinas de amplio espectro, tetracicli- 
nas, quinolonas (p. ej., ciprofloxacina, pmlifloxacina) y los 
macrolidos mas nuevos.^^^ La bronquitis cronica, las exacerba¬ 
ciones agudas de la bronquitis purulenta, la EPOC y la neumo- 
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nia pueden representar estadios en una serie continua de pro- 
cesos patologicos pulmonares en los cuales las cepas de H. 
influenzae no tipificables desempenan un papel primario. Sin 
duda, distintos factores del huesped (estado inmunitario, otras 
afecciones pulmonares, infecciones virales previas o simulta- 
neas) tambien contribuyen a la patogenia de este mal defmido 
trastorno.^^-'’^ 

NEUMONIA 

La neumonia por H. influenzae puede ser otra manifestacion 
de la infeccion sistemica por H. influenzae o una complicacion 
de la EPOC. En los pacientes con enfermedad sistemica 
(meningitis, epiglotitis, bacteriemia, otitis media) esta neumo¬ 
nia es lobular, segmentaria y purulenta, caracteristicas simila¬ 
res a la neumonia neumococica. En estos casos, los microorga- 
nismos de tipo b encapsulados constituyen los agentes etiolo- 
gicos habituales. H. influenzae no tipificables son causas 
importantes de neumonia con bacteriemia o sin ella, sobre todo 
en pacientes ancianos con trastornos respiratorios subyacentes, 
como bronquitis cronica, EPOC y bronquiectasias o con enfer- 
medades sistemicas, que incluyen inmunodeficiencia, diabetes, 
alcoholismo y enfermedad neoplasica.^25j25.ii34^(jgp^^s 
monia bacteriemica debida a los tipos capsulares de H. influen¬ 
zae distintos del tipo b tambien se ha comunicado en pacientes 
con trastornos subyacentes que deterioran los mecanismos de 
defensa locales o sistemicos del huesped.-'^^^ El diagnostico 
definitivo de neumonia por H. influenzae se dificulta por la pre- 
sencia del microorganismo en las vias respiratorias altas de los 
individuos sanos. Las muestras de esputo expectoradas y tosi- 
das pueden proporcionar resultados insuficientes o enganosos; 
pueden ser necesarias muestras de lavado bronquial, broncos- 
copia o lavado broncoalveolar para obtener un diagnostico 
definitivo del cultivo. 


BACTERIEMIA Y SUS COMPLICACIONES INFECCIOSAS 

La bacteriemia es una manifestacion frecuente y temprana 
de la meningitis por H. influenzae tipo b, pero algunos lactan- 
tes pueden tener bacteriemia sin evidencia de meningitis. La 
presentacion aguda se observa sobre todo en ninos con enfer¬ 
medad subyacente (p. ej., drepanocitosis) e incluye fiebre, 
somnolencia y un aumento del recuento periferico de neutrofi- 
los. La bacteriemia puede sembrar tejidos blandos, articulacio- 
nes y hueso, y conducir a celulitis, artritis septica y osteomie- 
litis, respectivamente.^^’ La celulitis a menudo aparece en los 
ninos como tumefacciones violaceas o azul rojizas sobre las 
mejillas y las areas periorbitarias del rostro. La celulitis facial 
y periorbitaria asociada con H. influenzae casi ha desaparecido 
desde la introduccion de las vacunas conjugadas de tipo 
Tambien se describio la celulitis en los adultos en asociacion 
con bacteriemias por H. influenzae tipo b y no tipificables.^^^ 
La artritis septica se caracteriza por dolor, tumefaccion y dis- 
minucion de la motilidad de la articulacion infectada.^™ La 
osteomielitis hematogena se presenta con sintomas constitu- 
cionales, tumefaccion y dolor oseo. Si bien H. influenzae tipo 
b aun es revindicado como la causa principal de artritis septica 
en los ninos mas alia del periodo neonatal pero de menos de 2 
anos de edad. un estudio retrospectivo de 38 ninos con artritis 
septica documentada con cultivo entre 1991 y 1997 solo puso 
en evidencia un caso debido a H. influenzae tipo b.®^^ Esta cepa 
P-lactamasa-negativa fue aislada en 1992 de un nino de 14 
meses que no estaba inmunizado. Howard y cols, revisaron 851 
casos de artritis septica y osteomielitis desde 1977 hasta 1997 


en Notario, y observaron que la artritis septica y la osteomieli¬ 
tis hematogenas por H. influenzae tipo b representaban el 30% 
y el 3% de estas infecciones respectivas antes de 1992, pero 
hubo solo un caso de artritis septica tipo b y no se observe nin- 
gun caso de osteomielitis desde 1992 hasta 1997.^®^ Estos 
resultados indican que la vacunacion amplia ha conducido a la 
casi desaparicion de los microorganismos tipo b como agentes 
etiologicos de estas complicaciones de la bacteriemia. 

La bacteriemia por H. influenzae tambien puede ocurrir en 
recien nacidos y en ancianos. Se ha comunicado la sepsis neo¬ 
natal aguda debida a H. influenzae como entidad clmica distin- 
ta,44o estos casos, se puede presentar meningitis o no. La 
mayoria de los casos de infeccion neonatal son el resultado de 
la transmision matemofetal o matemoperinatal (vease mas ade- 
lante). Solo el 20% de las cepas aisladas en las bacteriemias 
que ocurren durante el periodo neonatal son de tipo b; el resto 
son no tipificables.**^® Aunque se ha comunicado la sepsis por 
H. influenzae tipo b en adultos ancianos, la mayoria de las cepas 
de estos pacientes son no tipificables y el aparato respiratorio es 
la fuente habitual.La bacteriemia por H. influenzae no 
tipificable ocurre principalmente en pacientes ancianos con 
enfermedades subyacentes (p. ej., alcoholismo, lupus eritemato- 
so sistemico [LES], artritis reumatoide, diabetes, procesos 
malignos) y se asocia con distintas complicaciones, como celu¬ 
litis, artritis septica, osteomielitis, empiema, infecciones intra- 
abdominales, pielonefritis y endocarditis.*^^’'^^-^*'^’^^^‘^ 25 . 1134 . 11 36 

ENDOCARDITIS 

H. parainfluenzae, H. aphwphilus y H. paraphrophilus son 
las especies de Haemophilus aisladas con mayor frecuencia de 
pacientes con endocarditis e infecciones intravasculares; H. 
influenzae tipificable y no tipificable son relativamente infre- 
cuentes.-®*^®'2’2,3oi.335.459.5{)o.532 incidencia de endocarditis es 
maxima en los adultos jovenes y de edad mediana. Aunque la 
mortalidad asociada con la endocarditis correctamente tratada 
suele ser de alrededor del 10-15%, las tasas mas altas (25-50%) 
publicadas en la bibliografia anterior probablemente reflejaban 
las dificultades para aislar estos microorganismos con requen- 
mientos nutricionales especiales de los hemocultivos, lo que 
llevaba a un tratamiento antibiotico inapropiado o insuficiente. 
En general, los pacientes tienen una evolucion clmica subagu- 
da con fiebre leve, malestar general, escalofrios y smtomas res¬ 
piratorios. Se observa enfermedad valvular preexistente o sub¬ 
yacente solo en un 50% de los casos, y la presencia de un sopio 
cardiaco es el unico hallazgo sugestivo en estos pacientes. Los 
estigmas perifericos de endocarditis, como manchas de Roth, 
estigmas de Janeway y hemorragias lineales subungulares sue- 
len estar ausentes. Se ha comunicado coagulacion intravascular 
diseminada y hemorragia pulmonar, y se puede observar hema¬ 
turia y anemia con esta infeccion.Los estudios ecocardio- 
graficos han demostrado que la endocarditis por //. aphrophi- 
lus se asocia con una alta incidencia de vegetaciones valvula- 
res y complicaciones septicas resultantes de la embolizacion a 
grandes arterias. Los factores de riesgo para endocarditis con 
las especies de Haemophilus son la presencia de lesiones den- 
tales o bucales (periodontitis, traumatismo, heridas bucale> 
penetrantes), manipulaciones dentales o cirugia bucal prece- 
dente, valvulas cardiacas enfermas o danadas (p. ej., cardiopa- 
tia reumatica, defectos congenitos, cirugia cardiaca previa) y la 
presencia de valvulas protesicas.*^®'^^^ H. parainfluenzae tam¬ 
bien ha sido implicado en casos de endocarditis polimicrobia- 
na en adictos a drogas intravenosas.*®*^* En los casos tipicos. 
estos pacientes se presentan con endocarditis derecha, vegeta- 
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. de valvula tricuspide en la ecocardiografia, y evidencia 
-- \ radiologica de embolizacion pulmonar septica. H. 

'^'lenzae tambien ha sido asociado con una bacteriemia 
'ida resultante de la infeccion de implantes vasculares, 
cables de los marcapasosd®^^ 


NROIIONES UROGENITALES, MATERNAS 
• ^INATALES 

_ - especies de Haemophilus, sobre todo H. influenzae no 
-_»bles y H. parainfluenzae, han sido reconocidas como 
- ^ infrecuentes de uretritis, infecciones del aparato genital 

-mo. vulvovaginitis prepuberal, infecciones obstetricas y 
. - - Idgicas, bacteriemia posparto y sepsis neonatal con 

■gilis o Sturm informo que H. 

^,zae o H. parainfluenzae fueron los unicos microorga- 
' incluidas las clamidias y los ureaplasmas) aislados del 
de 242 episodios de uretritis no gonococica en 234 varo- 
se aislaron especies de Haemophilus en varones asinto- 
' \ En un estudio llevado a cabo en Houston entre 

> 1981, se aislo H. influenzae de hemocultivos de 16 
~ f“es con bacteriemia posparto y de 36 recien nacidos con 

r-iemia o meningitis.^^"^^ Otros 50 aislamientos de //. 
' zae no asociados con bacteriemia ni meningitis provi- 
■ de los genitales (vagina, endometrio, cuello uterino, 
^■^»i-jlas de Bartolino, trompas de Falopio, uretra masculina y 
: r 2 ;> prostatico) y de tejidos fetales (liquido amniotico, teji- 
7 ''ijcentarios). De estos aislamientos, el 94% fueron no tipi- 
desde el punto de vista serologico. Quentin y cols. 
^^^ 7 ^ especies de Haemophilus de cultivos genitales de 

7 .~r .ieres en un periodo de 90 meses.*®^^ De ellas, 42 tuvieron 
bacterianas genitales importantes, como endome- 
r salpingitis y abscesos de las glandulas de Bartolino. La 
zz^ion del aparato genital se relaciono con la presencia de 
rr- Mlivos intrauterinos en ei 62% de las pacientes con endo- 
r ' :is y en 4 de 6 pacientes con salpingitis, lo que sugirio que 
" hr?m6filos genitales pueden comportarse como agentes 
' ■‘'Tjnistas en sitios genitales. La adquisicion prenatal y peri- 
-V de especies de Haemophilus desde el aparato genital 
I'jtrrmo tambien se asocio con prematuridad. rotura prematura 
i6>embranas, amnionitis y sepsis neonatal en este y en otros 

C53sdlOs487.979 

L^ biotipificacion de cepas aisladas en los genitales (vease 
adeiante) mostro que H. influenzae biotipos IV no tipifi- 

> cepas de H. parainfluenzae biotipos I y II son habitan¬ 
ts iiecuentes del aparato genital y producen infecciones geni- 

iocalizadas e infecciones sistemicas maternas y neonata- 
te p^'isparto.^^^^ Otros estudios de cepas de H. influenzae no 
e^dTcables desde el punto de vista serologico recuperadas de 
osfc infecciones han sugerido la existencia de una genoespe- 
rriptica nueva de //. influenzae Esta genoespecie se 
^snca bioquimicamente como biotipo IV (indol negativa, ure- 
^ positiva y omitina descarboxilasa positiva) pero es caracte- 
moczL por otros criterios fenotipicos y geneticos. Estas cepas 
fimbrias peritricas, un perfil OMP caracteristico en elec- 
•D6v«resis en gel de poliacrilamida, expresan un OMP variante 
• '/ease recuadro 9-3) y exhiben un patron enzimatico singu- 
ks en electroforesis enzimatica multilocus.Los estudios 
^ fubridacion de DNA-DNA y de polimorfismo de longitud de 
fegmentos de restriccion del DNA ribosomico indican que 
r cepas son clonales y geneticamente homogeneos, com- 
^"^en menos del 70% de la similitud genomica global con H. 
^uenzae estricto sensu y estan relacionadas mas estrecha- 
^r.ie con cepas de H, haemolyticus}^^'^ En la actualidad, esta 


genoespecie cnptica no puede ser diferenciada fenotipicamen- 
te de otras cepas de H. influenzae biotipo IV. Este patogeno es 
caracterizado ademas para determinar las propiedades que con- 
tribuyen a su virulencia en las infecciones del aparato genital y 
neonatales.’®^-^ 


INFECCIONES OCULARES 

//. influenzae causa infecciones oculares que \arian amplia- 
mente en gravedad, entre ellas, conjuntivitis, escleritis y endof- 
talmitis. Produce una conjuntivitis aguda contagiosa denomi- 
nada coloquialmente “ojo rosado”. Aparecen brotes localizados 
de conjuntivitis aguda entre personas que comparten toallas. 
panuelos u otros objetos que entran en contacto directo con la 
piel del rostro o los ojos. El color rosado difuso de la esclero- 
tica y la presencia de una secrecion serosa o purulenta son 
practicamente diagnosticos de conjuntivitis por Haemophilus. 
La conjuntivitis hemorragica tambien puede ocurrir como parte 
de la presentacion clinica de la enfermedad invasora por H. 
influenzae tipo b.^^^ La endoftalmitis por H. influenzae es infre- 
cuente pero puede ocurrir como una complicacion iatrogenica 
de la cirugia ocular (p. ej., luego de procedimientos de fistuli- 
zacion para el glaucoma).Sykes y cols, informaron tres 
casos de escleritis por H. influenzae Estos pacientes ancia- 
nos presentaron disminucion grave de la agudeza visual, dolor 
y abscesos esclerales nodulares de los que se recupero H. 
influenzae en cultivo. Tambien se lo puede aislar de las ulceras 
corneales herpeticas sobreinfectadas y de muestras corneales 
de pacientes con queratoconjuntivitis atopica.'^®^ 

Desde el punto de vista historico, las cepas aisladas en las 
infecciones conjuntivales fueron designadas como una especie 
separada denominada “//. aegyptius'\ Desde el punto de vista 
fenotipico, estas cepas son similares a H. influenzae biotipo III. 
La presentacion clinica caracteristica, los rasgos bioquimicos y 
los estudios serologicos se han utilizado para sostener la con- 
dicion de “//. aegyptius"' como una especie separada dentro del 
genero. Sin embargo, los estudios de nucleotidos genomicos 
han demostrado una homologia importante de secuencias entre 
“f/. aegyptius'' y H. influenzae, de modo que este microorga- 
nismo se denomina ahora H. influenzae biogrupo aegyptius. 
Aparecio un cion singular y altamente virulento de //. influen¬ 
zae biogrupo aegyptius a comienzos de la decada de 1980 
como agente causal de un smdrome clinico denominado fiebre 
purpurica brasileha. 

FIEBRE PURPURICA BRASILENA 

Durante la decada de 1980, se reconocio un subgrupo de 
cepas que eran fenotipicamente indistinguibles de H. influen¬ 
zae biotipo III (“//. aegyptius'") en asociacion con brotes de una 
enfermedad grave denominada fiebre purpurica brasile- 
ha. 1^7,158,541 pyg comunicada por primera vez en 1984 en la ciu- 
dad rural de Promissao, estado de San Pablo, Brasil, cuando 10 
nihos (de 3 meses a 8 anos de edad) murieron por una enfer¬ 
medad aguda caracterizada por fiebre alta, dolor abdominal 
con vomitos, erupcion petequial/purpurica, shock hipoiensivo 
y colapso vascular. Un brote posterior entre 10 ninos en la ciu- 
dad cercana de Serrana condujo a otras cuatro muertes.'^^ Los 
hemocultivos de estos ninos dieron H. aegyptus. Si bien la fie¬ 
bre purpurica brasileha se asemejaba a la enfermedad menin- 
gococica, la meningitis no formaba parte de la presentacion cli- 
nica. Durante las investigaciones epidemiologicas, se observa- 
ron casos que tuvieron una conjuntivitis purulenta reciente o 
simultanea.i'^^ Desde los brotes iniciales, se han comunicado 
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casos esporadicos en otras areas de Brasil, y en el centro y 
oeste de Australia. 

Las cepas de H. aegyptius asociadas con brotes recuperados 
de hemoculiivos, cultivos conjuntivales o ambos ban sido estu- 
diadas extensamente y tienen varias caracteristicas no halladas 
en H. aegyptius aislado de casos de conjuntivitis purulenta sin 
fiebre purpiirica brasilena.^^'^^®^-^®^‘^^2,1367 g^tas caracteristicas 
son la falta de tipificacion serologica, la presencia de un plas- 
mido singular de 24 kDa. un OMP de 25 kDa caracteristico, 
una proteasa A1 de inmunoglobulina singular y resistencia a 
los efectos bactericidas del suero humano normal. El OMP de 
25 kDa es una proteina de las fimbrias con homologia de se- 
cuencia del 71 % con la principal protema de las fimbrias de H. 
influenzae tipo b: la clonacion y la secuenciacion de los genes 
de las fimbrias de estas cepas ban demostrado un 82% de 
bomologia de secuencia con genes de las fimbrias de las cepas 
de H. influenzae tipo b de referencia.^^^^ Los estudios de 
aglutinacion e inbibicion de la aglutinacion de eritrocitos tam- 
bien ban mostrado que esta protema de las fimbrias se une al 
mismo receptor de la superficie de los eritrocitos que la prote¬ 
ma de las fimbrias de H. influenzae tipo Las cepas de la 
fiebre purpurica brasilena tienen un epitopo de la superficie 
celular altamente conservado y estable del OMP PI de 48 kDa 
que no esta presente en cepas no asociadas con esa enferme- 
dad.^^* Estos estudios arribaron a la conclusion de que los bro¬ 
tes de fiebre purpurica brasilena eran causados por un cion sin¬ 
gular de H. aegyptius designado “//. influenzae biogrupo 
aegyptius'"". Las cepas aisladas en brotes o casos esporadicos de 
fiebre purpurica en Brasil aparentemente carecen del plasmido 
de 24 kDa y las cepas de la fiebre purpurica brasilena austra- 
liana tampoco tienen algunos de los marcadores inusuales.'^^^ 
Al parecer, las cepas australianas representan un segundo cion 
de fiebre purpurica brasilena.^^^ No se ban comunicado casos ni 
brotes en otros sitios, aunque este diagnostico se sospecbo en 
un varon de 17 meses de Connecticut que presento conjuntivi¬ 
tis purulenta, fiebre, somnolencia y un bemocultivo positivo 
con H. influenzae no tipificable biotipo Los examenes 

post mortem de bigado, bazo y ganglios linfaticos establecie- 
ron que la infeccion aplastante por virus de Epstein-Barr fue la 
causa de la enfermedad en ese nino. 

Algunos estudios con las bacterias que producen fiebre pur¬ 
purica brasilena tambien ban sugerido que los microorganis- 
mos tienen capsula, aun cuando son no tipificables. Carlone y 
cols, comunicaron que el DNA de las cepas aisladas en pacien- 
tes con fiebre purpurica brasilena bibridizaba con una sonda 
que contenia secuencias de DNA relacionadas con la smtesis 
del polisacarido capsular de H. influenzae (secuencias del gen 
cap).^^^ Sin embargo, Dobson y cols, observaron que la sonda 
utilizada en los primeros estudios contenia secuencias que eran 
bomologas no solo de los genes cap de las cepas de H. influen¬ 
zae tipificables, sino que tambien contenia secuencias de un 
elemento de insercion {\S10I6) presente en las cepas de H. 
influenzae biogrupo aegyptius relacionadas con la fiebre pur¬ 
purica brasilena pero no en las cepas de H. influenzae que no 
producen fiebre purpurica brasilena.La transposicion de las 
secuencias IS1016 de un plasmido en el genoma del cion vin- 
culado con la fiebre purpurica brasilena puede baber contribui- 
do a la virulencia al alterar la transcripcion y la expresion de 
los genes adyacentes al sitio de insercion.Algunos estudios 
in vivo que utilizaron un modelo de rata lactante y estudios in 
vitro con una Imea de celulas endotebales microvasculares 
bumanas tambien ban mostrado que las cepas de H. influenzae 
biogrupo aegyptius asociadas con fiebre purpurica brasilena 
son mas virulentas que las cepas no asociadas.Sobre la 


base de los metodos de electroforesis enzimatica multilocus, 
las cepas del biogrupo aegyptius forman tres linajes distintos 
dentro de la especie H. influenzae. Las cepas asociadas con la 
fiebre purpurica brasilena no estan estrecbamente relacionadas 
desde el punto de vista genetico con la cepa del biogrupo 
aegyptius que no produce fiebre purpurica brasilena pero mues- 
tran una relacion genetica estrecba con H. influenzae encapsu- 
lado de serotipo capsular 

OTRAS INFECCIONES POR HAEmPHILUS INFLUENZAE 

H. influenzae tipo b puede causar otras infecciones infre- 
cuentes; en algunos casos, el aislamiento de especies de 
Haemophilus fue inesperado. Se ba comunicado celulitis 
periorbitaria y facial, ballazgo frecuente en ninos con bacterie- 
mia tipo b y en adultos con bacteriemia e infecciones respira- 
torias.^^^ Se ba aislado H. influenzae de infecciones abdomina- 
les (p. ej., peritonitis, abscesos pancreaticos, apendicitis) y de 
infecciones del tracto bepatobiliar (colecistitis, absceso bepati- 
co piogeno).^^^*’^ En un paciente con enfermedad por HIV- 
1 tambien se diagnostico epididimitis y orquitis debidas a H. 
influenzae.-^ 

Aunque ocurrfan infecciones esporadicas debidas a H. 
influenzae tipo no b encapsulado antes de la disponibilidad de 
la vacuna, en la era de la vacunacion se estan reconociendo 
cada vez mas infecciones graves causadas tanto por los seroti- 
pos capsulares tipo no b como por cepas no tipificables de H. 
influenzae. En 2001, se observaron cinco casos de enferme¬ 
dad invasora causada por H. influenzae serotipo a en un perio- 
do de 10 meses en Utab.^ Estos ninos (edad mediana, 12 anosi 
presentaron meningitis, bacteriemia y, en un caso, purpura ful- 
minante. El examen mediante tecnicas moleculares mostro que 
tres de las cuatro cepas aisladas disponibles contenfan una 
delecion en el gen \Sl016-bex A, caracteristica tambien balla- 
da en las cepas virulentas de serotipo b. El examen de 48 H. 
influenzae tipo no b invasores mediante tipificacion con endo- 
nucleasas de restriccion mostro que las cepas tipo a se dividfan 
en dos grupos clonales mayores, mientras que las cepas tipo e 
y tipo f, respectivamente, representaban clones unicos. Los 
investigadores propusieron que la mayor incidencia de H 
influenzae encapsulado tipo no b reflejaba la aparicion de clo¬ 
nes bipervirulentos o la diversidad genetica limitada entre las 
cepas tipo no En un estudio llevado a cabo en Brasil antes 
de la introduccion de la inmunizacion activa y durante su trans- 
curso, la incidencia de meningitis por H. influenzae tipo a 
aumento ocbo veces durante la epoca en la cual la incidencia 
de meningitis tipo b babfa disminuido un 69%.Como ya se 
menciono, las infecciones bacteriemicas por H. influenzae que 
ocurren en la era de la vacuna se deben en gran parte a cepas 
no tipificables.^^^ En general, estas infecciones ocurren en 
individuos con una enfermedad subyacente importante (p. ej.. 
enfermedad de Hodgkin, leucemia linfocitica aguda) y en 
aquellos con defectos subyacentes en la produccion de inmu- 
noglobulinas. 

Haemophilus parainfluenzae 

H. parainfluenzae es un agente infrecuente de infecciones hu- 
manas. Ademas de endocarditis (vease seccion sobre “Endo¬ 
carditis”, antes), H. parainfluenzae ba sido aislado de casos de 
epiglotitis bacteriemica, bronquitis, sinusitis, otitis media. 
EPOC, neumonfa, empiema, peritonitis, celulitis, abscesos, sep¬ 
sis neonatal; infecciones de articulaciones naturales y protesi- 
cas, infecciones genitales y de las vias biliares, y abscesos ence- 
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2yj^^VL --t-68.123,232,435.573,633,962,987,1013,1031,1349 Q|Jj. y qqIs. COmUnica- 

•oo un caso de osteomielitis vertebral por H. parainfluenzae 
evidencio clmicamente 3 meses despues de que el pa- 
seoie se sometio a una septoplastia nasal; se presume que el 
p^.edimiento quiriirgico produjo una bacteriemia que sembro 
\enebras lumbosacras.^^^ Este microorganismo tambien ha 
as® 5islado en raras ocasiones como causa de infeccion urina- 
en adultos.^^^ McClain y cols, informaron un caso de uretri- 
Hi purulenta por H. parainfluenzae en un varon de 24 anos que 
^ BDJmpaho por bacteriemia con el mismo microorganismo y 
^a^bien se ha comunicado prostatitis por H. parainfluenzae en 
m hi?mbre de 29 ahos con infeccion por Se han 

cocGunicado raras infecciones hepatobiliares por H. parain- 
J^nzae, que incluyen abscesos hepaticos, tanto en ninos como 
m .adulios.^'^-^^*’^^^ En estas ultimas infecciones se propuso que 
H parainfluenzae ganaba acceso al arbol hepatobiliar desde el 
jmraio digestivo mas que a traves de una via hematogena. Esto 
O apoyado por la falta de una bacteriemia documentada por H. 
fumiinfluenzae en los pacientes, y por el hecho de que se lo ha 
atniado del tubo digestivo con mucha mayor frecuencia que 
hemofilos.^^^ 

^btcjophilus aphrophilus y Haemophilus 
^iBraohrophilus 

H aphrophilus y H. paraphrophilus son parte de la microflo- 
«'?od6gena de la cavidad bucal, donde son componentes meno- 
its de la flora periodontal sana .1268 gntre los hemofilos, H. aph- 
<mf^!ius y H. paraphrophilus, junto con H. parainfluenzae, son 
Ifei especies asociadas con mayor frecuencia con endocarditis 
• seccion sobre “Endocarditis”, antes). Ademas, estas bac- 
Wicis tambien producen infecciones de cabeza y cuello (sinusi- 
fei. «xitis media, epiglotitis, absceso encefalico), infecciones 
TTruitantes de la diseminacion hematogena (neumonia, empie- 
scl ditritis septica, osteomielitis vertebral, celulitis, endoftalmi- 
fe. meningitis, fascitis necrosante), infecciones abdominales (in- 
clones del tracto hepatobiliar, colecistitis, abscesos abdomi- 
4jyes> e infecciones de Neutropenia, 

^<:cesos malignos y quimioterapia oncologica son factores pre- 
^ponentes para las infecciones por estos microorganismos.^^^ 
i¥. aphrophilus y H. paraphrophilus se asemejan a otras bacte- 
gramnegativas con requerimientos nutricionales especiales 
fcvde el punto de vista del cultivo y forman parte del grupo 
"riACEK”, que incluye Haemophilus (H), especies de Actino- 
fcat (A), Cardiobacterium (C), Eikenella (E) y Kingella (K). 
E-^tos microorganismos se describiran mas adelante. 

£r3s especies de Haemophilus 

H. haemolyticus, H. parahaernolyticus y H. paraphrophae- 
mdyricus forman parte de la flora normal del aparato respira- 
"vxno y pocas veces se asocian con infecciones. //. segnis ha 
udo aislado de la placa dental y las vias respiratorias altas. En 
W81. Bullock y Devitt informaron sobre el aislamiento de H. 
s^znis de sangre y pus de un absceso pancreatico en un hom- 
alcoholico de 29 ahos.^^^ Con posterioridad, Welch y cols, 
jescribieron el aislamiento de H. segnis, tanto en cultivos 
ruros como mixtos, de cinco pacientes con apendicitis 
r 2uda.i3^2 microorganismo tambien fue recuperado, junto 
/nn microorganismos anaerobios, de un absceso umbilical 
cutaneo de una mujer de 70 anos.^^^ Se necesita otra investi- 
.acion de estos microorganismos con requerimientos nutricio- 
sJes especiales para una apreciacion mas completa de su 
aotencial patogeno. 


Haemophilus ducreyi 

H. ducreyi es el agente causal del chancroide. una infeccion 
de transmision sexual altamente contagiosa caracterizada por 
ulceras genitales y perianales dolorosas y linfadenopatia ingui¬ 
nal sensible a la palpacion.^®^*^ El chancroide es la causa princi¬ 
pal de enfermedad ulcerosa genital en America Latina, Africa, 
este y sudeste asiatico e India. Se han comunicado brotes de 
chancroide en algunas ciudades costeras en los Estados Unidos 
y Canada. En estos brotes, las prostitutas han sido el reser\’orio 
habitual, y un factor de riesgo conductual importante es el 
intercambio de sexo por dinero o drogas (p. ej., cocama en 
crack). En estos brotes, se han observado relaciones de casos 
hombreimujer de 3:1 a 25:1. 

Aunque se han identificado varios posibles factores de viru- 
lencia en H. ducreyi, su funcion en la patogenia se conoce 
poco. Todas las cepas parecen tener fimbrias superficiales finas 
y enmaranadas, OMP de 40 kDa y 18 kDa, lipooligosacaridos 
y una citotoxina/hemolisina.^^’^^'^^^ ^ 211 , 1284,1394 actualidad. 
no esta claro el papel de estas moleculas en la patogenia de la 
enfermedad. //. ducreyi tambien tiene un requerimiento de cre- 
cimiento especiTico para hierro, y aunque carece de siderofo- 
ros, el microorganismo tiene un receptor sobre su superficie 
que se une a la hemoglobina y es esencial para la captacion de 
hierro .^20 jj^ vitro, es capaz de fijarse, invadir y producir efectos 
citopaticos en celulas de prepucio humano cultivadas, y se han 
desarrollado varios modelos animales para el chancroide con el 
fin de estudiar la virulencia y la patogenicidad, incluidos mode¬ 
los de conejo, cerditos, primates y voluntarios humanos.^'‘’23 i235 

Las lesiones genitales causadas por este microorganismo 
tambien se denominan “chancros blandos” porque, al contrario 
de la lesion primaria (chancro) de la sifilis, los hordes de la 
lesion son irregulares y plegados y no estan bien demarcados e 
indurados (vease lamina en color 9-2B).^°^^ Despues de un pe- 
riodo de incubacion de 4 a 7 dias, las lesiones comienzan como 
papulas eritematosas sensibles a la palpacion que se vuelven 
pustulosas, erosionadas y ulceradas en las siguientes 48 a 72 
horas. En los varones, las lesiones del chancroide suelen ser 
sensibles a la palpacion, dolorosas y estan cubiertas por un exu- 
dado gris amarillento que cubre una base sangrante y dura. 
Suelen aparecer una a tres lesiones sobre los genitales externos; 
en los no circuncisos, estas lesiones a menudo se encuentran 
por debajo del prepucio. En las mujeres, se pueden presentar 
multiples lesiones sobre los labios genitales, dentro de la vagi¬ 
na y en la region perianal. Las lesiones pueden coalescer para 
formar grandes areas ulcerativas que pueden sobreinfectarse. 
El chancroide extragenital es infrecuente, pero se describieron 
lesiones sobre la piel sin pelo, en la boca y sobre las conjunti- 
vas. En alrededor del 50% de los pacientes infectados, se desa- 
rrolla una linfadenopatia inguinal unilateral. Estas adenomega- 
lias en realidad pueden supurar a traves de la piel suprayacen- 
te para formar grandes abscesos inguinales y fistulas. 

En los paises subdesarrollados, la infeccion por H. ducreyi se 
asocia con la transmision del virus de la inmunodeficiencia 
humana tipo 1 (HIV-1) y tipo 2 (HIV-2). Algunos estudios en 
Africa han proporcionado evidencia de que el chancroide es un 
factor de riesgo para la transmision heterosexual del HIV-1, el 
agente etiologico del SIDA.'^29,ii78 parecer. las ulceras geni¬ 
tales debidas a chancroide y otros agentes (p. ej., sifilis) vuel¬ 
ven a las mujeres mas sensibles a la infeccion por HIV-1 luego 
del contacto heterosexual con hombres infectados y la presen- 
cia de ulceras genitales en mujeres infectadas por HIV-1 tam¬ 
bien aumenta la probabilidad de que sus parejas de sexo mas- 
culino se infecten. Las ulceras genitales debidas a chancroide y 
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otras enfermedades, como linfogranuloma venereo. al parecer 
facilitan la evacuacion del virus en las secreciones vaginales. 
En Kenya, por ejemplo, un tercio de las infecciones por HIV en 
las prostitutas y al menos el 50% de las infecciones por HIV-1 
en sus clientes varones parecen relacionarse significativamente 
con la infeccion simultanea por H. ducreyi 

Diagnostico de laboratorio de las infecciones por Haemophilus 
EXAMEN DIRECTO DE MUESTRAS CLINICAS 

Tincion de Gram. Se puede hacer un diagnostico presuntivo rapi- 
do de meningitis por H. influenzae mediante el examen directo 
de LCR utilizando la tincion de Gram. Si se recibe LCR sufi- 
ciente (mas de 1-2 mL), se centrifuga la muestra para obtener 
un granulo de material para examen y cultivo. La citocentrifu- 
gacion de muestras de LCR aumenta la deteccion de pequenas 
cantidades de microorganismos e incrementa considerable- 
mente la sensibilidad de la tincion de Gram en comparacion 
con las muestras centrifugadas de forma convencional o no 
centrifugadas.^^^ En los frotis con tincion de Gram, los micro¬ 
organismos Haemophilus aparecen como pequenos cocobaci- 
los gramnegativos de tincion palida (vease lamina en color 
9-1 A). En ocasiones, se observan celulas filamentosas delga- 
das. Aunque H. influenzae puede ser el patogeno probable 
sobre la base del aspecto en la tincion de Gram y la presenta- 
cion clmica del paciente, los microorganismos no pueden ser 
identificados solo a partir del frotis tenido con Gram. Mas aiin, 
una tincion de Gram negativa no descarta la posibilidad de 
infeccion por Haemophilus porque se pueden presentar muy 
pocos microorganismos en la muestra. Los frotis tenidos con 
Gram de otros tipos de muestras tambien pueden ser utiles para 
el diagnostico presuntivo. En un estudio del ano 2000, la sen¬ 
sibilidad y la especificidad de la tincion de Gram del esputo 
para el diagnostico de la neumonia por H. influenzae adquirida 
en la comunidad fueron del 82% y del 99%, respectivamente, 
si se juzgaba que la muestra era suficiente segun los criterios 
para el cribado del esputo. 

Deteccion de antfgeno capsular tipo b. Para el diagnostico rapido 
de las infecciones por H. influenzae tipo b. existen tecnicas 
inmunologicas para la deteccion del antfgeno capsular PRP 
tipo b en LCR, suero y orina (cap. 3). Los metodos comercia- 
les incluyen las tecnicas de aglutinacion de partfculas de latex 
y coaglutinacion de protema A del estafilococo. Los equipos 
comerciales de aglutinacion de partfculas de latex son el 
Directigen Meningitis Combo Test Kit (BD Biosciences, 
Sparks, MD) y el Wellcogen Bacterial Antigen Kit (Murex 
Diagnostics, Dartford, Inglaterra). La prueba de coaglutinacion 
de protema A comercial es la prueba Phadebact para LCR 
(Boule Diagnostics, Huddinge, Suecia). Todos estos equipos 
contienen reactivos para detectar antfgeno PRP de H. influen¬ 
zae grupo b junto con reactivos para S. pneumoniae, N. menin¬ 
gitidis y deteccion de antfgeno de estreptococos del grupo B en 
Ifquidos corporales. Varios estudios ban comparado las sensibi- 
lidades y especiticidades relativas de aglutinacion de partfculas 
de latex y coaglutinacion de protema A para detectar antfgeno 
PRP de H. influenzae tipo b en distintos Ifquidos corporales de 
pacientes con infecciones menfngeas y no menfngeas.^^'-^^®^^^^ 
La mayorfa de los estudios indican que la aglutinacion de par¬ 
tfculas de latex y la coaglutinacion de protema A suelen ser 
mas sensibles y detectan cantidades menores de antfgeno que 
contra la inmunoelectroforesis (CIE), el metodo mas antiguo 
para detectar antfgenos bacterianos en los Ifquidos corporales. 

A pesar de la realizacion de estas pruebas en ensayos clfni- 
cos que condujeron a la aprobacion para su uso, muchos labo- 
ratorios ban dejado de ofrecer estas pruebas de rutina. Ademas 


del alto costo de los reactivos de latex/coaglutinacion de prote- 
fna A propiamente dicbos, su utilidad diagnostica y pronostica 
no ba sido confirmada despues de anos de experiencia. Perkins 
y cols, revisaron todas las pruebas del latex realizadas en un 
perfodo de 10 meses en dos bospitales y observaron 57 resulta- 
dos positivos.*®®^ La revision de estos casos puso en evidencia 
que 31 resultados eran falsos positivos, 22 eran verdaderos 
positivos y 4 eran indeterminados. Las pruebas falsas positivas 
se observaron principalmente con las muestras de orina. Los 
pacientes que tuvieron resultados falsos positivos en las prue¬ 
bas recibieron un tratamiento innecesario que condujo a una 
bospitalizacion prolongada y otras complicaciones. Ademas. 
entre los 22 casos con resultados verdaderos positivos en la 
aglutinacion de partfculas de latex, no bubo ninguno en el cual 
el tratamiento antibiotico o clfnico del paciente se alterara 
sobre la base del resultado de la prueba. Estas pruebas pueden 
ser muy utiles en casos de sospecba de meningitis para la cual 
la tincion de Gram inicial es negativa, los cultivos de LCR o 
ambos son negativos despues de 48 boras."^^® El metodo reco- 
mendado para la deteccion directa optima de H. influenzae en 
LCR depende de la inspeccion cuidadosa de un frotis tenido 
con Gram preparado a partir de una muestra citocentrifugada. 
Los metodos del latex tambien son mucbo menos sensibles 
para la deteccion directa que los enfoques moleculares. Singbi 
y cols, examinaron el LCR de 107 ninos con sospecba de 
meningitis; el 79% de ellos babfan recibido tambien antibioti- 
cos.**^^ Se aislo //. influenzae tipo b en 14 casos, la prueba de 
aglutinacion del latex fue positiva en 23 casos y la PCR para H. 
influenzae tipo b fue positiva en 37 casos, incluidos todos aque- 
llos que fueron positivos en el cultivo o en la aglutinacion del 
latex. 


CULTIVO DE ESPECIES DE HAEMOPHILUS 

La recuperacion optima de especies de Haemophilus de las 
muestras clfnicas depende de la recoleccion y el transporte 
correctos de las muestras, y del uso de medios de cultivo y 
ambientes de incubacion apropiados. Como estos microorga¬ 
nismos tienen requerimientos nutricionales especiales, las 
muestras que los contienen no deben ser expuestas a la deseca- 
cion ni a temperaturas extremas. Las muestras fundamentales. 
como el LCR, deben spr transportadas a mano basta el labora¬ 
torio clfnico lo antes posible despues de la recoleccion. El agar 
sangre de carnero convencional no es apropiado para el cultivo 
de especies de Haemophilus que requieren factor V para el cre- 
cimiento debido a que la sangre ovina contiene naturalmente 
enzimas que inactivan el factor V.^^ La sangre de conejo o de 
caballo no contiene estas enzimas y los medios de agar que 
contienen algunos de estos productos bematicos apoya el cre- 
cimiento de la mayorfa de las especies de Haemophilus. 
Cualquiera que sea el medio utilizado, el aislamiento de 
Haemophilus requiere la incubacion a 35 a 37 °C en un medio- 
ambiente bumedo con mayor CO 2 (3-5%). Esta atmosfera es 
provista por las incubadoras modernas de COj o por jarras de 
anaerobiosis por extincion con vela. El aislamiento primario 
de especies de Haemophilus de muestras clfnicas se logra uti¬ 
lizando agar chocolate, agar para aislamiento de Haemophilus 
o la tecnica de siembra en estrfa para estafllococos. 

Agar chocolate. El agar chocolate se prepara agregando sangre de 
carnero a una base de agar enriquecido cuando la temperatura 
del medio es lo suficientemente alta como para lisar los eritro- 
citos sin inactivar el NAD en el lisado de sangre (alrededor de 
80 °C). La mayorfa de los laboratorios clfnicos compran agar 
chocolate y otros medios bacteriologicos a vendedores comer- 
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cijsl^s. En general, el “agar chocolate” preparado en el comercio 
:-Kiiiene una mezcla sintetica de hemina y un “coctel” de facto¬ 
rs de crecimiento defmidos qufmicamente que se agregan al 
siedio de base de agar para gonococos. La base de agar para 
i^nococos contiene proteosa peptona, almidon de maiz, buffers 
3 c tosfato monobasico y dibasico, cloruro de sodio y agar. El 
>i!plemento definido quimicamente contiene NAD, vitaminas 
‘B j. clorhidrato de tiamina), minerales (hierro, magnesio), ami- 
acvicidos que se necesitan para el tratamiento de las bacterias 
nM requerimientos nutricionales especiales (cisteina, glutami- 
33 • > glucosa. Estos suplementos se comercializan con los nom- 
bre> IsoVitalex® (BD Biosciences) y GCHI Enrichment® 
♦ Remel Laboratories, Lenexa, KS). 

La desventaja de utilizar agar chocolate para el aislamiento 
pnmario de especies de Haemophilus es que el medio no per- 
Eite la determinacion de las propiedades hemoliticas, lo que 
fi^iida a diferenciar H. haemolyticus y H. parahaemolyticus de 
H influenzae y H. parainfluenzae, respectivamente. Sin 
embargo, es un medio excelente para la recuperacion de otros 
^croorganismos con requerimientos nutricionales especiales, 
como N. meningitidis y N. gonorrhoeae, de muestras que no 
f*sicn estar contaminadas con otros microorganismos, como 
LCR o liquido articular. Como las especies de Haemophilus 
500 habitantes frecuentes de las vfas respiratorias altas (que 
»Lluyen especies tanto hemoliticas como no hemoliticas), 
»Bchos laboratorios han adoptado el agar para aislamiento de 
Hii£mophilus para la recuperacion de estos microorganismos 
as muestras respiratorias. Se describieron medios selectivos 
base de agar chocolate que contienen distintos antibioticos 
ei.. vancomicina, bacitracina y clindamicina), pero no se los 
iciiza ampliamente.^'^® 

K^ar para aislamiento de Haemophilus. Se comercializan medios 
contienen antibioticos para el aislamiento selectivo de 
^-p-ecies de Haemophilus de las muestras del aparato respirato¬ 
rs. Estos medios contienen infusion de corazon de vaca, pep- 
looas. extracto de levadura y sangre de caballo desfibrinada 
oil que contiene tanto el factor X como el V. Se agrega baci- 
tTAjma (300 |Xg/mL) para inhibir la otra flora normal del apa- 
»L» respiratorio, que incluye estafilococos, micrococos, neise- 
rus > estreptococos. Ademas de la recuperacion selectiva de 
especies de Haemophilus a partir de cultivos mixtos, se pueden 
ifcferminar las propiedades hemoliticas de los hemofilos direc- 
amente en el aislamiento primario. 

iicnica de siembra en estrfa para estafilococos. Muchas bacterias 
- kxaduras sintetizan y secretan NAD durante el crecimiento 
CD medios bacteriologicos. En cultivos mixtos, las especies de 
H-j^mophilus que requieren factor V pueden crecer como colo- 
Bias puntiformes alrededor de las colonias de estos otros micro- 
c-manismos. Este fenomeno se denomina satelitismo. El sateli- 
tr^mo proporciona una tecnica para detectar estos microorga- 
m^mos en cultivos mixtos y una prueba presuntiva para la iden- 
micacion del genero. Una colonia de una especie de 
Haemophilus posible es subcultivada en una placa de agar san- 
gre de camero y se siembra en estria como un cesped. Uti- 
hzando un alambre inoculador, se hace una linica siembra en 
er«ria de un microorganism© productor de NAD, como S. 
toireus, a traves del inoculo del posible Haemophilus. Despues 
del crecimiento durante toda la noche en un medioambiente 
ennquecido con CO 2 a 35 a 37 °C, pueden observarse colo- 
mas grises humedas pequenas de los hemofilos dentro del area 
bemolitica adyacente al crecimiento de los estafilococos. Los 
EKmofilos dependientes del factor X tambien crecen como 
olonias satelites porque se liberan hemina y hematina de los 
enirocitos lisados por la accion de las hemolisinas estafilococi- 


cas (vease lamina en color 9-1C). Este metodo se puede utili¬ 
zar para la identificacion presuntiva de especies de 
Haemophilus cuando no se requiere ni es esencial la identifica¬ 
cion de especie (p. ej., muestras del aparato respiratorio). 

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE HAEMOPHILUS 
Morfologfa de las colonias y caracterfsticas del cultivo, En agar 
chocolate, las colonias de H. influenzae son lisas y de color gris 
azulado; las cepas muy encapsuladas pueden parecer mucoides 
(vease lamina en color 9-IB). La mayoria de las cepas produ- 
cen colonias enteras, lisas y convexas de 1-2 mm despues de un 
crecimiento de toda la noche. Algunas tienen olor a "E. coir 
debido a la produccion de indol. En general, las colonias de H. 
parainfluenzae son mas pequenas, de color gris claro y presen- 
tan un aspect© enmarahado en los medios de crecimiento. Las 
reacciones de oxidasa y de catalasa para estos microorganis¬ 
mos suelen ser positivas, aunque la reaccion de oxidasa puede 
ser tardia. Las colonias de H. aphrophilus y H. paraphrophilus 
son pequenas despues de 24 horas de incubacion: se necesitan 
a menudo 48 a 72 horas antes de poder determinar la morfolo¬ 
gfa de las colonias y para que exista el crecimiento suficiente 
para las pruebas de identificacion preliminares. En agar choco¬ 
late, las colonias miden 0,5 a 1 mm de diametro, son convexas. 
granulares y tienen un pigment© amarillento (vease lamina en 
color 9-lD, E y F). Se puede detectar un olor caracteristico a 
“pasta de escuela primaria”. H. aphrophilus no necesiia factor 
V y crece en agar sangre de earner© y en BHI o agar tripticasa 
de soja sin suplementos. H. paraphrophilus es bioqufmicamen- 
te similar a H. aphrophilus, salvo en que se necesita factor V 
para el crecimiento. Estos microorganismos son oxidasa nega- 
tivos, aunque pueden observarse reacciones positivas debiles o 
tardfas con algunas cepas. Tanto H. aphrophilus como H. 
paraphrophilus tambien son catalasa negativos. una caracteris- 
tica que ayuda a diferenciarlos de Actinobacillus actinomyce- 
temcomitans, que se asemeja a estos otros microorganismos 
con requerimientos nutricionales especiales (vease lamina en 
color 9-lC y D). 

Procedimientos de identificacion. Las especies de Haemophilus 
comiinmente halladas son identificadas por sus reacciones 
hemoliticas en agar sangre de caballo y sus requerimientos de 
crecimiento para los factores X y V (cuadro 9-2). Se utilizan 
de rutina discos de papel de filtro o liras impregnadas con fac¬ 
tor X, factor V o ambos, para determinar estos requerimientos 
de factores. El microorganism© por identificar se siembra en 
estrfa en un medio deficiente en factores de crecimiento. como 
agar tripticasa de soja. Cuando se seleccionan colonias para 
las placas de cultivo primario para esta prueba es importante 
no transferir ninguno de los medios de agar chocolate u otros 
medios que contienen sangre a la placa para la determinacion 
de los factores. La suspension del microorganism© en un 
caldo deficiente en factores antes de la inoculacion en la placa 
es una forma de reducir la transferencia de factores de creci¬ 
miento y los consiguientes resultados positivos falsos. Se 
colocan los discos o las tiritas de factor X y de factor V sobre 
la superficie del agar separados por 1 o 2 cm. Si se utiliza tam¬ 
bien un disco/tirita que contiene ambos factores. los discos 
pueden estar mas separados sobre la superficie del agar. Se 
incuban las placas en CO 2 al 5-7% a 35 °C durante 18 a 24 
horas y se observan los patrones de crecimiento alrededor de 
los discos/tiritas. Luego se hace la diferenciacion de las espe¬ 
cies de Haemophilus sobre la base de los factores de creci¬ 
miento que se muestran en el protocol© 8-1 y en la lamina en 
color 9-lD y E. 




Cuadro 9-2 Caractensticas para la identiHcacion de especies de Haemophilus humanas 


BIOTIPO 

REQUERIMIENTO DE: 

PRIEBA 

DE ALA 

PRUEBA 

DE 

INDOL 

PRUEBA 

ORNITINA 



PRODUCCION DE ACIDO A PARTIR DE: 



HEMOLISIS X V 

DE 

UREASA 

DESCAR- 

BOXILASA 

Glucosa 

SacarosB Lactosa Friictosa 

Ribosa 

Xilosa 

Manosa 

H. influenzae 












Biotipo I 

- + + 

- 

+ 

4 

4 

4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo II 

- + + 

- 

+ 

4 


4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo III* 

- + + 

- 

- 

4 


4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo IV 

- + + 

- 


4 

4 

4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo V 

- + + 

- 

+ 

- 

4 

4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo VI 

- + + 

- 

- 

- 

4 

4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo VII 

- + + 

- 

+ 

- 


4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biotipo VIII 

- + + 

- 

- 



4 

- 

- 

4 

4 

- 

Biogrupo aegyptius 

- + + 

- 

- 

4 


4 

- 

- 

4«- 

- 

- 

fi_ parainfluenzae^ 












Biotipo I 

+ 

+ 

- 

- 

4 

4 

4 

4 

- 

- 

4 

Biotipo II 

+ 

+ 


4 

4 

4 

4 

4 

- 

- 

4 

Biotipo III 

+ 

+ 

- 

4 

- 

4 

4 

4 

- 

- 

4 

Biotipo IV 

+ 

+ 

+ 

4 

4 

4 

4 

4 

ND 


4 

Biotipo VI 

+ 

+ 

+ 

- 

4 

4 

4 

4 

ND 

ND 

V 

Biotipo VII 

4 - 

+ 

+ 

4 

- 

4 

4 

ND 

- 

- 

ND 

Biotipo VIII 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

4 

4 

ND 

- 

- 

ND 

H. haemolyticus 

+ + + 

- 

V 

4 


4 

- 

4' 

4 

V 

- 

ti. parahaemolyticus 

+ + 

+ 

> 

4 

V 

4 

4 

4 

- 

- 

- 

H. segnis 

+ 

+ 

- 



4 

4^ 

4' 

- 

- 

- 

H. aphwphilus 

- 

+ 

- 

- 


4 

4 

4 4 

4 

- 

4 

f-l_ paraphmphilus 

+ 

+ 

- 



4 

4 

4 4 

4 

- 

4 

1-1 _ pa raph rophaemolyticus 

+ + 

+ 

- 

+ 


4 

4 

4 

- 

- 

- 

H. ducreyi 

+./ + 

- 

- 



- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ ; positivo; - negativo; +*': positive debit; ND: no disponihle. 

'La-s reacciones de biotipo son identicas a las de H. influenzae biogrupo 
'Lxis cepas de H. parainfluenzae biotipo V son identicas a H. segnis. 

'^’yplius, pero las cepas del biogrupo aegyptius son xilosa negativas. 
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Doren y Chapin evaluaron el rendimiento del agar tripticasa 
de soja, agar con infusion de encefalo y corazon, agar con 
nutrientes y agar de Mueller-Hinton en la identificacion de dis¬ 
cos de factores de 187 aislamientos de H. influenzae 
Observaron que 95,7%, 92,5%, 56,1% y 71,1% de los aisla¬ 
mientos eran identificados correctamente en los cuatro medios, 
respectivamente. Las lecturas falsas positivas de crecimiento 
alrededor de los discos de factor V (que conducen a una iden- 
nticacion erronea de H. influenzae como H. parainfluenzae) en 
agar infusion de cerebro y corazon y la falta de crecimiento de 
las cepas en los agares de Mueller-Hinton y con nutrientes fue- 
ron los principales hallazgos del estudio. Se recomendo el agar 
aipticasa soja como medio de eleccion para realizar el proce- 
dimiento de determinacion de factores de crecimiento. 

Si bien la interpretacion de las pruebas de requerimiento de 
factores suele estar clara, se han comunicado identificaciones 
erroneas causadas por confundir //. influenzae con H. parain- 
n.ienzae y viceversa debido a resultados discordantes en las 
ieierminaciones del factor X. Se citaron las siguientes razones 
rara esias imprecisiones: 1) la presencia de cantidades mini- 
variables de hemina en el medio basal utilizado para la 
rrueba de determinacion de factores; 2) la transferencia de fac- 

■ T X en los inoculos tornados de las colonias que crecen en el 
T^edio que contiene sangre y 3) la naturaleza de requerimientos 
‘lUtricionales especiales de algunas cepas de //. parainfluenzae 

■ consiguiente dificultad para leer las pruebas de factores 

iMra estas cepas. La prueba de acido 5-aminolevulmico (ALA)- 
r^-'rnrina evita muchos de los problemas descritos antes para la 
arrerminacion de requerimientos de factor Esta prueba 

una evaluacion directa de la capacidad de las cepas de 
Hsemophilus para sintetizar intermediarios protoporfiiinicos 
ia via biosintetica hasta hemina a partir del compuesto pre- 
acido 8-aminolevulmico. Las cepas que necesitan factor 
X -geno para su crecimiento (//. influenzae y H. haemolyti- 
son incapaces de sintetizar protoporfirinas a partir de ALA 
V en consecuencia, son negativas con esta prueba. Las cepas 
no necesitan factor X exogeno para el crecimiento (H. 
j^^s:nfluenzae y H. parahaemolyticus) tienen las enzimas que 
siiia?eazan compuestos protoporfirinicos a partir del sustrato 
>. por lo tanto, son positivas en la prueba de ALA-porfi- 
oca Ademas, tanto H. aphrophilus como H. paraphrophilus son 
en la prueba de ALA-porfirina. Los discos de papel de 
ftflcro impregnados con ALA (BD Biosciences; Remel La- 
jrr:st*nes) o los medios de crecimiento que contienen el reactivo 
Remel Laboratories) tambien se pueden utilizar para la 
aTEtfCsi de ALA-porfirina (vease lamina en color 9-1F y G). Con 
£ “tuxlo del disco, se humedece el disco con agua y se inocula 
zm. TTiicroorganismos desde los medios de crecimiento. Despues 
> “^iras de incubacion, se observa el disco con luz ultraviole- 
a J de Wood). La fluorescencia rojo ladrillo en el ^ea de 
■ del microorganismo indica un resultado positivo de la 
la fluorescencia morada, un resultado negativo. Con el 
ie agar ALA, se inocula el microorganismo en el medio 
• >' incuba durante toda la noche. A1 dia siguiente se exa- 

m:ij. t: crecimiento bajo una luz de Wood para detectar fluo- 
rojo ladrillo. 

Li.- pruebas para hemolisis en agar sangre de caballo, los 
*a£er.mientos de factores y la prueba de ALA porfirina han 
>_‘^rporados en sistemas de placas sectorizadas comer- 
U'dra la identificacion de especies de Haemophilus. Estos 
el Haemophilus ID II Triplate y la placa Haemophilus 
T.^ (Remel). La triplaca es una placa dividida en tres que 

agar sangre de caballo, agar con contenido de factor V 
» ispr con contenido de ALA. Luego de la inoculacion y la 


incubacion durante toda la noche, se lee la placa inspeccionan- 
do el sector de agar sangre para detectar hemolisis, buscando 
crecimiento en el sector del factor V y crecimiento fluorescen- 
te rojo ladrillo en el sector de ALA bajo iluminacion con luz de 
Wood. La placa en cuadrantes contiene cuatro sectores que 
contienen medio de Mueller-Hinton con suplemento de facto¬ 
res con sangre de caballo, medio enriquecido en factor X, 
medio enriquecido en factor V y medio que contiene tanto fac¬ 
tor X como V, respectivamente. Sobre la base de la reaccion 
hemolitica y del patron de crecimiento en los cuadrantes res- 
tantes, se puede identificar la cepa aislada. 

Serotipificacion de Haemophilus influenzae. La tecnica mas sim¬ 
ple para la serotipificacion es la aglutinacion en portaobjetos. 
Se prepara una suspension densa del microorganismo en solu- 
cion salina. Se colocan gotas unicas de la suspension en cada 
una de una serie de circulos sobre un portaobjetos de vidrio que 
corresponde a la cantidad de sueros por evaluar, mas un control 
de solucion salina. Se agregan antisueros especiTicos de tipo a 
cada uno de los circulos de prueba y se rota el portaobjetos. La 
aglutinacion rapida (menos de 1 minuto) de los microorganis- 
mos mediante un antisuero especiTico y la ausencia de agluti¬ 
nacion en el control salino identifican la cepa aislada como un 
serotipo especiTico. Existen antisueros comerciales polivalen- 
tes y especificos de tipo para los seis serotipos de H. influenzae 
en BD Biosciences. La serotipificacion de las cepas clmicas 
mediante aglutinacion en portaobjetos debe realizarse en forma 
cuidadosa con agentes confiables cuya calidad este controlada 
con microorganismos de serotipo conocido. En un estudio 
reciente, los CDC observaron discrepancias importantes entre 
los resultados de la tipificacion serologica realizada en los 
departamentos de salud estatales y la deteccion de genes cap- 
sulares mediante PCR (vease mas adelante). En un examen de 
141 aislamientos de H. influenzae de los departamentos de 
salud estatales, 56 (40%) de los identificados como un serotipo 
particular fueron no tipificables por PCR y se observo que dos, 
comunicados como tipos b y f eran tipos f y e, respectivamen¬ 
te, por PCR.^"^^ Mas aun, de 40 cepas identificadas como H. 
influenzae tipo b mediante aglutinacion en portaobjetos, 27 
(68%) no contenian genes tipo b capsulares. La institucion de 
pautas estrictas de control de calidad en tres laboratorios de 
“prueba” del departamento de salud condujo a una mejoria 
importante, con una concordancia global del 94% entre los 
resultados de la aglutinacion en portaobjetos y PCR para gen 
capsular. 

Existe una prueba de confirmacion por cultivo de coagluti- 
nacion (Phadebact Haemophilus, Boule Diagnostics) para la 
identificacion y la serotipificacion simultaneas de H. influen¬ 
zae tipo b a partir de los medios de cultivo primarios. Este 
equipo contiene un frasco ampolla de celulas estafilococicas 
sensibilizadas con anticuerpos tipo b (reactivo de prueba) y 
un segundo frasco ampolla de estafilococos sensibilizados 
con antisueros contra tipos a, c, d, e y f (reactivo control). Se 
mezclan colonias de medios de crecimiento con cada uno de 
los dos reactivos en un portaobjetos de carton. Despues de la 
mezcla, se hace oscilar el portaobjetos durante 30 a 60 segun- 
dos. La aglutinacion visible de la mezcla con reactivo de prue¬ 
ba tipo b, pero no el reactivo control, identifica la cepa como 
H. influenzae tipo b. Una reaccion positiva en el reactivo con¬ 
trol indica que el microorganismo pertenece al tipo capsular 
a, c, d, e o f. Se ha demostrado que esta prueba es altamente 
sensible y especiTica para la identificacion de H. influenzae 
tipo b.^^5 

La serotipificacion tambien se puede realizar mediante la 
incorporacion de antisueros especificos de tipo en medio de 
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agar opticamente claro que se complementa con factores X y 
En este formate, se detecta el tipo capsular mediante la for- 
macion de una reaccion de precipitacion antigeno-anticuerpo 
(es decir, un “halo”) que rodea la colonia. Se puede utilizar este 
enfoque para la serotipificacion simultanea de gran cantidad de 
cepas mediante la inoculacion en el sitio de las cepas sobre la 
superficie de agar utilizando un replicador de Steers. Tambien 
se puede utilizar el metodo de agar antisuero detectando la por- 
tacion orofaringea de H, influenzae tipo b. Cuando se utiliza 
con este objetivo, se agrega bacitracina para inhibir otros 
microorganismos orofaringeos.®"^ 

Se pueden utilizar metodos moleculares para la tipificacion 
capsular de H. influenzae. Falla y cols, crearon un metodo 
basado sobre PCR utilizando cebadores y sondas derivadas de 
secuencias de DNA especificas del tipo capsular clonadas a 
partir de grupos de genes capsulares (los loci cap) de los seis 
serotipos de H. influenzae Cuando se utilizan estas herra- 
mientas junto con aquellas para el gen de exportacion de la 
capsula bexA, se podrian diferenciar entre ellos los mutantes 
tipo b capsulados, no capsulados y deficientes en capsula. 
Tambien se han identificado cebadores y sondas desarrollados 
a partir del DNA amplificado aleatoriamente para caracterizar 
a H. influenzae no tipificable mediante tecnicas de PCR.^^‘ Esta 
tecnica se ha aplicado a investigaciones de brotes de enferme- 
dades respiratorias asociadas con H. influenzae no tipificable y 
fue validada como un metodo epidemiologico aceptable cuan¬ 
do se compare tanto con el perfil de OMP como con los anali- 
sis de restriccion de genes rRNA.^^* 

Biotipificacion de H. influenzae y H. parainfluenzae. En su estudio 
taxonomico del genero, Kilian introdujo pruebas bioquimicas 
para la identificacion y la caracterizacion de los hemofilos.^^^ 
Los biotipos se determinan con tres pruebas: produccion de 
indol, ureasa y omitina descarboxilasa. Las cepas de H. 
influenzae podian ser divididas en siete biotipos que eran in- 
dependientes del serotipo (tipo b, tipo no b o no tipifica- 
Tambien se describieron siete biotipos de H. 
parainfluenzae utilizando estos metodos. Las reacciones de 
biotipificacion para las especies de Haemophilus se incluyen 


en el cuadro 9-2. En el recuadro 9-6 se describen los medios y 
los procedimientos utilizados para la biotipificacion conven- 
cional (vease lamina en color 9-lH). 

La biotipificacion de las especies de Haemophilus ha mos- 
trado que los biotipos especiTicos se asocian con diferentes 
infecciones, fuentes, propiedades antigenicas y patrones de 
resistencia a los antibioticos. Oberhofer y Back examinaron 
464 H. influenzae y 83 H. parainfluenzae y observaron que H. 
influenzae biotipo I se recuperaba principalmente de LCR, san- 
gre y secreciones respiratorias y que la mayoria era de lactan- 
tes de menos de 1 ano de vida.^^^ H. influenzae biotipos II y III 
tambien se recuperaron de cultivos conjuntivales y de esputo de 
ninos de 1 a 5 anos de edad y de adultos may ores de 20 ahos. 
Aunque la mayoria de las cepas serotipo b pertenecian al bioti¬ 
po I, las cepas no tipificables eran principalmente biotipos II y 
III. En su estudio de 1979, Oberhofer y Back observaron una 
asociacion entre H. influenzae biotipos II y III y las infecciones 
oculares; esta observacion fue corroborada en un estudio del 
ano 2002 en San Francisco.^^ ^^2 Como ya se explico, H. 
influenzae biotipo IV son patogenos emergentes en infecciones 
obstetricas, ginecologicas, perinatales y neonatales. Las geno- 
especies cripticas asociadas con infecciones matemofetales 
tambien se biotipifican como H. influenzae biotipo IV, lo que 
destaca los inconvenientes de los metodos fenotipicos para la 
tipificacion de cepas. Las genoespecies cripticas pueden distin- 
guirse de las cepas biotipo IV solo mediante metodos de gene- 
tica molecular que no se encuentran facilmente en los labora- 
torios de microbiologia clinica. Estas cepas tambien pueden ser 
biotipificadas en forma menos confiable mediante sistemas de 
identificacion comerciales. Quentin y cols, evaluaron cuatro 
sistemas por su capacidad para identificar/biotipificar 188 ais- 
lamientos de genitales y neonatales.De estos, 167 (88%) 
fueron identificados y biotipificados correctamente, 8 fueron 
mal identificados y 13 fueron biotipificados incorrectamente al 
menos por un sistema. Los analisis de hibridacion de DNA- 
DNA de los 21 aislamientos discrepantes pusieron en eviden- 
cia que 15 de ellos eran las genoespecies cripticas del tracto 
genital. 


Recuadro 9-6 Medios y procedimientos para la biotipificacion de H. influenzae y H. parainfluenzae 


Prueba del indol 


Se prepara una suspension importante del microorganismo en buffer de fosfato 0,05 M (pH 8,0) que contiene triptofano al 0.1%. Despues de 4 boras de 
incubacion a 35 ®C, se agregan algunas gotas de reactivo de Kovac y se agita la suspension. Un color rojo en la capa de alcohol superior es un resultado 
positivo de la prueba; un color amarilio es un resultado negativo. Tambien se puede utilizar el caldo de indol-triptofano con una inoculacion importante para 
los bacilos entericos con el agregado del reactivo de Kovac despues de una incubacion de toda la noche. 


Prueba de la ureasa 


Se prepara una solucion balanceada de sales {KHT 04 al 0,1%, K 2 HPO 4 al 0,1%, NaCl al 0,5%, y 0,5 mL de una solucion de rojo de fenol al 2%) (100 
mL), ajustada a un pH de 7,0 y se la coloca en el autoclave. Se agrega urea acuosa y esterilizada con filtro (10 mL) y se coloca la solucion en tubes esteri- 
les en pequenas cantidades. Para realizar la prueba, se prepara una suspension importante del microorganismo en el medio. La aparicion de un color rojo en 
el medio despues de 4 boras de incubacion es un resultado positivo de la prueba. Tambien se pueden utilizar para esta prueba las porciones inclinadas del 
agar urea de Christensen con una inoculacion importante. 


Prueba de la ornitina descarboxilasa 


Se utiliza el caldo de ornitina descarboxilasa de Moeller estandar junto con un tubo de base de caldo de descarboxilasa de Moeller como control negativo. 
Se utiliza un inoculo importante y cada tubo se cubre con vaselina esteril. Es mejor leer los resultados‘despues de una incubacion de toda la noche, aunque 
la mayoria de las pruebas positivas se aprecian despues de 4 a 6 horas y en general estan disponibles despues de 4 horas de incubacion; las pruebas negati- 
vas deben ser reincubadas durante toda la noche. 
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Meiodos bloqufmicos y comerciales para la identificaclon rfe Hae- 
iT.ophilus. Tambien se pueden utilizar pruebas de fermentacion 
de hidratos de carbono para la identificacion de especies de 
Haemophilus (vease cuadro 9-2). Estos metodos evitan los 
problemas tecnicos asociados con las determinaciones de 
requerimientos de factores que se explicaron antes. Se puede 
utilizar la produccion de acido a partir de varies hidratos de 
carbono (sacarosa, fructosa, ribosa, xilosa y manosa) para 
separar H. influenzae de H. parainfluenzae. Ademas de los 
requerimientos de factores de crecimiento, es necesaria una 
>ene limitada de pruebas para diferenciar e identificar H. aph- 
rnphilus, H. paraphrophilus y H. segnis. La fermentacion de 
lactosa o la hidrolisis de o-nitrofenil-p-D-galactopiranosido 
<ONPG) son utiles para la identificacion de H. aphwphilus y 
H paraphrophilus’, ambos son positives con estas pruebas, 
mientras que otras especies de Haemophilus (y Actinobacillus 
actinomycetemcomitans) son negativas (vease lamina en color 
V-2G y H). H. segnis produjo una acidificacion debil o tardia 
de sacarosa y fructosa, y es negativa en las tres reacciones de 
biotipificacion. 

Se determina la utilizacion de hidratos de carbono en agar 
cisteina-digerido tripico semisolido con inoculacion importan- 
le que contiene hidratos de carbono esterilizados con filtro al 
. En general, la produccion de acido se aprecia en 4 a 18 
boras. Se pueden utilizar discos de ureasa y ornitina descarbo- 
\iiasa impregnados con reactivos (Remel Laboratories) y la 
cTueba de indol en el sitio para una biotipificacion individual 
ripida (1 hora), si fuera necesario. 

Tambien se pueden utilizar sistemas comerciales de identifi¬ 
cacion que utilizan pruebas convencionales modificadas y sus- 
iraios enzimaticos cromogenicos para identificar y biotipificar 
simultaneamente especies de Haemophilus. El panel RapID 
NH (Remel Laboratories), la tarjeta de identificacion para 
Seisseria-Haemophilus Vitek (NHI) (bioMerieux-Vitek, 
Hazelwood, MO), el panel de identificacion para Haemo- 
philus-Neisseria (HNID) (Dade/MicroScan, West Sacramento, 
CA) y la tira API NH (bioMerieux, La Balme-les Grottes, 
Francia) identifican estos microorganismos dentro de las 4 
horas de la inoculacion (vease lamina en color 9-2A y 
C >.^1-628.629,909 gg incluycn ONPG, lactosa o ambos para la dife- 
renciacion de H. aphrophilus/paraphrophilus', las pruebas para 
un requerimiento de factor V separan estas dos especies. 

Giagnostico de laboratorio de la infeccion 
por Haemophilus ducreyi 

Se pueden utilizar hisopos de algodon, rayon, dacron o algi- 
naio de calcio para recoger muestras de lilceras chancroides. En 
cKindiciones ideales, las muestras se deben recoger de la base y 
l»os hordes socavados de la ulcera; el microorganismo no suele 
ai^ilarse del pus de los bubones. No se ha evaluado la capacidad 
de los medios de transporte para mantener cepas clmicas de H. 
ducreyi y las muestras pueden albergar solo pequehas cantida- 
ies de microorganismos. Por lo tanto, los medios deben ser ino- 
culados directamente. Los frotis tenidos con Gram del exudado 
? upurado de las lesiones genitales de chancroide pueden no ser 
miles debido a la baja sensibilidad y especiflcidad de la tincion 
de Gram. Cuando se observa en extendidos directos, H. ducre- 
\i aparece como cocobacilos gramnegativos de tincion palida, 
a menudo agrupados (“en cardumenes”) o dispuestos en cade- 
na> paralelas laxamente enrolladas (en “vias de ferrocarrif’) 
♦ ng- 9-2). Se pueden encontrar en el interior y en el exterior de 
las celulas polimorfonucleares. Como las lesiones genitales y 
ganglios supurados o los abscesos pueden sobreinfectarse 


Figura 9-2 Morfologia en la tincion de Gram de Haemophilus ducreyi. En 
los frotis tenidos preparados a partir de lesiones de chancroide o del creci¬ 
miento de las colonias, los bacilos gramnegativos pueden aparecer en grupos 
laxos (“cardumen” [izquierda]) o dispuestos en Imeas paralelas onduladas 
(“vias de ferrocarril" [derecha]). 


con otras bacterias (sobre todo fusobacterias, estafilococos y 
estreptococos), el diagnostico mediante un frotis tehido con 
Gram es dificil y se debe intentar el cultivo. El diagnostico de 
chancroide a menudo se hace sobre bases clmicas y epidemio- 
logicas; sin embargo, en el diagnostico diferencial se deben 
incluir la siTilis. la infeccion genital por virus del herpes simple 
y el linfogranuloma venereo. Se describio un anticuerpo mono¬ 
clonal dirigido contra H. ducreyi, que se utiliza en una prueba 
de inmunofluorescencia indirecta para detectar microorganis¬ 
mos directamente en extendidos preparados de ulceras genita¬ 
les. Tambien se han producido sondas de DNA para H. 
ducreyi que se utilizan en contextos de investigacion para la 
identificacion del microorganismo y para la deteccion directa 
en muestras de animales con infeccion experimental. 

Puede ser dificil que H. ducreyi se desarrolle en cultivo y se 
han evaluado varios medios para lograrlo.^'^^ Estos medios inclu- 
yen base de agar CG con suplemento de hemoglobina al 2%, 
suero fetal de temero al 5% e IsoVitalex al 1% o enriqueci- 
miento GCHl (Remel) y agar de Mueller-Hinton con suple¬ 
mento de sangre de cabal lo con chocolate al 5% mas enriqueci- 
miento de IsoVitalex al 1 %.773,948 Xotten y Stamm describieron 
una nueva placa clara y medios con caldo para H. ducreyi que 
contienen base de agar CG, enriquecimiento con factor XV al 
1% (PML Microbiological, Tualatin, OR), suero fetal de ter- 
nero al 10% y catalasa (Sigma Chemical, St. Louis, MOi.^^ss 
agrega catalasa como fuente de hemina. El caldo tiene una 
composicion similar, pero se utiliza caldo CG en lugar de caldo 
como medio basal. Los medios comerciales de agar chocolate 
suelen sostener el crecimiento de H. ducreyi’, se pueden colocar 
discos de vancomicina en distintos cuadrantes de una placa de 
chocolate para ayudar a la deteccion de los microorganismos 
en cultivos mixtos.^^^'^'^^’^^^^ La mayoiia de las cepas de H. 
ducreyi tienen concentraciones inhibitorias mmimas (CIM) de 
vancomicina de 32 a 128 jig/mL, pero algunas tienen una CIM 
de tan solo 4 jUg/mL. Por lo tanto, puede ser ventajoso inocular 
medios con vancomicina y sin ella y recoger multiples mues¬ 
tras apropiadas. Los medios se incuban a 33 °C a 35 ""C en CO 2 
al 5-7% o en una jarra de anaerobiosis por extension con vela 
y elevada humedad. Se puede obtener un mejor crecimiento 
utilizando un ambiente microaerofilo, donde se colocan culti¬ 
vos en una jarra Gas-Pak con dos envolturas que generan dio- 
xido de carbono/gas hidrogeno y sin catalizador.*^^^ Se ins- 
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peccionan los cultivos diariamente durante 10 dias. La mayo- 
ria de las cepas clfnicas producen un crecimiento visible en 2 
a 4 dias. 

Las colonias de H. ducreyi son pequenas, no mucoides y de 
color gris, amarillo u ocre y pueden “acodarse” sobre la super- 
ficie del agar cuando se aplica un ansa bacteriologica, son difi- 
ciles de recoger y producen una suspension heterogenea y 
“grande'' en solucion salina. En la tincion de Gram, los micro- 
organismos aparecen como cocos gramnegativos, habitualmen- 
te en estrecha asociacion entre ellos. H. ducreyi es catalasa 
negative y oxidasa positive: la reaccion de oxidasa suele ser 
tardia y se desarrolla solo despues de 15 a 20 segundos con el 
reactive de dihidrocloruro de tetrametil-p-fenilenediamina. 
Debido a los requerimientos nutricionales especiales de H. 
ducreyi, no se pueden demostrar requerimientos de factores de 
crecimiento con las tecnicas de discos o tiras impregnadas en 
factores. La prueba de ALA-porfirina es negativa, lo que indi- 
ca que se necesita hemina exogena para el crecimiento. El 
microorganismo es bioquimicamente inerte, salvo por las prue- 
bas de reduccion de nitrato y fosfatasa alcalina positivas. 
Hannah y Greenwood evaluaron 64 cepas de H. ducreyi con el 
sistema RapID NH; todas fueron identificadas correctamente 
por este sistema, y las pruebas de fosfatasa y de reduccion de 
nitrato fueron las unicas reacciones positivas para todas las 
cepas evaluadas (vease lamina en color 9-2C).”^ En una eva- 
luacion con 25 cepas de H. ducreyi, Shawar y cols, observaron 
que todas producian reacciones enzimaticas unicas y compati¬ 
bles en el sistema RapID ANA (bioMerieux-Vitek), que es un 
sistema de 4 horas utilizado para la identificacion de bacterias 
anaerobias de importancia clmica (vease cap. 14).^^^^ Estos 
investigadores tambien comunicaron que las cepas de H. du¬ 
creyi son sensibles al polianetolsulfonato de sodio segun lo 
determina un metodo de sensibilidad en disco. Estos autores 
sugirieron que las caracteristicas de crecimiento simples, la 
sensibilidad al polianetolsulfonato de sodio y los perfiles de 
aminopeptidasa obtenidos con el sistema enzimatico RapID 
ANA se podian utilizar para la identificacion de //. ducreyi. 
Otros investigadores han mostrado que las cepas de H. ducreyi 
tienen perfiles uniformes aminopeptidasa que pueden ser utiles 
para la identificacion de laboratorio.^^^® 

Tambien se han creado metodos no moleculares y tecnicas 
no dependientes del crecimiento para la identificacion o detec- 
cion directa de H. ducreyi.'^'’^ Roggen y cols, desarrollaron un 
inmunoanalisis enzimatico (EIA) que utiliza anticuerpos poli- 
clonales contra un antfgeno de membrana especifico de especie 
de 29 kDa y un antfgeno de membrana especffico de inmunoti- 
po de 30 a 34 kDa como anticuerpos de captura.^^^'^ Este EIA 
reacciono con todas las cepas de H. ducreyi evaluadas y tam¬ 
bien pudo detectar los microorganismos directamente en mues- 
tras clfnicas. Tambien se utilize PCR para detectar H. ducreyi. 
Chui y cols, informaron del desarrollo de un conjunto de ceba- 
dores y dos sondas de DNA especfficas para H. ducreyi sobre 
la base de las secuencias de nucleotides publicadas del rRNA 
de 16S del microorganismo.El conjunto de cebadores y las 
sondas tuvieron una sensibilidad del 100% para detectar 51 
cepas de H. ducreyi que se aislaron en seis continentes en un 
perfodo de 15 ahos. El procedimiento de deteccion directo 
basado sobre la PCR fue evaluado en 100 muestras clfnicas y 
mostro una sensibilidad del 83% al 98% y una especificidad 
del 51% al 67%, segun la cantidad de ciclos de amplifica- 
cion.^^^ Otro grupo de investigadores tambien creo un ensayo 
basado sobre PCR para la deteccion directa de H. ducreyi, pero 
la sensibilidad y la especificidad de la prueba fueron desalen- 
tadoras.^^ Observaron que la falla de la PCR para detectar H, 


ducreyi probablemente condujo a una inhibicion inespecffica 
de la DNA polimerasa Taq por el material en la muestra. Gu y 
cols, produjeron, mediante ingenierfa genetica, una prueba de 
PCR para H. ducreyi que utilizo regiones separadoras interge- 
nicas de rRNA de 16S y 23S como secuencias diana para la 
deteccion.Por ultimo, Orle y cols, idearon un analisis de 
PCR multiple para la deteccion directa de H. ducreyi. Trepo¬ 
nema pallidum y virus del herpes simple tipos 1 y 2 directa¬ 
mente de lilceras genitales.^'^^ 

Sensibilidad a los antibioticos de las especies 
de Haemophilus 

Hasta alrededor de 1973, las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos de H. influenzae eran innecesarias porque casi 
todas las cepas importantes eran sensibles a la ampicilina, el 
farmaco de eleccion para la meningitis y la bacteriemia causa- 
das por este microorganismo. Para 1974. algunas cepas de H. 
influenzae se habfan vuelto resistentes a la ampicilina debido a 
la produccion de enzimas P-lactamasas mediadas por plasmi- 
dos que inactivan la ampicilina. Las p-lactamasas mediadas por 
plasmidos se han hallado en H. influenzae tipo b, no tipo b 
encapsulado y no tipificable, y en cepas de H. parainfluenzae. 
Estos microorganismos albergan un transposon de 3 MDA que 
transporta el gen para una enzima p-lactamasa tipo TEM-l. 
Algunas raras cepas de H. influenzae producen un segundo tipo 
de P-lactamasa, denominado ROB-l.^®^ En los ultimos 25 anos, 
la prevalencia de cepas p-lactamasa positivas ha aumentado 
lentamente en todo el mundo.'^^-'^ Un estudio de muestras respi- 
ratorias de H. influenzae recogidas durante 1997 en los Estados 
Unidos y Canada comunico que el 34,2% de 837 aislamientos 
en 27 centros medicos de los Estados Unidos y el 31,3% de 240 
aislamientos en 7 centros canadienses eran p-lactamasa positi- 
vos.^'*^ En un segundo estudio cooperativo reciente sobre sensi¬ 
bilidad de los microorganismos aislados en los Estados Unidos. 
llevada a cabo como parte del SENTRY Surveillance Program, 
se observe que el 35% de 1 032 aislamientos de H. influenzae 
eran P-lactamasa positivas.En el proyecto de vigilancia 
LIBRA 2002, H. influenzae p-lactamasa positive represento el 
32,2% de 2 791 cepas.^^ En todos estos estudios, mas del 99% 
de las cepas fueron sensibles a amoxicilina-clavulanato, inde- 
pendientemente de la produccion de p-lactamasa. El clavula- 
nato inactiva la p-lactamasa y vuelve a los microorganismos 
sensibles a la amoxicilina incluida en esta combinacion de anti¬ 
bioticos. 

Se han aislado raras cepas de H. influenzae que son resisten¬ 
tes a la ampicilina, pero no producen p-lactamasas.En es- 
tas cepas, la resistencia se debe a alteraciones en las protefnas 
de la pared celular fijadoras de penicilina o en la permeabilidad 
de la membrana celular al agente.^^^ Estas cepas muestran 
menor sensibilidad a las cefalosporinas de tercera generacion y 
a combinaciones de P-lactamico/inhibidor de P-lactamasa.^^'^^^^ 
Aunque los estudios iniciales sugirieron que es posible que los 
metodos de difusion con discos no detecten con precision resis¬ 
tencia a la ampicilina en estas cepas, cambios en el medio de 
prueba (Haemophilus Test Medisum [HTM]) y modificaciones 
de los criterios de interpretacion han encarado estos proble- 
mas.652,653,858 pqj. fortuna, estas cepas P-lactamasa negativas y 
resistentes a la ampicilina son muy infrecuentes. Un estudio de 
vigilancia de H. influenzae 2000-2001 solo detecto 9 (0,6%) 
cepas P-lactamasas negativas y resistentes a la ampicilina entre 
1 434 cepas.La CIM de la ampicilina para estas nueve cepas 
fue de 4 pg/mL; todas eran sensibles a amoxicilina-clavulana¬ 
to, cefuroxima, cefprozilo, macrolidos y fluoroquinolonas. 
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El cloranfenicol, utilizado antes como altemativa de la ampi- 
cilina en el tratamiento de la meningitis, sigue siendo altamen- 
te active contra H. influenzae y el 99% de las cepas evaluadas 
en un estudio cooperative entre los Estados Unidos y Canada 
fueron sensibles.^'*^ preocupaciones acerca de su toxicidad 
potencial y cuestiones relativas a interacciones farmacologicas 
ban limitado su uso tanto en los Estados Unidos como en los 
paises en vias de desarrollo.^*^ Tambien ha aparecido resisten- 
cia al cloranfenicol en estos microorganismos.^^®*^^ La mayona 
de H. influenzae resistentes al cloranfenicol producen cloranfe¬ 
nicol acetiltransferasa (CAT), que cataliza la transferencia de 
dos grupos acilos desde la acetilcoenzima A a los sitios actives 
en la molecula de cloranfenicol, impidiendo asi que el antibio- 
lico real ice su funcion normal de inhibir la smtesis de proteinas 
bacterianas.*^^ Aunque las cepas productoras de CAT de H. 
influenzae parecen producir la enzima en forma constitutiva 
<en lodas las condiciones de crecimiento), la produccion de 
CAT por otras especies de H. influenzae es inducible y requie- 
re la exposicion del farmaco para la produccion de la enzima.®^* 
Oiras cepas resistentes al cloranfenicol demuestran una imper- 
meabilidad relativa debido a la perdida de un OMP importante 
que permite la entrada del farmaco en la celula.^^® 

En la actualidad, las cefalosporinas de tercera generacion 
:f*nstituyen la terapia recomendada para el tratamiento de las 
mfecciones graves por Haemophilus debido a la actividad 
‘fxcelente de estos agentes tanto in vitro como in vivoJ^^^ En 
estudios de los Estados Unidos y Canada, las comunicacio- 
nes de Surveillance Network Database y Alexander Project y 
ios estudios de vigilancia SENTRY, todas las cepas de H. 
y^rlitenzae fueron sensibles a las cefalosporinas cefpodoxima, 
cefoiaxima, ceftriaxona y cefixima.^‘*2.403.669 1273 Ademas de la 
aix'xicilina, el cefaclor fue el linico agente afectado adversa- 
2 aenie por la produccion de p-lactamasa. Aunque 92,5-97,2% 
die H. influenzae p-lactamasa negative fueron sensibles a cefa- 
solo 54-76,9% de las cepas P-lactamasa positivas fueron 

M!Tl>lbles7-»2.1273 

Lis infecciones asociadas con H. influenzae no tipificable, 
axno las exacerbaciones de bronquitis cronica, EPOC y otitis 
Trtii. a menudo son tratadas con ampicilina y amoxicilina si se 
dkvumentado sensibilidad a estos agentes. De otro modo, se 
.jRsonben macrolidos, sulfamidas o fluoroquinolonas por boca 
aami estas infecciones. Entre los macrolidos, la azitromicina 
a ei mas active contra H. influenzae y el 99,8% de las cepas son 
■asables a la azitromicina, en comparacion con el 61,4-91,7% 
son sensibles a la claritromicina.^^^’*^^^ Trimetoprim-sulfa- 
•■eKAazol tambien se administra con frecuencia para estas 
■ic_^:i'>nes, pero solo 77,3-87,5% de las cepas son sensibles a 
CK igente. Sin embargo, las fluoroquinolonas tienen una acti- 
wcki excelente contra H. influenzae. Algunos estudios coope- 
grandes ban comunicado que las cepas de H. influenzae 
mm. sensibles a ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina, espar- 
gatifloxacina, grepafloxacina, gemifloxacina, moxi- 
y trovofloxacina.*®^-^^^'^^^’^^'^Aunque la mayoria 
m ,epas de H. influenzae tienen una CIM de ciprofloxaci- 
m S (16 ug/mL, recientemente se ban comunicado cepas con 
le Jiprofloxacina elevada 0,12 pg/mL).'2®’‘29 
b 'r'eral, H. parainfluenzae, H. aphrophilus y H. paraph- 
son sensibles a las cefalosporinas de tercera genera- 
quinolonas, el cloranfenicol, las tetraciclinas y los 
^■■^-•cosidos. Algunos agentes, como ceftriaxona, cefota- 
mjOEi r Jiprofloxacina, han sido eficaces en pacientes con 
graves del sistema nervioso central (SNC), absce- 
•iesiL^falicos y endocarditis.Aunque la mayoria de las 
■■■I « sensibles a penicilina y ampicilina, se ban comuni¬ 


cado cepas resistentes, incluidas algunas que producen P-lacta¬ 
masa. 

Cuando se examinan cepas de distintas partes del mundo, las 
de H. ducreyi muestran una amplia gama de resistencia media- 
da por plasmidos a los antibioticos, que incluyen ampicilina, 
tetraciclina, sulfamidas, cloranfenicol y los aminoglucosidos 
mas antiguos. Las cefalosporinas de tercera generacion (cefo- 
taxima, ceftriaxona, ceftixima), las fluoroquinolonas (ciproflo¬ 
xacina) y los macrolidos (eritromicina, azitromicina) muestran 
una actividad excelente contra H. ducreyi in vitro, mientras 
que muchas cepas son resistentes a tetraciclinas y trimeto- 
prim-sulfametoxazol.^^^2‘*’’3®^ Muchos de estos agentes han 
sido utilizados como exito para el tratamiento del chancroi- 
( 1 ^ 79.815 824.1295 embargo, debido a los fracasos terapeuticos 
en pacientes infectados por HIV, existe cierta preocupacion 
acerca de la eficacia clinica de las terapias de dosis unica o de 
serie corta (p. ej., ceftriaxona por via intramuscular, azitromi¬ 
cina por via oral) en individuos con chancroide que tambien 
estan inmunodeprimidos7'^*’‘296 

Se puede determinar la sensibilidad a los antibioticos de las 
especies de Haemophilus mediante los procedimientos de difu¬ 
sion con discos y dilucion en caldo o agar. En el capitulo 15 se 
describen los metodos de evaluacion de la sensibilidad. 


Especies de Actinobacillus 

Los Actinobacillus son bacilos no esporulados, gramnegati- 
vos pequenos e inmoviles que se encuentran predominante- 
mente en los animales. Se hallan tres especies -A. actinomyce- 
temcomitans, A. ureae y A. hominis- en los seres humanos. 
Ademas de la asociacion con los animales, estos microorganis- 
mos son similares a los miembros del genero Pasteurella en 
muchas de sus caracteristicas de cultivo y fenotipicas. En 1986, 
una ex especie de Pasteurella, P ureae, fue transferida formal- 
mente al genero Actinobacillus como Actinobacillus ureae\ 
otras especies (p. ej., A. capsulatus, A. muris y A. seminis) per- 
tenecen claramente a otros generos sobre la base de la hibrida- 
cion de DNA-rRNA y la secuenciacion de rRNA 16S.^^' 

A. actinomycetemcomitans, la principal cepa clinica humana, 
comparte muchas caractensticas de cultivo y bioquimicas con 
los hemofilos. Algunos estudios de transformacion, hibridacion 
de DNA e inmunodifusion han demostrado que esta mas estre- 
chamente relacionado con H. aphrophilus, H. paraphrophilus y 
H. segnis que con las otras especies de Actinobacillus. En 
1985, se propuso transferir A. actinomycetemcomitans al gene¬ 
ro Haemophilus como '‘^Haemophilus actinomycetemcomi- 
embargo, esta propuesta fue rechazada por la falta 
de similitud con la especie tipo del genero Haemophilus (H. 
influenzae). Otros autores han argumentado que A. actinomy¬ 
cetemcomitans y H. aphrophilus no deben ser incluidos en el 
genero Haemophilus porque no requieren factores X o V. No 
obstante, las especies de los cerdos descritas recientemente -A. 
minor, A. porcinus y A. indolicus- son dependientes del factor 
V, como lo es A. pleuropneumoniae. En la actualidad. las espe¬ 
cies de Actinobacillus, entre el las, A. actinomycetemcomitans, 
se mantienen en la familia Pasteurella, ahora incluida en y-Pro- 
teobacteriaA^^ 

Actinobacillus actinomycetemcomitans 

A. actinomycetemcomitans es parte de la flora normal de la 
cavidad bucal, sobre todo en los surcos gingivales y supragin- 
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givales. Sobre la base de las reacciones de anticuerpos monoclo- 
nales especificos con porciones expuestas de hidratos de car- 
bono en la superficie celular del lipopolisacarido (LPS) de la 
pared celular, esta especie puede ser dividida en seis serotipos, 
designados a a Los serotipos a, b y c son los prevalentes y 
comprenden mas del 80% de las cepas orales con frecuencias 
iguales.**^^ Aunque se ha sugerido que ciertos serotipos (p. ej., 
serotipo b) pueden estar asociados con formas especiTicas de 
enfermedad periodontal, los estudios de biotipificacion y de 
sondas geneticas rRNA demostraron una heterogeneidad feno- 
tipica y genomica importante entre las cepas pertenecientes al 
mismo serotipo.Tambien se pueden detectar diferentes 
cepas dentro del mismo serotipo con PCR preparado arbitra- 
riamente y analisis de polimorfismos de longitud de los frag- 
mentos de restriccion.^^ Otros estudios que utilizaron analisis 
de secuencia de los genes rRNA de 16S y ensayos de PCR para 
leucotoxina, toxina distensora del citoesqueleto, antigeno de la 
subunidad principal de las fimbrias y genes de polisacarido O 
especificos de serotipos han mostrado que las cepas de A. acti- 
nomyceterncomitans pueden ser divididas en tres linajes que 
consisten en todas las cepas de serotipo b. todas las cepas de 
serotipo c y cepas pertenecientes a los serotipos a, d. e y 
Todos estos serotipos y linajes han sido aislados de pacientes 
con enfermedad periodontal, lo que sugiere que todos tienen 
potencial patogenico. 

IMPORTANCIA CUNICA 

A. actinomycetemcomitans se asocia con infecciones actino- 
micoticas, endocarditis, bacteriemia, infecciones de heridas e 
infecciones dentales. El nombre del microorganismo deriva de 
su aislamiento “concomitante"’ reconocido con especies de 
Actinomyces de los abscesos y otras infecciones.^^-'^^®'®^'^ *'^^ Junto 
con las otras bacterias HACEK, A. actinomycetemcomitans es 
una causa de endocarditis bacteriana subaguda.234.270,664,1221 
general, la endocarditis de valvula nativa ocurre en individuos 
con dano valvular previo causado por cardiopatias congenitas, 
que incluyen estenosis aortica congenita, enfermedad de la val¬ 
vula aortica, comunicacion interauricular e insuficiencia de la 
valvula mitral debida a cardiopatia reumatica. Tambien se ha 
comunicado una endocarditis de la valvula mitral y aortica pro- 
tesica en individuos con valvulas porcinas y mecanicas y marca- 
pasos: las complicaciones localizadas han incluido pericarditis y 
absceso paravalvular. *315,1379 Lq^ factores predisponentes en el 
desarrollo de la endocarditis por A. actinomycetemcomitans 
incluyen una mala denticion y manipulaciones dentales recien- 
tes,'^’234 y suele tener un curso indolente. Es frecuente la fiebre, 
la perdida de peso, los escalofnos, la tos y los sudores noctumos, 
junto con un soplo cardiaco. La hepatoesplenomegalia y las 
hemorragias conjuntivales o lineales subungulares se presentan 
en forma variable. Las complicaciones sistemicas son embolias 
septicas, arteritis coronaria, vasculitis, insuficiencia cardiaca 
congestiva, dafio valvular que requiere colocacion o reemplazo 
de valvula protesica, complicaciones infecciosas de la disemina- 
cion hematogena (p. ej., endoftalmitis, glomerulonefritis. artritis 
septica) y muerte.^^’^ 37 .ii 63 ,i 171,1221,1327 

A. actinomycetemcomitans es un patogeno reconocido en el 
desarrollo de periodontitis. Este microorganismo esta relacio- 
nado causalmente con un tipo de periodontitis de inicio tem- 
prano denominada periodontitis juvenil localizada,^*^ una 
enfermedad de los ninos mayores y los adultos jovenes (12-26 
anos) caracterizada por la rapida degeneracion y destruccion 
del hueso alveolar que sostiene los primeros molares perma- 
nentes e incisivos. La perdida de hueso subgingival en estas 


areas provoca el desarrollo de bolsillos gingivales profundos y 
la acumulacion de calculos e inflamacion gingival poco evi- 
dente.3*^ La progresion de la perdida osea hasta afectar los 
dientes adyacentes conduce a la periodontitis juvenil generali- 
zada o la periodontitis rapidamente progresiva. 

Algunos estudios epidemiologicos e inmunologicos sugieren 
que la periodontitis juvenil local!zada y otras enfermedades 
periodontales graves tienen componentes raciales o geneticos 
que predisponen a estas infecciones endogenas graves. En una 
encuesta de mas de 11 000 individuos de 14 a 17 anos se obser¬ 
ve que las personas de raza negra tenian una prevalencia mucho 
mayor de periodontitis juvenil localizada que las de raza blanca 
(2,64% frente a 0 , 17%).‘^^2 hombres de raza negra presenta- 
ban una probabilidad casi tres veces mayor de sufrir periodon¬ 
titis juvenil localizada que las mujeres de raza negra, mientras 
que la probabilidad era tres veces mayor en las mujeres de raza 
blanca que en los hombres de raza blanca. Los pacientes con 
periodontitis juvenil localizada tambien producen concentracio- 
nes anormalmente altas de prostaglandina E^ y la citocina infla- 
matoria factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en los liquidos de 
los surcos que rodean los dientes.^*^ Estos factores son produci- 
dos por monocitos y macrofagos locales en respuesta a los pro- 
ductos bacterianos. Los monocitos y los macrofagos cultivados 
a estos pacientes producen tres a seis veces mas cantidad de 
estas citocinas que las celulas similares de pacientes que no tie¬ 
nen periodontitis juvenil localizada con exposicion a lipopolisa¬ 
carido. Estas citocinas inflamatorias inducen resorcion osea 
por los osteoclastos y conducen a perdida osea alveolar y regu- 
lacion negativa de la quimiotaxis de los neutrofilos. Los clones 
de A. actinomycetemcomitans que producen grandes cantida- 
des de leucotoxina pueden asociarse con formas de inicio tem- 
prano de periodontitis y pueden ser distintos entre las diferentes 
poblaciones raciales y geograficas.''’^^344 duda, la periodon¬ 
titis juvenil localizada y la periodontitis generalizada son enfer¬ 
medades multifactoriales resultantes del interjuego de factores 
geneticos, ambientales y microbianos. 

La enfermedad periodontal asociada con A. actinomycetem- 
comitans evoca respuestas inmunes sistemicas y localizadas. 
Los pacientes con periodontitis juvenil localizada producen 
titulos altos de IgG en suero contra los antigenos de serotipo de 
A. actinomycetemcomitans, que son oligosacaridos de cadena 
lateral O en el lipopolisacarido de la pared celular.El EPS 
del microorganismo tambien induce inflamacion gingival loca¬ 
lizada y permite que el microorganismo se establezca en la 
placa gingival. Ademas de una leucotoxina potente y un LPS, 
A. actinomycetemcomitans produce otras distintas propiedades 
que contribuyen a su virulencia como patogeno periodontal 
(recuadro 9-7). Algunos de estos factores tambien estimulan la 
produccion de anticuerpos en el suero y el liquido de los sur- 
008.3*^"^ La respuesta inmunitaria a los antigenos microbianos 
puede ayudar a limitar el proceso periodontal y la falta de esti- 
mulacion de las respuestas humoral y celular contra el micro¬ 
organismo o sus productos puede ser parcialmente responsable 
de la progresion hasta la enfermedad periodontal generalizada 
mas grave. **20 Ademas del periodontitis juvenil localizada y de 
otras formas generalizadas de enfermedad periodontal, A. ac¬ 
tinomycetemcomitans esta implicado en la patogenia del sm- 
drome de Papillon-Lefevre, una enfermedad hereditaria ca¬ 
racterizada por hiperqueratosis de las palmas y las plantas, y 
destruccion periodontal extensa que conduce a la perdida tan- 
to de los dientes primarios como permanentes.*32i 

Otras infecciones causadas por A. actinomycetemcomitans 
son el resultado de la propagacion contigua del microorganis¬ 
mo desde su habitat en la cavidad bucal o por la diseminacion 



Especles de Haemophilus 431 


neEUadro 9-7 Factores de viruiencia de Actinobacillus actinomycetemcomitans 


A. actinomycetemcomitans tiene muchas fimbrias largas producidas en forma maxima bajo condiciones anaerobias y que se pierden en los sub- 
=u:r>os seriados.^^* Estas fimbrias estan compuestas por una subunidad proteica de 52 a 54 kDa. Las celulas con fimbrias se agregan espontaneamente, 
“^:i»esiran un aumento de la adherencia a las cuentas de hidroxiapatita y promueven ia adherencia a las superficies mucosas y a los tejidos bucales y su 
r >j4iizaci6n, respectivamente.*^^ 


' -‘cotoxina es una protema de 116 kDa que se une a las membranas celulares de neutrofilos, monocitos y linfocitos La toxina induce la formacion 
en las membranas celulares. produce desgranulacion del contenido lisosomico a la superficie celular de los polimorfonucleares, induce la escision 
^ fragmentacion del DNA cromosomico, posiblemente por activacion de nucleasas endogenas y protege al microorganismo de la fagocitosis.^ *'® '^'^^ La 
“ ^ cion de leucotoxina en el area supragingival puede conducir a una desgranulacion localizada de las celulas polimorfonucleares (PMN) y la liberacion 
? ~^r=£enido lisosomico que puede aumentar la inflamacion y producir la inmunosupresion localizada central para el desarrollo de las lesiones periodontales 
' h periodontitis juvenil localizada. Esta toxina es descodificada por un operon genetico que consiste en cuatro genes {ItxC, ItxA, ItxB y ItxD), de los cuales 
: " el gen estructural.'^^^ La protema ItxC es necesaria para la activacion de la proteina de leucotoxina, mientras que los productos geneticos ItxB y ItxD 
7^1 iflvoiucrados en la secrecion del polipeptido de la toxina.^"^ Esencialmente todas las cepas de A. actinomycetemcomitans contienen el operon leucoto- 
Z \ pero el nivel de leucotoxina producido por las diferentes cepas varia.^*®’^^® Algunas cepas altamente leucotoxicas de A. actinomycetemcomitans produ- 
n L 20 veces mas leucotoxina que las cepas mmimamente leucotoxicas debido a la presencia de una delecion de 530 pares de bases dentro de la region 
nniiora de ia toxina o por la presencia de un elemento de secuencia de insercion adyacente a la region promotora de leucotoxina.Estos clones alta- 
“ loxicos se encuentran en los mismos grupos de edad que ia periodontitis juvenil localizada y se asocian con una periodontitis grave. 


icemente se identified un locus genetico del A. actinomycetemcomitans que tenia una identidad de secuencia mayor del 90% con el locus del gen dis- 
i de la citotoxina (edt) de algunas cepas de E. coli patogenico y H. ducreyi.^ Las cepas que tienen los genes que producen toxina in vitro, aunque se 
n naturalmente como cepas toxina negativas tenian deleciones grandes dentro del locus del gen cdt propiamente dicho. In vitro, la toxina distensora 
’ produce distension y muerte del ovario del hamster chino y otras Imeas celulares y es capaz de causar detencion del ciclo celular de los linfoci- 
“ Se esta investigando el papel de esta toxina en la produccion de enfermedad. 


^iycetemcomitans puede invadir activamente las celulas humanas y las Imeas celulares.**^ Esta capacidad protege al microorganismo de los factores 
: humorales y celulares y de los efectos de algunos antibioticos. La invasion celular por A. actinomycetemcomitans comprende tanto vias dependien- 
: actina como independientes de ella.^’® La capacidad de invasion no se relaciona con ningiin tipo de cepa particular segun lo define el analisis de 
r^i-imo de longitud de los fragmentos de restriccidn, y se observa produccion de leucotoxina mas a menudo en cepas no invasoras de A. actinomyce- 


rrfnostrado que un antigeno polisac^ido de superficie de A. actinomycetemcomitans estimula la resorcion osea en un sistema de cultivo de hueso de 
induce a celulas similares a los osteoclastos en cultivos de medula de raton.*^’^ La perdida de hueso alveolar durante la patogenia de la periodontitis 
ic-calizada puede reflejar parcialmente la actividad de este antigeno in vivo. 


cols, aislaron y purificaron una fraccion inmunosupresora (ISF) de A. actinomycetemcomitans, inmunizaron a los animates con ISF y realizaron 
":tos de transferencia adoptiva para proporcionar celulas T sensibilizadas a ratones no inmunes.*^^^ Estas celulas T inducidas por ISF ejercieron un 
L!!munosupresor sobre la funcion de las celulas B y sobre la produccion de anticuerpos contra A. actinomycetemcomitans. ISF puede actuar como fac- 
•Tdiencia para suprimir la produccion localizada de anticuerpos, impidiendo asi la opsonizacion y la eliminacion de los microbios. 


oxina de A. actinomycetemcomitans tiene todas las propiedades de endotoxinas de las otras bacterias. En los surcos gingivales, el lipopolisacarido 
estimula los osteoclastos a iniciar la resorcion osea, activa el complemento e induce la liberacion lisosomica desde PMN. 


9H\cetemcomitans tambien produce enzimas que pueden degradar las inmunoglobulinas G, M y A, impidiendo asi la opsonizacion por anticuer- 
Ademas, se producen componentes asociados con celulas y extracelulares que pueden unirse a la region Fc de las moleculas de inmunoglobulina.*-^^ 
sscion de estas moleculas desde los microorganismos puede contribuir a la periodontitis al interferir en la opsonizacion de las bacterias. la actividad 
de las celulas polimorfonucleares y la fijacion del complemento. Este componente de union aparentemente es un OMP de 25 a 32 kDa relaciona- 
'1 OmpA de E. coli.^'^^ 


ZZ^^rnf^ycetemcomitans y otros microbios bucales producen colagenasas y proteasas que pueden actuar sobre el tejido conectivo y los colagenos de la 
Zlrxr.a basal.'^^^ Estas enzimas pueden funcionar para facilitar la propagacion del microorganismo en el tejido blando y para generar peptidos pequenos 
tener actividad biologica sobre mediadores de la inflamacion. 
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hematogena durante la bacteriemia. Estas infecciones incluyen 
absceso encefalico; linfadenitis cervical; celulitis; artritis septi- 
ca; osteomielitis; discitis vertebral; abscesos subcutaneos, 
mediastmicos, de la pared toracica e intraabdominales, y oste¬ 
omielitis vertebraL226.'*®^-533.664,88i,924,1434 Morris y Sewell comuni- 
caron un caso de neumonia necrosante debida a A. actinomy- 
cetemcomitans y A. actinomycetemcomitans israelii en un 
hombre de 46 anos tres meses despues de la extraccion de 
varios dientes debido a una enfermedad periodontal avanza- 
da.®^*^ Kuijper y cols, informaron de un caso de actinomicosis 
diseminada en el cual se recuperaron tanto A. actinomycetem¬ 
comitans como Actinomyces meyeri de lesiones subcutaneas y 
de abscesos cerebrales."^^^ El paciente habia tenido lesiones pul- 
monares lentamente progresivas durante los 6 anos precedentes 
de las que se sospecho pero no se comprobo que eran la fuen- 
te de ambos microorganismos. Las infecciones pulmonares por 
A. actinomycetemcomitans en ausencia de especies de 
Actinomyces son raras y solo se comunicaron cuatro casos 
antes de 1990 en la bibliografia inglesa. En un caso informado 
por Yuan y cols., la infeccion afecto el pulmon, el tejido blan- 
do de la pared toracica y las costillas y el estemon suprayacen- 
tes.'"^^^ Tambien puede ocurrir la embolizacion septica del 
microorganismo desde un foco pulmonar primario.^^^^ 
puertas de entrada para estos distintos tipos de infecciones 
incluyeron lesiones bucales, infecciones pulmonares previas, 
abrasiones cutaneas, sitios de toracotomia e instrumentacion de 
las vfas urinarias. 

CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS E IDENTIFICACION 

A actinomycetemcomitans crece lentamente en agar chocola¬ 
te y agar sangre, y aparecen colonias visibles despues de 48 a 72 
horas (vease lamina en color 9-3B). Las colonias son pequenas, 
lisas, translucidas, no hemoliticas y tienen hordes ligeramente 
irregulares. Las cepas clinicas frescas son adherentes al agar y 
es dificil emulsificarlas. Con una incubacion prolongada (de 5 a 
7 dias), las colonias pueden desarrollar una densidad central que 
aparece como una estrella de cuatro o seis puntas. Esta caracte- 
rfstica se pierde en el subcultivo repetido y las colonias se vuel- 
ven menos adherentes. Como sucede con H. aphrophilus, el cre- 
cimiento en caldo es escaso y adherente a los lados del tubo. En 
la tincion de Gram los microorganismos aparecen como coco- 
bacilos gramnegativos de tincion palida. Se pueden observar 
celulas mas grandes con subcultivos repetidos. 

Las caracteristicas para la identificacion de A. actinomyce¬ 
temcomitans incluyen falta de crecimiento en agar de 
MacConkey y otros agares entericos, y reacciones positivas 
para la produccion de catalasa y la reduccion de nitrato. El 
microorganismo es oxidasa negativo (cepas ocasionales pueden 
ser debilmente positivas) y ureasa negativo, no produce indol y 
no requiere factores X ni V. Las reacciones de lisina y omitina 
descarboxilasa y de arginina dihidrolasa son negativas. La 
mayoria de las cepas fermentan fuertemente la glucosa, la fruc- 
tosa y la manosa (vease lamina en color 9-3C); la produccion 
de acido a partir de maltosa, manitol y xilosa varia. A. acti¬ 
nomycetemcomitans puede ser diferenciado de H. aphrophilus 
en que el primero es catalasa positivo y ONPG negativo y no se 
produce acido a partir de lactosa, sacarosa o trehalosa (vease 
cuadro 9-3). 

Tambien se describieron metodos moleculares para la detec- 
cion e identificacion de A. actinomycetemcomitans.^^^ 
Algunos estudios geneticos han mostrado que el gen para 
rRNA 23S es dividido en dos formas mas pequenas en A. acti¬ 
nomycetemcomitans, mientras que el transcrito es continue en 


H. aphrophilus, H. paraphrophilus, H. segnis y H. influen¬ 
zae. El reconocimiento de este patron atipico de RNA en la 
electroforesis en gel de poliacrilamida puede proporcionar una 
identificacion/diferenciacion de cepas precisas. Tambien se han 
creado metodos basados sobre sondas directas y sondas ampli- 
ficadas para la deteccion de A. actinomycetemcomitans y otros 
patogenos periodontales directamente en muestras de placas 
subgingivales.^*2J287 gg utilizado la amplificacion del gen 
IktA, el gen estructural para la leucotoxina de A. actinomyce¬ 
temcomitans, para la identificacion y la deteccion directa del 
microorganismo en el liquido gingival y la placa subgingi¬ 
val. ^ 15,486 Aunque la tipificacion y la caracterizacion de las 
cepas de A. actinomycetemcomitans pueden lograrse mediante 
serologia, han utilizado otros metodos tradicionales y de base 
molecular, como tipificacion del antibiograma; biotipificacion 
basada sobre la fermentacion de manosa, manitol y xilosa; elec¬ 
troforesis en gel de sulfato de dodecilo-poliacrilamida (SDS- 
PAGE) de OMP, analisis de endonucleasas de restriccion de la 
totalidad del DNA cromosomico, polimorfismos de longitud de 
los fragmentos de restriccion y ribotipificacion.^^’^^"^ Los 

ensayos de base molecular pueden tener un valor particular 
para diferenciar las cepas atipicas de A. actinomycetemcomi¬ 
tans (p. ej., cepas catalasa negativas) de hemofilos y para estu¬ 
dios epidemiologicos.^^^^ 

SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS 

Las cepas de A. actinomycetemcomitans son sensibles a las ce- 
falosporinas de tercera generacion (p. ej., ceftriaxona, cefuroxima, 
cefixima, cefotaxima, ceftazidima, cefepima), fluroquinolonas 
(p. ej., ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina, clinafloxacina), 
tetraciclina, doxiciclina, azitromicina, trimetoprim-sulfametoxa- 
zol, rifampicina y aminoglucosidos.'^^^®®'^^®^-^®^’^®^ Aunque la 
amoxicilina muestra buena actividad contra A. actinomycetem¬ 
comitans, entre el 30% y el 40% de las cepas son resistentes a 
la benzilpenicilina.'^®’^^^'^®'^’^^® Las cepas resistentes a la penicili- 
na no producen enzimas p-lactamasas, de modo que la resisten- 
cia se debe presumiblemente a una alteracion de las protemas 
fijadoras de penicilina.^^® La amoxicilina-clavulanato no 
demuestra ninguna actividad mayor que la amoxicilina sola, lo 
que apoya mas la falta de actividad de las (J-lactamasas.*°'^ La 
sensibilidad in vitro a la amoxicilina no predice necesariamente 
un resultado clmico favorable y, en consecuencia, las cefalos- 
porinas de tercera generacion (ceftriaxona) se consideran los 
agentes de eleccion para el tratamiento empirico de las infec¬ 
ciones graves como la endocarditis.Algunos estudios in vitro 
indican que las combinaciones de antibioticos para el trata¬ 
miento de la endocarditis por A. actinomycetemcomitans puede 
ser sinergica, aditiva o antagonica.^^^ Por ende, la eficacia de la 
terapia de combinacion no puede ser predicha y debe ser deter- 
minada para cepas individuals mediante una tecnica de dilu- 
cion en agar o Etest.^^^ 

El tratamiento de la enfermedad periodontal asociada con A. 
actinomycetemcomitans comprende desbridamiento subgingi- 
bal, descamacion, cepillado de raices y tratamiento antibiotico 
dirigido contra las bacterias asociadas con periodontitis. El tra¬ 
tamiento exitoso depende en parte de la erradicacion y la supre- 
sion de A. actinomycetemcomitans y otras bacterias de los bol- 
sillos periodontales profundos. El regimen actualmente reco- 
mendado inciuye tetraciclina, doxiciclina o un tratamiento 
combinado con amoxicilina y metronidazol.^*^ Aunque la 
mayoria de las cepas se han mantenido sensibles a las tetraci- 
clinas -los agentes de eleccion durante muchos anos- se ha 
comunicado una resistencia a las tetraciclinas asociada con 
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plasmidos y mediada por tetb en A. actinomycetemcomitans}^^^ 
La combinacion amoxicilina-metronidazol se asocia con 
menos fracasos terapeuticos y erradica y suprime eficazmente 
la proliferacion subgingival del microorganismo.^^*^ Como la 
mayona de las cepas de A. actinomycetemcomitans son resis- 
tentes al metronidazol in vitro, el exito del tratamiento combi- 
nado puede deberse en parte a la actividad de la amoxicilina 
sobre A. actinomycetemcomitans y a la amplia actividad del 
metronidazol contra los microorganismos periodontales anae- 
robios coinfectantes (especies de Prevotella y Porphyro- 
monas). Las fluoroquinolonas (p. ej., ciprofloxacina, moxiflo- 
xacina) tambien pueden ser eficaces para el tratamiento de las 
infecciones periodontales asociadas con A. actinomycetemco¬ 
mitans. 

Actinobaclllus ureae 

Algunos estudios geneticos y fenotipicos ban mostrado que 
varias especies de Pasteurella (“f! ureae"\ “f! pneurnotropica” 
y “f! aerogenes'') estan estrechamente relacionadas con espe¬ 
cies animales del genero Actinobacillus?^^'^^^'^^^ Las similitu¬ 
des fenotipicas incluyen reacciones similares de oxidasa y 
catalasa, reduccion de nitrato a nitrito, crecimiento en agar de 
MacConkey, produccion de ureasa y fermentacion de varios 
hidratos de carbono. En la actualidad, P ureae es la unica espe- 
cie que ha sido transferida formalmente al genero Actinoba- 
cillus como Actinobacillus ureae.^'^^ 

A. ureae es un comensal infrecuente del aparato respiratorio 
humano y pocas veces aislado en varios tipos de infecciones 
humanas, como bacteriemia, endocarditis, meningitis, infec- 
cion de medula la osea, rinitis atrofica, bronquitis, neumonia, 
conjuntivitis, otitis media y peritonitis^^ *^^ En la 

mayoria de los casos se presenta un trastomo subyacente o pre- 
disponente, como infeccion posquirurgica, diabetes, enferme- 
dad periodontal, enfisema y cirrosis alcoholica. Los casos de 
meningitis se han asociado con traumatismo de craneo previo 
(ataque, cirugia craneal) y con una enfermedad subyacente, 
que incluye la infeccion por 

A. urea es un bacilo gramnegativo pleomorfo; en la tincion, 
algunas cepas forman filamentos caracterfsticos. Despues de 
24 horas de crecimiento en agar sangre en una atmosfera enri- 
quecida con CO,, las colonias son lisas, tienen 1 mm de dia- 
metro y son no hemoliticas. Algunas cepas pueden parecer 
mucoides. El microorganismo es oxidasa positivo y catalasa 
positive, reduce nitrato a nitrito, no crece en agar de 
MacConkey e hidroliza rapidamente la urea. No se produce 
indol y las reacciones de descarboxilasa e hihidrolasa son nega- 
tivas. Se produce acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa y 
manitol; no se produce acido a partir de lactosa y xilosa. Las 
otras especies de Actinobacillus bioquimicamente similares 
pueden ser diferenciadas de A. ureae por la produccion de 
acido a partir de otros hidratos de carbono (p. ej., lactosa y xilo¬ 
sa) y por las capacidades de las primeras especies para crecer 
en agar de MacConkey (cuadros 9-3 y 9-4). Se han utilizado 
metodos moleculares para el diagnostico de la meningitis por 
A. ureae. Las cepas de A. ureae son sensibles a la mayoria 
de los antibioticos, como penicilina, ampicilina, cefalotina, 
cefoxitina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol y a los 
aminoglucosidos. 

Actinobacillus hominis 

A. hominis es un microorganismo que con poca frecuencia se 
aisla en humanos en muestras de espuio de individuos con 


enfermedad pulmonar cronica y en hquido de empiema.^^* 
Wust y cols, comunicaron sobre dos pacientes con insuficien- 
cia hepatica, una debida a infeccion cronica por hepatitis B y la 
otra a cirrosis alcoholica, en los cuales ocurrio una septicemia 
por A. hominis como evento terminal de su enfermedad.En 
un estudio llevado a cabo en Copenhague en 36 pacientes con 
infeccion de las vias respiratorias bajas, bacteriemia por A. 
hominis o ambos, el alcoholismo cronico, la enfermedad car¬ 
diovascular, la drogadiccion, los trastornos psiquiatricos croni- 
cos y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica fueron fac- 
tores predisponentes frecuentes.'^^ En el cuadro 9-2 se incluyen 
las caracteristicas para la identificacion. 

Especies animales en el genero Actinobacillus 

Los miembros del genero Actinobacillus y sus asociaciones 
con animales son A. lignieresii (caballos), A. eqiiuli (subespe- 
cie equuli y haemolyticus) (principalmente caballos), A. suis 
(cerdos), A. capsulatus (conejos). A, maris (ratones), A. semi- 
nis (ovejas, carneros), A. delphinicola (mamiferos marines), A. 
scotiae (marsopas), A. succinogenes (rumen bovino) y A. arth- 
ritidis (caballos).^®-^^®^^^ '^^'^'^^^’^®®’^^^^ A. pleuropneumoniae, A. 
suis, A. rossii, A. minor, A. porcinus y A. indolicus se encuen- 
tran en el aparato respiratorio de cerdos.Tambien se 
incluye en este grupo otros taxones sin nombres aislados rara 
vez (los taxones 5 y 8 de Bisgaard y Actinobacillus genomoes- 
pecie 2 [antes ciertas cepas del taxon 9 de Bisgaard]). A. lig¬ 
nieresii causa infecciones granulomatosas en la cavidad bucal 
y el tubo digestive del ganado vacuno e infecciones neumoni- 
cas y cutaneas en ovejas y otros ungulados. A. equuli produce 
bacteriemia, peritonitis, nefritis, osteomielitis y artritis en caba¬ 
llos y cerdos, y tanto infecciones localizadas como sistemicas 
en monos, temeros, perros y conejos. A. suis causa septicemia, 
neumonia y artritis en cerdos y caballos.^^'^ A. capsulatus causa 
artritis en conejos y A. pleuropneumoniae es un agente impor- 
tante que produce neumonia altamente contagiosa en cerdos. A. 
muris se encuentra en el aparato genital de los ratones. A. ros¬ 
sii se halla en la vagina de puercas parturientas y en sus crias 
abortadas, y A. seminis es una causa de epididimitis y esterili- 
dad en ovejas.Las infecciones humanas por especies ani¬ 
males de Actinobacillus suelen ocurrir como resultado de un 
traumatismo relacionado con animales. A. lignieresii, A. equu¬ 
li y A. suis han sido recuperados de muestras clmicas humanas, 
que incluyen heridas por mordeduras de caballos y ovejas. 
liquido articular, sangre y esputo.^ *^’^®^’^^^ Ashhurst-Smith y 
cols, comunicaron un caso de bacteriemia y sepsis por A. equu- 
lis en un carnicero despues de que sufriera un corte con un 
cuchillo en el trabajo.^ Aunque este paciente tenia una valvula 
mitral protesica colocada. la endocarditis no fue una complica- 
cion. Las especies restantes de Actinobacillus no han sido ais- 
ladas de muestras clmicas humanas. En el cuadro 9-4 se pre- 
sentan las caracteristicas para la identificacion de las especies 
de Actinobacillus. 


Especies de Pasteurella y Mannheimia 

Taxonomia y caracteristicas del genero Pasteurella 

Las especies de Pasteurella son miembros de la familia 
Pasteurellaceae (vease cuadro 9- 1 ). 205 ,331,425.975 la actualidad. 
la estructura taxonomica de esa familia es complicada y poco 
clara, y los taxonomistas estan intentando revelar las relaciones 
entre los miembros de los generos descritos y la asignacion 
correcta de distintas especies a estos generos.^^-^^^’^^^’^^’ La deli- 
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ND 

ND 

A. suis 

+ + 

+ 

+ 

+ 

- 

+ + V" 

- 

V* 

- 

+ 

+ 

+ 

A. capsulatus 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + - 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

A. maris 

+ + 

+ 

- 


+ 

+ + - 

- 



+ 


+ 

A. pleuropneumoniae 

+ + 

+ 

V 

+ 

+ 

- + - 

- 



V 

- 


A. rossii 

+ V 

- 

V 

+ 

+ 

- V + 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

A. seminis 

+ V 

- 

- 

- 

V 

- - V 

- 

V 

V 

- 

- 

- 

A. delphinicola 

+ 


- 

- 

- 

- + - 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

A. scotiae 

i- 

- 

V 

- 

- 

_ 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

A. succinogenes 

+ + 

+ 

+ 

+ 

+ 

- + + 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

A. minor 

+ + 

+ 

+ 

ND 

- 

ND + - 

- 

ND 

- 

+ 

ND 

ND 

A. porcinus 

+ V 

V 

V 

ND 

V 

ND V V 

V 

ND 

V 

V 

ND 

ND 

A. indolicus 

+ + 

+ 

V 

ND 

- 

ND + 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

ND 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V: reaccidn variable; V variable, pew la mayoria de las cepas son positivas; V : variable, pero la mayon'a de las cepas son negativas. 

reaccidn positiva debil; Vd+: variable, pero la mayoria de las cepas son debilmente positivas; Glu: glucosa; Mai. malto.ui; Sac: sacarosa; Lac: lactosa; XU: xilosa; Mntil: manitol; Tre: trehalosa; Man 
nosa; Sorb: sorbitol; Gal: galactosa; I nos: inositol; Raj: rajinosa; Mel: melibiosa; Sai salicilina; SBA: agar sangre de camera. 

manosa; Arab: arabi- 
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neacion de estos generos se basaba sobre estudios de hibrida- 
cion de DNA y las especies que mostraban una homologia 
mayor del 50% eran incluidas en el mismo genero con poco res- 
peto por su origen filogenetico y la caracterizacion fenotipi- 
ca.9i8,9i9,92o,n97 Dg^de 1985, nuevas especies dentro de la familia 
Pasteurellaceae ban sido asignadas al genero Actinobacillus o 
al genero Pasteurella en forma mas o menos arbitraria. El exa- 
men de las secuencias de rRNA 16S ha mosirado que las espe¬ 
cies “mas viejas” de Pasteurella -P pneumotropica, P aeroge- 
nes, P ureae y “grupo P. haemolytica'- no estan estrechamen- 
te relacionadas con la especie tipo de Pasteurella (P. multocida 
sensu stricto) o entre si y probablemente pertenecen al genero 
Actinobacillus o a nuevos generos.^^^’^^® La reestructuracion 
formal de la familia comenzo en 1986, cuando P ureae fue rea- 
signado al genero Actinobacillus como A. ureae. En 1999, los 
miembros del “grupo P haemolyticd' (incluidos P haemolytica 
sensu stricto y P. granulomatis) fueron colocados en el nuevo 
genero Mannheimia o reclasificados como la especie previa- 
mente descrita P. trehalosi.^^ Estos estudios tambien condujeron 
a la transferencia de Haemophilus pleuropneumoniae al genero 
Actinobacillus como A. pleuropneumoniae y a la transferencia 
de ""Haemophilus avium"" y otras cepas no clasificadas depen- 
dientes del factor V al genero Pasteurella iP. avium, P volan- 
Al igual que P aerogenes y P pneumotropica, 
“especies” como P. caballi y P bettvae tambien tienen una con- 
dicion taxonomica indeterminada. 

Los miembros del genero Pasteurella comparten algunas 
caracteristicas fenotipicas.^®^*^^*-^^® Las especies de Pasteurella 
son cocobacilos o bacilos anaerobios facultativos, gramnegati¬ 
vos e inmoviles. La mayoria de las especies son oxidasa posi- 
tivas, catalasa positivas y fosfatasa alcalina positivas y reducen 
el nitrato a nitrito. Tambien producen acido a partir de glucosa, 
fructosa, manosa y sacarosa y ninguna de el las hidroliza el 
almidon o la salicina. Todas tienen acidos grasos similares en 
la pared celular, que son fundamentalmente Cj^.o y 

^ 14 : 09 - general, todas las especies son sensibles a penici- 
linas, cefalosporinas y tetraciclinas. Es diffcil distinguir fenoti- 
picamente a los miembros del genero Pasteurella y a especies 
de Actinobacillus asociados con animales.^^® Al igual que las 
pasteurelas, las especies animales de Actinobacillus son carac- 
teristicamente cocobacilos gramnegativos oxidasa positivos y 
catalasa positivos que reducen nitrato a nitrito. Varios miem¬ 
bros de ambos generos tambien producen ureasa. En el recua- 
dro 9-8 se describen los habitats y la importancia clmica de las 
especies de Pasteurella y Mannheimia y en el cuadro 9-5 y el 
cuadro 9-6, respectivamente, las caracteristicas bioqufmicas 
utiles para su identificacion. Esta explicacion se limitara a los 
microorganismos asociados con enfermedad Humana. 

Pasteurella multocida 
IMPORTANCIA CLINICA Y VIRULENCIA 

P multocida es la especie de Pasteurella que mas se aisla de 
muestras humanas; tambien se recupera de una amplia variedad 
de animales. El microorganismo puede cultivarse de las cavi- 
dades bucales de gatos (70-90%) y perros (40-66%) domesti- 
cos sanos, y tambien se encuentra en muchos otros animales, 
como ganado vacuno, caballos, cerdos, ovejas, aves de corral, 
roedores, conejos, monos, leones, panteras, linces, aves, renos 
y bufalos.^^^® En algunos animales, causa infecciones graves, 
que incluyen fiebre de transporte y septicemia hemorragica en 
ganado vacuno, colera en aves de corral, rinitis atrofica en cer¬ 
dos y pleuritis, neumonia, formacion de abscesos, rinitis croni- 
ca, otitis media y septicemia en conejos de laboratorio. La 
mayona de las infecciones humanas son de heridas y celulitis 


asociadas con mordeduras y aranazos de gato. En ocasiones, se 
halla P. multocida en la nasofaringe de individuos sanos que 
tienen una exposicion frecuente a los animales. Los pacientes 
inmunodeprimidos, sobre todo aquellos con enfermedades 
hepaticas (p. ej., cirrosis), tumores solidos o procesos malignos 
hematologicos, pueden tener bacteriemia por este microorga¬ 
nismo por infecciones localizadas (p. ej., heridas por mordedu¬ 
ras) y la bacteriemia puede sembrar otros sitios y conducir a 
neumonia, meningitis u otras complicaciones. En el recuadro 
9-9 se ofrece mas informacion sobre el espectro clmico de P 
multocida. 

Se han investigado los factores de virulencia fundamental¬ 
mente con cepas de P. multocida que se asocian con enferme¬ 
dades de importancia economica en animales, como la rinitis 
atrofica en los cerdos. Algunas cepas son encapsuladas y se 
describieron cinco grupos capsulares, designados A, B, D, E y 
F. Estos grupos capsulares pueden ser divididos en los seroti- 
pos somaticos 1 a 16.*-®^ La mayoria de las cepas P. multocida 
aisladas en humanos pertenecen al grupo capsular A y, en 
menor grado, al grupo D. Las cepas de P. multocida que cau- 
san rinitis atrofica producen una toxina dermonecrotica de 145 
kDa que es un factor de virulencia esencial para el desarrollo 
de esta infeccion progresiva del aparato respiratorio."^^”^ La pro- 
duccion de toxina se asocia fundamentalmente con los tipos 
capsulares A y D, y el gen de la toxina, toxA, se localiza en una 
region conservada del cromosoma de P. multocida. El analisis 
fenotipico y genotipico de cepas toxigenicas ha mostrado que 
estas cepas no son donates y no pudieron hallarse diferencias 
importantes entre las cepas toxigenicas de origen porcino o 
humano cuando se las investigo mediante metodos bioquimi- 
cos, serologicos o de tipificacion genomica.^'^^ Se han creado 
metodos moleculares para la deteccion directa del gen toxA 
en cepas de P. multocida aisladas en animales.No se cono- 
ce el papel de la toxina dermonecrotica en la enfermedad 
Humana. Las cepas clmicas de P. multocida tambien producen 
lipasas, que pueden ser factores de virulencia para este micro¬ 
organismo. 

CARACTERISTICAS DE LOS CULTIVOS E IDENTIFICACION 

No es dificil aislar ni identificar a P. multocida, aunque el 
conocimiento del tipo de muestra y el antecedente de exposi¬ 
cion a animales aumentan el indice de sospecha acerca de su 
presencia. P. multocida crece bien en agar chocolate y agar san- 
gre de carnero y forma colonias grises suaves que tienen 0,5 y 
2 mm despues de 24 horas de incubacion en CO 2 (vease lami¬ 
na en color 9-5 A y B). El microorganismo es no hemolitico y 
no crece en agar de MacConkey, agar eosina azul de metileno 
(EMB) u otros tipos de medios entericos selectivos o diferen- 
ciales. Las cepas provenientes del aparato respiratorio pueden 
ser mucoides. Se observa a menudo un olor caracteristico 
(similar a E. coli, pero mas acre), tal vez por la formacion de 
grandes cantidades de indol por el microorganismo. P. multocb 
da es oxidasa positivo, catalasa positivo, ornitina descarboxila- 
sa positivo, indol positivo y ureasa negativo. La prueba de indol 
en el sitio utilizando el reactivo p-aminocinnamaldehido suele 
ser fuertemente positiva (vease lamina en color 9-5C). Produce 
acido, pero no gas, a partir de glucosa, sacarosa y manitol, pero 
no de maltosa o lactosa. Para las cepas tipicas aisladas en focos 
probables, como la mordedura o el arahazo de un gato, la 
demostracion de bacilos gramnegativos oxidasa positivos fuer¬ 
temente indol positivos y que no crecen en agar de MacConkey 
suele ser suficiente para identificar a P. multocida. Las cepas de 
P. multocida pueden dividirse a su vez en tres subespecies 
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Recuadro 9-8 Especies de Pasteurella y Mannheimia reconocidas en la actualidad 

Especie/subespecie 

Habitat e importancia clinica en los seres humanos 

1 Especies de Pasteurella 

P. multocida subespecie multocida 

Aparato respiratorio de los mamiferos no humanos; cepas clmicas de infecciones en seres humanos 

P. multocida subespecie septica 

Igual que el anterior 

P. multocida subespecie gallicida 

Igual que el anterior; tambien se asocia con colera en aves de corral 

P pneumotropica 

Aparato respiratorio de cobay os, ratas. hamsters, gatos y perros; pocas veces se aisla de seres humanos 

P aerogenes 

Flora normal en el tube digestivo de los cerdos; infeccion humana luego de la mordedura de un cerdo 

P bettyae 

Abscesos humanos de glandula de Bartolino y de los dedos de las manos; puede asociarse con enfermedad 
ulcerosa genital; bacteriemia posparto; neumonia y derrame pleural en pacientes con SIDA 

P dagmatis 

Aparato respiratorio de perros y gatos; heridas por mordeduras de animales e infecciones sistemicas en seres 
humanos 

P can is 

Aparato respiratorio de perros y corderos; heridas por mordeduras de perros en seres humanos 

P. stomatis 

Aparato respiratorio de perros; infecciones de heridas por mordeduras de perros 

P caballi 

Cepa equina que produce neumonia, infeccion de herida; se ha comunicado una unica infeccion de herida 
humana 

P gallinarum 

Aparato respiratorio de polios y gallinas; dos casos comunicados de bacteriemia en seres humanos 

P anatis 

Flora del tubo digestivo de patos 

P langaaensis 

Flora del aparato respiratorio de polios y otras aves de corral 

P. avium 

Flora del aparato respiratorio de aves de corral sanas 

P. lymphangiditis 

Linfangitis bovina 

! P. main 

Aborto espontaneo en marranas; sepsis en chanchitos 

' P testudinis 

Patdgeno en algunas especies de tortugas del desierto 

P trehalosi 

Septicemia en corderos adolescentes 

Pasteurella sp. nueva especie 1 

Especies de Mannheimia 

Flora de las vias respiratorias altas de perros y gatos; se asocia con heridas de mordeduras de perros y gatos; 
tambien se ha comunicado endocarditis humana 

M. haemolytica 

Infecciones neumonicas en el ganado vacuno; mastitis en las ovejas; septicemia en las cabras y en las ovejas; 
flora de las vias respiratorias altas de los rumiantes; se han comunicado raras infecciones humanas 

M. gliicosida 

Rora de las vias respiratorias altas de ganado vacuno y ovejas 

M. granulomatis 

Enfermedad granulomatosa progresiva (paniculitis) en el ganado; bronconeumonia y conjuntivitis en especies 
leprinas y ciervos 

M. ruminal is 

Flora normal en el rumen de ovejas y ganado 

M. varigena 

1_ 

Neumonia, mastitis y septicemia en ganado vacuno; tambien se encuentra como parte del aparato respiratorio, 
el rumen y la flora intestinal del ganado vacuno; la flora del aparato respiratorio de los cerdos; sepsis, enteri¬ 
tis y neumonia en cerdos 


! subespecies multocida, septica y callicida) sobre la base de la 
produccion de acido a partir de sorbitol y dulcitol (vease cua- 
dro 9-5). Las cepas de P. multocida subespecie multocida tam- 
bien son a-glucosidasa negativas, mientras las cepas de la 
subespecie septica son a-glucosidasa positivas.^^^ En realidad, 
las cepas de la subespecie septica asiladas en felinos pueden 
constituir una especie separada.'^^^ La identificacion de subes¬ 
pecies es de interes en el estudio de las cepas aisladas veteri- 
narias pero no es particularmente relevante o importante en las 
cepas aisladas en humanos. Como sucede con muchos otros 
microorganismos, se describieron tecnicas moleculares para la 
identificacion de especies y subespecies.^^^’^^^ 

SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS 

Las pruebas de sensibilidad a los antibioticos indican que las 
cepas de P multocida son ampliamente sensibles a distintos 
antibioticos in vitro. El microorganismo es sensible a penicili- 
na, ampicilina, amoxicilina-clavulanato, penicilinas de amplio 
espectro (ticarcilina, piperacilina, mezlocilina), cefalosporinas 
de amplio espectro (es deck, cefotaxima, cefoperazona, cefu- 
roxima, ceftazidima, ceftizoxima), tetraciclinas y cloranfeni- 


col 476 899,944 3 ^ obscrvado menos actividad con las cefalos¬ 
porinas de primera generacion, como cefalotina y cefazolina. y 
con las penicilinas semisinteticas."^^^^^ Los aminoglucosidos 
tienen una actividad moderada a escasa contra las cepas de P. 
multocida in vitro y el microorganismo es resistente a vanco- 
micina y clindamicina."*^^ Entre los macrolidos, azitromicina, 
claritromicina, roxitromicina y diritromicina tienen mayor acli- 
vidad contra P. multocida que la eritromicina."^^^"^®® Las cepas 
de P. multocida tambien son muy sensibles a las fluoroquino- 
lonas y las oxazolidininonas, pero los datos clmicos que apo- 
yan su eficacia como quimioterapicos son limitados.^^^'*®^ Las 
cepas animales de P. multocida a menudo son resisientes a 
tetraciclina debido a la presencia de un determinante de resis- 
tencia a la tetraciclina tet(H) asociado con transposones.^^* 
Aunque los resultados de las pruebas de sensibilidad por 
difusion con discos para las cepas de P multocida suelen corre- 
lacionarse con los obtenidos mediante tecnicas de dilucion en 
agar y caldo, se ban observado discrepancias con aminogluco¬ 
sidos y eritromicina. Con estos agentes, las pruebas de difusion 
con discos a menudo indican una mayor resistencia a estos far- 
macos que los procedimientos cuantitativos. A pesar de la sen¬ 
sibilidad in vitro de P. multocida a numerosos agentes, la expe- 








Cuadro 9-5 Caracteristicas bioqui'micas para la identificacion de especies de 


ESPECIES 

HEMOLISIS, 

SBA 

OXIDASA 

CATALASA 

CRECIMIENTO, 
AGAR DE 
MACCONKEY 

P. multocida subespecie multocida 

- 

+ 

+ 

- 

P. multocida subespecie septica 

- 

+ 

+ 

- 

P. multocida subespecie gallicida 

- 

+ 


- 

P(A.) pneumotropica 

- 

+ 

+ 

V 

P(A.) aerogenes 

- 

+ 

+ 

+ 

P bettyae 

- 

V 

- 

V 

P. dagmatis 

- 

-1- 

-1- 

- 

P canis 

- 

-1- 

-1- 

- 

P stomatis 

- 

+ 

+ 

- 

P caballi 

- 

-I- 

- 

- 

P. gallinarum 

- 

+ 

+ 

- 

P anatis 

- 


-f 

-1- 

P langaaensis 

- 


- 

- 

P avium 

- 

+ 


- 

P lymphangiditis 

- 

- 

-1- 

V 

P main 

V 

+ 


V 

P testudinis 

+ 

-1- 

-1- 

V 

Pasteurella, nueva especie 1 

- 

+ 

+ 

- 

Pasteurella, especie A 

- 

+ 

-1- 

- 

Pasteurella, especie B 

- 

+ 

-1- 

- 



REDUCCION REQUERIMIENTO 


DE NITRATO 

INDOL 

UREASA 

ODC 

FOSFATASA 

ONPG 

DE FACTORY 

+ 


- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

- 

- 

-1- 

- 

+ 

V 

ND 

- 

- 

+ 

+ 


- 

-1- 

- 

- 

+ 

-1- 

+ 

- 

-1- 

- 

- 

+ 

V 

- 

+ 

-f- 

- 

- 

-1- 


- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

V 

-1- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 


- 

- 

-H 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 


- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

1 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 



+ 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 


- 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

- 

ND 

ND 

+ 


ND + - + ND ND 
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i;sn*;rii;s 

iil.V 

MAr. 

SA(’ 

I.A(’ 

XII. 

IMNTL 

iki: 

IVIAN 

AKAIi 

SOKIt 

UAL 

INOS 

RAF 

DIII.C 

P. multocida subespecie multocida 

+ 

- 

ND 


V 

+ 

V 

ND 

- 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

P. multocida subespecie septica 

+ 

- 

ND 

_0 

+ 

+ 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

P. multocida subespecie gallicida 

+ 

- 

ND 


+ 

+ 

- 

ND 

V 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

P.(A.) pneumotropica 

+ 

+ 

ND 

V'' 


- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

ND 

ND 


P{A.} aerogenes 


+ 

ND 


+- 

- 

- 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

P. bettyae 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

P. dagmatis 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 


ND 

P. canis 

+ 

- 

+ 

- 

V 

- 

V 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

ND 

P stomatis 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

ND 

P cahalli 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

P. gallinarum 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 


ND 

P anatis 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 


ND 

P langaaensis 

+ 


+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

ND 

P avium 

+ 

- 

- 

V 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

ND 

P. lymphangiditis 

+ 

V 

V 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

- 

- 

ND 

P mairi 

+ 

V 

+ 

V 

+ 


V 

+ 

+ 

v+ 

+ 

V 

- 

ND 

P testudinis 

+ 


+ 

V 

+ 

V 

V 

- 

V 

V 


+ 

V 

ND 

Pasteurella nueva especie 1 


+ 

- 

- 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Pasteurella, especie A 

+ 

V 

ND 

v+ 

V 

V 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

ND 

- 

ND 

Pasteurella, especie B 

+ 

+ 

ND 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

- 

ND 

"Raras cepas pueden ser lactosa positivas. 

'’La mayoria de las reacciones son negativas para los microorganismos indicados. 

Raras cepas pueden ser xilosa negativas. 

‘'Gas producido a partir de glucosa por la mayoria de las cepas. 

Algunas cepas forman pequenas cantidades de gas a partir de hidratos de carbono. 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V: reaccion variable; V+: reaccion variable, la mayoria de las cepas son positivas; V ; reaccion variable, la mayoria de las cepas son negativas; 

di.sponihles; SBA: agar sangre de carnero; GDC: ornitina descarboxilasa; Glu: glucosa; Mai. maltosa; Sac. sacarosa; Lac. lactosa; XU: xilosa; Mnti manitol; Man: manosa; Arab: arahinosa, 
inositol: Raf: raftnosa; Dulc: dulcitol. 

reaccion positiva debil; ND: datos no 

Sorb: sorbitol; Gal: galactosa; Inos: 
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Cuadro 9*6 Caracteristicas bioquunicas para la identificacion de especies de Mannheimia 


CARACTERiSTICA 

M. HAEMOLYTICA 

M. GLUCOSIDA- 

M. GRANULOMATIS 

M. RVMINAUS^ 

M. VARIGENA^ 

Hemblisis, sangre bovina 

p 

p 

_ 

_ 

p 

Oxidasa 


+ 

+- 

+ 

+ 

Reduccion de nitrato 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Fosfatasa alcalina 

+ 

-1- 

+ 

+ 

+ 

Citrato 

- 

- 

- 

- 

- 

Motilidad 

- 

- 

- 

- 

- 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Indol 

- 

- 

- 

- 

V 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Omitina descarboxilasa 

- 


- 

- 

+- 

Gas a partir de glucosa 
Acido a partir de; 

V 

V 

V 

V 

V 

Adoniiol 

- 

- 

- 

- 

- 

Amigdalina 

- 

+ 

V 

- 

- 

Arabinosa 

- 

V' 

- 

- 

+ 

Arbutina 

- 

+ 

V 

- 

- 

Celobiosa 

- 

+ 

V 

- 

- 

Dextrina 

+ 

+ 

V 

V 

V 

Esculina 

- 

+ 

V 

- 

- 

Gentabiosa 

- 

V/ 

V 

- 

- 

Mesoinositol 

V 

+ 

V 

- 

V 

Maltosa 

+ 

+ 

V 

V 

V 

Manitol 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Manosa 

- 

- 

- 

- 

- 

Melibiosa 

- 

- 

- 

- 

V 

Salicina 

- 

+ 

V 

- 

- 

Sorbitol 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

Trehaiosa 


- 

- 

- 

- 

Xilosa 

+ 

+ 

V 

V 

-f 

p-glucosidasa 

- 

+ 

+ 

- 

V 

P-gaiactosidasa 

V 

+ 

V 

+ 

V 

p-xilosidasa 

V 

V 


- 

V 

p-fucosidasa 

+ 

V 

- 

- 

V 

Fuente 

Ganado, ovejas 

Ovejas 

Ovejas, ciervos 

Ganado, ovejas" 

Ganado, cerdos 


“Dividido en 9 biovariedades, A-I 
^Dividido en 2 biovariedades, 1. 2. 

Dividido en 2 biovariedades, 1, 2. 

‘‘Biovariedades A-E e / son positivas; biovariadades F, Gy H son negativas. 

' Biovariedades A, C, D, G e 1 son positivas; biovariedades B, E, F y H son negativas. 

^Biovariedades A. B. D-H son positivas, biovariedades Cel son negativas. 

+ : reaccion positiva; reaccion negaiiva; V: reaccion variable; + : mayon'a de cepas positivas, raras cepas negativas; mayoria de cepas negativas, raras cepas positivas. 


riencia clmica con muchos de ellos es limitada y, por lo tanto, produccion de una p-lactamasa TEM-1 codificada por un plas- 

impide su recomendacion para el tratamiento empirico. En la mido de 4,3 

actualidad, la penicilina y las cefalosporinas parenterales de 

amplio espectro siguen siendo los agentes de eleccion para el tra- Otras especies de Pasteurella aisladas de infecciones humanas 

tamiento de las infecciones causadas por R multocida. La resis- PASTEURELLA PNEUMOTROPICA 

tencia a la penicilina a traves de la produccion de p-lactamasas (“ACTfNOBACfLLUSPNEUMOTROPICA”) 

mediadas por plasmidos es bastante rara entre R multocida y se R pneumotropica es parte de la flora del aparato respiratorio 

comunico por primera vez en cepas aisladas en animales.^^^ En de perros, gatos, ratas y ratones. En roedores de laboratorio, el 

1991, se aislo la primera cepa de R multocida productora de microorganismo produce infecciones de las vias respiratorias 

p-lactaraasa en un ser humano de una muestra respiratoria^®^^ bajas. Los seres humanos adquieren el microorganismo a tra- 

Esta cepa era resistente a penicilina, ticarcilina, cefalotina, sul- ves de la exposicion traumatica a animales, como mordeduras 

famidas y tetraciclinas; el clavulanato y el sulbactam redujeron de perros y gatos. Las infecciones humanas atribuidas a R 

64 veces las CIM para los farmacos p-lactamicos. Esta p-lacta- pneumotropica incluyen meningitis, bacteriemia con shock, 

masa fue caracterizada como tipo ROB-1 segun las especifici- infecciones osteoarticulares, infeccion de heridas, celulitis e 

dades de sustrato y de inhibicion y las determinaciones del infeccion de las vias respiratorias altas.^^'^^^-^-^’^ioss Jambien 

punto isoelectrico. En 2001, se aislo una cepa de R multocida se documento una neumonia intersticial bilateral debida a R 

de origen humano que era resistente a la penicilina debido a la pneumotropica en un paciente de 27 anos con SIDA que vivia 
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Recuadro 9-9 Espectro cimico de las infecciones humanas por Pasteurella multocida 


Infecciones de heridas y celulitis 


I Las infecciones de heridas locales en los seres humanos se asocian con mordeduras de gatos, aranazos de gatos o mordeduras de perros. Estas infecciones 
I ^ caracterizan por el rapido desarrollo de dolor, eritema. tumefaccion. celulitis con formacion de abscesos o no y secrecion purulenta o serosanguinolenta 
I en el sitio de la herida.'^ Se presenta linfadenopatia regional en el 30-40% de los casos y pueden presentarse o no signos sistemicos de infeccion. Las com- 
plicaciones localizadas graves (p. ej.. artritis septica, osteomielitis) siguen mas a menudo a las mordeduras de gatos. en que la herida puede ser profunda, 
fnrzada y traumatica para los tejidos subyacentes. Como la mayoria de las heridas por mordeduras estan sobre las manos, se suelen obser\'ar complicaciones 
eas y articulares en estos sitios. Tambien pueden desarrollarse infecciones graves de las heridas que requieren desbridamiento escisional (p. ej.. fasciitis 
lecrosante) en pacientes con enfermedades subyacentes como diabetes.^^* En ocasiones, este microorganismo se encuentra en heridas que no se asocian 
«i mordeduras de animales o con una exposicion obvia a ellos. Tambien han ocurrido infecciones de heridas por P. multocida como resultado de la lamida 
de un perro o de un gato sobre heridas abiertas o parcialmente cicatrizadas.^'^*^ La bacteria ha sido aislada de ulceras por dectibito, de abscesos perioculares y 
Je infecciones de heridas abdominales y ortopedicas posquirurgicas.^^^ 


Mecciones de huesos y articulaciones 


Las infecciones de huesos y articulaciones son el resultado de la implantacion de P, multocida en el hueso y los espacios articulares por una mordedura 
- ^matica (habitualmente de un gato), por la siembra hematogena de los espacios articulares o por la propagacion continua desde una celulitis adyacente. 

La artritis septica por P multocida a menudo se asocia con enfermedad articular preexistente, artritis reumatoide y el uso de corticosteroides; las infecciones 
:?len ser mas graves en los pacientes con enfermedades subyacentes (p. ej., cancer, gota).*’^’-^^ La propagacion hematogena de P multocida puede tambien 
conducir a infeccion de las protesis articulares.®^"^ Puede ocurrir una osteomielitis por la extension directa de la infeccion del tejido blando por la inocula- 
. lin traumatica de microorganismos en el periostio oseo en el momento de la mordedura. 


l■fecc^one$ del aparato respiratorio 


dtocida puede ser recuperado tambien de las vias respiratorias altas y bajas, donde puede existir como un comensal o como causa de epiglotitis. neu- 
empiema, absceso pulmonar, smdrome de dificultad respiratoria del adulto, bronquitis, sinusitis, amigdalitis y otitis media.Los indi- 
. iduos con colonizacion por P. multocida del aparato respiratorio a menudo tienen antecedentes de exposicion ocupacional o recreativa a los animales. La 
t-iayoria de los pacientes sintomaticos suelen tener cierto compromise preexistente de las vias respiratorias altas o los pulmones (p. ej., enfermedad pulmo- 
Msi>r obstructiva cronica. bronquitis o sinusitis cronica. bronquiectasis, carcinoma pulmonar, SIDA). Los sintomas de la neumonia por P. multocida incluyen 
inicio insidioso o brusco con fiebre, malestar general, disnea y dolor toracico pleun'tico. En la radiografia de torax, la presentacion mas frecuente es la 
r«3usolidaci6n lobular, con afectacidn principal del lobulo inferior. Las complicaciones incluyen el desarrollo de derrames pleurales y empiema. La infeccion 
las vias respiratorias altas tambien puede tener presentaciones clmicas atipicas. Se comunico un caso de amigdalitis por P multocida en un paciente 
de la ingestion accidental de un cultivo de caldo de microorganismo y otro caso de amigdalitis en una mujer cuyo gato habitualmente lamia su cepillo 
MK Jienies.’^^ 


Eaiocanlitis 


ultocida puede ser una causa rara tanto de endocarditis de valvula natural como de valvula protesica.’^-'^®-’^^ Los pacientes no suelen tener anteceden- 
de cardiopatia subyacente o preexistente, aunque comunmente se encuentra como antecedente la exposicion a un gato o a un perro y una enfermedad 
■ yacente (hepatitis, cirrosis). Con esta infeccion, se afecta la valvula adrtica mas a menudo que la valvula mitral. La endocarditis debida a P. multocida 
ser subaguda en su presentacion clinica, como lo indica un retraso de 1 semana a 4 meses del inicio de los sintomas al diagnostico etiologico. El unico 
: ^ ‘ de endocarditis de valvula protesica ocurrio en una mujer de 72 anos con un implante de una valvula de Carpentier-Edwards por una estenosis aortica 
3 anos antes del inicio de la enfermedad.La paciente respondio a penicilina y amplicina-sulbactam y no fue necesario el reemplazo valvular. 


Wecciones del sistema nervioso central 


infecciones del sistema nervioso central causadas por P multocida han incluido meningitis, empiema subdural y absceso encefalico.''*^’'^^’^^ La pre- 
-eiacion clinica de la meningitis por P multocida es similar a la causada por otros agentes; el LCR es casi siempre purulento y se observan cocobacilos 
Hamnegativos en las tinciones de Gram. Se han comunicado infecciones del SNC en individuos ancianos con enfermedades subyacentes y en lactanies. Los 
. -<.*s de meningitis en lactantes habitualmente se han asociado con la exposicion atraumatica a los animales. En un caso, un lactante de 7 meses con menin- 
. ' no luvo ninguna exposicion directa a un gato domestico (p. ej., mordeduras, aranazos o lamidas), pero su hermano de 2 ahos, cuyas manos habian sido 

'Idas por el perro domestico, a menudo reconfortaba al nifio dejandolo que succionara sus dedos.^^^® 


Wecciones oculares 


-*:ocida ha sido aislado de raros casos de conjuntivitis, absceso peridural con celulitis, queratitis y endoftalmitis. Se diagnostico una conjuntivitis puru- 
: en el propietario de un caballo que no recordaba haber recibido ninguna mordedura o aranazo del animal. La queratitis por P. multocida y las lilce- 
romeales habitualmente ocurren luego de laceraciones comeales por aranazos de gatos o perros.'-'^* La endoftalmitis por P. multocida ha ocurrido luego 
'^^ridas penetrantes por aranazos de gato como una complicacion posoperatoria inmediata o tardia de la cirugia de cataratas o de implante del cristali- 
‘ Esta infeccion puede conducir a la perdida de la agudeza visual o a la necesidad de enucleacion del ojo. 


(Continua) 
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Recuadro 9-9 Espectro cimico de las infecciones humanas por Pasteurelta multocida (cont) 


Sepsis y bacteriemia 


La sepsis y la bacteriemia por P. multocida pueden ocurrir por propagacion del microorganismo desde una herida por mordedura localizada o pueden origi- 
narse en un sitio infectado en cualquier otra parte.En algunos casos, la herida inicial es tan inocua (p. ej., un rasguno menor que un perro produce con 
sus patas) que es ignorada hasta que aparecen signos y smtomas de sepsis. La bacteriemia ocurre predominantemente en casos de enfermedad hepatica pre- 
existente (p. ej.. cirrosis) u otros trastomos subyacentes, como neoplasias sdlidas, procesos malignos hematologicos. lupus eritematoso sistemico e infeccion 
por Sin embargo, se ha observado una sepsis profunda debida a R multocida luego de mordedura de animales en individuos que no tenfan 

ninguna enfermedad subyacente.^*^^** En los pacientes con bacteriemia, la diseminacion hematogena puede producir infeccion intraabdominal, meningitis, 
neumonia. artritis septica, bursitis y osteomielitis vertebral.Tambien se describio una sepsis biliar mortal por P. multocida en un paciente con cirrosis 
complicada por el desarrollo del smdrome de Waterhouse-Friderichsen.^^^ 


Infecciones intraabdominales 


P. multocida es una causa infrecuente de infecciones intraabdominales, como infecciones de heridas posquirurgicas, peritonitis bacteriana espontanea, apen- 
dicitis, abscesos intraabdominales y abscesos espienicos o hepaticos,"^®^’^^Los pacientes en los cuales se desarrollan estas infecciones siempre tienen 
enfermedades subyacentes como cirrosis, tumores de organos solidos o procesos hematologicos malignos. Desde el punto de vista clinico, la peritonitis cau- 
sada por P. multocida es similar a la causada por bacterias entericas, con dolor abdominal, fiebre, hemorragia gastrointestinal e hipotension. P. multocida es 
recuperado de liquido de paracentesis en cultivo, aunque las tinciones de Gram directas del liquido a menudo son negativas. Como la mayoria de los pacien¬ 
tes con peritonitis suelen tener bacteriemia simultanea, se cree que la siembra de la cavidad peritoneal es a traves de la via hematogena en la mayoria de los 
casos, aunque se ha comunicado una infeccion peritoneal asociada con endoscopia alta.^^* Aunque la mayoria de los casos de peritonitis se asocian con el 
contacto con animales, algunos pacientes no recuerdan o no han tenido ninguna exposicion importante a gatos o perros.^®^ La peritonitis asociada con diali- 
sis peritoneal ambulatoria continua causada por P. multocida es inusual pero ha sido comunicada.^^^^^ En algunos casos, el microorganismo fue introducido 
en la cavidad peritoneal por mordeduras o aranazos de gato sobre la tubuladura de dialisis peritoneal.®^^^^ 


Infecciones obstetricas, ginecologicas y urinarias 


En ocasiones, P. multocida coloniza los genitales externos femeninos, y produce infecciones ginecologicas o perinatales graves, que incluyen meningitis, en 
el recien nacido. Las infecciones del aparato genital femenino y neonatales han incluido infeccidn difusa del aparato genital, absceso tuboovarico, absceso 
de la glandula de Bartolino, endometritis relacionada con dispositivos intrauterinos, infeccion intrauterina seguida por aborto septico, corioamnionitis con 
sepsis neonatal, neumonia o meningitis.^*^-^^ La mayoria de los pacientes tienen algun tipo de enfermedad subyacente o compromise inmune, como 

traumatismo craneal previo, neurocirugia, cirrosis hepatica, infeccion de heridas posoperatorias, carcinoma de cuello uterino y malformaciones congenitas 
del aparato genitourinario. Tambien se describio sepsis puerperal, con el aislamiento del microorganismo de la sangre y la secrecion endocervical en una 
mujer previamente sana con exposicion no traumatica al gato de la familia.^^^^^ En este caso, las ’“huellas digitales” mediante PCR probaron la identificacion 
genotipica de las cepas clmicas aisladas de la paciente y de la cavidad bucal de su gato. Muy pocas infecciones urinarias pueden ser causadas por R multo- 
ciddi. Estos casos se asocian mas a menudo con gatos, y los pacientes suelen tener una anatomia urologica anormal como resultado de una cirugia.^^ 


con varies perros.^^^ Recientemente se informo una peritonitis 
por R pneumotropica resultante de la contaminacion de la 
tubuladura de dialisis por un hamster domestico en un pacien¬ 
te en dialisis ambulatoria continua.Las muestras que dieron 
cultivos positives incluyeron secrecion de heridas, fragmentos 
oseos, liquido articular, hisopados de fauces, orina, liquido 
pleural y sangre. 

Despues de 24 horas de incubacion, las colonias de R pneu¬ 
motropica en agar sangre tienen un tamaho variable (0,5-1 mm 
de diametro), son lisas, convexas y no hemoliticas. Son ureasa 
positivas, indol positivas y ornitina descarboxilasa positivas 
(vease cuadro 9-5). Las dos ultimas pruebas de identificacion 
ayudan a diferenciar R pneumotropica de A. ureae, que es 
negative para estas dos reacciones (vease cuadro 9-3). Algunas 
cepas de R pneumotropica crecen en agar de MacConkey. La 
prueba de ureasa positiva y las reacciones diferenciales para 
maltosa y manitol ayudan a diferenciar este microorganismo de 
R. multocida, 

Una “especie” que esta estrechamente relacionada con R. 
pneumotropica recibio los nombres provisorios de especies de 
Rasteurella nueva especie 1, Rasteurella “gas” o grupo 
Esta especie fue aislada de mordeduras de animales, otras 


muestras de seres humanos y muestras orofarmgeas de perros 
y gatos. Este microorganismo se asemeja a R pneumotropica 
en las caracteristicas de cultivo y las reacciones bioqmmicas. 
Las colonias tienden a ser ligeramente mas grandes que las de 
R. pneumotropica despues de 24 horas de incubacion. Al igual 
que R pneumotropica, es indol positiva, ureasa positiva y mal¬ 
tosa positiva, pero puede diferenciarse por la falta de actividad 
de ornitina descarboxilasa y de produccion de acido a partir de 
xilosa. La ureasa, la ornitina descarboxilasa y la produccion 
de acido a partir de maltosa son utiles para diferenciar esta espe¬ 
cie de R. multocida. Las cepas “similares a R. pneumotropica'' 
ureasa negativas tambien han sido denominados especies de 
Rasteurella taxon 16.Algunas cepas de Rasteurella “gas” pro- 
ducen pequehas cantidades de gas a partir de glucosa y otros 
hidratos de carbono. Algunos miembros de este taxon mas algu¬ 
nos otros microorganismos “similares a R. pneumotropica" han 
sido reclasillcados como R dagmatis (vease cuadro 9-5). Las 
cepas de R. pneumotropica habitualmente son sensibles a peni- 
cilina; ampicilina; cefalosporinas de primera, segunda y terce- 
ra generacion; piperacilina; tetraciclina; eritromicina; cloranfe- 
nicol y ciprofloxacina. La mayoria de las cepas son sensibles a 
los aminoglucosidos y a trimetoprim-sulfametoxazol.^^^ 









Especles de Pasteurella y Mannheimia 443 


PASTEUHELLA AEROGENES (“ACTINOBACfLLUS AEROGENES”) 

R aerogenes es parte de la flora orofarmgea e intestinal de 
los cerdos .^^2 Algunas raras infecciones humanas han sido el 
resultado de mordeduras, heridas por ataques con los colmillos 
u otras exposiciones ocupacionales a cerdos y jabalies.^^^ Este 
microorganismo tambien se asocia con abortos y mortinatos en 
animales, incluidos cerdos, perros y conejos. P. aerogenes fue 
aislado en los oidos y la faringe de un mortinato de 31 de ges- 
tacion.*-^^ Tambien se lo aislo en los cultivos vaginales de la 
madre despues del parto. En la investigacion, los autores des- 
cubrieron que la mujer trabajaba como asistente en una granja 
de cerdos en Dinamarca. No se supo si el microorganismo 
infecto al feto por via hematogena o por una infeccion ascen- 
dente del aparato genital. Tambien se diagnostico osteomielitis 
vertebral por P. aerogenes en un hombre inmunocompetente de 
67 anos que no tenia antecedentes de exposicion a animales. 

P. aerogenes produce colonias lisas, convexas, circulares y 
no hemoliticas en agar sangre y tambien crece en agar de 
MacConkey. Es indol negativo y ureasa positivo; la mayoria 
de las cepas tambien producen ornitina descarboxilasa (vease 
cuadro 9-5). Como su nombre lo indica. esta especie es “aero- 
gena *. lo que sugiere que se produce gas a partir de glucosa 
durante la fermentacion. Las cepas de P aerogenes aisladas en 
heridas humanas han sido sensibles a ampicilina, cefalotina, 
cefotaxima, cefuroxima, aminoglucosidos, ciprofloxacina y 
letraciclina.^^^ Las cepas aisladas en los animales pueden ser 
resistentes a ampicilina y cefalotina debido a la produccion de 
p-lactamasa y tambien son resistentes a menudo a las tetraci- 
clinas. 


PASTEURELLA DAGMATIS 

P dagmatis es parte de la flora bucal de perros y gatos y se 
asocia con mordeduras y aranazos de estos animales. En una 
serie de 32 aislamientos provenientes de heridas por mordedu¬ 
ras de perro remitidas a un laboratorio de referencia de 
.Australia, tres fueron identificados como P. dagmatis.^ De 
159 cepas de Pasteurella remitidas a un laboratorio veterinario 
en Dinamarca, cinco fueron identificadas como P dagmatis. 
Estas cepas fueron aisladas en un caso de celulitis (1), un abs- 
ceso inguinal (1), un absceso farmgeo (1) y heridas por morde¬ 
duras de perro (2).^^^ Tambien se lo aislo en heridas producidas 
por mordedura de gato.*'^^^ El microorganismo es una causa 
rara de endocarditis y se han comunicado tres casos en la bi- 
bliografia.^^^’’®^^ En una de estas comunicaciones, la endo¬ 
carditis se complied con osteomielitis vertebral .’202 g^ta era una 
paciente de 55 anos que trabajaba en una agenda protectora de 
animales y habia sufrido multiples mordeduras y aranazos de ga¬ 
tos extraviados. Tambien se documentd neumonia por P dag¬ 
matis en una paciente de 54 anos con carcinoma epidermoide 
de la faringe, en la que se aislo el microorganismo en cultivo 
puro de una muestra de esputo.^^^”^ La paciente mantenia una 
compania estrecha con un perro como parte de un sistema de 
apoyo que le ofrecia su asistente social. Tambien se observe 
una bacteriemia por P dagmatis en un hombre de 50 anos con 
historia prolongada de diabetes,^^ que habia sufrido una celuli¬ 
tis por P midtocida del dedo del pie con bacteriemia un ano 
antes. En ese molmento, la infeccion fue rastreada hasta su 
perro salchicha, que habia lamido una ampolla abierta en el pie 
del paciente. En su segunda hospitalizacion, desarrollo P dag¬ 
matis en los hemocultivos; nuevamente fue probable que la 
infeccion se debiera a las lamidas carinosas de su terrier York¬ 
shire. Este microorganismo tambien produce peritonitis en 
pacientes que se encuentran en dialisis peritoneal ambulatoria 


continua.'^^^ Las cepas de P dagmatis aisladas en infecciones 
humanas han sido sensibles a penicilina, ampicilina, ticarcilina, 
cefalosporinas y cefamicinas, aminoglucosidos, tetraciclina, 
ciprofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazol.^^- 


PASTEURELLA CANIS'^ PASTEURELLA STOMATIS 

Tanto P stomatis como P. canis tambien han sido aislados en 
infecciones de heridas resultantes de mordeduras de 
perros.‘’^2.io25,i25o cepas de P. canis se dividen en dos bioti- 
pos: el biotipo 1 se encuentra en la cavidad bucal de los perros. 
mientras que el biotipo 2 ha sido aislado en temeros.’ ® En el 
estudio llevado a cabo por Holst y cols., 28 de 159 cepas exa- 
minadas fueron identificadas como P. canis; todas eran de heri¬ 
das por mordeduras de perro y pertenecian al biotipo 1 Diez 
de las 159 cepas fueron identificadas como P stomatis: ocho 
eran de heridas por mordeduras de perro y dos fueron por abs- 
cesos. En las ocho infecciones de heridas por P stomatis, se 
aislaron simultaneamente P midtocida o P canis con P stoma¬ 
tis. La formacion de abscesos y la osteomielitis debidas a P 
canis tambien pueden ser complicaciones de la infeccion de 
heridas por mordeduras. P. canis y P. stomatis son sensibles 
a ampicilina, amoxicilina-clavulanato, cefalotina, cefotaxima. 
linezolid y aminoglucosidos, tetraciclina, piperacilina y fluoro- 
quinolonas.'‘^^’'^'^^’'^^®’5^^-^^25 pruebas taxonomicas recientes 
sugieren que el nombre de P canis es incorrecto y debe ser 
reclasificado como P midtocida.^ 


PASTEURELLA BETTYAE 

P. bettyae (antes conocida como grupo HB-5 de los CDC y 
luego como P. bettii) ha sido aislada fundamentalmente en el 
aparato genitourinario y muestras relacionadas (vagina, cuello 
uterino, uretra y liquido amniotico).^^’^’^'* En 1989, se identifi¬ 
ed en Tennessee un conjunto de cinco pacientes con uretritis, 
enfermedad inflamatoria pelviana o abscesos de la glandula de 
Bartolino, en los cuales se aislo P. bettyae como agente etiolo- 
gico. Este brote sugirio que el microorganismo puede ser un 
patogeno de transmision sexual7^ P bettyae tambien puede ser 
asociado con enfermedad ulcerosa genital. En un estudio lleva¬ 
do a cabo en Ruanda, se aislo el microorganismo en 25 (3,6%) 
de 675 pacientes (204 mujeres y 471 hombres) con enfermedad 
ulcerosa genital, pero solo en uno de 983 pacientes sin esa 
enfermedad.’^® De 145 hombres con secrecion uretral pero sin 
lilceras genitales, fue aislado solo de uno. En 1996, fue aislado 
en los hemocultivos de una mujer de 25 anos con bacteriemia 
periparto y como causa de neumonia y derrame pleural fatales 
en un hombre de 40 anos con infeccion por 

P. bettyae es un cocobacilo gramnegativo que crece tanto en 
agar sangre como en agar chocolate; la capacidad para crecer 
en agar de MacConkey es variable. Despues de 24 horas de 
incubacion en un medio enriquecido con CO^, las colonias son 
puntiformes, no hemoliticas, lisas y blancas. El microorganis¬ 
mo es oxidasa variable o tardia, aunque se suelen obtener resul- 
tados positivos con el reactivo de tetrametilfenileno diamina. 
La reaccion de catalasa es negativa. El nitrato es reducido a ni- 
trito, pero no a gas y no se produce ureasa. Se forma acido a 
partir de glucosa (junto con gas) y, en ocasiones, maltosa y 
manosa, pero no a partir de maltosa, sacarosa, lactosa, manitol 
y xilosa (vease cuadro 9-5). El microorganismo produce indol 
despues de una incubacion de toda la noche en caldo de tripto- 
fano: la cantidad de indol formada puede ser pequena, de modo 
que a menudo se necesita la extraccion de xileno del caldo y el 
uso del reactivo de indol de Ehrlich para su deteccion. 
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En general, las cepas de R bettyae son sensibles a ampicili- 
na, cefalosporinas, aztreonam, imipenem, tluoroquinolonas, 
aminoglucosidos, trimetoprim y trimetoprim-sulfametoxazol y 
son resistentes a eritromicina, clindamicina, vancomicina y 
tetraciclina. Los cinco aislamientos del grupo de Tennessee 
fueron sensibles a la ampicilina, mientras que 7 de los 24 ais* 
lamientos evaluados en el estudio de Ruanda fueron resistentes 
a la ampicilina y produjeron P-lactamasa7^ 

PASTEURELLA CABALLI 

R caballi es un habitante de las vias respiratorias alias de los 
caballos. Tambien ha sido aislado en cultivo puro. mixto o 
ambos de infecciones equinas como endocarditis, neiimonia, 
peritonitis, heridas, abscesos e infecciones del aparato geni- 

256 1144 cases documentados de infeccion Humana por R. 
caballi incluyen una lesion supurada similar a un panadizo de 
un dedo de la mano que ocurrio sin ninguna lesion traumatica 
previa en un veterinario de 28 ahos que trabajaba con caballos 
y ponis y una infeccion cutanea de una herida por mordedura 
de caballo en un hombre de 56 anos.'^^'^®^ Las cepas de R caba¬ 
lli son muy sensibles a los antibioticos; sin embargo, algunas 
son resistentes a lincomicina. estreptomicina y sulfamidas y 
tienen una sensibilidad intermedia a penicilina La cepa 
aislada en el veterinario era sensible a todos los antibioticos 
excepto a la penicilina y las sulfamidas.*^^ 

PASTEURELLA GALLINARUM 

R gallinarum es un cocobabilo gramnegativo que habita en 
el aparato respiratorio de las aves de corral domesticas. La pri- 
mera comunicacion de una infeccion Humana aparecio en 
1995, cuando el microorganismo fue aislado en los hemoculti- 
vos de un varon de 12 anos de Arabia Saudita que sufrio una 
endocarditis 10 anos despues de la reparacion quiriirgica de 
una comunicacion interventricularJ^ La cepa era sensible a 
penicilina. ampicilina y cefotaxima. y el paciente respondio a 6 
semanas de tratamiento con los dos ultimos agentes. El pacien¬ 
te no refirio ninguna mordedura, aranazo ni contacto con anima- 
les. La segunda comunicacion aparecio en 1999 en Japon. cuan¬ 
do se aislo R gallinarum en los hemocultivos de un hombre de 
34 anos con gastroenteritis aguda.^' Esta cepa era sensible a 
ampicilina, cefazolina, cefotaxima. azitromicina, imipenem, 
norlloxacina y aminoglucosidos, y el paciente respondio al tra¬ 
tamiento con cefazolina. La gastroenteritis se produjo 2 dias 
despues de que el paciente comiera polio en un restoran y los 
autores sugirieron que esta comida puede Haber sido la fuente. 
Sin embargo, esta cepa puede Haber sido mal identificado.'^'^^ 
En 2002, se aislo R gallinarum en la sangre, orina y LCR de 
un recien nacido de 4 dias como resultado de un parto septico 
en el hogar.^ El microorganismo era sensible a penicilina, cefo¬ 
taxima y aminoglucosidos. 

Las caracteristicas bioqufmicas de R bettyae, R. clagmatis, R 
canis, R stomatis, R caballi y R. gallinarum se presentan en el 
cuadro 9-4 junto con las de otras pasteurelas animales. 

Especies de Mannhelmia {anXes complejo ''Pasteurella 
haemolytica/Pasteurella granulomatis '') 

Las cepas de R haemolytica son reconocidas como patogenos 
importantes en los animales domesticos, y causan enfermedades 
graves y perdidas economicas considerables en el ganado vacu- 
no, ovejas, cerdos e industrias avicolas. Historicamente, las 
cepas de R haemolytica eran divididas en dos biotipos designa- 


dos A (asociado con ganado vacuno) y T (asociado con ove- 
jas).^^^ Las cepas biotipo A producian acido a partir de arabino- 
sa pero no de trehalosa, mientras que las cepas biotipo B produ¬ 
cian acido a partir de trehalosa pero no de arabinosa. Cada uno 
de estos biotipos fue dividido en 17 serotipos; y los serotipos 1. 
2, 5-9, 11-14, 16 y 17 pertenecian al biotipo A y los serotipos 3, 
4, 10 y 15 pertenecian al biotipo T. En 1985, R haemolytica 
sensu stricto fue excluida del genero Rasteurella sobre la base de 
esiudios de hibridacion de DNA-DNA y la hibridacion de DNA- 
rRNA confirmo su exclusion de los generos Rasteurella, 
Haemophilus y ActinobaciUus!^^^ Algunas investigaciones geno- 
tipicas de cepas de “R haemolytica"' trehalosa positivas (biotipo 
T) Han conducido a su reclasilicacion como Rasteurella trehalo- 
si, aun cuando muestran una afinidad genetica marginal con el 
genero Rasteiirella.^^'^^ Los examenes de muchas cepas diversas 
de haemolytica"" trehalosa negativas (biotipo A) por criterios 
fenotipicos, electroforesis enzimatica multilocus, ribotipifica- 
cion y secuenciacion de rRNA 16S condujeron a proponer un 
genero nuevo, Mannheimia. para encuadrar a las cepas trehalosa 
negativas del complejo “f! haemolytica"" y “f! granuloma- 
tis""?^’^^"^ Sobre la base de la secuenciacion de rRNA 16S, se 
han establecido cuatro grupos relacionados distintos que corres- 
ponden a cinco especies nuevas en el genero nuevo Mannheimia: 
M. haemolytica y M. glucosida (grupo I), M. ruminalis (grupo 
II), M. granulomatis (grupo III) y M. varigena (grupo IV)."'® 
Estas especies nuevas estan mas estrechamente relacionadas con 
el genero Actinobacillus (sobre todo A. lignieresii) y “f! trehalo- 
si". Las especies de Mannheimia puede n ser separadas del gene¬ 
ro Rasteurella porque las especies anteriores no producian acido 
a partir de manosa y porque la mayoria de las especies de 
Actinobacillus asociadas con animales eran ureasa negativas. 
Las especies de Mannheimia son manitol positivas, lo que las 
separa de las especies del genero Haemophilus, que son manitol 
negativas. Las caracteristicas bioqufmicas del genero 
Mannheimia y de las especies de Mannheimia se presentan en 
los cuadros 9-1 y 9-6, respectivamente. 

Las cepas de M. haemolytica son bien reconocidas como 
agente etiologico de la pasteurelosis neumonica bovina o “fie- 
bre del transporte” y otras distintas infecciones del ganado 
vacuno, ovejas, cerdos y liebres.^^ En el ganado vacuno, esta 
infeccion es desencadenada por el hacinamiento, el estres, la 
inmunosupresion y la infeccion viral simultanea del aparato 
respiratorio. Las cepas de M. haemolytica aisladas del ganado 
vacuno con pasteurelosis neumonica producen una leucotoxina 
que es especiTica de especie y tiene actividad citolftica contra 
las celulas linfoides de los rumiantes.^™-^^^ La leucotoxina es 
una protefna de 105 a 108 kDa que pertenece a la familia de las 
toxinas RTX, que tambien incluye la hemolisina de E. coli, la 
adenilato ciclasa/hemolisina de 8 . pertussis y la toxina Apx de 
A. pleuropneumoniae RTX (repeticiones en la toxina) se 
refiere a la presencia de unidades repetidas ricas en glicina 
caracteristicas en el termino C de la molecula peptfdica. En 
bajas concentraciones, la leucotoxina de M. haemolytica activa 
los neutrofilos, induce la formacion de citocinas inflamatorias 
y provoca cambios en el citoesqueleto que conducen a la apop¬ 
tosis.En concentraciones mas altas, la toxina produce la for¬ 
macion de poros en las membranas celulares que conducen a 
tumefaccion celular y lisis. In vitro, la leucotoxina provoca 
cambios citopaticos en los alveolos bovinos, donde se asocia 
con las membranas de los macrofagos y los neutrofilos en 
degeneracion. Los mutantes de M. haemolytica leucotoxina 
negativos muestran una reduccion importante de la virulencia 
en los modelos animales en comparacion con las cepas pro- 
ductoras de leucotoxina. 
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Los miembros del ex complejo “/^ haemolytica'" se aislan 
pocas veces en seres humanos y las infecciones casi siempre 
son el resultado de la exposicion ocupacional o recreativa a los 
animales. Rivera y cols, comunicaron un caso de infeccion de 
un injerto aortico debida tanto a “R haemolyticd*' biotipo A (M. 
haemolytica) como a estreptococos p-hemoliticos del grupo C 
en un hombre de 50 anos.*®^^ Yaneza y cols, informaron de un 
caso de endocarditis causada por este microorganismo.’'^^^ El 
paciente no habia tenido contacto con ganado vacuno ni otros 
animales de granja. Las cepas de M. haemolytica aisladas son 
sensibles a penicilina, ampicilina, amoxicilina-clavulanato, 
macrolidos (azitromicina, claritromicina, eritromicina), cloran- 
fenicol, aminoglucosidos y fluoroquinolonas y resistentes al 
linezolid.'*^®'**® 


Cardiobacterium hominis 

Taxonomia 

C. hominis es la unica especie del genero Cardiobacterium. 
Este microorganismo, originariamente descrito como grupo 
IID de los CDC, fue denominado Cardiobacterium hominis por 
Slotnick y Doughtery en 1964.*^^® Estos investigadores demos- 
traron sus caracteristicas bioquimicas singulares y su falta de 
relacion antigenica con otras bacterias gramnegativas y gram- 
positivas con requerimientos nutricionales especiales. El 
microorganismo tiene la pared celular tipica de los gramnega- 
livos con una capa externa extraordinariamente densa y cas- 
quetes terminal y polar en penacho adheridos a la membrana 
celular.*®^’ Estas caracteristicas explican su aspecto atipico en 
la tincion de Gram (vease mas adelante). En 1990, Dewhirst y 
cols, examinaron cepas de Cardiobacterium mediante analisis 
de secuencia de rRNA de 16S y observaron que este microor- 
ganismo y Kingella indologenes estaban estrechamente rela- 
cionados y diferian significativamente de las cepas de referen¬ 
da de otros microorganismos con requerimientos nutricionales 
especiales.Estos autores propusieron la familia Cardiobac- 
teriaceae para incluir C. hominis. Kingella indologenes y el 
microorganismo relacionado del suelo Dichelobacter nodosus. 
Las similitudes fenotipicas tambien apoyaron la relacion gene- 
tica de C. hominis y K. indologenes. Este ultimo fue elimi- 
nado de la familia Neisseriaceae. su nombre se cambio por 
Suttonella indologenes y fue colocado en la familia 
Cardiobacteriaceae junto con las especies de Cardiobacterium 
y de Dichelobacter.^^^ Las cardiobacterias pertenecen al orden 
propuesto “Cardiobacteriales’' en la subdivision y de las prote- 
obacterias'^^^ (vease mas adelante). 

Importancia cimica 

C. hominis es un microorganismo de muy baja incidencia y 
tiene la caracteristica singular de producir endocarditis casi 
exclusivamente; se han publicado alrededor de 50 casos de 
endocarditis.^^^’*^^"^ El microorganismo es parte de la flora del 
aparato respiratorio normal, pero pocas veces se observa en 
muestras respiratorias debido a su baja tasa de crecimiento. 
Como sucede con otros microorganismos HACEK, C. hominis 
entra en el torrente circulatorio y suele infectar las valvulas car- 
diacas que ya estaban enfermas o dafiadas (p. ej., cardiopatia 
reumatica, comunicaciones interventriculares). Sin embargo, la 
endocarditis por C. hominis tambien se puede desarrollar en 
individuos sin evidencia de cardiopatia previa. Alrededor del 
20% de las infecciones por C. hominis comunicadas han afec- 


tado distintos tipos de valvulas cardiacas protesicas; entre ellas, 
valvulas de tejido de homoinjerto aortico. valvulas aortica y 
mitral de xenoinjertos porcinos, valvulas aortica y mitral meca- 
nicas (valvulas de Starr-Edwards, Bjork-Shiley y Carpentier- 
Edwards) y electrodos de marcapasos.^^-^^^-*®^® *’^^ En general, 
los pacientes son de edad mediana a ancianos y tienen una den- 
tadura en mal estado o el antecedente de procedimientos den- 
tales recientes. En la comunicacion de un caso, se desarrollo 
una endocarditis de valvula protesica luego de una endoscopia 
gastrointestinal alta.*®^^ La infeccion sigue una evolucion muy 
subaguda, con inicio insidioso, fiebre leve y sintomas vagos 
que pueden persistir durante 7 a 9 meses antes de hacer un 
diagnostico. En los que sufren una enfermedad de bajo grado y 
prolongada, se puede presentar esplenomegalia, hemorragias 
conjuntivales y lineales subungueales, hematuria y anemia. C. 
hominis tiende a formar vegetaciones grandes y friables sobre 
las valvulas cardiacas, de modo que las complicaciones mas 
graves son embolia septica, aneurismas micoticos e insuficien- 
cia cardiaca congestiva.^^^^^^-^®^’^®^ Tambien puede ocurrir bac- 
teriemia y sepsis por C. hominis sin endocarditis en pacientes 
inmunodeprimidos.i°^‘^ El aislamiento de C. hominis de mues¬ 
tras distintas de los hemocultivos es raro. En 1983, Francioli y 
cols, diagnosticaron una meningitis por cardiobacterias en un 
paciente como complicacion de la endocarditis y, en 1991, 
Rechtman y Nadler informaron sobre la recuperacion de C. 
hominis junto con Clostridium bifermentans de un absceso 
abdominal y de la sangre de un hombre de 65 anos con diabe¬ 
tes y adenocarcinoma agresivo de rinon y ciego.'^^^.iosz 
Nurnberger y cols, informaron de un caso de infeccion por C. 
hominis asentada en el electrodo auricular de un marcapasos 
sin afectacion valvular que se complied por una presunta oste- 
omielitis vertebral hematogena; el microorganismo fue aislado 
en los hemocultivos pero no en la biopsia de las vertebras afec- 
tadas.^**^ 

Caracteristicas de los cultivos e identificacion 

C. hominis puede crecer esencialmente en todos los medios 
de hemocultivo disponibles en el comercio. El microorganismo 
crece lentamente y no produce ningun cambio visible en el 
medio para hemocultivo (p. ej., hemolisis, formacion de peh- 
cula, turbidez). Cuando la observacion microscopica de los 
frascos de hemocultivo es negativa, se deben realizar subculti- 
vos a ciegas en agar chocolate y agar sangre. En la comunica¬ 
cion reciente de un caso, el microorganismo fue aislado solo 
despues del dia 10 de incubacion de un subcultivo a ciegas.®®^ 
Es posible que las tinciones de Gram de los frascos de hemo¬ 
cultivo no pongan en evidencia el microorganismo; la centrifu- 
gacion a baja velocidad de una aheuota del medio para elimi- 
nar los eritrocitos seguida por la centrifugacion a alta velocidad 
para aglomerar pequehas cantidades de microorganismos 
puede ayudar a su visualizacion. En las tinciones de Gram, los 
microorganismos pueden aparecer como gramvariables, con 
una tendencia de las celulas a retener el colorante de violeta de 
gerciana (cristal violeta) en los polos. Las celulas individuales 
pueden aparecer tumefactas en uno o ambos extremos, lo que 
conduce a microorganismos con forma de lagrima, pesa y 
“chupachus”. A menudo, las celulas adoptan agrupamientos 
similares a rosetas o se almean en disposiciones de “cercas” en 
su orientacion unas con otras (vease lamina en color 9-3D). La 
morfologia de las celulas individuales depende del tipo de 
medio de cultivo utilizado; en los medios que contienen extrac- 
to de levadura, aparecen como bacilos gramnegativos unifor¬ 
mes con extremos redondeados. 
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En agar sangre y agar chocolate, C. hominis crece como 
colonias opacas, brillantes y muy pequenas, generalmente des¬ 
pues de 48 a 72 horas a 35 °C en CO 2 al 5-7% (vease lamina en 
color 9-3E). Algunas cepas tambien pueden producir una 
depresion en el agar luego de su incubacion. No se observa nin- 
gun crecimiento en agar de MacConkey o en otros agares 
selectivos o diferenciales entericos. C. hominis es oxidasa posi¬ 
tive y catalasa, nitrato y ureasa negative. Las reacciones de 
reduccion de oxidasa positiva y de catalasa negativa ayudan a 
diferenciarlo de H. aphrophilus/paraphrophUus y A. actinomy- 
cetemcomitans. pero son si mi lares a las reacciones observadas 
para Eikenella, Kingella y Suttonella. La caracteristica mas util 
para identificar a este microorganismo es la produccion de 
indol. El caldo de triptona debe tener un inoculo importante 
(con un hisopo) y debe incubarse durante 48 horas. La extrac- 
cion con xileno o cloroformo y el uso del reactive de Ehrlich 
mas que del reactive de Kovac permite la deteccion de peque- 
nas cantidades del indol producido por este microorganismo. 
Es posible que el reactivo de indol en el sitio (p- amino cinna- 
maldehfdo) no pueda detectar confiablemente la produccion de 
indol por C. hominis. Se puede detectar la produccion de sul- 
furo de hidrogeno utilizando tiritas de acetate de plomo. C. 
hominis produce acido a partir de glucosa, fructosa, sacarosa, 
manosa y sorbitol; la produccion de acido a partir de maltosa y 
manitol es variable y la mayoria de las cepas producen reac¬ 
ciones positivas. No se fermenta lactosa. xilosa, galactosa, tre- 
halosa ni rafinosa. Desde el punto de vista fenotipico, C. homi¬ 
nis es muy similar a S. indologenes (cuadro 9-7).*^^ Tambien 
puede ser diferenciado de S. indologenes, E. corrodens y de las 
especies de Kingella mediante analisis de acidos grasos celula- 
res.^^'^^^ Como sucede con otros agentes de endocarditis bacte- 
riana, se han utilizado con exito los metodos moleculares para 
la deteccion directa de C. hominis de muestras clinicas.^®^'^^^ 

Sensibilidad a los antibioticos 

Al igual que en otros miembros del grupo HACEK, las prue- 
bas de sensibilidad a los antibioticos son dificiles debido a los 
requerimientos nutricionales especiales del microorganismo y 
su ritmo de crecimiento lento. No se han establecido niveles de 
corte, medios optimos ni requerimientos de incubacion para C. 
hominis ni para otros microorganismos con estos requerimien¬ 
tos. En general, las cepas de C. hominis son sensibles a la ma¬ 
yoria de los antibioticos, como penicilina, ampicilina, cefaloti- 
na, cefalosporinas de tercera generacion (cefixima, cefuroxima, 
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y cefepima), imipenem, 
meropenem, fluoroquinolonas (ciprofloxacina, clinafloxacina, 
levofloxacina, ofloxacina y trovafloxacina), aminoglucosidos, 
cloranfenicol, rifampicina y tetraciclina."^^^ En general, los 
pacientes con endocarditis por C. hominis han sido tratados con 
penicilina sola o penicilina combinada con un aminoglucosido. 
Tambien se han logrado curaciones con monoterapia con cefa- 
zolina y ciprofloxacina.^*^^ En la actualidad, el tratamiento 
recomendado incluye las cefalosporinas de tercera genera¬ 
cion. Las cepas resistentes a la penicilina y productoras de 
P'lactamasa son raras y han sido comunicadas dos veces. En 
1994, se aislo una cepa productora de (i-lactamasa de un caso 
de endocarditis en un hombre de 76 anos.^^^ Esta cepa era sen¬ 
sible a tetraciclina, rifampicina, vancomicina e imipenem y 
resistente a eritromicina, trimetoprim-sulfametoxazol, genta- 
micina, amoxicilina, ticarcilina, cefotaxima y piperacilina. El 
paciente respondio a vancomicina/rifampicina, seguida de 
amoxicilina-clavulanato. El segundo microorganismo produc- 
tor de P-lactamasa fue aislado en una mujer de 66 anos.^®* Este 


era resistente a penicilina y ampicilina y sensible a amoxicili¬ 
na-clavulanato, cefotaxima, ceftriaxona, gentamicina, ciproflo¬ 
xacina y trimetoprim-sulfametoxazol. Muchas cepas tambien 
son resistentes a vancomicina y eritromicina; este hecho es de 
cierta importancia, dado que estos agentes se utilizan a veces 
para la profilaxis dental de pacientes alergicos a la penicili¬ 
na. La mayoria de los pacientes que tienen una endocarditis 
de valvula nativa debida a C. hominis son tratados con exito 
con antibioticos solos, aunque algunos pueden requerir resec- 
cion valvular parcial o reemplazo valvular debido al compro- 
miso hemodinamico, fenomenos embolicos, insuficiencia car- 
diaca progresiva o aneurismas micoticos.^'^^ '^^^ 


Eikenella corrodens 

Taxonomia y virulencia 

Originariamente, el genero Eikenella (antes grupo HB-1 de 
los CDC) defmia cepas consideras facultativas de la especie 
anaerobia Bacteroides corrodens. Con posterioridad, se demos- 
tro que estos microorganismos eran fenotipica y geneticamen- 
te distintos. La especie anaerobia estricta fue denominada 
Bacteroides iireolyticiis y los anaerobios facultativos fueron 
colocados en el genero inespecifico nuevo Eikenella como E. 
corrodens. Una caracteristica clave que separa las especies 
anaerobias de las especies facultativas es la actividad de urea¬ 
sa, en que B. iirealyticus anaerobio es ureasa positivo y E. 
corrodens es ureasa negativo. B. ureolyticus tambien es sensi¬ 
ble a clindamicina y metronidazol, mientras que E. corrodens 
es resistente a estos agentes. Sobre la base de la secuencia del 
RNA ribosomico I6S y de la hibridacion de rRNA-DNA, se 
demostro que E. corrodens esta relacionado con especies de 
Neisseria y esta incluido ahora en la familia enmendada 
Neisseriaceae en el orden propuesto “Neiseriales” en el sub- 
grupo (3 de las proteobacterias.^^^’^^^® 

Se ha intentado defmir los factores de virulencia de E. corro¬ 
dens. En 1988, Yamazaki y cols, describieron una proteina 
similar a la lectina sobre la superficie de cepas de E. corrodens 
que funcionaba en la adherencia de las bacterias a las celulas 
epiteliales de los surcos humanos e interactuaba con un recep¬ 
tor sobre la superficie de la celula epitelial que contiene galac¬ 
tosa. Esta molecula tambien aglutinaba eritrocitos. La inves- 
tigacion reciente ha mostrado que E. corrodens expresa pili 
tipo 4 y muestra variacion de fase que comprende la transicion 
irreversible de las variantes con pili o sin pili.’^^s 1329 medios 
agar, las variantes con pili forman colonias pequenas con de- 
presiones, mientras que las variantes sin pili producen colonias 
mas grandes sin depresiones. La formacion de los pili es con- 
trolada por el locus pilA, que incluye cuatro genes: pilAl, 
pilA2, pilB y hag A. Los loci pilAl y pilA2 codifican las protei- 
nas estructurales de los pili tipo IV, pilB codifica una proteina 
de ensamblado de los pili y hagA codifica una hemaglutini- 
na. 1^28,1329 Las celulas con pili sintetizan y exportan las protei- 
nas de los pili hacia la superficie celular, mientras que las 
variantes sin pili sintetizan pili pero no los exportan hacia la 
superficie celular. Ademas, las celulas con pili muestran 
“movimientos espasmodicos” y son capaces de sufrir transfor- 
macion natural, mientras que las celulas sin pili carecen de 
estas caracteristicas. E. corrodens tambien tiene un OMP prin¬ 
cipal con un peso molecular aparente de 33 a 42 kDa.’^*^ Esta 
proteina puede desencadenar la liberacion de enzimas lisoso- 
micas por los macrofagos y puede estimular o deprimir la acti¬ 
vidad de los macrofagos en forma dependiente de la dosis. Al 
igual que otras bacterias gramnegativas, E. corrodens tiene un 
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iipopolisacarido (LPS) de la membrana externa que cumple 
actividades biologicas similares al LPS hallado en las bacterias 
entericas.*®^^ Los antigenos de superficie de E. corrodens tie- 
nen reacciones cruzadas amplias con otros microorganismos, 
enire ellos K. kingae, K. denitrificans y Moraxella hovis}^ 

Importancia cimica 

E. corrodens es parte de la flora normal de la boca y de las 
\ias respiratorias altas. En la cavidad bucal puede desempenar 
un papel en ciertos tipos de enfermedad periodontal. Suda y 
cols, observaron que la prevalencia mas alta de E, corrodens en 
las muestras de placas subgingivales ocurria en pacientes jove- 
nes con enfermedad periodontal, mientras que la prevalencia 
era mas baja en los individuos sin esa enfermedad.En las 
personas sanas, la prevalencia del microorganismo en las mues- 
iras gingivales profundas disminuyo con la edad del individuo. 
Entre los que tenian enfermedad periodontal, la prevalencia 
mas alta se observe en los menores de 20 anos con periodonti¬ 
tis juvenil, seguida de aquellos con periodontitis posjuvenil, 
periodontitis prepuberal, periodontitis rapidamente progresiva 
\ periodontitis del adulto.*^^^ Ademas de la enfermedad pe¬ 
riodontal, E. corrodens puede desempenar un papel en otras 
infecciones bucales, como gingivitis, abscesos periapicales e in- 
fecciones de los conductos radiculares. 

E. corrodens ha sido aislado en distintas infecciones huma- 
n 3 ^ 1170 q^g incluyen infecciones oculares (p. ej., canaliculitis, 

celulitis periorbitaria, ulceraciones comeales, endoftalmitis, abs¬ 
cesos lagrimales), infecciones de cabeza y cuello (p. ej., sinusi¬ 
tis, otitis media, mastoiditis, absceso encefalico, empiema sub¬ 
dural/extradural, osteomielitis craneal, absceso submandibular), 
mfecciones pleuropulmonares (p. ej., neumonia aspirativa, abs¬ 
cesos pulmonares bacterianos mixtos, empiema), infecciones 
miraabdominales (p. ej., absceso hepatico) e infecciones esque- 
leiicas (p. ej., osteomielitis vertebral 

La infeccion pulmonar por E. corrodens se observa en indivi- 
duos inmunodeprimidos, con tendencia a la aspiracion pulmonar 
V en presencia de una enfermedad pulmonar subyacente que 
conduce a compromiso de los mecanismos de defensa loca¬ 
les." ‘ Tambien se lo implied junto con especies anaerobias 
esinctas (especies de Actinomyces o Arachnia) en la patogenia 
de un trastomo denominado osteomielitis esclerosante difusa 
jTonica, una infeccion mixta de la mandfbula que tiene patrones 
radioldgicos y tomograficos caracterfsticos y ocurre principal- 
menie en mujeres jdvenes.*^^ Por extension desde infecciones 
p^nodontales, de oido medio o sinusales, el microorganismo 
puede entrar en el SNC y provocar meningitis, abscesos encefa- 
hcos o paraespinales, y empiema subdural. 

£. corrodens es un microorganismo que se aisla en forma 
poco frecuente en otras varias infecciones graves. Se ha obser- 
\ado bacteriemia y endocarditis por E. corrodens en huespedes 
tnmunodeprimidos, adictos a drogas intravenosas e individuos 
:on dano valvular previo que habfan recibido recientemente un 
c^iamiento dental extenso.-'^^'^'^^® Sin embargo, tambien se 
*:»bser%6 endocarditis en individuos sanos sin factores de riesgo 
reconocidos.^^^^ Se ha comunicado endocarditis de valvulas 
Dn>iesicas e infecciones de protesis vasculares permanentes 
asociadas con E. corrodens Asimismo, puede ocurrir una 
bacteriemia por E. corrodens con endocarditis o sin ella en los 
individuos con enfermedades subyacentes, como artritis reu- 
maioide y procesos malignos hematologicos.^^^ *®^ Tambien 
i>jede ser reconocido en abscesos subcutaneos y celulitis de 
lejidos blandos en adictos a drogas intravenosas. Estas infec¬ 
ciones son resultado de la aplicacion de saliva para limpiar la 


piel antes de la inyeccion de las drogas.^^ “*** ^^* E. corrodens 
tambien puede producir celulitis y osteomielitis de la mano 
como resultado de “lesiones con el puno cerrado’* (por puheta- 
zos), mordeduras cronicas de las unas y mordeduras huma- 
nas.**^^'^'''^ La implantacion traumatica del microorganismo en el 
tejido subcutaneo puede conducir a la extension de la infeccion 
en los huesos y articulaciones con el desarrollo de osteomieli¬ 
tis y artritis septica. En estas circunstancias. a menudo el 
microorganismo desarrolla en cultivo mixto con otros microor¬ 
ganismos facultativos (estreptococos a-hemoliticos y (J-hemo- 
liticos, Staphylococcus aureus, estafilococos coagulasa negati- 
vos, bacilos gramnegativos entericos y anaerobios estrictos 
[especies de Peptostreptococcus, especies bucales de Bacte- 
roides, Prevotella y Porphyromonas]). La discitis vertebral por 
E. corrodens tambien puede ocurrir como complicacion de la 
cirugfa espinal.^^ En el ano 2000, se comunico un caso atfpico 
de osteomielitis vertebral por E. corrodens en un hombre de 65 
anos en quien se inoculo el espacio paravertebral por un hueso 
de pescado que le habfa atravesado la faringe.^^ Tambien se 
informaron infecciones bacteriemicas por E. corrodens que 
conducen a celulitis hematogena, artritis septica, ostemielitis 
vertebral, discitis intervertebral, absceso paraespinal y corioam- 
nionitis.^^’^^’^^^"^’^’^^ *®^ E. corrodens sobrevive en el aparato gas¬ 
trointestinal y puede aislarse en abscesos abdominales, espleni- 
cos, hepaticos y pancreaticos e infecciones peritoneales junto 
con la flora facultativa y anaerobia del intestino.''"*^^'^ '®^^-’^^* 
Tambien ha sido aislado en infecciones ginecologicas, como 
corioamnionitis, endometritis y cervicitis resultante de la coloni- 
zacion de los dispositivos intrauterinos.^^'^^* 

Caracteristicas de los cultivos e identificacion 

E. corrodens crece en agar sangre y agar chocolate pero no 
en el agar de MacConkey. Las colonias son pequenas (0,5-1 
mm) despues de 48 horas. Alrededor del 50% de las cepas pue- 
den “deprimir” el agar cuando crecen y se pueden observar 
tanto variantes con depresion como sin depresion en el mismo 
cultivo (vease lamina en color 9-3E y G). En general, se pro¬ 
duce un pigmento amarillo palido (observado mejor en un hiso- 
po bianco que se desliza a traves del crecimiento en una placa 
de agar chocolate) y la mayoria de las cepas tienen un olor 
semejante al del hipoclorito de sodio (lejia o lavandina). En la 
tincion de Gram los microorganismos aparecen como bacilos o 
cocobacilos gramnegativos delgados y regulares con extremos 
redondeados (vease lamina en color 9-3F). 

Las caracten'sticas bioqufmicas de las cepas de E. corrodens 
que producen depresiones o de las que no la producen son bas- 
tante uniformes. Los microorganismos son oxidasa positivos y 
catalasa negativos, aunque raras cepas pueden ser debilmente 
catalasa positivas. El microorganismo reduce el nitrato a nitri- 
to y no requiere factores X o V, si bien la hemina es necesaria 
para el crecimiento aerobio. Las cepas que no producen depre¬ 
sion pueden ser confundidas con especies de Haemophilus y 
cuando se evualuan con discos de factores X y V. muestran cre¬ 
cimiento alrededor del disco con factor X pero no con factor V. 
No se produce indol ni ureasa, pero la mayoria de las cepas son 
lisina descarboxilasa y omitina descarboxilasa positivas (vease 
lamina en color 9-3H). Al contrario de otros microorganismos 
del grupo HACEK, E. corrodens es asacarolitico. Sus caracte- 
rfsticas fenotipicas se presentan en el cuadro 9-7, junto con las 
otras bacterias HACEK con requerimientos nutricionales espe- 
ciales oxidasa positivas y catalasa negativas. 

Como sucede con muchos de los microorganismos implica- 
dos en la infeccion periodontal, se han explorado enfoques 
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Cuadro 9-7 Caractensticas bioquimicas para la identificacion de Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens^ 
Kingella y Suttonella indologenes 

especies de 

CARACTERISTICA 

C. HOMINIS E. CORRODENS K. KINGAE 

K. DENITRIFICANS 

K. ORALIS 

S. INDOLOGENES 

Hemolisis, SBA 


- 

- 

- 

Oxidasa 

+ + + 

+ 

+ 

+ 

Catalasa 

- _ 

- 

- 

- 

NO3 a NO, 

- + - 

+ 

- 

- 

NO2 a gas N2 

+ - + 

+ 

- 

+ 

Indol 

+ 

- 

- 

+ 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

Ornitina descarboxilasa 

- + - 

- 

- 

- 

Hidrdlisis de esculina 

- - - 

- 

- 

- 

Hidrolisis de ONPG 

- - - 

- 

- 

- 

Gas a partir de glucosa 

- - - 

- 

- 

- 

Acido producido a partir de; 





Glucosa 

+ - + 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+‘' - + 

- 

- 

+ 

Fructosa 

+ - - 

- 

- 

+ 

Sacarosa 

+ - - 

- 

- 

+ 

Lactosa 

- - - 

- 

- 

- 

Xilosa 

- 

- 

- 

- 

Manitol 

+‘ - - 

- 

- 

- 

Manosa 

+ - - 

- 

- 

+ 

Galactosa 

- - - 

- 

- 

- 

Trehalosa 

- 

- 

- 

- 

Rafinosa 

- - - 

- 

- 

- 

Sorbitol 

+ - - 

- 

- 

- 

nuiyoria de las cepas producen una ^-hemolisis “suave’* en agar sangre de camera. 




^Raras cepas pueden ser dehilmente catalasa positivas. 




Raras cepas pueden ser nuiltosa negativas; manitol negativas o amhas. 





moleculares para la deteccion, identificacion y tipificacion de 
E. corrodens. Se han disenado sondas de DNA especificas, asi 
como sondas para otros patogenos periodontales, mediante 
analisis de rRNA 16S, identificacion de secuencias unicas de 
nucleotidos y sintesis quimica de las moleculas de las sondas 
que son complementarias de estas secuencias especificas de 
especieJ^^ Estas sondas han sido utilizadas para la deteccion 
directa del microorganismo en muestras de la placa subgingi¬ 
val de pacientes con gingivitis y periodontitis. Tambien se han 
aplicado algunos metodos epidemiologicos, que incluyen SDS- 
PAGE, electroforesis en gel de campo pulsado, analisis de 
endonucleasas de restriccion y tecnicas de PCR preparado arbi- 
trariamente a E. corrodens para determinar su relacion con 
otras bacterias y las diferencias entre las cepas de E. corrodens 

aisladas en pacientes. 229.230,231,1217 


Sensibiiidad a los antibioticos 

Las pruebas de sensibiiidad a los antibioticos de rutina de E. 
corrodens son dificiles debido a los requerimientos nutriciona¬ 
les especiales del microorganismo. En general, las pruebas se 
realizan mediante dilucion en agar, que es poco practica para 
los laboratorios clmicos. En 1998, Alcala y cols, comunicaron 
un procedimiento de microdilucion en caldo para E. corrodens 
utilizando medio de prueba para Haemophilus.^ Segiin el anti- 
biotico, se observe una concordancia entre el 75% y el 97% (± 
1 log, de dilucion) entre los procedimientos de microcaldo y 
dilucion en agar. La mayona de las cepas de E. corrodens son 
sensibles a ampicilina, amoxicilina y tetraciclinas y resistentes 
a las penicilinas resistentes a la penicilinasa, clindamicina, van- 
comicina, eritromicina, metronidazol y aminoglucosidos.'*^’-®^ 
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La sensibilidad a la penicilina puede variar de una cepa a otra. 
La mayona tiene una sensibilidad variable a las cefalosporinas 
de primera generacion y la cefazolina es la mas activa.^^^ E. 
corrodens tambien es sensible a cefoxitina, ceftriaxona, cefepi- 
ma. ciprofloxacina y carbapenemicos (imipenem, merope- 
Se ban informado raras cepas (3-lactamasas 
positivas."^^’ '^'^ La enzima p-lactamasa de E. corrodens se aso- 
cia altamente con las celulas, muestra poca actividad contra las 
cefalosporinas y es inhibida fuertemente por clavulanato y sul- 
bactam^^^ 


Especies de Kingella y Suttonella 

Taxonomia 

La especie tipo del genero Kingella, K. kingae, fue descrita 
originariamente en la decada de 1960 y denominada en ese 
momento grupo M-1 de los CDC. Las primeras descripciones 
sugirieron una relacion con las moraxelas, salvo en que estas 
cepas eran catalasa negativas.^^^^ El grupo M-1 de los CDC fue 
redenominado Moraxella kingii, nombre que luego se enmen- 
do taxonomicamente por Moraxella kingaeP^ Debido a dife- 
rencias geneticas, quimiotaxonomicas y fenotipicas importan- 
les. Henriksen y Bovre recomendaron eliminar a M. kingae del 
genero Moraxella y lo redenominaron como genero nuevo y 
especie Kingella kingae en la familia Neisseriaceae en 1976.^^^ 
Ese mismo ano, Snell y LaPage propusieron la transferencia de 
• <ras dos especies sacaroliticas similares a moraxelas, oxidasa 
positivas y catalasa negativas al genero Kingella.^^^^ Estas espe¬ 
cies nuevas incluian el microorganismo denominado antes 
‘TM-E’ descrito por Hollis, Wiggins y Weaver (Kingella deni- 
rhficans) y cepas indol positivas que habian sido aisladas ori- 
gmariamente en casos de conjuntivitis (Kingella indologe- 
Sobre la base de las comparaciones de secuencias de 
rRNA 16S, Dewhirst y cols, mostraron que K indologenes 
e^iaba relacionado mas estrechamente con C. hominis que con 
las otras especies de Kingella o con los otros miembros de la 
familia Neisseriaceae?^^ Ademas. a pesar de las caracteristicas 
fenotipicas similares de C. hominis y K indologenes, el conte- 
pido G + C de su DNA diferia lo suficiente como para justifi- 
.ar la condicion de generos y especies separadas. En conse- 
.uencia, K indologenes excluido de la familia Neisseriaceae y 
^ lo ubica como unica especie en el genero nuevo Suttonella 
:<Mno Suttonella indologenes (en honor del microbiologo aus- 
craliano R. G. A. Sutton) en la familia Cardiobacteriaceae en 
c ^ubgrupo y de las proteobacterias.^^^^'^^K kingae y K deni- 
f^i^.cans se mantienen en la familia enmendada Neisseriaceae, 
que tambien esta en el subgrupo y de las proteobacterias.^^®^ En 
f Dewhirst y cols, describieron una especie nueva de 
Kinsella que fue recuperada de la placa dental humana de un 
■^ciente con periodontitis del adulto.^^s especie nueva fue 
acnominada Kingella orales y modificada luego como 
Ki isella oralis, Este microorganismo constituye el 0,4% de la 
r?*icrobiota total de la placa dental de individuos periontonica- 
mente sanos y alrededor del 4,6% de la microbiota en la placa 
ckcnial de los pacientes adultos y juveniles con periodontitis.^^^ 

~3ortancia cimica 

Aunque forman parte de la flora de los aparatos respiratorio 
genitourinario normales de los seres humanos, las especies de 
E roe I la y K, kingae en particular se reconocen en forma cre- 
- cnie como patogenos humanos importantes. Desde su des- 


cripcion inicial, K. kingae fue considerado una causa rara de 
infeccion en pacientes con endocarditis. Sin embargo, durante 
la ultima decada ha surgido como un patogeno importante en 
pacientes pediatricos, causando principalmente bacteriemia e 
infecciones osteoarticulares7^^ Este microorganismo puede 
aislarse en las vfas respiratorias altas de lactantes y nihos; se ob¬ 
serve que casi el 75% de los nihos may ores de 6 meses lo trans- 
portan en la orofaringe en algun momento.^'*^^*^- La prevalen- 
cia del microorganismo en el aparato respiratorio es maxima 
entre los nihos de 6 meses a 4 ahos, lo que corre paralelo a las 
edades que tienen las tasas mas altas de ataque para una enfer- 
medad invasiva. Las tasas de portacion son mas bajas entre 
los nihos menores de 6 meses y mayores de 4 ahos de edad. 
Algunos estudios en poblaciones de guarderfas han mostrado 
que K, kingae puede ser transmitido de un niho a otro por la via 
respiratoria en este contexto.^^^^ Es probable que la entrada 
para el microorganismo en el torrente circulatorio sea a traves 
de lesiones en la mucosa orofarmgea. 

Las infecciones osteoarticulares son las manifestaciones cli- 
nicas mas frecuentes de infeccion por K. kingae en los nihos: 
estas infecciones se presentan como bacteriemia, artritis septi- 
ca, osteomielitis, discitis, tenosinovitis y dactilitis.^^^ '^^^-^^^-^'^^^-^'^ 
De hecho, con la disponibilidad de vacunas eficaces contra H, 
influenzae tipo b, K. kingae ha reemplazado esencialmente a 
H. influenzae como la bacteria gramnegativa mas frecuente que 
produce infecciones osteoarticulares en los nihos menores de 3 
ahos.^^^ La mayoria de los lactantes con infecciones sistemicas 
por K. kingae presentan fiebre leve; tambien se observan a 
menudo infecciones virales de las vias respiratorias altas y 
estomatitis.^”^'^^^-^^^ En la mayoria de los casos, la artritis septi- 
ca por K kingae es una infeccion aguda y los pacientes suelen 
presentarse dentro de los 3 dias de la aparicion de signos y sin- 
tomas. Estos nihos habitualmente se encuentran febriles y las 
articulaciones afectadas estan tumefactas, sensibles a la palpa- 
cion y muestran menor amplitud de movimiento. Los hemo- 
cultivos suelen ser negativos7^^ La artritis septica por K, kingae 
suele ser una monoartritis, y la articulaciones mas afectadas 
son la rodilla, la cadera y el tobillo. En general, la osteomieli¬ 
tis debida a K. kingae es una infeccion indolente que sigue un 
curso subagudo y los pacientes suelen presentarse 7 a 10 dias 
despues de la aparicion de los smtomas. Esta osteomielitis 
afecta el fermur y otros huesos largos y la tibia, el cubito, el 
radio y el calcaneo. Los pacientes con osteomielitis de huesos 
largos suelen ser incapaces de apoyar peso sobre el miembro 
afectado y existe sensibilidad local a la palpacion sobre el 
hueso comprometido.^^2 La siembra hematogena del disco 
intervertebral conduce a espondilitis y discitis interverte¬ 
bral. Las infecciones de los espacios discales pueden 

afectar el espacio lumbar, toracico, lumbosacro o toracolum- 
bar7^^ Los nihos con infecciones invasivas por K, kmgae a 
menudo tienen trastomos subyacentes importantes, como leu- 
cemia linfocitica aguda o cardiopatia congenita. Aunque raras, 
se han diagnosticado infecciones osteoarticulares debidas a K. 
kingae, que incluyen discitis intervertebral y artritis septica en 
los adultos. 

Como sucede con otras bacterias HACEK. K. kingae y las 
otras especies de Kingella son causas raras de bacteriemia y 
endocarditis. La endocarditis por K, kingae ocurre primaria- 
mente en personas con cardiopatia subyacente o protesis cardf- 
acas, al igual que las otras bacterias con requerimientos nutri- 
cionales especiales explicadas hasta ahora, aunque se han 
comunicado casos en personas sin cardiopatia pre- 
via.2i4.405.1363.1387 ^ difcrcncia de las infecciones osteoarticula¬ 
res, la endocarditis por K, kingae se observa mas en adultos y 
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ninos en edad escolar, aunque ocurren casos en nifios peque- 
Puede haber complicaciones, como pericarditis, 
absceso pericardico, aneurisma micotico, infarto cerebral e 
insuficiencia cardiaca congestiva durante el curso clmico de la 
enfermedad. Se observa que los pacientes inmunodeprimidos 
tienen mala higiene dental faringitis o ulceraciones mucosas 
debido al tratamiento para otros trastomos (p. ej., radioterapia). 
Tambien se ha comunicado bacteriemia por K. kingae sin endo¬ 
carditis en adultos inmunocompetentes luego de manipulacio- 
nes dentales.^®^^ Otras complicaciones de la bacteriemia y las 
infecciones oseas por K. kingae son meningitis, endoftalmitis 
hematogena, infeccion de tejidos blandos y absceso come- 

200,883.1087,13 12 comunicado endocarditis por K. kingae en 

una mujer con lupus eritematoso sistemico y bacteriemia por 
K. kingae como causa inmediata de muerte en un paciente con 
Se ha aislado K. kingae en muestras de sangre y 
esputo de pacientes con neumonia, epiglotitis y traqueobron- 
quitis.^"^* La septicemia por K. kingae tambien puede imitar las 
infecciones sistemicas por neiserias (meningococemia o infec¬ 
cion gonococica diseminada) en su presentacion clinica. 
Redfield y cols, comunicaron un caso de bacteriemia por K. 
kingae en un varon de 4 anos con leucemia linfocitica aguda 
que se presento con lesiones cutaneas y afectacion articular 
sugestivas de una infeccion gonococica diseminada. 
Tambien se informo una meningitis aguda por K. kingae en un 
paciente con anemia drepanocitica, bacteriemia por K. kingae 
que se presenta como meningococemia en un hombre con 
cirrosis y un smdrome de artritis-dermatitis “similar a la infec¬ 
cion gonococica diseminada” debida a septicemia por K. kin¬ 
gae en una mujer de 21 ahos antes sana.^^^*^ 

Pocas veces se ha aislado K. denitrificans y S. indologenes 
de infecciones de importancia clinica. K. denitrificans consti- 
tuye parte de la flora de los aparatos respiratorio y genitourina- 
rio normales y ha sido documentado como causa rara de septi¬ 
cemia y endocarditis de valvulas nativas y protesicas.^'^^ Las 
edades de los pacientes con endocarditis variaron de 22 a 66 
ahos y todos salvo uno tenian una enfermedad valvular pre- 
existente o una valvula protesica colocada. Los pacientes a 
menudo se habian sometido a procedimientos dentales sin pro- 
filaxis o tenian infecciones respiratorias simultaneas. Se ha 
aislado K. denitrificans en el empiema de un paciente con car¬ 
cinoma broncogenico, en la medula osea de un paciente con 
SIDA y en el liquido amniotico de una mujer de 23 ahos con co- 
rioamnionitis.*^^’®^^’*^^ S. indologenes ha sido aislado de in¬ 
fecciones oculares humanas y fue comunicado inicialmente en 
asociacion con un caso de endocarditis de valvula protesica 
en 1987.^^"^’^^^^ K. oralis no se ha asociado con ningun proceso 
infeccioso. 

Caractensticas de los cultivos e identificacion 

Las especies de Kingella son bacilos o cocobacilos gramne¬ 
gativos pletoricos y cortos (2-3 por 0,3 \xm) que a veces se pre- 
sentan en pares o cadenas cortas. Son oxidasa positivos y, a 
diferencia de las especies de Neisseria y Moraxella, son cata- 
lasa negativos. Todas las especies crecen en agar chocolate y 
agar sangre y no crecen en agar de MacConkey u otros medios 
entericos. Se describio un medio selectivo para la recuperacion 
de K. kingae de muestras respiratorias; esta compuesto por agar 
tripticasa de soja que contiene sangre de camero al 5-7% y van- 
comicina (2 pg/mLj.i'^o^ La vancomicina inhibe la flora bacte- 
riana orofarmgea grampositiva y facilita la deteccion de la P- 
hemolisis producida por el microorganismo. Todas las especies 
de Kingella y Suttonella son oxidasa positivas y catalasa nega- 


tivas y ninguna de ellas produce lisina u ornitina descarboxila- 
sas, arginina dihidrolasa o ureasa. 

K. kingae es (3-hemolitico en agar sangre de camero; la reac- 
cion hemolitica es “tenue” y se asemeja a la de los estreptococos 
del grupo B y puede observarse solo en areas de crecimiento 
confluente o despues de extraer la colonia de la superficie del 
agar (vease lamina en color 9-4A). Con la incubacion prolon- 
gada, algunas cepas de K. kingae (y K. denitrificans) pueden 
“deprimir” el agar como E. corrodens. K. kingae produce acido 
a partir de glucosa y maltosa solamente. K. denitrificans fue 
denominado “TM-1” y reconocido al principio por su capaci- 
dad para crecer en medio de Thayer-Martin (vease lamina en 
color 9-4B).^^^ Produce acido solo a partir de glucosa en 
medios con complementos, pmebas rapidas de degradacion de 
hidratos de carbono y distintos sistemas comerciales y tambien 
es prolil-aminopeptidasa positivo (vease lamina en color 9-4C). 
Debido a estas caracteristicas, puede ser confundido con N. 
gonorrhoeae, sobre todo en muestras orofarmgeas y genitouri- 
narias. Este microorganismo, al contrario de otras especies del 
genero, reduce el nitrato a nitrito, y la mayoria de las cepas 
tambien reducen el nitrito a gas nitrogeno con una incubacion 
prolongada. S. indologenes produce acido a partir de glucosa, 
maltosa y sacarosa, pero no de lactosa y se distingue por su 
capacidad para producir indol. Al igual que C. hominis, esta 
caracterfstica debe determinarse en caldo de triptona con 
extraccion de xileno y agregado de reactivo de indol de Ehrlich. 
S. indologenes puede diferenciarse de C. hominis, al que se ase¬ 
meja estrechamente, por su aspecto en la tincion de Gram, acti- 
vidad de fosfatasa alcalina positiva y falta de produccion de 
acido a partir de manitol y sorbitol. K. oralis produce 
acido solo a partir de glucosa, pero puede ser diferenciado de 
K. denitrificans por su falta de reduccion de nitrato y nitrito, y 
la ausencia de actividad de prolil-aminopeptidasa.^^^ £. corro¬ 
dens puede ser diferenciado tanto de C. hominis como de espe¬ 
cies de Kingella por su morfologia en la tincion de Gram, la 
falta de fermentacion de los hidratos de carbono y las reaccio- 
nes de ornitina y lisina descarboxilasa positivas. En el cuadro 
9-6 se presentan las reacciones bioquimicas para la identifica¬ 
cion de especies de Kingella y S. indologenes. 

Aunque la identificacion de estos microorganismos es facil 
una vez que han sido aislados, algunos investigadores han 
encontrado dificultades para el crecimiento de K. kingae a par¬ 
tir de muestras clmicas, sobre todo muestras de liquido articu¬ 
lar, de pacientes con artritis y osteomielitis. Yagupsky y cols, 
observaron que la siembra directa del material aspirado fue 
mucho menos sensible para la recuperacion de K. kingae que la 
inoculacion de medios de cultivo en sangre BACTEC.^'^®^ Entre 
100 muestras cultivadas por ambos metodos, 34 dieron muchos 
microorganismos; 10 de los 11 aislamientos de K. kingae que 
fueron obtenidos crecieron solo en el medio BACTEC y no 
fueron recuperados en la siembra directa. La discrepancia en la 
tasa de aislamiento de K. kingae no se observe para otros 
microorganismos que producen infecciones osteoarticulares. 
Tambien se detecto K. kingae en sangre y liquidos sinoviales 
utilizando el sistema BacT/Alert® (Organon Tenia) y el tubo 
microbiano Isolator 1,5® pediatrico (Wampole Laboratories, 
Cranbury, Utilizando liquido sinovial sembrado con 

inoculos pequehos de 24 aislamientos diferentes de K kingae. 
Host y cols, detectaron el 100% de los 24 utilizando los frascos 
para aerobios BacT/Alert Aerobic y BacT/Alert Pedi-BacT, el 
88% con el frasco para aerobios BacT/Alert FAN y el 63% con 
el frasco BACTEC Plus Aerobic La mejor recuperacion 
de K. kingae de muestras de liquido sinovial inoculadas en 
medios de hemocultivo puede deberse a la dilucion de factores 
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inhibidores en liquido sinovial por el medio de cultivo (p. ej., 
Mstemas de hemocultivo con base de caldo) o por la extraccion 
de los microorganismos del medio para liquido sinovial (p. ej., 
cultivos Isolator). En cualquiera de los casos, la inoculacion de 
liquidos osteoarticulares en frascos para hemocultivo debe ser 
el estandar para el procesamiento de estas muestras en el labo- 
ratorio clinico.^®^^'^^'^ Tambien se han utilizado metodos mole- 
culares (p. ej., PCR) para la deteccion directa de K. kingae en 
liquido articular. 

Sensibilidad a los antibioticos 

Las cepas de K. kingae son sensibles a penicilina, ampicilina, 
ixacilina, cefalosporinas de todas las generaciones, cloranfeni- 
c*)l. aminoglucosidos, trimetoprim-sulfametoxazol y ciproflo- 
xacina. Algunas pueden ser relativamente resistentes a eritro- 
micina y la mayoria son resistentes a clindamicina, lincomici- 
na y vancomicina.'^^’^^^-^^^ Las cepas de K. denitrificans tienen 
<ensibilidades a los antibioticos similares a las de K. kingae; el 
crecimiento de K. denitrificans en agar de Thayer-Martin indi- 
ca que son resistentes a vancomicina y colistina.^^^ Una cepa de 
K indologenes aislada en una endocarditis fue sensible a ampi¬ 
cilina. cefazolina y tobramicina, segiin un informe de Jenny y 
cols.®-^ En 1993, Sordillo y cols, lograron el crecimiento de una 
cepa de K. kingae a partir de la sangre de un paciente de 29 
ahos con SIDA. La cepa que produjo (i-lactamasa y era alta- 
mente resistente a ampicilina, cefazolina y ticarcilina, pero era 
sensible a los agentes resistentes a la P-lactamasa y a farmacos 
combinados que contenian inhibidores de la p-lactamasa (cla- 
- ulanato y sulbactam).Entre cinco casos de infeccion por K. 
kingae comunicados en Islandia en 1997, tres de las cinco ce¬ 
pas produjeron enzimas p-lactamasa y eran resistentes a peni¬ 
cilina y ampicilina. 


Especies humanas de Capnocytophaga 

Taxonomfa 

Las especies de Capnocytophaga fueron descritas origina- 
namente por Prevost en 1956 en el Pasteur Institute. A1 prin- 
cipio. se pensaba que estos microorganismos eran variantes 
termentativas e indol negativas de Fusobacterium nncleatum; 
raeron denominados “E nncleatum variedad ochraceus*'. El 
analisis del contenido de G + C de cepas similares puso en evi- 
aencia que estos microorganismos estaban mas estrechamente 
•r-acionados con las bacterias denominadas “especies de 
Risella" que con las fusobacterias y se propuso reclasificar las 
cepas de F. nncleatum variedad ochracens como Ristella och- 
racea}"^^ A1 mismo tiempo, Loesche estaba examinando cepas 
•ae "Bacteroides oralis"^ de la cavidad bucal humana: algunas 
lernan morfologias “fusiformes” sugestivas de fusobacterias.^^’ 
Loesche sugirio el nombre "Bacteroides oralis variedad elon- 
tatus*" para estas cepas. Aunque se habian perdido las cepas 
•'nginales de Prevot, un mejor examen de "Ristella ochracea’’^ 
> "Bacteroides oralis variedad elongatiis"" confirmo que estos 
TiiHnbres describian al mismo microorganismo y fue cambiado 
;x>r "Bacteroides ochraceus'\^^^^ Durante los primeros ahos de 
h decada de 1960, Elizabeth O. King tambien estaba estudian- 
d*:♦ en los CDC varias cepas gramnegativas aisladas en muestras 
ciinicas humanas, las cuales fueron designadas como grupo 
DF-1 de los CDC, en que “DF” significa “fermentador disgo- 
tL*co“. Esto se refiere a las bajas capacidades fermentadoras de 
estos microorganismos en medio no complementado con suero. 
Estas cepas no eran anaerobias en su metabolismo, pero mos- 


traban un requerimiento distinto de CO. para el crecimiento en 
medios de agar. 

Durante fines de la decada de 1970. los investigadores de la 
University of Massachussets y en el Forsyth Dental Center en 
Boston publicaron estudios sobre un grupo de bacilos gramne- 
gativos fusiformes que necesitaban CO^ tanto para el creci¬ 
miento aerobio como anaerobio y mostraban movilidad por 
deslizamiento.^^^’’^^’-”^^''^^'^ Estos microorganismos parecian 
tener un papel en la patogenia de la enfermedad periodontal 
humana y fueron denominados especies de Capnocytophaga. 
lo que refleja el “consumo” o requerimiento de CO. del micro- 
organismo para su crecimiento. Algunos grupos de los labora¬ 
tories en UCLA y en el Wadsworth VA Hospital compararon 
cepas y arribaron a la conclusion de que las especies de Cap¬ 
nocytophaga de los investigadores de Boston, el grupo DF-1 de 
los CDC y "Bacteroides ochracens" eran nombres diferentes 
para los mismos microorganismos.‘^^‘’’‘^^^ La especie tipo de 
este grupo fue denominada Capnocytophaga ochracea. Las 
cepas relacionadas estudiadas al mismo tiempo fueron deno¬ 
minadas Capnocytophaga sputigena y Capnocytophaga gingi- 
valis. Los estudios de investigacion ulteriores que utilizaron 
otros metodos (p. ej., analisis de acidos grasos celulares; perfi- 
les de aminopeptidasa) apoyaron la condicion de especie de 
Capnocytophaga. la sinonimia de las distintas “especies” des¬ 
critas por los cientiTicos de Estados Unidos y Europa, y la 
inclusion de tres especies separadas dentro del genero.^®^ En 
1994, se identificaron dos nuevas especies humanas de Capno¬ 
cytophaga -C. granulosa y C. haemolytica- en muestras de 
placa dental.'^'^*'^’^ Sobre la base del analisis de rRNA 16S, las 
cinco especies de Capnocytophaga halladas en los seres huma- 
nos se clasifican en la familia Flavobacteriaceae junto con 
especies de Flavobacterinm, Chryseobacterium y Weeksella, 
en el orden propuesto “Flavobacteriales” en el filo Bacte- 
roidetesd^^'^^^^ 

Importancia cimica 

Las especies de Capnocytophaga son bacterias gramnegati¬ 
vas con movilidad por deslizamiento que forman parte de la 
flora orofarmgea normal. Estos microorganismos pueden 
desempehar un papel (junto con A. actinomycetemcomitans) en 
la patogenia de la periodontitis juvenil localizada y otras enfer- 
medades periodontales. Tambien pueden ser agentes de sepsis 
en pacientes con procesos malignos, granulocitopenia y otras 
enfermedades subyacentes graves (p. ej., leucemia mieloblasti- 
ca, leucemia linfocitica aguda, adenocarcinoma, mieloma mul¬ 
tiple, enfermedad de Hodgkin, carcinoma endometrial 
Los episodios de bacteriemia a menudo coinciden con periodos 
de granulocitopenia profunda debida a procesos malignos 
hematologicos (sobre todo leucemia mieloide aguda o leuce¬ 
mia linfocitica aguda) y a la administracion de quimioterapia 
citotoxica. En los casos tipicos, se encuentran mucositis y ulce- 
raciones bucales en los pacientes profundamente inmunosupri- 
midos, lo que establece asi una via de entrada eficaz para el 
microorganismo en el torrente circulatorio.*^ Las especies de 
Capnocytophaga se aislan principalmente de fuentes respirato- 
rias (surcos gingivales, bolsillos periodontales) y en ocasiones, 
de sangre y LCR.^^^ Pocas veces se pueden aislar en las vfas 
respiratorias bajas, abscesos pulmonares, infecciones de heri- 
das, liquidos pleural/peritoneal, liquido articular, muestras de 
hueso, conjuntiva y cornea y vitreo.'^‘^'^-^^’’^®'^’”^’269.i352.i384 
han aislado especies de Capnocytophaga de infecciones del 
aparato genital femenino como causas de infecciones intraute- 
rinas, intraamnioticas y perinatales graves (p. ej., endometritis. 
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amnionitis, corioamnionitis), aborto prematuro, bacteriemia 
congenita y sepsis neonatal.Se ban comunicado 
endocarditis, linfadenitis cervical, empiema, absceso pulmo- 
nar, sinusitis, osteomielitis vertebral, absceso subfrenico, pio* 
nefrosis, absceso hepatico, osteomielitis y lesiones en los 
pufios causadas por especies de Capnocytophaga tanto en pa- 
cientes inmunodeprimidos como En 

1995, se documento el primer caso de especies de Capnocyto¬ 
phaga (C sputinega) como causa de peritonitis relacionada con 
dialisis peritoneal ambulatoria continua en un hombre de 73 
anos con enfermedad renal en estadio terminal.En el ano 
2000, se aislo la especie recien descrita -C. granulosa- en un 
absceso de un paciente inmunodeprimido.^^^ 

Los estudios de los factores de virulencia producidos por 
Capnocytophaga se ban centrado en su papel reconocido en la 
enfermedad periodontal. Los microorganismos aislados en 
lesiones bucales producen distintas aminopeplidasas, protea- 
sas, elastasas y enzimas similares a la quimiotripsina.***^^’^^^^ 
Estas enzimas pueden funcionar como factores de virulencia en 
forma directa produciendo la degradacion del tejido periodon¬ 
tal e indirecta, por su accion sobre las protemas en la placa den¬ 
tal que generan pequenas moleculas que tienen el potencial 
inflamatorio conocido en la enfermedad periodontal (p. ej., 
bradicinina). Estas moleculas causan aumentos de la permeabi- 
lidad vascular, acumulacion de celulas polimorfonucleares y 
dolor. C. ochracea y C. sputigena producen neuraminidasa, 
una enzima producida por mucbos otros microorganismos y 
que se considera que contribuye a la virulencia.®*^ En relacion 
con la enfermedad periodontal y la sepsis, las especies de 
Capnocytophaga producen una sustancia dializable que altera 
el aspecto microscopico de neutrofilos e inbibe mucho la qui- 
miotaxis in vitro.^^^"^Esta sustancia puede actuar localmen- 
te en el tejido orofarmgeo y bloquear la funcion de los neutro¬ 
filos en pacientes que ya estan inmunodeprimidos. Los extrac¬ 
ts de especies de Capnocytophaga preparados con celulas 
sometidas a ultrasonido contienen una sustancia proteica de 14 
kDa que produce la inbibicion dependiente de las dosis de la 
proliferacion linfocitica en respuesta a mitogenos.^^^ Las espe¬ 
cies de Capnocytophaga tambien secretan proteasas IgA, lo 
que permite la inutilizacion de la respuesta inmunitaria muco- 
sa."*^^ La produccion de polisacarido extracelular tambien 
puede contribuir a la virulencia al inbibir la respuesta de linfo- 
citos T a mitogenos y antigenos.^**^ Por ultimo, el LPS de las 
especies de Capnocytophaga puede volver algunas cepas resis- 
tentes a los efectos bactericidas del suero bumano normal. 

Caracteristicas de los cultivos e identificacion 

Las especies de Capnocytophaga tienen crecimiento lento, 
las colonias se vuelven visibles por lo general despues de 48 
boras de incubacion y desarrollan una morfologia caracteristi- 
ca despues de este penodo. Todas las especies necesitan un 
medioambiente rico en COj para su crecimiento; esto puede ser 
provisto en una incubadora con CO^ o una Jarra de anaerobio- 
sis con vela. Las colonias del microorganismo son amarillas, 
ocres o ligeramente rosadas y tienen proyecciones digitiformes 
marginales (movilidad por deslizamiento) que aparecen como 
una pelicula que rodea el area central de la colonia (vease lami¬ 
na en color 9-4D). Las partes centrales de las colonias tambien 
tienen un aspecto moteado y biimedo. Las especies de 
Capnocytophaga crecen en agar sangre y agar chocolate, pero 
no en agar de MacConkey. Tambien se puede observar un buen 
crecimiento en agar de Thayer-Martin modificado debido a la 
resistencia de los microorganismos a vancomicina, colistina y 


trimetoprim. Los microorganismos son gramnegativos, largos 
(2,5-7,5 por 0,5 pm), fusiformes y que parecen rectos o ligera¬ 
mente curvos (vease lamina en color 9-4E). El pleomorfismo, 
con celulas tumefactas o grandes en forma de cocos, es carac- 
teristico en los cultivos mas antiguos. Todas las especies son 
catalasa negativas y oxidasa negativas, y producen acido a par- 
tir de glucosa, maltosa, sacarosa y manosa, pero no a partir de 
ribosa, xilosa, manitol o sorbitol.No se produce indol ni 
ureasa, y tanto las reacciones de lisina descarboxilasa como de 
ornitina descarboxilasa y de arginina dibidrolasa son negativas. 
Las especies de Capnocytophaga producen perfiles uniformes 
caracleristicos en el analisis de acidos grasos celulares que per- 
miten la identificacion del genero pero no de especies.^®* Las 
especies son identificadas mediante una serie ampliada de 
pruebas (reduccion de nitrato y nitrito, bidrolisis de almidon y 
dextran, etc.). La especie recien descrita C. haemolytica es (i- 
bemobtica en sangre de camero y es la unica especie bemoliti- 
ca bumana.’^'^ Las cepas de C. granulosa forman inclusiones 
granulosas intracelulares que se tinen con carbol fucsina cuan- 
do los microorganismos crecen en condiciones anaerobias en 
peptona-caldo de levadura glucosa en condiciones anaero¬ 
bias.Estas dos especies recien descritas pueden ser diferen- 
ciadas tambien de las tres especies bumanas de Capnocytophaga 
descritas antes mediante la determinacion de las actividades de 
distintas aminopeptidasas. Las cepas de C. ochracea ban mos- 
trado reacciones cruzadas con algunos reactivos de aglutinacion 
del latex (Serobact Legionella. Disposable Products, Adelaida, 
Australia) utilizados para la identificacion de especies de 
Legionella En el cuadro 9-8 se muestran las caracteristicas 
bioquimicas de las cinco especies de Capnocytophaga asocia- 
das con seres bumanos. 

Sensibilidad a los antibioticos 

Las especies de Capnocytophaga en general son sensibles a 
eritromicina, clindamicina, tetraciclina y fluoroquinolonas y 
son variablemente sensibles a penicilina, aztreonam, colistina y 
metronidazol.^^’^^ Las cepas de Capnocytophaga resisten- 
tes a la penicilina producen nuevas enzimas p-lactamasas que 
confieren resistencia a las cefalosporinas y penicilinas de 
amplio espectro."^^® Estas cepas productoras de p-lactamasa 
son muy resistentes a penicilina, amoxicilina y cefazolina; el 
agregado de clavulanato produce una disminucion de 64 veces 
en la CIM de amoxicilina para mas del 90% de las cepas pro¬ 
ductoras de P-lactamasa.^®^' Estas cepas tambien son menos 
sensibles a cefuroxima, cefotaxima y ceftazidima que las cepas 
P-lactamasa negativas.'®^' El imipenem parece ser activo tanto 
contra las cepas de Capnocytophaga p-lactamasa positivas 
como p-laciamasa negativas. En general, las especies de 
Capnocytophaga son resistentes a los aminoglucosidos (genta- 
micina, tobramicina, amikacina, netilmicina), trimetoprim. 
colistina y vancomicina, aunque algunas cepas pueden ser sen¬ 
sibles.'®^'’"®® Gomez-Garces y cols, comunicaron un caso de 
bacteriemia mortal causado por una cepa de C. sputigena pro- 
ductora de p-lactamasa resistente a la ciprofloxacina que era 
resistente a todos los p-lactamicos (salvo cefoxitina) y amino¬ 
glucosidos, pero era sensible a tetraciclina, eritromicina, clin¬ 
damicina, aztreonam e imipenem."'®'' En general, los pacientes 
inmunodeprimidos y aquellos con granulocitopenia son trata- 
dos empiricamente con una combinacion de un antibiotico 
p-lactamico y un aminoglucosido, y suelen ser necesarios nive- 
les bactericidas de los antibioticos para una respuesta terapeu- 
tica optima. Por lo tanto, es importante que el microbiologo 
reconozca pronto las caracteristicas sobresalientes de este 
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Cuadro 9-8 Caractensticas bioquimicas de Capnocytophaga ochracea, C. gingivalis, C, sputigena, C. haemolytica y C. granulosa 


CAR\CTERISTICA 

C. OCHRACEA 

C. GINGIVALIS 

C. SPUTIGENA 

C HAEMOLYTICA 

C. GRANULOSA 

Hemolisis, SBA 

— 

_ 

_ 

P (perdida en subcullivo) 

- 

Oxidasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Catalasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Motilidad deslizante 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Crecimiento en agar de 

- 

- 

- 

- 

- 

MacConkey 

NO^aNOj 

- 

V 

- 

+ 

- 

NO^ a gas Nj 

- 

- 

- 

- 

- 

Indol 

- 

- 

- 

- 

- 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Lisina descarboxilasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Omitina descarboxilasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolisis de esculina 

V 

- 

- 

+ 

- 

Hidrolisis de glucogeno 

V 

- 

- 

+ 

- 

Hidrolisis de almidon 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

Hidrolisis de dextran 

+ 

V 

- 

V 

- 

Gas a partir de glucosa 

- 

- 

- 

- 

- 

Produccion de acido a partir de: 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Fructosa 


V 


ND 

ND 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lactosa 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

Xilosa 

- 

- 

- 

- 

- 

Manitol 

- 

- 

- 

- 

- 

Trehalosa 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Manosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Rafinosa 

V 

V 

V 

ND 

ND 

Galactosa 

v« 

- 

- 

ND 

ND 

Ribosa 

- 

- 

- 

- 

- 

Arabinosa 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Salicina 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Sorbitol 

- 

- 

- 

- 

- 

L-alanil-aminopeptidasa 

2+ 

2+ 

3+ 

- 

1+ 

L-arginina-aminopeptidasa 

2+ 

2+ 

3+ 

- 

2+ 

L-y-glutamilaminopeptidasa 

1 + 

1+ 

1 + 

- 

1+ 

L-leucil -aminopeptidasa 

2+ 

2+ 

3+ 

- 

2+ 

L-lisil-aminopeptidasa 

2+ 

2+ 

3+ 

- 

2+ 

A -a-benzoil-DL-arginilamino- 

- 

1 + 

- 

- 

- 


peptidasa 


Mayona de cepas positivas. 

Mayona de cepas negativas. 

+ : reaccion positiva; : reaccion negativa; v: reaccidn variable; ND: no disponihle; 7 + a 4■¥ '. intensidad de las reacciones de aminopeptidasas; SBA: agar sangre de camera. 


microorganismo. Se debe comunicar al medico lo antes posible 
la resistencia intrinseca de las especies de Capnocytophaga a 
los aminoglucosidos y la produccion de enzimas P-lactamasas 
per algunas cepas clmicas (detectada mediante la prueba de 
nitrofecina). 


Especies caninas de Capnocytophaga 

Taxonomi'a 

El grupo DF-2 de los CDC fue aislado originariamente en 
1976 de los cultivos de sangre y liquido cefalorraquideo de un 
paciente que se habia vuelto sintomatico despues de sufrir la 
mordedura de un perro.^'^^ Con ulterioridad se publicaron varias 


comunicaciones que describen microorganismos similares y, 
durante 1987, mas de 150 microorganismos aislados. denomi- 
nados grupo DF-2 de los CDC (por fermentador disgonico) se 
enviaron a la Rama de Bacteriologia Especial de los CDC.^^“^ 
En 1989, DF-2 y un grupo de microorganismos "similares a 
DF-2” fueron clasificados como especies de Capnocytophaga 
sobre la base de las caracteristicas fenotipicas y los estudios de 
relacion del DNA.^^^ El grupo DF-2 se denomina ahora 
Capnocytophaga canimorsus (latin para "mordedura de 
perro”) y las cepas “similares a DF-2” se denominan 
Capnocytophaga cynodegmi (griego para “mordedura de 
perro”). De estas dos especies, C. canimorsus se aisla mucho 
mas a menudo y parece ser mas virulento. Los estudios en 
macrofagos de raton cultivados ban mostrado que C. canimor- 
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sus es fagocitado, se multiplica dentro de la celula y produce 
muerte celular dentro de las 48 horas. mientras que C. cyno- 
degmi no demuestra efectos citopaticos.'*^^ Aunque estos micro- 
organismos son genotipica y fenotipicamente diferentes de las 
especies de Capnocytophaga aisladas de seres humanos, son 
similares a ellas en relacion con la morfologia en la tincion de 
Gram, los acidos grasos celulares, la motilidad por desliza- 
miento y las condiciones de cultivo para el crecimiento. C 
canimorsus y C. cynodegmi son clasificados con las especies 
humanas de Capnocytophaga en la familia Flavobacteriaceae 
en el filo Bacteroidetes.^^^ 

Importancia cimica 

En general, las infecciones por C. canimorsus se asocian 
con mordeduras de perros o contactos estrechos con 
Kullberg y cols, revisaron mas de 60 casos de 
infeccion por C. canimorsus y observaron que el 47% de los 
pacientes tenian antecedentes de mordedura y el 27% referia 
contacto con perros sin mordeduras ni arafiazos.^^^ Las mani- 
festaciones clinicas mas graves ocurren en individuos que pre- 
sentan enfermedades subyacentes o trastornos que los predis- 
ponen a una infeccion grave por este microorganismo, como 
enfermedad hepatica secundaria a alcoholismo (p. ej., cirrosis), 
esplenectomfa previa relacionada con otras circunstancias 
medicas, enfermedad de Hodgkin, tricoleucemia, fibrosis pul- 
monar, smdrome de malabsorcion, enfermedad renal, enferme¬ 
dad pulmonar obstructiva cronica, enfermedad ulcerosa pepti- 
ca, macroglobulinemia de Waldenstrom y el uso de corticoste- 
roides sistemicos o La asociacion 

observada con mayor frecuencia de infeccion sistemica por C. 
canimorsus con asplenia sugiere con firmeza que el si sterna 
reticuloendotelial desempena un papel importante para conte- 
ner la propagacion del microorganismo. Las principals carac- 
teristicas clinicas de la infeccion por C. canimorsus incluyen 
infeccion de heridas con celulitis, meningitis, bacteriemia con 
shock septico, insuficiencia renal, lesiones cutaneas hemorra- 
gicas que recuerdan enfermedad meningococica, neumonia con 
empiema y endocarditis tanto de valvulas nativas como prote- 
La sepsis fulminante por C. canimorsus 
puede asemejarse clmicamente a la enfermedad meningococi¬ 
ca grave, con desarrollo de coagulacion intravascular disemi- 
nada, purpura fulminante, lesiones cutaneas hemorragicas rapi- 
damente evolutivas, gangrena periferica simetrica y smdrome 

de Waterhouse-Friderichsen.^'^2j39,877 presentaciones atipi- 

cas y las complicaciones de la sepsis por C. canimorsus inclu- 
yeron hipotension de rapida instalacion complicada por smdro¬ 
me de dificultad respiratoria del adulto, pleuritis, infarto de 
miocardio. mononeuropatia musculocutanea y purpura trom- 
bocitopenica trombotica sin coagulacion intravascular disemi- 
nada .^2 217.367.411.608,709 complicaciones gastrointestinales y 
renales incluyen cuadros de abdomen agudos, diarrea secreto- 
ria profusa, smdrome uremico-hemolitico y peritonitis relacio¬ 
nada con dialisis.^^^’^^^’^®^'^^^ 'Se ha aislado C. canimorsus 
en la orofaringe y la saliva de perros y, al menos en un caso de 
sepsis, la cepa aislada en sangre del paciente tambien se hallo 
en muestras de hisopados gingivales del perro del paciente.®^** 
Se han comunicado infecciones oculares, entre ellas, blefaritis 
angular, ulceras corneales cronicas, lilcera corneal con perfora- 
cion y endoftalmitis causada por C. canimorsus,^'^^'^^'^''^^^ ^^^^ ^'^^^ 
En un caso el paciente habia sufrido un aranazo de su perro 
sobre la cornea y habia sido tratado, entre otras medidas, con 
prednisona topica. Cabe destacar que algunos casos de infec¬ 
cion por C. canimorsus, incluidas queratitis e infeccion siste¬ 


mica, han ocurrido en individuos que sufrieron mordeduras o 
aranazos de gatos domesticos.2o^’242.8io,989 1302 

Caractensticas de los cultivos e identificacion 

En general, C. canimorsus se aisla en los hemocultivos, aun¬ 
que puede hallarse en otras muestras (cultivos de heridas, aspi- 
rados de celulitis, LCR). C cynodegmi ha sido identificado en 
la boca de perros o en heridas por mordedura de perros.En 
casos de bacteriemia de alto grado, en realidad puede obser- 
varse la bacteria en frotis de sangre periferica.*^^^ El microorga¬ 
nismo se desarrolla en varios tipos de medios para hemoculti- 
vo y el crecimiento suele ser lento. Tambien se ha utilizado el 
metodo de lisis-centrifugacion (Isolator) con exito para la recu- 
peracion de C. canimorsus. En la mayoria de las comunica- 
ciones, los cultivos se tornan positivos 3 a 7 dias despues de la 
recoleccion. El microorganismo crece tanto en agar sangre 
como en agar chocolate incubado a 35 °C y en una estufa de 
CO^ o en una jarra de anaerobiosis con vela y humedad aumen- 
tada.^*^^ El escaso crecimiento en agar sangre de carnero de ruti- 
na ha sido atribuido al uso de una base de tripticasa de soja. Se 
observa mejor crecimiento cuando se utiliza una base de infu¬ 
sion de corazon. Heltberg y cols, notaron que los medios com- 
plementados con cisteina son propicios para un crecimiento 
optimo.'^^^ Los distintos tipos comerciales de agar chocolate 
con suplementos que contienen IsoVitalex (que contiene ciste- 
ma) u otros enriquecimientos similares son satisfactorios. 
Aparecen colonias puntiformes luego de 3 o 4 dias de incuba- 
cion. Despues de algunos dias mas las colonias se presentan 
circulares, lisas y convexas (vease lamina en color 9-4F). En la 
tincion de Gram, las bacterias aparecen como bacilos fusifor- 
mes delgados de 2 a 4 pg de longitud (vease lamina en color 
9-4G). Algunas celulas pueden parecer ligeramente curvas. Al 
igual que las otras bacterias con requerimientos nutricionales 
especiales que explicamos hasta ahora, no se observa ningun 
crecimiento en agar de MacConkey. C. canimorsus y C. cyno¬ 
degmi son catalasa y oxidasa positivos. Estas dos reacciones los 
diferencian de las otras especies de Capnocytophaga, que son 
tanto oxidasa como catalasa negativas. Ambas especies caninas 
tambien son arginina dihidrolasa positivas y ONPG positivas. 
Las pruebas de lisina y ornitina descarboxilasa son negativas. 
C. canimorsus y C. cynodegmi son diferenciados mediante las 
pruebas de utilizacion de hidratos de carbono, y el ultimo 
microorganismo produce acido a partir de una variedad mas 
amplia de azucares. En el cuadro 9-9 se muestran las reaccio¬ 
nes bioquimicas de C. canimorsus y C. cynodegmi junto con 
las caracteristicas bioquimicas generales de las otras especies 
de Capnocytophaga explicadas antes. El termino ‘^disgonico” 
significa que los medios de prueba bioquimicos para la identi¬ 
ficacion, incluido el medio basal para la fermentacion de hidra¬ 
tos de carbono, deben ser complementados con suero (tres a 
cinco gotas por 5 mL de caldo) para obtener reacciones confia- 
bles y reproducibles. 

Sensibilidad a los antibioticos 

El lento crecimiento de C. canimorsus en medios de agar y 
la falta de crecimiento de algunas cepas en ciertos tipos de me¬ 
dios de caldo han impedido efectuar estudios adecuados de la 
sensibilidad a los antibioticos de este microorganismo. Algu¬ 
nos estudios no estandarizados que utilizaron procedimientos 
de difusion con discos disenados para bacterias de crecimiento 
mas rapido habian comunicado que las cepas de C. canimorsus 
eran sensibles a la mayoria de los antibioticos, pero resistentes 
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Cuadro 9-9 Caractensticas bioquimicas de Capnocytophaga canimorsus (DF-2), C. cynodegmi (similar a DF-2) y otras especies de 
Capnocytophaga 

CARACTERfSTICA 

C. CANIMORSUS 

C. CYNODEGMI 

ESPECIES DE CAPNOCYTOHPAGA* 

Hemolisis, SBA 

— 

— 

- 

Oxidasa 

+ 

+ 

- 

Catalasa 

+ 

+ 

- 

Motilidad en vuelo 

+ 

+ 

+ 

Crecimiento en agar de MacConkey 

- 

- 

- 

NO, a NO 2 

- 

V 

V 

NO, a gas N 2 

V 

V 

- 

Indol 

- 

- 

- 

Ureasa 

- 

- 

- 

Arginina dihidrolasa 

+ 

+ 

- 

Lisina descarboxilasa 

- 

- 

- 

Omitina descarboxilasa 

- 

- 

- 

Hidrdlisis de esculina 

V 

+ 

V 

Hidrolisis de ONPG 

+ 

+ 

V 

Produccion de acido a partir de: 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

+ 

+ 

Fructosa 

V 

+ 

V 

Sacarosa 

- 

+ 

+ 

Lactosa 

+ 

+ 

V 

Xilosa 

- 

- 

- 

Manitol 

- 

- 

- 

Manosa 

V 

+ 

+ 

Rafinosa 

- 

+ 

- 

Inulina 

- 

+ 

ND 

Galactosa 

+ 

V 

V 

j Melibiosa 

- 

+ 

- 

i Hidrolisis de glucogeno 

+ 

V 

V 

j Hidrolisis de almidon 

+ 

+ 

V 

1 

s “C. ochracea, C. gingivalis y C. sputigena. 

^ “I reaccion posiiiva; reaccion negativa; v: 

reaccion variable; ND: no disponible; SBA: 

agar sangre de camera. 



a los aminoglucosidos. En 1988, Verghese y cols, informaron 
!^obre una tecnica de dilucion en caldo que utilizaba el caldo de 
Schaedler como medio de crecimiento.'^^^ Las ocho cepas de 
C canimorsus evaluadas fueron sensibles a todos los antibioti- 
cos excepto a aztreonam. Estos antibioticos fueron penicilina, 
eriiromicina, ticarcilina, piperacilina, cefazolina, cefoperazo- 
na. cefotaxima, ceftazidima, cloranfenicol, trimetoprim-sulfa- 
metoxazol y fluoroquinolonas. La sensibilidad de C. canimor- 
ius a las sulfamidas y los aminoglucosidos es poco clara en la 
iciualidad, dado que los resultados in vitro con estos agentes 
paiecen ser dependientes del metodo. Los antibioticos que por 
general son mas activos contra los microorganismos gram- 
pC'itivos, como vancomicina, clindamicina, eritromicina y 
nlampicina, tambien fueron activos contra C canimorsus. 
Esios datos apoyan la eficacia clfnica observada con penicilina 
CIM promedio de la penicilina, 0,04 ± 0,01 pg/mL para todas 
las cepas evaluadas). 


Especies de Dysgonomonas 

La denominacion de grupo DF-3 de los CDC se aplica a una 
:epii clinica infrecuente clasificada hace poco en el genero 
nuevo Dysgonomonas como D. capnocytophagoides.^^^ Desde 
e* punto de vista bioquimico, este microorganismo se asemeja 


a deltas especies de Capnocytophaga (su epiteto de especie 
significa “similar a Capnocytophaga”), pero los estudios de 
secuenciacion de rRNA 16S indican la relacion genetica con 
Bacteroides distasonis, Bacteroides uniformis, Bacteroides 
forsythus y Prevotella melaninogenica, que son bacilos gram- 
negativos anerobios.^®^’*^^^ Las dos primeras comunicaciones 
de este microorganismo en asociacion con una enfermedad 
humana fueron publicadas en 1988. En un caso, se aislo D. 
capnocytophagoides en cultivo puro de multiples muestras de 
heces de una mujer anciana con hipogammaglobulinemia 
variable comiin de larga data .'^*^2 q \ segundo caso, se lo aislo 
en los hemocultivos de un varon de 24 anos con leucemia lin- 
focitica aguda en recaida y granulocitopenia profunda como 
resultado de la quimioterapia y la radioterapia intensivas.^^ En 
1991, Gill y cols., en el National Cancer Institute, evaluaron 
muestras de heces de 690 pacientes y observaron 11 con creci- 
miento moderado a importante de D. capnocytophagoides 
De estos 11 pacientes, 4 tenian antecedentes de diarrea prolon- 
gada y fueron tratados; se habia documeniado diarrea en los 
otros 7 pacientes, pero los microorganismos desaparecieron en 
forma espontanea. Blum y cols, recuperaron D. capnocytopha¬ 
goides de las heces de 8 pacientes durante un periodo de un 
ano.'*^ Todos eran inmunodeprimidos o presentaban una enfer¬ 
medad subyacente grave, incluidos tres pacientes con una 
infeccion por HIV y dos con enfermedad inflamatoria intesti- 
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nal. Entre estos pacientes, el espectro clmico de D. capnocy- 
tophagoides vario desde una diarrea cronica con respuesta cli- 
nica al tratamiento antibiotico hasta un estado de portador 
asintomatico.*'^ Otros investigadores tambien observaron la 
asociacion de una infeccion enterica por D. capnocytophagoi- 
des tanto con infeccion por HIV como con hipogammaglobu- 
linemia variable comun.^^^ Este microorganismo tambien ha 
sido aislado en abscesos de tejidos blandos, en lilceras por 
decubito y en las vias urinarias de pacientes inmunodeprimi- 

dOS.81’853,1149 

D. capnocytophagoides se aisla mas facilmente si se siem- 
bran muestras de heces en agar sangre con cefoperazona-van- 
comicina-anfotericina incubado a 35 °C en CO 2 al 5-7%. El 
agar sangre no selectivo tambien debe ser incubado, ya que 
algunas cepas no crecen en este medio selectivo para 
Campylobacter.^^ Tambien se logro su crecimiento en agar 
sangre con kanamicina y vancomicina luego de la incubacion 
en condiciones anaerobias.^'’^ D. capnocytophagoides crece 
con relativa lentitud y las colonias puntiformes son visibles 
despues de 24 horas de incubacion. Despues de 48 a 72 horas, 
las colonias son blc^nco grisaceas, lisas y no hemoliticas, y 
algunas cepas producen un olor dulce durante el crecimiento en 
medios de agar (vease lamina en color 2•144-464,1342 

la tincion de Gram, los microorganismos aparecen como 
pequenos cocobacilos gramnegativos. Tanto la reaccion de oxi- 
dasa como la de catalasa son negativas, no se reduce el nitrato 
y no se hidroliza la urea. Se produce indol en caldo de triptona 
y se hidroliza la esculina. No se produce lisina, omitina des- 
carboxilasa ni arginina dihidrolasa. Esta bacteria produce acido 
de forma fermentativa a partir de glucosa, xilosa y maltosa; la 
mayoria de las cepas tambien producen acido a partir de saca- 
rosa y lactosa pero no de manitol (cuadro 9-10). Se describie- 
ron algunas cepas '‘similares a DF-3’' que son constantemente 
sacarosa negativas y ligeramente hemoliticas.^^ La cromato- 
grafia gas-liquido tambien es util para la identificacion, ya que 
todas las cepas demuestran constantemente 12 y 13-metiltetra- 
decanoato, con cantidades menores de tetradecanoato y hexa- 
decanoato en su pared celular.’^^'^'^'^^® Ademas de D. cap¬ 
nocytophagoides, se describieron otras dos especies de Dysgo- 
nomonas. Un microorganismo que se denomino Dysgono- 
monas gadei se aislo por unica vez en una vesicula humana. 
Dvsgonomonas mossii fue aislado en muestras clmicas huma- 

nas.581-759 

Se ha determinado la sensibilidad a los antibioticos de las ce¬ 
pas de D. capnocytophagoides mediante los metodos de difu¬ 
sion en disco, dilucion en caldo y Etest.^^ ^"^^'^^^’ 853,1342 cepas 
de D. capnocytophagoides son resistentes a varios agentes, 
entre ellos penicilina, ampicilina. ampicilina-sulbactam, aztre- 
onam, aminoglucosidos, cefalosporinas (incluidas cefalotina, 
cefoxitina, ceftriaxona, cefoperazona y ceftazidima), eritromi- 
cina, ciprofloxacina y vancomicina. La mayoria de las cepas 
son sensibles a trimetoprim-sulfametoxazol, rifampicina y 
cloranfenicol y tienen sensibilidad variable a piperacilina, clin- 
damicina, tetraciclina e imipenem. En general, los pacientes 
responden al tratamiento con trimetoprim-sulfametoxazol, 
clindamicina o tetraciclina. 


Grupos EF-4A y EF-4B de los CDC 

Estas bacterias, que antes formaban un grupo de afiliacion 
taxonomica incierta, se clasifican ahora como miembros sin 
nombre de la familia Neisseriaceae,^^^ El grupo EF-4 de los 
CDC (fermentador eugonico 4) forma parte de la flora bucal 


normal de gatos y perros, y tambien puede causar infecciones cu- 
taneas y pulmonares purulentas en estos animales.28-^i-'^68 EF-4 
fue aislado en heridas humanas producidas por aranazos y mor- 
deduras de gatos y perros y en la sangre de una mujer de 65 anos 
con un tumor carcinoide hepatico de celulas pequenas metasta- 
sico.^^^’*^^^ La paciente era dueha de un perro, pero no recordaba 
haber sido mordida por el. EF-4 fue aislado simultaneamente 
con Fastenrella midtocida de una laceracion ocular y el liquido 
vitreo de una nina de 8 anos despues de que habia sido aranada 
en el rostro por su gato y fue hallado en la secrecion auricular 
purulenta de un hombre de 36 anos que habia sido lamido repe- 
tidas veces en las orejas por su perro dalmata.'°82,^^’'^ 

La denominacion de grupo EF-4 se refiere a un cocobacilo 
gramnegativo que crece tanto en agar sangre como en agar cho¬ 
colate; algunas cepas pueden crecer tambien en agar de 
MacConkey. Despues de 24 horas de incubacion, las colonias 
miden alrededor de 1 mm de diametro, son opacas, lisas y ama- 
rillentas, tienen un borde entero y son debilmente a-hemoliticas 
o no hemoliticas. Algunas cepas tienen un olor caracteristico 
similar a las “palomitas de maiz”. En el unico caso bacteriemi- 
co, se detecto EF-4 radiometricamente por el sistema BACTEC 
despues de 2 dias de incubacion. El microorganismo es inmo- 
vil, oxidasa positivo y catalasa positivo, y reduce nitrato a nitri- 
to. Algunas cepas tambien pueden reducir nitrito a gas nitroge- 
no.‘86 El microorganismo no produce ureasa ni indol. Las cepas 
EF-4 se dividen en los subgrupos EF-4a y EF-4b sobre la base 
de la utilizacion de hidratos de carbono (vease cuadro 9-10). 
Las cepas EF-4a fermentan la glucosa, no producen acidos a 
partir de otros hidratos de carbono y son arginina dihidrolasa 
positivas.^^"^’*^^8 Asimismo, las cepas EF-4b producen acido en 
condiciones oxidativas y no fermentativas a partir de glucosa 
solamente. Las cepas EF-4b tampoco reducen el nitrato en su 
totalidad hasta el gas y son arginina dihidrolasa negativas.^^^”^ La 
mayoria de las cepas EF-4 son sensibles a penicilina, ampicili¬ 
na, cefazolina, cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, clari- 
tromicina, trimetoprim-sulfametoxazol, quinolonas y amino¬ 
glucosidos. 


Especies de Simonsiella 

Las especies de Simonsiella son bacilos gramnegativos aero- 
bios con requerimientos nutricionales especiales que tienen la 
caracteristica morfologica inusual de disponerse en configura- 
ciones multicelulares que miden 20-50 por 4-8 pm. Estas con- 
figuraciones se forman con seis a ocho celulas, con el eje ma¬ 
yor de los bacilos individuales en angulos rectos con el eje del 
grupo celular. El grupo celular muestra movilidad por desliza- 
miento y forma colonias amarillas palidas en agar sangre des¬ 
pues de 18 a 24 horas a 37 °C. El genero Simonsiella contiene 
tres especies: S. muelleri se encuentra en la cavidad bucal 
humana, mientras que S. crassa y S. steedae se hallan en la 
cavidad bucal de ovejas, y de perros y gatos, respectivamente. 
S. muelleri fue aislado en el aspirado gastrico de un recien 
nacido, pero no ha sido implicado como patogeno humano.’-^'^^ 
El genero se clasifica en la familia Neisseriaceae.^^^ 


Streptobacillus moniliformis 

Taxonomia 

S. monilifoimis es el unico miembro del genero Streptobaci¬ 
llus y su posicion taxonomica actual es incierta. Sobre la base de 
estudios de secuenciacion de rRNA 16S, actualmente se clasifi- 
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Cuadro 9-10 Caractensticas bioquimicas para la identificacion de especies de Dysgonomonas y grupos EF-4A y EF-4B de los CDC 


CARACTERISTICA 

D. CAPNOCYTOPHAGOIDES 

D. GADEl 

D. ROSSII 

GRVPO EF-4A 

GRL PO EF-4R 

Hemolisis, SBA 


-la 

_ 

-/a'^ 

-la^ 

Oxidasa 

- 

- 

- 

+ 

+ 

Catalasa 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

Motilidad 

- 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento en agar de 

- 

- 

- 

V 

V 

MacConkey 

N03a NO, 




+ 

+ 

NOj a gas N, 

ND 

ND 

ND 

V 

V 

Indol 

V 

V 

+ 

- 

- 

Acetoma 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolisis de gelatina 

ND 

- 

- 

V 

- 

Fosfatasa alcalina 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

- 

+ 

- 

Omitina descarboxilasa 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Hidrolisis de esculina 

+ 

+ 


- 

- 

Gas a partir de glucosa 

Acido producido a partir de: 

- 

- 

- 

- 

- 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 


+'> 

Adonitol 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

L-arabinosa 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

Celobiosa 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

Dulcitol 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

Eritritol 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

Fructosa 

ND 

+ 


ND 

ND 

Glucogeno 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

I Inositol 

- 

- 


ND 

ND 

I Lactosa 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

,i Maltosa 

+ 

ND 

+ 

- 

- 

; Manitol 

- 

- 


- 

- 

j Manosa 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

Melecitosa 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

Melibiosa 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

Rafinosa 

+ 

+ 

V 

ND 

ND 

^ Ramosa 

ND 

+ 

+*"• 

ND 

ND 

Ribosa 

ND 


ND 

ND 

ND 

Salicina 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

Sorbitol 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

Almidon 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Trehalosa 

- 


+ 

ND 

ND 

Xilosa 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

p-glucuronidasa 

- 

+ 

- 

ND 

ND 

i N-acetil-P-glucosaminidasa 

- 

+ 

+ 

ND 

ND 

a-fucosidasa 

- 

+ 

+ 

ND 

ND 

I • reaccion positiva; reaccion negativa; +d: reaccion positiva debil; v: reaccion variable; ND: 

S "Glucosa fermentada. 

Hjlucosa oxidada. 

J_ 

datos no disponibles; SAB', agar sangre de camera. 



ca a 5. moniliformis en la familia propuesta ""Fusobacteriaceae'" en su transmision. El microorganismo se encuentra en las vias 
en la clase “Fusobacterias” del filo FusobacteriaJ^^ respiratorias alias de ratas salvajes, ratas y ratones de laborato- 

rio, y roedores domesticos (p. ej., cobay os, gerbos) y puede pro- 
^ortancia cimica ducir enfermedad en estos animales.^^-^^^ Tambien puede ser 

transportado por los animales que atrapan roedores o se alimen- 
StreptobaciHus moniliformis es un bacilo gramnegativo con tan de ellos, como perros o gatos. 
requerimientos nutricionales especiales que normalmente se En los seres humanos, 5. causa una enfermedad 

encuentra en la orofaringe de roedores y puede ser transmitido denominada 'Tiebre por mordedura de rata” o fiebre de 
a los seres humanos por las mordeduras de estos animales. Los Haverhill cuando es adquirida por la ingestion del microorga- 

f»*edores son su reservorio natural y desempenan un papel clave nismo. El ultimo nombre proviene de Haverhill, Massachu- 
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setts, donde se lo aislo en hemocultivos de varios pacientes 
durante un brote local de la enfermedad^*^^ En la actualidad, 
la mayoria de los casos comprenden mordeduras de ratas o la 
exposicion a roedores y muchas de estas infecciones ocurren en 
ninos."^^”^^^^ Tras un periodo de incubacion de 7 a 10 dias des¬ 
pues de la mordedura de una rata o de la ingestion de alimen- 
tos o agua contaminados con excremento de ratas, existe un ini- 
cio brusco de fiebre alta, escalofrios, cefalea, mialgas, vomitos 
y otros smtomas inespecificos.^^^ Algunos dfas despues puede 
aparecer una erupcion sobre las extremidades (que incluyen las 
palmas y las plantas) y dolor articular grave, poliartritis migra- 
toria y asimetrica o artritis septica franca en alrededor del 50% 
de los pacientes-^^'^ ^^^’^’^'^’-''^^’^^^^ En los casos tipicos, la erupcion 
es rosada-roja y maculopapulosa, aunque puede ser petequial, 
purpurica o pustulosa.^^^ Tambien se describieron abscesos 
cutaneos y subcutaneos con edema depresible en asociacion 
con esta infecci6n.^2^’^282,i3i9 enfermedad se puede resolver 
en forma espontanea sin smtomas residuales o puede desarro- 
llarse en un trastomo cronico y periodicamente febril. Las 
complicaciones relacionadas con la diseminacion sistemica a 
traves del torrente circulatorio son endocarditis, neumonia con 
derrame pleural, septicemia, absceso encefalico, amnionitis, 
prostatitis, pancreatitis, abscesos cutaneos y del aparato geni¬ 
tal, y rnuerte.^^^-^^^’^^^ Los smtomas artriticos pue- 

den persistir durante anos despues de la resolucion o del trata- 
miento de la infeccion. Sin un indicio sobre el origen de la 
infeccion, la fiebre por mordedura de rata o fiebre de Haverhill 
puede asemejarse a una infeccion viral, meningococemia, fie¬ 
bre tifoidea o fiebre manchada de las montanas Rocosas.^^^* 

El diagnostico tambien puede ser problematico porque se han 
comunicado casos en pacientes sin antecedentes de mordedu¬ 
ras de roedores o exposicion directa a ellos."^^^ Por otra parte, la 
revision de 45 casos que ocurrieron en California en los ulti- 
mos treinta anos puso en evidencia que la fiebre por mordedu¬ 
ra de rata se sospecha en el 75% de los casos en los cuales se 
dio un diagnostico tentativo.'^^'^ Debido a los requerimientos 
nutricionales especiales del microorganismo y a las dificulta- 
des involucradas con el cultivo, se han hecho diagnosticos 
retrospect! VOS de infeccion por S. moniliformis en ocasiones 
mediante tecnicas serologicas, que incluyen la deteccion de 
aglutininas y anticuerpos fijadores del complemento contra la 
forma bacilar del microorganismo en suero. Sin embargo, no se 
dispone facilmente de pruebas serologicas para esta infeccion 
y la mayoria de los enfoques serologicos se han utilizado para 
evaluar la presencia de este microorganismo en colonias de 
roedores de laboratorio. 

Caractensticas de los cultivos e identificacion 

S. moniliformis es un bacilo gramnegativo pleomorfo con 
requerimientos nutricionales especiales que tiende a formar 
celulas filamentosas unicas, delgadas y largas. Estas celulas 
delgadas (aproximadamente 1 pm) pueden tener mas de 100 
pm de longitud y plegarse en asas y espirales. En ocasiones, 
tienen una tincion variable con Gram. Con una incubacion pro- 
longada, puede aparecer una tumefaccion bulbosa o con forma 
de salchicha a lo largo del filamento, que hace que el microor¬ 
ganismo tenga un aspecto arrosariado. En medios enriquecidos 
que contienen suero, los microorganismos aparecen como bac- 
terias fusiformes gram variables, delgadas y regulares con 
extremos redondeados o puntiagudos. Tambien pueden perder 
su pared celular y existir como una “forma en L (“deficiente en 
pared celular”)”- De hecho, existen pruebas geneticas, fenoti- 
picas, serologicas y estructurales que sugieren su relacion taxo- 


nomica con los micoplasmas y los ureaplasmas, los cuales 
carecen de una pared celular bacteriana tipica.^^^^ S. monilifor¬ 
mis es microaerofilo y el crecimiento en medio liquido suele 
requerir un suplemento con suero (10-20%), sangre o liquido 
ascitico. 

El diagnostico de fiebre por mordedura de rata o fiebre de 
Haverhill se hace por la demostracion de S. moniliformis en 
hemocultivos, liquido sinovial, lesiones cutaneas y material de 
abscesos.^^^ ^’^^’^^^^ Como el microorganismo es inhibido por el 
anticoagulante SPS, la sangre (10 mL) debe ser anticoagulada 
con citrato (10 mL de citrato de sodio al 2,5%) antes de su pro- 
cesamiento.’^'^'^’^’^^ Tambien crecio con exito en medios de 
hemocultivo que contienen SPS con resin as (p. ej., BACTEC 
Peds-Plus, BD Biosciences).Las celulas sangumeas citradas 
sedimentan mediante centrifugacion y los eritrocitos centrifu- 
gados se inoculan en medio de agar (agar infusion de corazon) 
que contiene suero de caballo sin complemento y esteril al 10- 
20% y extracto de levadura al 0,5%. El inoculo se propaga sua- 
vemente sobre la superficie de agar. Tambien se inocula un 
medio de caldo de ingredientes similares (caldo de infusion de 
corazon con suero al 10-20% y extracto de levadura) con los 
eritrocitos centrifugados. El aislamiento de 5. moniliformis 
tambien se ha logrado utilizando un medio bifasico con caldo 
de tripticasa de soja que contiene una porcion inclinada (pico 
de flanta) de agar tripticasa de soja. Los medios se incuban a 
35 °C en una jarra de anaerobiosis con vela o una estufa con 
CO^. Se pueden cultivar de la misraa manera otras muestras 
(liquido articular citrado, aspirados, material de abscesos, etc.). 

En el medio de caldo el microorganismo crece como peque- 
nas “bolas” (puff balls) cerca de la parte inferior del tubo o el 
frasco y por encima de los eritrocitos y la estroma. La acumu- 
lacion de acido en los medios de caldo puede destruir al micro¬ 
organismo, de modo que es necesario un subcultivo frecuente 
para mantener la viabilidad. En el medio de agar enriquecido 
con suero, el crecimiento puede aparecer en 2 a 3 dfas o reque¬ 
rir una semana o mas. Las colonias son pequehas (1-2 mm de 
diametro), convexas, bianco grisaceas, lisas y de consistencia 
de mantequilla. Se forman variantes microscopicas en fase L en 
forma espontanea debajo de las colonias o alrededor de ellas; 
la morfologia tipica en “huevo frito” con un centro denso simi¬ 
lar a la morfologia de especies de Mycoplasma se puede obser- 
var con un microscopic de diseccion. La identificacion de S. 
moniliformis se logra observando la morfologia filamentosa 
gramnegativa tfpica en la tincion de Gram y realizando pruebas 
de identificacion bioquimica en medio con suplemento de 
suero.Se pueden realizar pruebas de utilizacion de hidra- 
tos de carbono en caldo con nutrientes que contiene hidratos de 
carbono esterilizados por filtro al 1 % y suero de caballo esteril 
al 0,5%. Estas pruebas deben ser incubadas durante 3 semanas 
antes de la lectura, aunque se han obtenido resultados confia- 
bles y reproducibles cuando los cultivos solo fueron incubados 
durante una semana antes de la interpretacidn de las pruebas. 
Tambien se puede lograr una rapida identificacion del microor¬ 
ganismo mediante los analisis de los perfiles de acidos grasos 
utilizando cromatografia gas-lfquido, por la deteccion de las 
actividades enzimaticas de distintas aminopeptidasas y gluco- 
sidasas utilizando la banda API-ZYM (BioMerieux, Inc.) y por 
los patrones proteicos obtenidos por Los este- 

res metilicos de acidos grasos detectados mediante cromato¬ 
grafia gas-lfquido incluyen acido hexadecanoico (C,go)’ ^cido 
linoleico (C,g. 2 ) y acidos octadecanoicos (Cjg.^ 

Las tecnicas PAGE tambien pueden ser utiles para la tipifica- 
cion de las cepas clfnicas.-®^ Las reacciones de S. monilifonnis 
a distintas pruebas de identificacion bioqufmica se muestran en 
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el cuadro 9-11. Se ha desarrollado una amplificacion de amplio 
rango basada sobre PCR de una parte del gen de rRNA de 16S 
'ieguida por la secuenciacion de amplicones para la deteccion 
de S. moniliformis en colonias de roedores, bandadas de pavos 

> seres humanosJ^^’^^^ Este metodo se utilizo para diagnosticar 
fiebre por mordedura de rata en un varon de 11 ahos sintoma- 
tico en el cual se desarrollo fiebre, vomitos, erupcion y artritis 
despues de haber sido mordido por su rata mascota. Los culti- 
vos de sangre, LCR y orina fueron negativos, pero el liquido 
proveniente de una ampolla cutanea fue positivo por el ensayo 
de amplificacion/secuenciacion.^ 

Sensibilidad a los antibioticos 

Los datos de sensibilidad a los antibioticos in vitro indican 
que S. moniliformis es sensible a penicilina, ampicilina, penici- 
linas de amplio espectro y resistente a penicilinasa (azlocilina, 
mezlocilina, piperacilina, oxacilina), cefalosporinas (cefazoli- 
na. cefixima, cefotaxima, cefoxitina, cefpirona, ceftazidima), 
entromicina, clindamicina, tetraciclina, rifampicina, imipenem 

> vancomicina.3^^'^3^^ El microorganismo tiene una sensibilidad 
intermedia a aminoglucosidos, cloranfenicol y ciprotloxacina, 
y en general es resistente a nalidixato, norfloxacina, colistina y 
inmetoprim-sulfametoxazol. El farmaco de eleccion para e! 
tratamiento es la penicilina G procama, aunque la cefalotina, la 
tetraciclina y otras cefalosporinas tambien han obtenido efica- 
cia clmica. 


Especies de Brucella 

Epidemiologfa de la brucelosis 

La brucelosis (infeccion por especies de Brucella) tiene una 
distribucion mundial y ha sido conocida historicamente como 
fiebre ondulante, enfermedad de Bang, fiebre de Gibraltar, fie¬ 
bre mediterranea y fiebre de Malta. El microorganismo fue ais- 
lado por primera vez en 1887 por sir David Bruce, que obtuvo 
un germen sospechoso en cultivos esplenicos de soldados bri- 
i^icos que murieron por fiebre de Malta. tarde se 

ibservo que la leche, el queso y otros alimentos elaborados con 
leche de cabra eran la fuente de la infeccion de estos soldados. 
Se aislaron microorganismos similares en el ganado vacuno y 
porcino y en seres humanos expuestos a estos animales y sus 
productos. La brucelosis paso a ser una zoonosis de gran 
importancia economica y una preocupacion para la industria 
ganadera en muchas partes del mundo. En los paises desarro- 
11 ados, algunas infecciones humanas se asocian con ocupacio- 
nes relacionadas con el procesamienio de carnes y productos 
lacieos.*'^^* En los Estados Unidos, la mayoria de los casos 
comunicados en los ultimos anos han provenido de California, 
k-wa, Virginia y Texas, en relacion con las actividades centra¬ 
les de esos estados con respecto a la ganaderia, la exportacion 
de sus derivados y la industria lactea. 

La brucelosis se transmite entre los animales a traves del 
;^pa^ato digestive, la piel y las mucosas. Luego de la infeccion, 
f3S microorganismos alcanzan los ganglios linfaticos y ocurre 
la bacteriemia. En algunos animales (p. ej., infeccion por B. 
abortus en el ganado vacuno), los microorganismos proliferan 
en el utero y en la glandula mamaria. Su proliferacion en las 
membranas corionicas del animal prenado conduce al aborto. 
Sluchos animales se recuperan de la infeccion espontaneamen- 
le. pero siguen eliminando la bacteria durante tiempos varia- 
ries en orina, secreciones vaginales y leche. 


Cuadro 8-11 Caractensticas bioquimicas de Streptobacillus 
moniliformis 

CARACTERISTICA 

REACCION 

Oxidasa 

_ 

Catalasa 

- 

Reduccion de nitrato 

- 

Indol 

- 

Ureasa 

- 

Hidrolisis de esculina 

+ 

Produccion de H,S (acetato de plomo) 

+ 

Fosfatasa alcalina 

+ 

Produccion de gas a partir de glucosa 
Acido producido a partir de: 

- 

Glucosa 

+ 

Maltosa 

+ 

Fructosa 

+ 

Sacarosa 

V 

Lactosa 

V 

Xilosa 

- 

Manitol 

- 

Manosa 

+ 

+ : reaccion positiva; - reaccion negativa; v 

: reaccion variable. 


Las especies de Brucella reciben el nombre segiin las espe¬ 
cies de huespedes primaries y se subdividen a su vez en biova- 
riedades sobre la base de la aglutinacion serologica con los 
antigenos M y A asociados con el “lipopolisacarido liso (S- 
LPS)” (vease mas adelante). B, melitensis se encuentra funda- 
mentalmente en cabras y ovejas, pero tambien puede hallarse 
en el ganado vacuno por el contacto indirecto con rebanos de 
ovejas y cabras infectadas que han contaminado los pastes de 
donde se obtienen forrajes para las vacas que amamantan.’*'^^ g 
melitensis se divide en tres biovariedades (1-3). B, abortus es 
patogeno para el ganado vacuno; tambien puede infectar ove¬ 
jas, cabras, canidos, caballos y seres humanos. La especie esta 
formada por siete biovariedades (1-6 y 9 [las biovariedades 7 y 
8 ya no son mas validas]). B. suis contiene cinco biovariedades; 
las biovariedades 1, 2 y 3 se encuentran en cerdos, mientras que 
la biovariedad 4 se encuentra en renos y caribii en las regiones 
articas de America del Norte y Rusia, y la biovariedad 5 causa 
infecciones en los roedores. B. suis biovariedad 1 tambien se ha 
establecido en rebanos de ganado vacuno en Brasil y 
Columbia.Las cepas de B. canis comprenden una unica bio¬ 
variedad y se presentan en perros (sobre todo beagles) en los 
Estados Unidos, Mexico, Argentina, Espana, China. Japon y 
Tunez. B. ovis y B. neotomae contienen una unica biovariedad 
y se encuentran en cameros y ratas del bosque. respectivamen- 
te. Se ha demostrado variacion antigenica entre las biovarieda¬ 
des existentes para cada una de las especies de Brucella, lo que 
establece que las clasificaciones de las biovariedades requieren 
mas estudio y expansion. B. melitensis, B. abortus y B. suis se 
asocian con enfermedad humana; B. melitensis se considera la 
especie mas virulenta, seguida de B. suis y B. abortus. B. canis 
pocas veces provoca infecciones en seres humanos, y las infec¬ 
ciones comunicadas a menudo se han asociado con el labora¬ 
tory. Las complicaciones proteiformes asociadas con las in¬ 
fecciones por Brucella por lo general no se observan en las 
infecciones humanas por B. canis. 
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En 1994, se aislo una especie de Brucella que no habia sido 
reconocida antes en mamiferos marinos y un delfin en Escocia 
y California, respectivamente.^'^®-^^^’^^^ Con postedoridad, se 
aislaron otras cepas en focas, marsopas y nutrias,que corres- 
pondian al menos a dos biovariedades primariamente halladas 
en focas y cetaceos, denominadas tentativamente ''Brucella 
maris'\^^^ Tambien se caracterizaron cepas obtenidas de fetos 
abortados de delfines nariz de hotel la y se propuso el nombre 
"Brucella delphinF para ellos,®^® Algunos controles serologi- 
cos de especies de focas, marsopas, delfines y ballenas ban 
mostrado que los anticuerpos contra las especies de Brucella se 
distribuyen ampliamente entre los mamiferos marinos.^^^’^^^^ El 
analisis molecular mostro que las cepas aisladas en ballenas, 
focas, marsopas y delfines son especies de Brucella pero difie- 
ren entre ellas y de otras especies de Brucella en muchos 
aspectos, como la estructura del EPS y los El 

elemento de insercion IS 77 7, que se encuentra en todas las 
especies de Brucella, tambien se halla en los aislamientos ma¬ 
rinos, pero el elemento esta en una localizacion cromosomica 
diferente7^2 Mientras las especies de Brucella reconocidas con- 
tienen dos genes omp2 comprendidos por una copa cada uno de 
omp2a y omp2b o dos genes omp2a. las brucelas marinas trans- 
portan dos copias de genes omp2b. La secuenciacion de estos 
genes tambien puso en evidencia una heterogeneidad impor- 
tante entre los aislamientos marinos, lo que indica que estos 
microorganismos comprenden mas de una linica especie ("B. 
maris''). como se habia propuesto7^‘ Sobre la base de la pre- 
ferencia del huesped y del polimorfismo en el locus omp2, 
Cloeckaert y cols, propusieron dos especies nuevas, "B, pinni- 
pediae'' y ' B. cetaceae'\ para incluir las cepas aisladas en focas 
y delfines, respectivamente.^^^ Ciertas pruebas tambien sugie- 
ren que estas especies nuevas pueden tener un potencial pato- 
genico ampliado. Rhyan y cols, inocularon a seis vacas con una 
cepa de Brucella de una foca que la albergaba y observaron que 
todos los animales sufrfan una seroconversion en las pruebas 
utilizadas para la deteccion de anticuerpos contra B. abortus. 
Dos de las vacas tuvieron abortos y en los fetos mortinatos se 
aislaron las brucelas, lo que indico que estas cepas eran pato- 
genas tambien para los mamiferos terrestres.^^^^ Se necesitan 
otras investigaciones para delinear las relaciones filogeneticas 
entre estas especies nuevas y determinar sus relaciones con las 
especies del genero actualmente reconocidas. 

En los Estados Unidos, la incidencia de brucelosis Humana 
ha disminuido constantemente como resultado de las medidas 
de control implementadas en la industria ganadera. Estas medi¬ 
das incluyen la vacunacion de los animales jovenes y el sacri- 
ficio de los animales enfermos o de los animales mas viejos 
con pruebas serologicas de infeccion.*'^^^ En el momento en que 
comenzo el Programa de erradicacion de brucelosis cooperati- 
vo del Estado Federal y de la pasteurizacion de rutina de los 
productos lacteos en 1945, se comunicaban mas de 5 000 casos 
humanos a los CDC por ano. En 1981, la incidencia domestica 
anual de brucelosis Humana habia caido hasta 185 casos y 
desde ese momento, se habian informado menos de 200 casos 
por ano. Sin embargo, es probable que la brucelosis Humana 
sea subdiagnosticada y subcomunicada, y se estima que por lo 
menos 25 casos no son reconocidos por cada caso que si lo es.^^"^^ 
En las ultimas dos decadas, se han diagnosticado muchas infec- 
ciones por brucela de adquisicion domestica entre individuos 
que viven en Texas y California que han ingerido queso mexi- 
cano preparado con leche de cabra no pasteurizada.^'^^-^^ev 
la disponibilidad y la popularidad crecientes de los viajes inter- 
nacionales, muchos casos de brucelosis diagnosticados en resi- 
dentes de los Estados Unidos ocurren en personas que han visi- 


tado pafses donde el microorganismo es endemico en los reba- 
nos ovinos y bovinos y en los cuales los productos lacteos (sue- 
ro, manteca, yogures, cremas) no son pasteurizados. La infec- 
cion refleja en parte la participacion en aspectos de una cultura 
extrana que son tan atractivos para los viajeros (“vivir como lo 
hacen los nativos”) *^^ Los seres humanos tambien pueden 
infectarse por el contacto con animales infectados, productos 
de la Concepcion (sobre todo veterinarios, trabajadores del zoo- 
logico) o liquidos corporales de animales. La transmision inter- 
humana es rara. Las infecciones por Brucella han sido trans- 
mitidas a traves de transfusiones de sangre y trasplantes de 
medula osea de donantes infectados.La infeccion neonatal 
puede ser adquirida por via transplacentaria, durante el parto o 
a traves de la ingestion de leche materna contaminada.^^^ 

La brucelosis se distribuye en todas las areas del hemisferio 
oriental y del occidental. Las infecciones de animales indige- 
nas y seres humanos ocurren en la region del Mediterraneo, el 
golfo arabigo, el subcontinente de la India, America Latina, 
Asia y partes de Mexico. B. abortus se encuentra en todo el 
mundo y B. suis es endemico en el sur de los Estados Unidos, 
sudeste de Asia y America Latina. Se han diagnosticado infec¬ 
ciones por B. canis en America Latina, Europa central y Japon. 
Se ha identificado brucelosis bovina y porcina causada por B. 
melitensis y B. suis, respectivamente, en todos los pafses de 
America Central, y la infeccion caprina y ovina por B. meliten¬ 
sis esta restringida a Guatemala.®^^ El norte de Europa, 
Dinamarca y Noruega no tienen infecciones animales debido a 
los programas exitosos de control y erradicacion, pero los paf¬ 
ses del sur de Europa siguen teniendo B. melitensis en las 
poblaciones ovina y caprina y, en consecuencia, comunican 
una aha cantidad de infecciones humanas,^^^'^^^ Estos pafses 
tambien han observado el resurgimiento de la infeccion por B. 
suis biovariedad 2 en cerdos debido a la extension de la pobla- 
cion de cerdos salvajes.'^'^^ La brucelosis en animales y seres 
humanos sigue siendo un problema en la region de los 
Balcanes del centro y sudeste de Europa. La infeccion por B. 
melitensis ocurre ampliamente entre ovejas, cabras y seres 
humanos y B. abortus se encuentra en rebanos de ganado vacu- 
no en Grecia y Macedonia.La infeccion por B. melitensis en 
rebanos de ovejas y cabras y la infeccion por B. suis biovarie¬ 
dad 2 en cerdos se encuentran en Yugoslavia y Croacia, res¬ 
pectivamente. Rumania ha erradicado con exito la infeccion 
por B. abortus en el ganado y la incidencia de infecciones en 
ovejas y cerdos se mantiene baja.^^^ 

Los pafses con incidencia mas alta tanto de brucelosis ani¬ 
mal como Humana son Arabia Saudita, Iran, Siria, la Autoridad 
Palestina, Jordania y Oman. En la region del Cercano Oriente, 
la enfermedad ocurre en todos los animales domesticos, inclui- 
dos ganado vacuno, ovejas, cabras, camellos, caballos, cerdos 
y bufalos. B. melitensis biovariedad 3 (Egipto, Israel, Tiinez, 
Turqufa, Jordania), B. melitensis biovariedad 2 (Arabia 
Saudita, Turqufa) y B. melitensis biovariedad 1 (Libia, Oman, 
Israel) representan la mayor parte de la enfermedad, pero las 
infecciones por B. abortus biovariedades 1, 2, 3 y 6 han sido 
comunicadas en Egipto, Iran, Turqufa y Sudan, respectivamen¬ 
te. 1055 biovariedades de B. abortus han surgido como la 
especie predominante en Yemen. En general, las infecciones 
humanas adquiridas en estas regiones se deben a B. melitensis, 
sobre todo biovariedad 

Las especies de Brucella tambien plantean un peligro ocu- 
pacional para los trabajadores del laboratorio debido a acci- 
dentes, derrames o manipulaciones inapropiadas de muestras o 
cultivos que contienen Brucella.^^^ En 2000, Yagupsky y otros 
autores describieron siete casos adquiridos en el laboratorio de 
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infeccion por B. melitensis en un centre medico del sur de 
Israel.Este brote fue causado por tres biovariedades dife- 
rentes de B. melitensis, lo que indico multiples exposiciones y 
las infecciones ocurrieron en un periodo de 3 meses cuando el 
10% de 530 hemocultivos positives dieron especies de Bru¬ 
cella. Con la investigacion, no se descubrieron fuentes ni vio- 
laciones de la seguridad del laboratorio. Tambien se diagnosti- 
c 6 brucelosis en siete empleados de un hospital (seis tecnicos 
de laboratorio y un patologo) en un periodo de 9 anos en un 
hospital de Riyadh, Arabia Saudita.*^^^ Las infecciones fueron 
diagnosticadas mediante pruebas serologicas, junto con signos 
y smtomas clinicos compatibles. La morbilidad resultante 
incluyo una recaida en dos pacientes y complicaciones (flebitis 
septica, protesis infectadas, epididimoorquitis y espondilitis 
lumbar) en otros cuatro. Las infecciones en los tecnicos fueron 
rastreadas hasta la manipulacion de cultivos de Brucella. En 
una comunicacion de Italia, 12 trabajadores de laboratorio se 
infectaron despues de la rotura accidental de un tubo de la cen- 
trifuga.***^ Estos individuos fueron tratados y controlados con 
pruebas serologicas. Aun cuando los laboratorios involucrados 
en estos experimentos utilizaran gabinetes de seguridad biolo- 
gica clase II para las manipulaciones de muestras y cultivos, el 
riesgo para las infecciones adquiridas en el laboratorio es 
importante, sobre todo en los localizados en regiones endemi- 
cas. La adherencia estricta a los protocolos de seguridad y los 
procedimientos en todos los laboratorios y la vigilancia y el 
cuidado cuando se manipulan muestras o cultivos es un reque- 
rimiento absoluto para la prevencion de las infecciones adqui¬ 
ridas en el laboratorio de cualquier tipo. Luego de un brote en 
el hospital Riyadh, la respuesta del laboratorio fue la adquisi- 
cion de una instalacion de Bioseguridad nivel 3.^^^ 

Taxonomia de las especies de Brucella 

Durante muchos anos, la posicion taxonomica de las espe¬ 
cies de Brucella fue incierta. En 1985, Verger y cols, utilizaron 
las tecnicas de hibridacion de DNA-DNA para investigar 51 
cepas de Brucella que representan todas las especies y obser- 
varon que todas teman una homologia superior a 96 ± 4% entre 
Estos cientiTicos propusieron que todas las brucelas per- 
tenecian a una sola especie {Brucella melitensis) y que las 
especies reconocidas deben considerarse biovariedades de B. 
melitensis (B. melitensis biovariedades Melitensis, Abortus, 
Suis y Canis). El analisis electroforetico enzimatico multilocus 
de cepas de Brucella tambien apoyo esta propuesta de genero 
monoespecifica.-^^ Esta propuesta no ha sido aceptada debido a 
diferencias bioquimicas y serologicas entre las especies, los 
rangos divergentes de huespedes mostrados por estas especies, 
las diferencias reconocidas en la virulencia y la presencia de 
OMP especiTicos de especies y genes que sustancian el estado 
de las especies existentes.*^^ Algunos estudios de genetica 
molecular (mapeo de endonucleasas de restriccion) pusieron 
luego en evidencia polimorfismos geneticos que podian dife- 
renciar B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. cams Junto con 
lineas convencionales de especies, aunque estos metodos no 
podian delinear las biovariedades dentro de las especies.'^ Uno 
de los genes polimorfos que ayudan a la diferenciacion es el 
gen de porina omp2, que codifica un OMP de 36 kDa respon- 
sable de determinar la sensibilidad a los colorantes utilizados 
para la identificacion de especies convencionales.^^^ 

Algunos estudios sobre las relaciones geneticas de las bru¬ 
celas revelaron otras caracteristicas singulares del genero. A 
diferencia de otras bacterias, algunas especies de Brucella tie- 
nen dos cromosomas salvo B. suis biovariedad 3, que tiene un 


unico cromosoma.^^^ Recientemente se secuencio el genona 
de B. melitensis cepa 16M y esta compuesto por 3 294 935 
pares de bases distribuidas en dos cromosomas circulares de 
2 117 144 pares de bases y 1 177 787 pares de bases, respecti- 
vamente.3^^*^'^ Cada cromosoma codifica funciones que son 
esenciales para la replicacion y la supervivencia del microor- 
ganismo; de ahi su clasificacion como cromosomas y no como 
plasmidos. No se describieron plasmidos endogenos, transfor- 
macion ni conjugacion en especies de Brucella. La hibridacion 
de DNA-RNA y los estudios de secuenciacion de rRNA 16S 
han determinado que algunas especies de Brucella estan rela- 
cionadas con Agrobacterium, especies de Rhizobium y Meso- 
rhizobium endosimbioticas y especies de Bartonella, y estan fi- 
logeneticamente mas proximas a las especies de Ochrobactrum 
y Phyllobacterium, que los patogenos quimioautotroficos de 
vida libre de las plantas tropicales.'*’®^’^^^ Las especies de 
Brucella estan mas estrechamente relacionadas con O. anthro- 
pi grupo de hibridacion 2 , para el cual se ha propuesto el nom- 
bre de la nueva especie O. intermedium.^^^^ La relacion geneti¬ 
ca de estos microorganismos es tan proxima que O. anthropi es 
reactivo en un ensayo basado sobre PCR que es “especiTico'* 
para especies de Brucella.^^^ En la actualidad, las especies de 
Brucella son clasificadas en el subgrupo de las Proteo- 
bacteria en la familia Brucellaceae en el orden propuesto 
“Rhizobiales”.'^^^'^^'^ 

Virulencia de las especies de Brucella 

Las especies de Brucella sufren variacion antigenica o “diso- 
ciacion” en subcultivo. Las colonias pasan de una morfologia 
“lisa” a una “rugosa” que conduce a la perdida de virulencia y 
a una menor reactividad con los anticuerpos especificos de 
Brucella. A nivel molecular, la variacion antigenica es el resul- 
tado de la menor expresion de los genes que codifican la glu- 
cosilacion adicional de las porciones polisacaridas del lipopo- 
lisacarido (LPS) de la pared celular.^^® Los microorganismos 
que se encuentran en la fase lisa tienen un LPS de tipo liso (S- 
LPS) y son resistentes a la destruccion intracelular por los leu- 
cocitos polimorfonucleares (PMN), presumiblemente al inhibir 
la desgranulacion de los lisosomas y el estallido respiratorio 
asociado con la activacion de los PMN.*^^®^- Fuera de la varia¬ 
cion antigenica de los LPS y su relacion con la virulencia, las 
especies de Brucella no producen exotoxinas y se sabe muy 
poco mas en relacion con otros mecanismos de virulencia en 
esas especies. 

El LPS de B. melitensis, B. abortus y B. suis contiene dos 
determinantes antigenicos importantes denominados A (por 
“Abortus”) y M (por “Melitensis”).Ademas de proporcionar 
marcadores para las determinaciones de las biovariedades, 
estas moleculas cumplen un papel en la virulencia del micro- 
organismo, ya que los anticuerpos monoclonales dirigidos con¬ 
tra el S-LPS son protectores en modelos de animales expuestos 
y las cepas lisas que han perdido el S-LPS por mutagenesis de 
transposones tienen una patogenicidad atenuada en los rato- 
nes.^^^ Las cadenas O (antigeno somatico) del S-LPS de cepas 
lisas de B. melitensis y B. abortus estan compuestas por poli- 
meros de 4,6-didesoxi-4-formamido-D-manosa (A-formil-o- 
perosamina). En S-LPS de B. abortus, la cadena O contiene 
aproximadamente 100 residues, casi todos los cuales tienen 
uniones ^ y un pequeno porcentaje tiene uniones a, 3 (deter¬ 
minantes A). En las cadenas O de B. melitensis, las uniones a, 2 
y a, 3 ocurren en una relacion 4:1 (determinantes M). El antf- 
geno A serodominante suele tener forma de bacilo, la cual esta 
determinada por los cinco residues consecutivos con uniones 
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mientras que el antigeno M serodominante tiene forma 
“retorcida” porque el cuarto residue esta unido al quinto por 
una union a, 3 . La expresion comun de A^-formil-D-perosamina 
no terminal con union ^ responsable de la reactividad cru- 
zada observada entre S-LPS de las cepas lisas de B. abortus y 
las cepas lisas de B. melitensis y de la reactividad cruzada que 
se observa con otras especies (p. ej., Vibrio cholerae 0:1, 
Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli 0:157, 
Salmonella 0:30 y Stenotrophomonas maltophilia)}^^ Se utili- 
za la aglutinacion en portaobjetos o la EIA con anticuerpos 
policlonales o monoclonales especiTicos para los epitopos A o 
M para determinar la preponderancia de antigeno A o M y las 
designaciones de las serovariedades de cepas de Brucella.'^^^’'^^^ 
Las cepas de B. abortus, B. melitensis y B. suis pueden ser anti¬ 
geno A positivas, antigeno M positivas o tanto antigeno A 
como antigeno M positivas. Los determinantes antigenicos A y 
M no se encuentran en B. canis o B. ovis\ estas especies son 
caracteristicamente rugosas, no muestran variacion de fase y 
tienen un numero limitado de huespedes. 

Las especies de Brucella son microorganismos intracelula- 
res facultativos, y el espectro de sus enfermedades se explica en 
parte por su capacidad para evadir los mecanismos de defensa 
del huesped en virtud de la existencia intracelular. Las brucelas 
son transmitidas a los seres humanos por tres vias principales: 
contacto directo con tejidos animales infectados, ingestion de 
came o productos lacteos contaminados e inhalacion de micro- 
particulas en suspension con microorganismos.Una vez 
en el interior del huesped, los microorganismos son fagocita- 
dos pero no pueden sobrevivir dentro de las celulas, presumi- 
blemente por la supresion o inactivacion mediada por mono- 
fosfato de adenina y guanina de los mecanismos de defensa de 
mieloperoxidasa-peroxidasa intracelulares y por la produccion 
de superoxido dismutasa, que bloquea la formacion de radica- 
les toxicos del oxigeno.^^"^'^^^ Los microorganismos son trans- 
portados a traves de los ganglios linfaticos y el torrente circu- 
latorio y son retenidos en distintas partes del sistema reticulo- 
endotelial: sinusoides hepaticos, bazo y medula osea.^^^ En 
estos sitios, los PMN fmalmente se degeneran y liberan los 
microorganismos intracelulares. Por su parte, los macrofagos y 
los monocitos incorporan las bacterias por endocitosis. La mul- 
tiplicacion continua en el interior de estas celulas, las cuales 
fmalmente son destruidas y liberan los microorganismos. El 
patron “ondulante" de fiebre creciente y decreciente observado 
en la brucelosis se asocia con la liberacion periodica de bacte¬ 
rias y sus componentes desde las celulas fagociticas. La libera¬ 
cion de las bacterias en la circulacion periferica conduce a la 
siembra hematogena de otros organos y tejidos, lo que lleva asi 
a las manifestaciones clmicas proteiformes de la brucelosis 
Humana. Se mantienen controladas las recaidas y recurrencias 
de las enfermedades en cierta medida por un equilibrio entre la 
virulencia del microorganismo y la presencia de una respuesta 
inmunitaria celular funcional Intacta. Como sucede con otros 
patogenos intracelulares, se producen anticuerpos humorales, 
pero se necesitan los mecanismos de defensa de inmunidad 
celular del huesped para contener las bacterias intracelulares. 
Se sabe que las citocinas producidas por los macrofagos acti- 
vados, que incluyen factor de necrosis tumoral a (TNF-a), 
TNF-y, interleucina -1 (IL-1) e IL- 2 , influyen en la actividad 
antibrucelosa mediada por macrofagos durante la induccion de 
las respuestas inmunitarias mediadas por celulas.Caron y 
cols, han mostrado que las brucelas sintetizan y liberan un fac¬ 
tor proteico de alto peso molecular que inhibe especiTicamente 
la expresion de TNF-a en los macrofagos activados humanos. 
Es probable que esta inhibicion contribuya a la capacidad de 


las especies de Brucella para evadir las defensas del huesped 
humano y mantener una existencia intracelular.Cabe desta- 
car que se ha observado que los antigenos proteicos ribosomi- 
cos intracelulares designados L7/L12 estimulan las respuestas 
inmunes celulares protectoras junto con una hipersensibilidad 
retardada.^^^ En consecuencia, estas proteinas se estan investi- 
gando por su potencial para utilizarse como antigenos para 
eventual es vacunas. El espectro clmico de la brucelosis depen- 
de de muchos factores, como el estado inmunitario del hues¬ 
ped, la presencia de otras enfermedades o trastornos subyacen- 
tes y las especies del microorganismo infectante. La mayor 
virulencia de B. melitensis y B. suis ha sido apoyada por estu- 
dios in vivo con animales infectados experimentalmente y por 
la investigacion in vitro que examino la fagocitosis, la supervi- 
vencia intracelular y las respuestas linfociticas a las diferentes 
especies. Las enfermedades causadas por B. abortus y B. canis 
son insidiosas en su inicio, pero tienden a producir sintomas 
inespeciTicos mas leves y complicaciones menos graves. 

Como estos microorganismos son infectantes a traves de 
aerosoles, como lo demuestran las infecciones adquiridas en el 
laboratorio, las especies de Brucella constituyen una de varias 
bacterias que se consideran agentes potenciales para la guerra 
biologica y los atentados de bioterrorismo. Las brucelas podri- 
an propagarse eficazmente mediante la dispersion de aerosoles 
y sobrevivir en el suelo y en el agua durante varias semanas, lo 
que proporciona asi tanto un periodo inmediato como tardio de 
infecciosidad. Los Estados Unidos investigaron a B. suis como 
anna potencial durante las decadas de 1940 y 1950 y es proba¬ 
ble que otras naciones hayan realizado intentos similiares.^^^ 
Los informes de presentaciones clmicas atipicas, junto con 
pruebas serologicas falsas para anticuerpos contra bucelas, han 
conducido a investigaciones que involucran a los CDC y al FBI 
en relacion con actividades fehacientes de bioterrorismo con 
especies de Brucella?^^ No existe ninguna vacunacion contra 
brucelas, ya que la vacuna contra B. abortus esta autorizada 
solo para uso veterinario. El tratamiento preventivo con doxici- 
clina y rifampicina despues de la exposicion ha sido eficaz para 
evitar la enfermedad en los individuos en riesgo."^^"^ 

Espectro clmico de la brucelosis 

Puede ser dificil diagnosticar infecciones por brucelas debi- 
do al amplio espectro de manifestaciones clmicas asociadas 
con ellas.^^'^^^^^^ Luego de un periodo de incubacion de unas 2 
a 3 semanas (rango, 1 semana a 2-3 meses), el inicio de los sm- 
tomas puede ser brusco o desarrollarse en un periodo de varios 
dias a mas de una semana. La fiebre, el sudor noctumo, los 
escalofrios y el malestar general, a menudo asociados con cefa- 
lea intensa, mialgias y artralgias, son smtomas inespeciTicos 
observados en la mayoria de los casos de brucelosis. La mayo- 
ria de los individuos con la forma bacteriemica presentan 
enfermedad febril sola o con fiebre y artritis.^^^ Tambien se 
pueden presentar linfadenopatia, esplenomegalia y hepatome- 
galia.^^-^^^ Se pueden observar manifestaciones cutaneas y com¬ 
plicaciones vasculares (p. ej., lesiones similares al eritema 
nudoso, erupciones maculopapulosas o papulonodulosas; 
trombosis venosa profunda) en algunos pacientes, y las lesio¬ 
nes mucocutaneas ulcerativas y los abscesos subcutaneos son 
mas infrecuentes.^^’2^'^’^^'^’^^'^'^^^ “Fiebre ondulante” es sinonimo 
de brucelosis (sobre todo la causada por B. melitensis) debido 
a las fiebres periodicas que pueden ocurrir en semanas, meses 
o incluso ahos.^'^2^ La fiebre suele aparecer al atardecer y por la 
noche, y durante el dia la temperatura es normal, en un perio¬ 
do de 2 a 3 semanas. Despues, puede haber varios dias en que 
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ei paciente esta afebril y se siente relativamente bien, solo para 
expenmeniar otro ciclo de fiebre creciente y decreciente. Estos 
>;n[omas pueden ir y venir durante periodos prolongados debi- 
a la retencion de los microorganismos en granulomas en el 
teiido y su liberacion ulterior (o de componentes de los micro- 
vrganismos, como el LPS) nuevamente en la circulacion. For lo 
Uinio, ia afeccion se presenta en forma inespeciTica y adopta las 
jaracieristicas de una enfermedad cronica y debilitante. En 
general, la cronicidad se debe a los focos persistentes de infec¬ 
tion. como lesiones supuradas en las articulaciones, los huesos, 
el higado o el bazo. A menudo en estos pacientes se toman pan- 
cultivos con el fin de determinar la etiologfa de la ‘Tiebre de 
is“gen desconocido”. La brucelosis aguda y la cronica pueden 
c* mducir a complicaciones que afectan varios sistemas organi- 
cos. como el sistema esqueletico, el sistema nervioso central, el 
aparato respiratorio, el tracto hepatobiliar y el tubo digestivo, 
los aparatos cardiovasculares y genitourinario.^^"^ En los hues- 
pedes inmunodeprimidos que reciben inmunoterapia, la neu¬ 
tropenia febril prolongada que no responde a la cobertura anti- 
biotica de amplio espectro es sugestiva de una infeccion por 
brucela, sobre todo en las regiones donde la infeccion es ende- 
mica.*^^'’ En el recuadro 9-10 se ofrecen otros detalles sobre las 
presentaciones clinicas y la complicacion de la brucelosis. 

Tambien se pueden presentar distintos tipos de discrasias 
hematologicas debido a la permanencia del microorganismo en 
el sistema reticuloendotelial, que incluyen ganglios linfaticos, 
medula osea y bazo. Estas pueden ser la formacion de granulo¬ 
mas y abscesos directamente en estos tejidos o manifestaciones 
hematologicas perifericas.'^^'^^^ Se pueden observar pequenos 
granulomas no caseificados mal defmidos en la medula osea 
en alrededor del 70% de los casos, junto con histiocitos con 
una reactividad inespeciTica.^ Tambien se observe leucopenia, 
pancitopenia, anemia hemolitica microangiopatica y trombo- 
citopenia grave en pacientes con brucelosis.^-^^^-^‘^ 2,1422 
siones, predominan anomalias hematologicas en la infeccion 
incipiente, lo que enmascara la etiologfa infecciosa de la enfer¬ 
medad e imita las enfermedades hematologicas primarias.^^"^ 
Estas anomalias son transitorias y se normalizan luego del tra- 
tamiento antibiotico exitoso para la infeccion bacteriana. 

Diagnostico seroiogico de ia brucelosis 

Las pruebas serologicas tambien son utiles para el diagnos¬ 
tico de brucelosis y la prueba de aglutinacion serica (SAT) es 
la mas utilizada. Esta prueba utiliza un antfgeno de B. abortus 
comercial estandarizado (BD Biosciences), se realiza como 
una prueba de dilucion en tubo y detecta aglutinogenos de las 
clases IgG e IgM.^'^^o incorporacion de ditiotreitol o 2-mer- 
captoetanol en la prueba en tubo inactiva la IgM, y proporcio- 
nan asi un tftulo de aglutininas especiTico de IgG. Algunos 
estudios han mostrado que, con la infeccion, se producen anti- 
cuerpos IgM durante los 7 a 10 primeros dfas, seguido de una 
declinacion en IgM y un cambio a la produccion de IgG des¬ 
pues de la segunda semana. La mayorfa de los pacientes con 
brucelosis activa presentan titulos de aglutinacion serica ^ 160; 
estos titulos descienden con el tratamiento adecuado.^^^ 

Como sucede con otras muchas pruebas serologicas, se han 
explotado metodos menos laboriosos y subjetivos, como enzi- 
moinmunoanalisis (EIA) para el diagnostico seroiogico de 
infecciones por Brucella, Se describio EIA para la deteccion de 
anticuerpos IgM, IgG e IgA contra Brucella que utilizan celu- 
las enteras de B, abortus, LPS liso de B. abortus, extractos pro- 
teicos de B, abortus y LPS liso de B. meliteusis como antfgeno 
de fase s6lida.52.977.1420 ^riza y cols, compararon la prueba de 


aglutinacion serica con los metodos de EIA para la deteccion 
de IgG, IgM e IgA especfficos de Brucella en 761 sueros obte- 
nidos de 75 pacientes con brucelosis.^^ El EIA en este estudio 
incorporo S-LPS de B. abortus como antfgeno. Estos investi- 
gadores observaron que los metodos de EIA eran tan sensibles 
y mas especfficos que las pruebas serologicas estandarizadas 
para la brucelosis. Los tftulos iniciales de IgM fueron mas altos 
en los pacientes que consultaron al medico antes en el curso 
clfnico, mientras que los que habfan estado enfermos durante 
cierto tiempo antes de buscar asistencia medica tendieron a 
tener tftulos elevados de IgG y tftulos mas bajos de IgM. Con 
la recepcion de un tratamiento antibiotico suficiente, los tftulos 
de IgG en suero disminuyeron cuatro a ocho veces en los 3 a 6 
meses posteriores. Se observaron aumentos ulteriores de IgG e 
IgA en EIA de pacientes con enfermedad recurrente. La per- 
sistencia de concentraciones elevadas de IgG o una disminu- 
cion mas lenta de los tftulos luego del tratamiento en los 
pacientes sin recafdas se asocio con la presencia de infeccion 
local.52 Tambien se pueden presentar IgM e IgG antibrucelas 
durante los perfodos bacteriemicos.^^^ En los programas de 
control y erradicacion de la brucelosis se utiliza tambien la 
SAT y otros metodos serologicos, como fijacion del comple- 
mento y MAT (una adaptacion de la SAT en microplacas).*®' 
En 1993, Goldbaum y cols., en la Argentina, caracterizaron una 
protefna citoplasmatica de 18 kDa que estaba presente en todas 
las especies de Brucella lisas y rugosas examinadas.'*'^^ Los sue¬ 
ros de pacientes que tenfan infecciones activas por brucelas 
reaccionaron con este antfgeno en un ensayo basado sobre EIA, 
mientras que los pacientes que no tenfan brucelosis o que tenf¬ 
an una enfermedad inactiva fueron negativos con esta prueba. 
Este EIA tambien pudo diferenciar el ganado bovino sano 
vacunado del ganado vacunado infectado por una cepa de tipo 
silvestre, productora de enfermedad. Este antfgeno ha sido 
purificado mediante cromatograffa de afmidad y se ha clonado 
el gen para el antfgeno en E. coli, con retencion de la reactivi¬ 
dad de la molecula recombinante con sueros animales y huma- 
nos que contienen anticuerpos antibrucelosos.'*"^'* Esta molecula 
ha sido caracterizada como una lumazina sintasa, enzima invo- 
lucrada en la biosfntesis de la riboflavina. 

Al-Shamahy y Wright comunicaron recientemente sobre 
un EIA para la deteccion de antfgenos para brucelosis. 22 La 
prueba utilizaba anticuerpos monoclonales contra el LPS de 
brucelas y se realize en muestras de suero. Se podrfan detec- 
tar tan solo 100 microorganismos o 105 fg/mL de LPS. Este 
ensayo fue probado con 1 607 sueros de donantes de sangre 
al azar, 146 pacientes con brucelosis, 20 pacientes con riesgo 
de infeccion por Brucella y 264 sueros de pacientes con 
infecciones distintas de la brucelosis. La sensibilidad del 
ensayo fue del 100% comparada con los hemocultivos positi- 
vos; la especificidad fue del 99,5% entre los donantes de san¬ 
gre al azar y del 99,2% para los pacientes. Estos datos indi- 
caron que la deteccion de antfgeno utilizando este ensayo era 
una alternativa aceptable al hemocultivo para el diagnostico 
de la infeccion. 

Aislamiento y caractensticas de los cuitivos 

Como las especies de Brucella infectan el sistema reticulo¬ 
endotelial, las muestras de eleccion en los casos sospechosos 
incluyen muestras de sangre y medula osea. En un estudio de 
50 pacientes que finalmente tuvieron diagnostico de brucelosis, 
los cuitivos de sangre y medula osea fueron positivos en el 70% 
y el 92% de los casos, respectivamente.^^® La alta tasa de cuiti¬ 
vos de medula osea positivos es compatible con la retencion de 



464 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


Recuadro 9-10 Espectro cimico de la brucelosis 


Infecciones osteoarticulares 


La afectacion del hueso y la articulacion, que incluye artritis, bursitis, sacroileitis, espondilitis y osteomielitis, es la complicacion mas descrita de la brucelo¬ 
sis y se observa mas a menudo luego de la bacteriemia por B. melitensis}'^'^^- La artritis y la sacroileitis se asocian con enfermedad aguda en pacientes 
pediatricos, mientras que espondilitis, osteomielitis vertebral, osteitis y absceso paravertebral se observan mas a menudo en infecciones cronicas en indivi- 
duos mayores y en aquellos que tienen enfermedad subyacente (p. ej., infeccion por el virus de la inmunodeficiencia Humana [HIV]).^ 1201 Los pacien¬ 

tes con espondilitis suelen presentar fiebre, malestar general, dolor dorsal bajo y dificultad en la deambulacion. Los centellogramas oseos, la tomografia 
computarizada y la resonancia magnetica a menudo son utiles para detectar invasion osea y complicaciones como absceso paraespinal.*'*’’^^ La osteomieli¬ 
tis brucelosica tambien puede afectar tanto implantes protesicos articulares como no articulates.^ 


Infecciones del sistema nervioso central 


La neurobrucelosis ocurre en menos del 5% de los casos e inicialmente se presenta como encefalitis, meningitis, meningoencefalitis, meningomielitis o ata¬ 
xia cerebelosa.^-5*^ Los pacientes en general tienen pleocitosis de LCR. hiperproteinorraquia y glucosa baja a normal en el LCR. Los pacientes con meningi¬ 
tis aguda presentan cefalea, vomitos, fiebre y rigidez de nuca, y en algunos pacientes se puede desarrollar edema de papila, smtomas visuales y paralisis de 
nervios craneales. La trombosis de los vasos sanguineos puede conducir a infarto y hemorragia cerebrales, encefalitis. mielitis y neuropatfa periferica.^ Los 
abscesos espinales epidurales, el empiema subdural, los abscesos paraespinales, los quistes dermoides intramedulares y los abscesos encefalicos son raros 
pero se observan en ocasiones. 2 ^* '’^ ’’ 32.1173 La infeccion del SNC conduce a colonizacion de una derivacion ventriculoperitoneal y el desarrollo ulterior de 
peritonitis por B. melitensis tambien se ha documentado.^^ El cultivo de brucelas del LCR es negative en mas del 75% de los casos, aunque los hemoculti- 
vos pueden ser positivos.^*^ La enfermedad brucelosica del SNC tambien puede diagnosticarse mediante pruebas serologicas del LCR. En general el trata- 
miento comprende triple antibioticoterapia, que incluye un aminogiucosido y debe ser continuada durante 8 a 12 semanas.'’-^'^ 


Infecciones del aparato respiratorio 


Las infecciones pulmonares por Brucella pueden ser resultado de diseminacidn hematogena y la siembra de los pulmones 0 por inhalacion directa de los 
microorganismos en aerosoles.”^* Las manifestaciones clmicas de la brucelosis pulmonar pueden incluir bronquitis, bronconeumonia. absceso pulmonar, 
nodulos pulmonares, linfadenopatia hiliar, neumonitis intersticial. empiema y derrames pleurales.^’^"^^ En general los pacientes presentan cefalea, malestar 
general, mialgias y tos no productiva.'^"'' Solo el 40% de los pacientes con tos tienen radiografias de torax anormales. 


Infecciones gastrointestinales y del tracto hepatobiliar 


La brucelosis gastrointestinal, hepatobiliar o hepatoesplenica ocurre como manifestacion de la infeccion sistemica aguda en mas del 70% de los pacientes 
con brucelosis. Los smtomas son dolor abdominal, nauseas, vomitos, anorexia, diarrea o estrenimiento. Las infecciones de larga data pueden conducir a una 
patologia gastrointestinal mas extensa, que incluye colitis, enterocolitis, peritonitis bacteriana espontanea, pancreatitis, colecistitis, abscesos hepatoespleni- 
cos e infartos esplenicos."^^ 274 320742.875,95711151121 La afectacion hepatica puede reflejarse solo en elevaciones de las enzimas hepaticas, pero habitualmente es 
mas extensa. sobre todo en las infecciones por B. melitensis y B. suis. Las infecciones por estas dos especies se asocian con la formacion de granulomas 
hepaticos caseificantes y microabscesos, mientras que B. abortus tiende a producir granulomas no caseificantes en el higado. El manejo de las complicacio¬ 
nes supuradas de la brucelosis hepatoesplenica cronica requiere el abordaje quirurgico y cimico combinado para obtener una respuesta clmica 6ptima.”-^^‘^ 
En el ano 2002. se describio una peritonitis por B. melitensis asociada con dialisis peritoneal ambulatoria cronica en un paciente en Turquia.*^®^ El paciente, 
que probablemente se infecto por la ingestion de queso no pasteurizado un mes antes, sufrio una recaida luego del tratamiento con doxiciclina y rifampici- 
na; se obluvo la curacion con el tratamiento antibiotico continue y la ex trace ion del cateter de Tenckhoff. 


Infecciones del aparato genitourinario 


Las brucelas pueden afectar el aparato genitourinario. habitualmente como consecuencia de infeccion sistemica, en la cual pueden producir epidimitis, pros¬ 
tatitis, orquitis y granulomas renales. Aunque la afectacion renal es bastante infrecuenle, se ha comunicado glomemlonefritis y pielonefritis. Las bru¬ 

celas producen aborto en animales infectados por la localizacion en las membranas corioamnioticas de la placenta, pero existen pocas pruebas que apoyen 
un papel para estos microorganismos en el aborto espontaneo en los seres humanos.^”^^ Sin embargo, rara vez los microorganismos pueden ser aislados del 
liquido amniotico y de tejidos placentarios de seres humanos con brucelosis.'''^' Malone y cols, describieron la infeccion materna por brucelosis que condu- 
jo a trabajo de parto prematuro, corioamnionitis, desprendimiento prematuro de placenta y parto de un lactante a la edad gestacional de 25 semanas.'"'' Se 
aislo B. abortus de la sangre materna y del liquido anmiotico. La comunicacion de un caso en 1998 detalla el primer relato de la transmisidn sexual de fi. 
abortus. 


Infecciones cardiovasculares 


La brucelosis cardiovascular es una complicacion rara. y se presenta en menos del 2% de los pacientes infectados.^'^-^"^ Es interesante destacar que la endo¬ 
carditis por brucelas es la causa principal de muerte relacionada con esta enfermedad.^-' Puede presentarse endocarditis tanto en valvulas naturales como 
protesicas; la afectacion de la valvula aortica es la mas frecuente.^-^"-"^ Las complicaciones de la endocarditis por Brucella son embolia septica, aneurismas 
micoticos, miocarditis, pericarditis y la necesidad de la interxencion quinirgica para la colocacion o el reemplazo de una valvula protesica.^-^^--'^-^^' Se ha 
comunicado tambien la infeccion por B. melitensis de un marcapasos y de los eiectrodos asociados en un esquilador de ovejas de 45 anos que se habia 
sometido a 45 dias de tratamiento para la brucelosis.^"’ En 1999, Ying y cols, describieron un caso de endocarditis por B. canis confirmada serologicamente 
que ocurrio en un hombre de 49 anos despues de que regreso de Kuwait.'"'^ 


Infecciones oculares 


Las infecciones oculares son complicaciones tardias y raras de la infeccion por brucelas e incluyen neuritis optica, uveitis, queratitis, endoftalmitis e infec¬ 
cion de las glandulas lagrimales.*^'"'^-^'^^ La neuritis optica se asocia con perdida de vision, fiebre, cefalea temporal y dolor retrobulbar. La endoftalmitis es el 
resultado de la diseminacion hematogena y se han obtenido cultivos positivos tanto del humor acuoso como del humor vitreo. 










Especies de Brucella 465 


e>Li> bacterias en el sistema reticuloendotelial. En ocasiones, 
>e p'aeden enviar otras muestras (p. ej., tejido, biopsias, LCR) 
para cullivo de pacientes en los cuales se sospecha una enfer- 
xedad complicada. 

Debido al riesgo documentado de infecciones per especies 
ie Brucella adquiridas en el laboratorio, todas las investigacio- 
rye> con muestras de las que se sospecha que las albergan y 
:t>da> las manipulaciones con cultivos de Brucella deben rea- 
iizarse en un gabinete de seguridad biologica con las precau- 
ciones recomendadas para microorganismos que requieren 
bK*>eguridad de nivel 3 (p. ej., micobacterias, Francisella tula- 
rrnM.^ , :65 412,502 1299 1300 procedimientos que pueden generar 
aerosoles (aspiracion de liquidos con jeringas, preparados con 
molinillos, sopleieado energico de pipetas, etc.) deben mante- 
nerse en un minimo. Sin duda, para cumplir con estas pautas, 
es necesaria una comunicacion cuidadosa entre el director del 
iaboratorio. los tecnicos y los medicos que asisten a los pacien- 
con presunta brucelosis. El medico debe advertir al perso¬ 
nal del laboratorio clmico cuando considera un diagnostico de 
brucelosis para que adopte las precauciones de seguridad nece- 
>arias. 

Para el aislamiento de especies de Brucella, se inoculan 
muestras de sangre y medula osea en frascos para aerobios y 
^naerobios. Debido al lento crecimiento de los microorganis¬ 
mos, los hemocultivos convencionales deben ser incubados a 
35 '’C durante 4 a 6 semanas realizando subcultivos a ciegas en 
jgar chocolate y agar sangre (vease lamina en color 9-5D). Los 
luboratorios que utilizan instrumentos para hemocultivo radio- 
meiricos o no radiometricos con monitorizacion continua sue- 
!en aislar las especies de Brucella de los hemocultivos despues 
ae 5 a 7 dias de incubacion.^^' Yagupsky evaluo la capa- 
cidad del instrumento no radiometrico BACTEC 9240 para 
detectar el crecimiento de especies de Brucella y observe que 
nc detectaban 21 (78,8%) de 27 cultivos positives mediante el 
instrumento 9240 dentro de los 7 dias; el resto se detecto 
mediante un subcultivo a ciegas despues de 2 a 3 semanas de 
incubacion.'^^^ El BACTEC 9240tambien detecto 14 de 15 cul¬ 
tivos positives para Brucella de liquidos sinoviales inoculados 
en frascos de cultivo Peds Plus; los 14 cultivos positives fueron 
detectados en 3 a 7 dias."^^^ El microorganismo tambien ha cre- 
cido con exito despues de 12 dias de incubacion utilizando el 
Sistema Septi-Chek, en el cual se fija el frasco de hemocultivos 
para aerobios con una “paleta” que contiene medios de agar 
chocolate y agar sangre y se realizan “subcultivos” invirtiendo 
el frasco de mode que el medio se lava sobre la paleta de 
agar.-^"^' Los frascos para aerobios estandares BacT/Alert, para 
aerobios reforzados BacT/Alert FAN y BacT/Alert sostienen el 
crecimiento rapido de brucelas segun lo demuestran los estu- 
dios de hemocultivos simulados.'^^*^ Tambien se ha logrado un 
rapido crecimiento de especies de Brucella en los hemocultivos 
con el metodo de lisis-centrifugacion Isolator.*^’® 

Identificacion de especies de Brucella 

Se puede realizar el diagnostico presuntivo de una posible 
especie de Brucella cuando se aisla un cocobacilo diminuto, 
que se tine poco y que crece lentamente en hemocultivos o cul¬ 
tivos de medula osea de un paciente “compatible”, es decir, 
aquel que tiene antecedentes de una posible exposicion ocupa- 
cional. un viaje a un lugar “exotico” o ingestion de carnes poco 
cocidas o de productos lacteos no pasteurizados. Las especies 
de Brucella crecen lentamente en agar sangre y agar chocolate, 
pero no en los medios de agar de MacConkey, EMB u otros 
medios “entericos”. Tambien se obtiene buen crecimiento en 


agar carbon-extracto de levadura con buffer utilizado para el 
aislamiento de especies de Legionella.^^' 

Todas las especies de Brucella son aerobias y necesitan oxi- 
geno para el crecimiento a partir de muestras clmicas. Aunque 
se puede demostrar la produccion de acidos por la degradacion 
de hidratos de carbono en ciertas condiciones. su metabolismo 
en gran parte es oxidativo. Las cepas de Brucella son tanto oxi- 
dasa como catalasa positivas; la mayoria de las brucelas redu- 
cen el nitrato a nitrito y algunas pueden reducir tambien el 
nitrito a gas. Todas las especies son indol negatives y VP nega- 
tivas. La identificacion de las especies de Brucella por metodos 
convencionales incluye el requerimiento de CO. para el creci¬ 
miento. la produccion de ureasa y H,S (utilizando tiritas de 
acetato de plomo) y la sensibilidad a los colorantes basicos fuc- 
sina, tionina y azul de tionina (cuadro 9-12). La sensibilidad a 
los colorantes no solo se utiliza para ayudar a la identificacion 
de las especies, sino en el caso de B. abortus y B. suis, tambien 
es util para determinar la biovariedad del microorganismo. B. 
abortus y B. suis son subdivididos en biovariedades sobre la 
base de diferencias bioquimicas y serologicas, mientras que las 
biovariedades (en realidad serovariedades) de B. melitensis 
estan definidas solo sobre la base de diferencias serologicas, 
dado que clasicamente son resistentes a fucsina basica, tionina 
y azul de tionina. El reconocimiento de cepas de B. melitensis 
confirmadas serologicamente que son sensibles a la tionina 
sugiere que el esquema de identificacion convencional debe ser 
modificado y que se necesitan nuevos metodos de identifica¬ 
cion menos problematicos.-®^ B. melitensis, B. suis y B. abor¬ 
tus producen ureasa; con un inoculo importante, las cepas de B. 
suis habitualmente son ureasa positivas en el medio de urea de 
Christensen dentro de los 5 minutos. La identificacion de espe¬ 
cies de Brucella tambien se ha logrado mediante coaglutina- 
cion y manchado con puntos de las colonias utilizando un anti- 
cuerpo monoclonal especifico de genero que detecta los anti- 
genos A o M de melitensis, B. abortus y B, suis.'^^'^ 

En la actualidad, las especies de Brucella no estan incluidas 
en las bases de datos de ninguno de los sistemas comerciales 
disponibles para la identificacion de microorganismos gramne- 
gativos y el uso inadvertido de estos sistemas puede retrasar el 
diagnostico y el tratamiento. Los microorganismos Brucella 
han sido diagnosticados erroneamente como Moraxella 
phenylpyrivuca mediante el sistema de identificacion no ente- 
rico API 20NE, como especies de Moraxella por el sistema 
MicroScan Negative COMBO tipo 5 (Dade-MicroScan, West 
Sacramento, CA) y como Haemophilus influenzae tipo IV por 
el panel de identificacion para Haemophilus-Neisseria (HNID) 
(Dade-MicroScan).^^ En uno de los casos, el tecnico que ino¬ 
culo una tirita de API 20NE con una cepa de B. Melitensis se 
enfermo, posteriormente, de brucelosis.^^ Algunos estudios 
preliminares de la identificacion de especies de Brucella con el 
sistema de identificacion mediante sustratos de carbono indica- 
ron que todas las especies de Brucella oxidaban 3 de los 95 
sustratos del panel y que B. melitensis, B. abortus y B. suis 
podian ser diferenciadas entre sf por la oxidacion diferencial de 
otros siete sustratos.Utilizando los resultados de siete prue- 
bas sobre el Biotipo 100 (bioMerieux, Marcy-TEtoile, 
Francia), una galeria de identificacion de sustratos de carbono 
inoculada en forma manual, Lopez-Merino y cols, pudieron 
identificar el 85,6% de 92 cepas de Brucella: la especificidad 
vario del 97,4% al 100%, segun la especie.Estos investiga- 
dores sehalaron que el Biotipo 100 debe ser inoculado en un 
gabinete de seguridad biologica. 

En 1994, Bricker y Hailing, del Departamento de 
Agricultura de los Estados Unidos, crearon una prueba de PCR 




Cuadro 9-12 

Caractensticas bioquimicas para la identiflcacion de especies de Brucella 















CRECIMIENTO 







REQl'ERirvliENTOS 
DE CO, 



FlICSINA 

BASICA 


TIONINA 

TIONINA 

AZUL 

aglutinaci6n 

serol6gica* 


ESPECIES 

BIOTIPO 

H,S 

UREASA 

20 Jig 20 Mg 40 Mg 

2 Mg^niL 

A 

M 

R 

HUESPED COMUN 

B. melitensis 

1 

- 

- 

Variable 

+ 

+ 

+ 

-f- 

- 

+ 

- 

Ovejas 


2 

- 

- 

Variable 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Ovejas 


3 

- 

- 

Variable 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Ovejas 

B. abortus 

1 

+/V 

+ 

1-2 h 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

Ganado vacuno 


2 

+/v 


1-2 h 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Ganado vacuno 


3 

+/v 


1-2 h 

+ 

+ 

+ 

+ 

-1- 

- 

- 

Ganado vacuno 


4 

+/v 


1-2 h 

+N 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Ganado vacuno 


5 

- 

- 

1-2 h 

+ 

- 

+ 


- 

+ 

- 

Ganado vacuno 


6 

- 

+/v 

1-2 h 

-1- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Ganado vacuno 


7 

- 

+ 

1-2 h 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Ganado vacuno 

B. suis 

1 

- 

+ 

0-30 min 

-/v 

+ 

+ 

-/v 

+ 

- 

- 

Cerdos 


2 

- 

- 

0-30 min 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Cerdos, caballos 


3 

- 

- 

0-30 min 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Cerdos 


4 


- 

0-30 min 

-/v 

+ 


- 

+ 

+ 

- 

Renos 


5 

- 

- 

0-30 min 

- 

+ 

+ 

ND 

- 

+ 

- 

Roedores 

B. canis 


- 

- 

0-30 min 

- 

+ 

+ 

-N 

- 

- 

+ 

Perros 

B. ovis 


+ 

- 

- 

-/v 

+ 

+ 

~ 

- 

- 

+ 

Ovejas 

B. neotomae 


- 

-1- 

0-30min 

- 

- 

- 


+ 

- 

- 

Rata de bosque 

-I-: positivo; negativo; +/v: variable, pero la mayoria de las cepas son positivas; -/v: variable, pero la mayona de las cepas son negativas; ND: no 
*A: antisuero especifico para B. abortus; M: antisuero monoespecifico para B. melitensis; R: suero antibrucelas rugosas. 

disponible. 
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que pudo identificar y diferenciar varias especies y biovarieda- 
des de Brucella, incluida B. abortus biovariedades 1, 2 y 4, las 
tres biovariedades de B. melitensis, B. suis biovariedad 1 y 
todas las biovariedades de B. ovis}’’^ Este ensayo exploto la 
existencia de una secuencia de insercion IS 77 7 (tambien deno- 
minado 186507) que es unica de las especies de Brucella y se 
encuentra en las regiones especificas de especie y especificas 
de biovariedad del cromosoma. Las especies y las biovarieda¬ 
des identificadas mediante este ensayo constituyen la mayoria 
de las observadas en los Estados Unidos, tanto en infecciones 
animales como humanas. Estos investigadores aumentaron mas 
larde su ensayo de PCR con otros cebadores para permitir la ra- 
pida discriminacion entre cepas patogenicas y las cepas de la 
vacuna para B. abortus (S19 y RB51) en ganado bovino ya va- 
cunado5^^^^® El ensayo se denomina AMOS PCR porque 
detecta Brucella “Abortus, Melitensis, Ovis y Suis”, respecti- 
\amente. Tambien se ban creado sondas geneticas especificas 
de protemas citoplasmaiicas para la diferenciacion de ciertas 
biovariedades de B. melitensis, B. suis y B. abortus. Estos enfo- 
ques moleculares son utiles para la identificacion de especies y 
biovariedades en los laboratorios diagnosticos y para objetivos 

epidemiologicos, veterinarios y taxonomic os 7^-^^^4 

Ademas del AMOS PCR, se ban desarrollado otros ensayos 
basados sobre PCR que utilizan la misma diana u otras dianas 
de amplificacion para la identificacion y la deteccion directa de 
especies de Brucella en muestras clmicas. Herman y DeRidder 
describieron una prueba de bibridacion en mancbas (dot blot) 
para la identificacion de especies de Brucella utilizando ceba¬ 
dores sinteticos y sondas para una secuencia de DNA especifi- 
ca de genero e invariable.^^^ Fox y cols, analizaron los poli- 
morfismos de amplicones luego de la amplificacion con PCR 
de la region espaciadora de DNA ribosomico 16S-23S y obser- 
\aron que, aunque los productos eran singulares del genero 
Brucella, los perfiles de interespacios de las cuatro especies 
principales eran identicos.*^^^ Casanas y otros autores desarro- 
llaron en Espana un ensayo de PCR que utilize cebadores espe- 
cificos para una region de 223 pares de bases de la secuencia 
de DNA que codifica una protema de B. abortus inmunogeni- 
ca de 31 kD.^®^ Este ensayo fue evaluado con sueros de 31 
pacientes con brucelosis y 45 controles sanos; se detecto DNA 
de brucelas en 30 de 31 pacientes y tuvo una especificidad del 
Tambien se ban desarrollado ensayos de PCR que 
utlizaron el rRNA 16S de B. abortus y el gen para una protef- 
na de membrana externa de B. abortus (omp-2) como dianas de 
amplificacion.^^^ Se describieron ensayos de PCR en tiempo 
real que utilizan cebadores derivados del sitio de insercion 
IS 77 7 especifico de genero y secuencias caracteiisticas especi¬ 
ficas de especie y de biovariedad. Estos ensayos de 30 minu- 
los que utilizan el metodo de LigbtCycler fueron evaluados con 
cepas conocidas y microorganismos aislados en campo e iden- 
tificaron a todas las biovariedades de B. abortus, B. melitensis 
\ B. suis biovariedad 1. 

Tratamiento de la brucelosis 

El tratamiento de la brucelosis bumana es un area contro¬ 
versial debido al espectro de enfermedad, la posibilidad o 
probabilidad de una infeccion cronica y el desarrollo de com- 
plicaciones^^"^^ A pesar de la sensibilidad in vitro a muebos 
ontibioticos, estos resultados no se traducen en eficacia clmica 
m en resultados en los pacientes. El tratamiento exitoso requie- 
re una antibioticoterapia prolongada, casi siempre con una 
combinacion de agentes y, en algunos casos, la intervencion 
quinirgica tambien esta indicada. La administracion de agentes 


que penetran y tienen actividad en las celulas fagociticas es un 
prerrequisito para el tratamiento. dado que las brucelas son 
patogenos intracelulares facultativos. Tradicionalmente, el tra¬ 
tamiento recomendado era tetraciclina oral durante 6 semanas 
combinada con estreptomicina o gentamicina intramuscular 
diaries durante 2-3 semanas.Tambien se recomienda para el 
tratamiento doxiciclina (un derivado de la tetraciclina con 
mayor liposolubilidad y una vida media en suero mas larga) y 
rifampicina administradas por via oral por lo menos durante 6 
semanas. El tratamiento de la brucelosis mediante monoterapia 
con alguna de las cefalosporinas mas nuevas, como ceftriaxo- 
na, ba conducido a fracases y no puede recomendarse.^-*^ En 
general, las fluoroquinolonas muestran buena actividad contra 
las especies de Brucella in vitro.Un estudio prospective y 
aleatorizado evaluo la eficacia de ciprofloxacina contra rifam¬ 
picina mas doxiciclina en el tratamiento de la brucelosis aguda. 
Despues del tratamiento durante 45 dias, cinco de los seis 
pacientes tratados con ciprofloxacina sufrieron una recaida, a 
pesar de la sensibilidad in vitro y las bajas CIM de B. 
Melitensis aisladas.'^'^'^ En un estudio turco, se compare la efi¬ 
cacia clmica de una combinacion de ofloxacina y rifampicina 
durante 6 semanas con la lograda con la combinacion doxici- 
clina-rifampicina.^ Las fluoroquinolonas y las cefalosporinas 
mas nuevas pueden mostrar mejor eficacia clmica cuando se 
utilizan combinadas con otros agentes. 

El tratamiento de la neurobrucelosis y la endocarditis requie- 
re una terapia combinada y a menudo intervenciones quiriirgi- 
cas. En la neurobrucelosis, estan contraindicados los regfmenes 
con estreptomicina porque este farmaco no alcanza concentra- 
ciones terapeuticas en el SNC. Se recomiendan las terapeuticas 
combinadas con dos o tres agentes (p. ej., doxiciclna, rifampi¬ 
cina y trimetoprim-sulfametoxazol) que penetran el SNC y son 
activos contra la cepa infectante. El tratamiento adecuado de la 
endocarditis por brucelas, al igual que la causada por otros 
agentes bacterianos, requiere la administracion de concentra- 
ciones bactericidas de antibioticos. Se ba utilizado con exito la 
combinacion de doxiciclina con rifampicina y trimetoprim-sul¬ 
fametoxazol en el tratamiento de la endocarditis por brucelas. 
Aunque algunos de estos pacientes se ban curado con quimo- 
terapia antibiotic a aislada, el mejor enfoque es la intervencion 
quirurgica (el reemplazo valvular) combinada con antibiotico- 

terapia.^2^-^^21 


Francisella tularensis 

Epldemlologia de la tularemia 

La tularemia, infeccion causada por el cocobacilo gramne- 
gativo con requerimientos nutricionales especiales Francisella 
tularensis, es una enfermedad de los animales que los seres 
bumanos adquieren por contacto con ellos.^^^ Los reser\'orios 
naturales de bacterias incluyen conejos, roedores. ardillas, ratas 
almizcleras, castores, ratones de campo, ciervos. lemmings 
(pequefios roedores del norte de Europa) y mapaches. y anima¬ 
les domesticos como vacas, ovejas, cerdos y caballos. Los cer- 
dos, caballos y las vacas son bastante resistentes a la infeccion, 
mientras que las ovejas son relativamente susceptibles. El 
microorganismo es transmitido entre los animales por garrapa- 
tas y moscas mordedoras que pican, como los tabanos. La 
transmision transovarica de R tularensis tambien ocurre en la 
garrapata, lo que proporciona una fuente renovadora del micro¬ 
organismo en el medioambiente. Las infecciones en los seres 
bumanos se adquieren principalmente por las picaduras de 
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garrapatas, tabanos y mosquitos infectados, o por el contacto 
directo con sangre u organos internos de animales infecta¬ 
dos. Entre las gan'apatas, se sabe que por lo menos 13 espe- 
cies diferentes tienen infecciones naturales por F. tularensis, y 
la garrapata del perro (Dermacentor variahilis) y la garrapata 
de la madera {Dermacentor andersoni) son las mas frecuentes 
en America del Norte. Entre los cazadores, se ban producido 
infecciones luego de quitar la piel, vestirse con sus pieles o 
ingerir animales infectados, que incluyen conejos, liebres, cas- 
tores, ratas almizcleras y ardillas. El agua contaminada tam- 
bien es una fuente importante del microorganismo en el medio- 
ambiente y ban ocurrido infecciones en seres bumanos luego 
de la ingestion de agua de pozos en los cuales se ban ballado 
esqueletos de animales infectados.La pesquisa epidemiolo- 
gica de un brote grande de tularemia durante 1999-2000 en 
Kosovo condujo basta los alimentos y el agua contaminados, y 
se identified a los roedores como la fuente del microorganis- 
Se ban producido infecciones adquiridas por transmi- 
sidn aerea luego de la inbalacidn de polvo y beno que contenia 
beces y esqueletos de roedores. Las infecciones bumanas tam- 
bien se ban adquirido por la exposicidn o las mordeduras de 
gates domesticos. En estos cases, la contaminacidn de la boca 
o las garras del gate luego de matar y alimentarse de la presa es 
el mode probable de adquisicidn del microorganismo, aunque 
los gates tambien pueden contraer infecciones sistemicas.® Se 
describid un case en el cual un cirujano veterinario contrajo 
tularemia ulceroganglionar despues de cortarse un dedo mien- 
tras realizaba una bisterectomia a una gata.'*"^^ F. tularensis es 
altamente contagioso: tan sdlo 10 a 50 microorganismos admi- 
nistrados por via intradermica o por particulas en suspensidn 
son suficientes para producir infeccidn y el microorganismo 
puede penetrar facilmente a traves de lesiones diminutas e ina- 
parentes de la piel.^^^ La tularemia tambien se ha adquirido por 
accidentes de laboratorio ocurridos durante el procesamiento 
de muestras infectadas, el aislamiento y la identificacidn del 
microorganismo, y la manipulacidn de gran cantidad de micro¬ 
organismos en circunstancias de investigacidn. 

Antes de la Segunda Guerra Mundial, la tularemia era bas- 
tante frecuente. pero la incidencia declind constantemente 
durante la decada de 1950. Aunque la enfermedad se ba comu- 
nicado en todos los Estados Unidos, la mayoria de los casos 
ocurren ahora en los estados del sur y centro-sur (Missouri, 
Arkansas, Oklahoma y Texas): durante los meses estivales o a 
mediados del invierno y corresponden a picos de enfermedad 
asociada con vectores y enfermedad asociada con caza, res¬ 
pect! vamente.^^"^ Los varones se infectan mas comunmente que 
las mujeres, lo que esta relacionado con la asociacion de la 
infeccion con ciertas ocupaciones (p. ej., granjeros, veterina- 
rios de grandes animales, cazadores, y esqui I adores y pastores 
de ovejas).'^^'^ 

Recientemente, se ban planteado cuestiones vinculadas con 
el posible uso de F. tularensis como agente de guerra biologica 
y bioterrorismo.’®^’^^^-^^^^ En los Estados Unidos, fue investiga- 
do como agente de la guerra biologica en las decadas de 1950 
y 1960, antes de concluir el programa de bioterrorismo ofensi- 
vo de ese pais, y es probable que otros pafses tambien lo hayan 
investigado.^^^ En Fuerte Detrick, se expuso a animales y a 
voluntarios bumanos tanto civiles como militares a aerosoles 
que contenian F. tularensis para determinar la infecciosidad del 
agente diseminado de esta forma y para evaluar la eficacia de 
las vacunas, los tratamientos profilacticos y los metodos tera- 
peuticos.^^^ A causa de estas investigaciones, se consiguio una 
vacuna F tularensis viva atenuada gracias al Servicio de Salud 
Publica de los Estados Unidos y la Organizacion Mundial de la 


Salud como nuevo agente experimental. La cepa viva de la 
vacuna brinda una buena proteccion contra la forma neumoni- 
ca de la tularemia y modifica los signos y los sintomas de la 
forma ulceroganglionar.**^^ Kaufmann y cols., de los CDC, 
publicaron hace poco una descripcion del mejor y el peor esce- 
nario que se plantearian si se liberaran microorganismos F. 
tularensis como una nube de aerosol como parte de un acto de 
bioterrorismo.^'^^ Si la dosis infectante en aerosol de F tularen¬ 
sis es de 50 a 100 microorganismos y se acepta una tasa de ata- 
que del 82,5%, la exposicion de 100 000 personas conduciria a 
82 500 casos de tularemia neumonica. Con una tasa de morta- 
lidad del 6,2%, se esperarian 6 188 muertes, con un impacto 
economico de entre 465 y 562 millones de dolares. 

Resena historica y taxonomia 

La tularemia fue descrita por primera vez en 1911 por 
McCoy como causa de una enfermedad similar a la peste en 
roedores durante sus investigaciones de la posible peste bubo- 
nica en la poblacion de roedores en el area de San Francisco 
luego del terremoto devastador de 1906. McCoy y Chapin ais- 
laron luego el agente causal y lo denominaron Bacterium tula- 
rense. por el condado de Tulare, California, el sitio de su labo¬ 
ratorio. Desde 1912 basta 1925, Edward Francis estuvo 
estudiando la enfermedad humana denominada “fiebre por 
tabanos” e hizo una correlacion entre esta enfermedad y la 
“enfermedad similar a la peste” descrita por McCoy en los roe¬ 
dores. Este autor investigo los modos de transmision, estudio el 
agente causal y acuno el nombre “tularemia”. Este nombre 
refleja el del condado de Tulare, donde McCoy y Chapin aisla- 
ron el microorganismo y la “bacteriemia” que ocurre como una 
manifestacion de infeccion. Por su trabajo pionero sobre el cul- 
tivo del microorganismo y los metodos para el diagnostico 
serologico, los sindromes clinicos asociados y el reconoci- 
miento de los reservorios y vectores principales, Francis reci- 
bio el Premio Nobel de 1959 en ciencia, y el nombre del micro¬ 
organismo se cambio de Bacterium tularense a Francisella 
tularensis en su honor. 

Al igual que otros microorganismos descritos en este capitu- 
lo, la ubicacion taxonomica de Francisella es incierta."*^^ Con el 
correr de los anos, ha sido clasificado provisoriamente como 
genero ^'BacteriunF y se lo incluyo con las brucelas y las pas- 
teurelas. Sin embargo, los analisis genetico, fenotipico y de la 
pared celular no ban demostrado ninguna relacion con especies 
de Brucella o de Pasteurella, o con los miembros transmitidos 
por garrapatas del genero Yersinia {Y. pestis). En consecuencia, 
se acepto a Francisella como un genero nuevo a mediados de 
la decada de 1960. El examen de las secuencias de rRNA 16S 
establecio que F tularensis pertenece a la y-subdivision de las 
proteobacterias y en la proxima edicion del Bergey's Manual 
esta incluido como unico genero en la familia propuesta 
''Fancisellaceae'^ en el orden propuesto “Triotricales”.^^'' 

F tularensis puede ser dividido en cuatro subespecies todas 
las cuales pueden producir tularemia, aunque difieren en su 
virulencia para seres bumanos y conejos.^^**^^ F tularensis 
subespecie tularensis (tambien denominado F. tularensis sub- 
especie nearctica o biovariedad tipo A) predomina en los 
Estados Unidos, pero no es tan frecuente en Europa (aunque 
recientemente se reconocio esta subespecie en Eslovaquia), se 
asocia con garrapatas y conejos, y es virulento tanto en conejos 
como en seres bumanos.^* Este biogrupo se caracteriza 
fenotfpicamente por la produccion de acido a partir de glicerol 
y porque tiene citrulina ureidasa.^*^ '*^* F tularensis subespecie 
holarctica (antes denominado F. tularensis subespecie palae- 
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arctica o biovariedad tipo b) ha sido aislado en Europa, Asia, 
Japon y los Estados Unidos, produce infecciones en roedores 
que se transmiten a traves del agua y cuyos vectores son garra- 
patas y mosquitos, tiene una virulencia intermedia en los seres 
humanos y es mmimamente virulento en los conejos.^^*^^^ La 
enfermedad debida a la subespecie holarctica puede ser mas 
frecuente en los Estados Unidos de lo que se pensaba.^298 Las 
cepas subespecie holarctica son glicerol negativas y no suelen 
producir citrulina ureidasa. Se propusieron las denominaciones 
F. tularensis subespecie mediaasiatica para las cepas aisladas 
en el foco asiatico central de la Union Sovietica y E tularensis 
biogrupo palaearctica japonica para las cepas de Japon 
un principio, los cientiTicos sovieticos clasificaron a las cuatro 
como especies separadas, pero esta sugerencia no ha sido gene- 
ralmente aceptada. Se demostro que las cepas de Asia Central 
y Japon tienen baja virulencia para los conejos (al igual que el 
biogrupo holarctica/palaearctica), pero indudablemente tienen 
una relacion mas estrecha con F. tularensis subespecie tularen¬ 
sis sobre la base del analisis de rRNA 16S.^*28 Algunos datos 
recienies que utilizaron dos elementos de secuencia de inser- 
cion para tipear las cepas por los polimorfismos de longitud de 
los fragmentos de restriccion pusieron en evidencia que las 
cepas japonesas de F. tularensis subespecie holarctica {palae¬ 
arctica) en realidad pueden representar otra subespecie .^272 

Una segunda especie de Francisella, aislada del agua en 
Utah en 1951 fue antes clasiticada como una especie de 
Pasteiirella y se le cambio el nombre por Francisella novicida 
en Algunos estudios geneticos determinaron ulte- 

riormente que F. novicida no era una especie separada, sino que 
constituia otra subespecie de F tularensis (subespecie novici¬ 
da). dado que el grado de similitud de rRNA 16S era del 
99,6%.-^^^'*^^^ F. tularensis subespecie novicida fue aislada de 
agua que contenia ratas almizcleras nuevas y de seres humanos 
en dos ocasiones. 

Una ‘‘tercera” (pero en realidad segunda) especie de 
Francisella denominada F. philomiragia incluye cepas bacte- 
nanas antes llamadas “bacterias filomiragias” que fueron 
incluidas erroneamente con las yersinias como “K philomira- 
eia".^^^ Estos microorganismos muestran una relacion genetica 
y antigenica con las subespecies de F tularensis y tienen com- 
ponentes similares de acidos grasos y ubiquinona en la pared 
celular. El analisis de rRNA 16S de estos microorganismos ha 
corroborado la diferenciacion actual del genero en dos espe¬ 
cies: F tularensis y F philorniragia^^^''^^'^ F philomiragia es 
mucho menos virulenta que F. tularensis y ha sido aislada prin- 
cipalmente en animales (p. ej., ratas almizcleras) y en el agua. 
Durante un penodo de 12 afios, se remitieron 14 aislamientos 
numanos de F philomiragia a la Rama de Bacteriologia 
Especial de los CDC, cinco de los cuales provinieron de 
pacientes con enfermedad granulomatosa cronica, cinco de in- 
di\iduos que casi se habian ahogado en agua salada, dos de 
ruentes humanas desconocidas y los casos unicos eran de un 
Diiciente con enfermedad de Hodgkin y de un pacienle con 
metaplasia mieloide.^®^ En 1997, Sicherer y cols, infor- 
maron sobre un decimoquinto pacienle con bacteriemia por F 
philomiragia que tambien tema una enfermedad granulomato¬ 
sa cronica.Estos casos han defmido el espectro clmico de F 
philomiragia como agente raro de neumonia necrosante, bacte- 
nemia y meningitis.^*^’^^^^’^^^ 

En 1997, se reconocio otra especie posible de Francisella 
skMTio un endosimbionte en tejido ovarico de garrapatas hem- 
bras Dennacentor andersoni, pero no ha sido detectada en 
garrapatas macho.^29 La relacion de este microorganismo, 
deMgnado el “simbionte de D. andersonF (DAS) y las especies 


de Francisella se basa sobre la presencia de un antigeno espe- 
cifico de la membrana y las secuencias de rRNA 16S que son 
similares a las de R tularensis. La investigacion de las bacterias 
endosimbioticas estrictas que se encuentran en Paramecium 
tetraurelia observe que uno de estos endosimbiontes, Cae- 
dibacter taeniospiralis, forma un nuevo linaje evolutive con las 
y-proteobacterias y comparte un 87% de similitud en sus 
secuencias de rRNA 16S con la familia Francisellaceae.^^ Se 
estan caracterizando mejor estos endosimbiontes. 

Virulencia de F. tularensis 

Los factores responsables de la virulencia de F tularensis no 
se conocen. El microorganismo no produce ninguna exotoxina 
identificable, pero tiene una capsula poco visible que contiene 
hidratos de carbono, protemas y lipidos. La capsula funciona 
protegiendo al microorganismo de la lisis mediada por com- 
plemento y tambien puede ser antifagociiica. La extraccion de 
la capsula por mutacion o metodos bioquimicos produce la 
abolicion de la virulencia del microorganismo y lo torna sensi¬ 
ble a la actividad bactericida del suero humano normal.‘’^7 n 
LPS del microorganismo tiene una estructura singular, induce 
menor toxicidad celular y es menos activo en el ensayo de lisa- 
do de amebocitos de Limulus para endotoxina que otras bacte¬ 
rias gramnegativas.^^29.1330 infecciones experimentales pro- 
ducidas en ratones, los microorganismos solo pueden ser aisla¬ 
das en tejidos del sistema reticuloendotelial y en los compo- 
nentes celulares de la sangre periferica.'^^* Esto puede explicar 
el aislamiento infrecuente de este microorganismo en los 
hemocultivos obtenidos mediante venopuncion. La infeccion 
natural o la inmunizacion con cepa viva de vacuna de F, tula¬ 
rensis genera una resistencia celular y humoral duradera a la 
reinfeccion, y la respuesta inmunitaria celular es el principal 
mecanismo protector. ^^62 5^ demostrado la persistencia de 
una inmunidad celular protectora con una declinacion simulta- 
nea en la inmunidad humoral en individuos que sufrieron una 
infeccion natural 25 ahos antes.^*' 

Algunos estudios realizados con mutantes de la cepa viva de 
la vacuna sugieren que el principal factor de virulencia de F 
tularensis es la capacidad para invadir y multiplicarse dentro de 
los macrofagos, hepatocitos y otras celulas del sistema reticu¬ 
loendotelial.El microorganismo es fagocitado por 
estas celulas y vive dentro de vacuolas acidificadas y ricas en 
hierro. Otras celulas asociadas con el sistema reticuloendotelial 
(p. ej., celulas natural killer (NKJ) son estimuladas para produ¬ 
cir interferon y antes de la aparicion de linfocitos T especiTicos 
de F tularensis; el interferon y estimula la produccion de oxido 
nitrico dentro de los macrofagos lo que, a su vez, inhibe el cre- 
cimiento intracelular de F. tularensis y limita su propagacion 
dentro del sistema reticuloendotelial."^^ La capacidad para indu- 
cir la produccion de oxido nitrico en los macrofagos en el 
modelo del raton es modulada por la expresion de la variacion 
de fase del LPS. Esta variacion incluye modificaciones estruc- 
turales tanto de los antigenos somaticos (O) del LPS como de 
los antigenos A lipidicos centrales. 

Despues de la infeccion cutanea de un huesped sensible, el 
microorganismo se multiplica localmente durante 3 a 7 dias y 
produce una ulcera local. Las bacterias se propagan hasta los 
ganglios linfaticos regionales y se diseminan por via linfohe- 
matogena para afectar multiples organos. Sigue una respuesta 
inflamaioria aguda inicial, con la acumulacion de neutrofilos, 
fibrina y macrofagos. Las celulas mononucleares fagocitan los 
microorganismos sin anticuerpos opsonizantes, mientras que 
las celulas polimorfonucleares no pueden hacerlo. Los linfoci- 
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tos y los macrofagos migran en los tejidos infectados, fagoci* 
tan los microorganismos y forman granulomas en multiples 
sitios (ganglios linfaticos, medula osea, bazo, higado y pulmo- 
nes). Los microorganismos se mantienen viables dentro de 
estos macrofagos por la inhibicion de la fusion fagosoma-liso- 
soma y la utilizacion de hierro de las celulas del huesped.^^® La 
inmunidad mediada por celulas aparece 7-10 dias despues de la 
infeccion y los anticuerpos aglutinantes IgM, IgG e IgA apare- 
cen durante las 2 semanas ulteriores^^^ lisis de las celu¬ 
las que albergan los microorganismos por parte de celulas 
inmunitarias efectoras en el higado y otros organos libera 
microorganismos de los compartimentos intracelulares, lo que 
les permite infectar otras celulas. Si no se trata, la supuracion 
de los ganglios linfaticos que afecta a distintos tejidos conduce 
a otras manifestaciones de enfermedad sistemica. 

Espectro cimico de la tularemia 

El espectro cimico de la tularemia depende del modo de 
adquisicion del microorganismo, la virulencia innata de la cepa 
infectante y el estado inmunitario del huesped. Despues de la 
infeccion, existe un periodo de incubacion de 2 dias a 3 sema¬ 
nas, seguido por el inicio agudo de fiebre, escalofrios, malestar 
general, cefalea, odinofagia y a veces diarrea. La temperatura 
puede aumentar y disminuir pero habitualmente se mantiene 
elevada durante 4 a 5 semanas en ausencia de tratamiento. 
Durante este periodo, se desarrolla perdida de peso, linfadeno- 
patia y enfermedad cronica. Los pacientes que estan infectados 
con cepas menos virulentas pueden tener una enfermedad leve 
que se resuelve espontaneamente, mientras aparecen otras 
infecciones multisistemicas debilitantes cronicas. 

La tularemia puede dividirse en seis sindromes principals 
delineados por el modo de adquisicion del microorganismo y, 
por lo tanto, el grado de afectacion sistemica.La tularemia 
ulcerogangiionar es la forma mas frecuente (21-85% de los 
casos). El paciente presenta una lesion cutanea ulcerada, casi 
siempre en el sitio de la mordedura de una garrapata, junto con 
linfadenopatia regional dolorosa. En los adultos que presentan 
una infeccion asociada con la mordedura de garrapata, son mas 
frecuentes la adenomegalias inguinales y cervicales, mientras 
que las adenomegalias cervicales y occipitales predominan en 
los ninos. Las linfadenopatias asociadas con animales suelen 
ser cervicales, dado que a menudo la/s lesion/es inicial/es 
esta/n en los miembros superiores. Tambien se presentan otros 
smtomas (p. ej., cefalea, fiebre, escalofrios, sudoracion, tos). 
La tularemia ganglionar (3-20% de los casos) se caracteriza 
por adenomegalias y fiebre, pero no se aprecia facilmente una 
lesion cutanea. En estos casos, la lesion puede haber cicatriza- 
do o puede ser tan inocua que pasa inadvertida. Tanto en la 
tularemia ulcerogangiionar como en la ganglionar, los ganglios 
linfaticos agrandados pueden supurar y necesitan drenaje qui- 
nirgico. La tularemia oculoganglionar (2-5% de los casos) es 
el resultado de la inoculacion del microorganismo en las con- 
juntivas a traves de la inoculacion directa con las manos conta- 
minadas o por salpicaduras o aerosoles. Esta forma clinica se 
caracteriza por conjuntivitis granulomatosa grave; perdida de 
agudeza visual; adenomegalias preauriculares, submandibula- 
res y cervicales; y manifestaciones sistemicas de fiebre y 
malestar general.La tularemia orofarmgea (2-12% de los 
casos) es la infeccion cuya lesion primaria esta en la orofarin- 
ge. Esta forma de la enfermedad es resultado de la ingestion de 
alimentos o agua contaminados. El paciente presenta cefalea 
intensa, amigdalitis bilateral y faringitis exudativa sugestiva de 
una faringitis estreptococica grave, difteria o enfermedad de 


Vincent. Aparece una linfadenitis cervical profunda, casi siem¬ 
pre en la forma de un ganglio linfatico tumefacto persistente 
aislado una semana o dos despues de la entrada del microorga- 
nismo.^^^’^^^ La tularemia tifoidea (5-30% de los casos) tiene 
un inicio subito con fiebre, escalofrios, cefalea, odinofagia, 
vomitos y dolor y sensibilidad a la palpacion abdominal. No se 
observa ninguna lesion cutanea ni linfadenopatia inicial, y es 
probable que la infeccion se adquiera por la ingestion de agua 
o alimentos contaminados.^^^ La tularemia tifoidea es la unica 
forma en la cual la diarrea es una parte sobresaliente de la pre- 
sentacion clmica. La diarrea suele ser muy liquida o acuosa y 
sin sangre, aunque se puede observar necrosis intestinal focal 
con heces sanguinolentas, sobre todo en los ninos. Se desarro¬ 
lla una enfermedad pleuropulmonar secundaria, con infiltrados 
pulmonares y derrames pleurales, en casi el 50% de los pacien¬ 
tes con tularemia tifoidea. En esta forma, los cultivos de sangre 
y esputo pueden ser positivos y la mortalidad suele ser alta. La 
tularemia neumonica (8-20% de los casos) puede ocurrir 
como complicacion de todas las otras formas de la enfermedad 
debido a la siembra del aparato respiratorio durante la bacte- 
riemia o como una entidad clmica resultante de la inhalacion de 
los microorganismos en aerosoles en suspension.Los exa- 
menes radiologicos pueden mostrar la afectacion de uno o mas 
lobulos, con derrames pleurales, infiltrados neumonicos, for- 
macion de abscesos, nodulos pulmonares y adenomegalias 
hiliares.^^3 Los smtomas son fiebre, tos con produccion mini¬ 
ma de esputo y dolor toracico pleuritico. Desde el punto de 
vista cimico, la tularemia neumonica se asemeja a la tubercu¬ 
losis; a las neumonias atipicas dcbidsis a Legionella, Chlamydia 
pneumoniae, Chlamydia psittaci, Coxiella burnetii y a la neu- 
monia micotica.*^^^ La tularemia neumonica suele ser mas grave 
en los pacientes con trastomos subyacentes, como desnutri- 
cion, alcoholismo, enfermedad renal, enfermedad granuloma¬ 
tosa cronica e infeccion por En estos individuos ocurren 

mas a menudo complicaciones como hepatoesplenomegalia, 
insuficiencia renal y rabdomiolisis. En general, la tularemia 
neumonica se observa en adultos y se asocia con ciertas ocu- 
paciones (p. ej., esquiladores de ovejas, criadores de ganado, 
trabajadores de laboratorio), actividades de granja (p. ej., tri- 
11a), siega del cesped y corte de cerdas.'^"^^ Es probable que esta 
asociacion se deba a la presencia de heces de roedores o restos 
animales infectados en el heno.^”^^ La supuracion de las adeno¬ 
megalias puede ser una complicacion tardia hasta en el 50% de 
los pacientes con linfadenopatfa.^^'^ 

Las manifestaciones de multiples tipos clmicos de tularemia 
pueden ocurrir en pacientes individuates, y se describieron 
otras complicaciones de la enfermedad. Plourde y cols, comu- 
nicaron un caso de tularemia ganglionar con algunas caracte- 
risticas de enfermedad tifoidea en un niho que habia sufrido la 
picadura de un insecto sobre el omoplato izquierdo.^®^^ Se 
observo linfadenopatia inguinal, en lugar de linfadenopatia 
cerca del sitio de picadura del insecto, y se desarrollo disten¬ 
sion abdominal y diarrea acuosa grave, ambas caracteristicas 
de la enfermedad tifoidea. Cooper y cols, comunicaron un caso 
atipico de infeccion cronica por F. tularensis de una protesis de 
rodilla en un hombre de 68 anos con enfermedad articular 
degenerativa 6 meses despues de la picadura de una garrapa- 
ta.2^‘ La meningitis es una complicacion rara de la infeccion 
por F. tularensis y solo se han comunicado cinco casos pedia- 
tricos y siete adultos en la literatura entre 1931 y 1998.*®'^^ 
Estos pacientes pueden presentar o no enfermedad no menm- 
gea (tularemia ganglionar o tularemia tifoidea). Los hallazgos 
del LCR son compatibles con meningitis bacteriana (hipoglu- 
corraquia con hiperproteinorraquia) y muestran predominio de 
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liniocitos en la tincion de Gram. En 1996, Pittman y cols, des- 
cribieron el primer caso de infeccion de una derivacion ventri- 
cii)*:»pentoneal por E tularensis en un varon de 5 anos con mie- 
itHTfemngocele.^®^^ Los signos y los smtomas estaban limitados 
#1 SNC y no hubo ninguna otra afectacion sistemica. Dos 
s?manas antes de la presentacion, el nino habia estado con unos 
iroigos que estaban despellejando un conejo. El paciente res- 
;x»ndid >atisfactoriamente a la gentamicina intratecal con reem- 
Sazo de la derivacion. LeDoux informo de un caso de una pre- 
>L;nia enfermedad del SNC por F. tularensis en un hombre de 
-d anos cuya presentacion clmica predominante fue ataxia de 
L» marcha.En 2000, Tancik y Dillaha comunicaron el primer 
publicado de endocarditis de valvula nativa por E tula- 
frnsis en un hombre de 42 anos proveniente de Arkansas.El 
r^iente respondio satisfactoriamente al tratamiento con genta- 
rriicina durante 4 semanas. La enfermedad grave tambien se 
jsocia. con compromiso del estado del huesped, como lo pone 
en e\ idencia una infeccion rapidamente mortal en un paciente 
eon neutropenia que habia recibido un trasplante de medula 
osea. 

£:s!amiento y caracteristicas de los cultivos 

Dado que este microorganismo puede penetrar a traves de 
pequehas lesiones en la piel, se considera peligroso manipular 
muesiras o cultivos de E tularensis en el laboratorio. Como 
>ucede con la brucelosis, es posible que no se sospeche tulare¬ 
mia en el momento en que el paciente consulta al medico, de 
modo que puede pasar mucho tiempo en que se manipulan 
muestras y cultivos antes de considerar este diagnostico. En los 
laboratorios que trabajan con materiales clmicos de origen 
c^jmano y animal, se recomiendan practicas, equipo de conten- 
cion e instalaciones de Bioseguridad de nivel 2, mientras que 
se necesitan practicas de Bioseguridad de nivel 3 y 
Bio>eguridad Animal de nivel 3 para los que trabajan con cul- 
ii\os vivos o realizan estudios experimentales en anima- 
ies En el laboratorio de microbologia clmica, todas las 

niueNtras y los cultivos deben ser procesados en un gabinete de 
i^eguridad biologica de clase II de rutina, se deben utilizar 
2 ^»anies durante todos los procedimientos y evitar cualquiera 
que pueda generar particulas de aerosoles. Con la amenaza 
inmmente del bioterrorismo, se deben incorporar pruebas de 
cribado para E tularensis y otros agentes de bioterrorismo en 
los procedimientos de bancos de laboratorio para permitir la 
rapida identificacion presuntiva de un microorganismo aislado 
ie modo que pueda remitirse a los laboratorios de nivel B para 
la identificacion defmitiva.’®'^'^ Las personas que sufren una 
exposicion confirmada en el laboratorio deben ser tratadas en 
forma preventiva. 

E tularensis puede aislarse de ulceras primarias, material de 
i'piracion y biopsias ganglionares, esputo, medula osea y 
biopsias titulares (p. ej., higado, bazo). Las muestras deben 
manienerse a 4-8 °C hasta su procesamiento y colocarse en un 
medio de transporte Amies con carbon o en medio de Stuart a 
lemperatura ambiente. Tambien se han aislado microorganis- 
mos de muestras de sangre periferica, habitualmente en el caso 
Je una enfermedad subyacente preexistente. Se han observado 
hemoculiivos positivos en pacientes con tularemia tifoidea, 
neumonica y orofarmgea, y en el unico caso de endocarditis 
por E ’298.1348 gp comunicaciones de casos 

que describieron la bacteriemia por E tularensis, se observe 
crecimiento del microorganismo despues de 3 a 7 dias de incu- 
racion utilizando el sistema radiometrico BACTEC. Sin 
embargo, en el unico caso de endocarditis, E tularensis crecio 


despues de 9 dias con el sistema BACTEC. E tularensis fue 
aislada despues de 12 dias de incubacion en un frasco de 
hemocultivo aerobio no radiometrico BACTEC (BACTEC 
NR6A) que fue inoculado con un volumen de 10-20 pL del 
material de aspiracion percutanea con aguja fma de un ganglio 
linfatico inguinal.Si hay sospecha clmica de tularemia, se 
deben incubar los hemocultivos en caldo antes de utilizar el 
periodo de incubacion estandar de 5 a 7 dias en muchos labo¬ 
ratorios. 

E tularensis es un cocobacilo gramnegativo pequeho y de 
tincion palida (vease lamina en color 9-4E). Desde el punto de 
vista clasico, el crecimiento del microorganismo requiere cis- 
teina, cistina u otros compuestos que contienen sulfhidrilo y el 
medio preferido para el aislamiento fue agar sangre glucosa- 
cistema. Sin embargo, crece en agar chocolate disponible en el 
comercio y agar de Thayer-Martin modificado, dado que estos 
medios que contienen hemina son complementados con un enri- 
quecedor del crecimiento (p. ej., IsoVitalex; BD Biosciences) 
que contiene cisteina, cistina y otros nutrientes necesarios para 
las bacterias con requerimientos nutricionales especiales.*^® Ai 
igual que las brucelas, es capaz de crecer en agar carbon-extrac- 
to de ievadura con buffer (BCYE), el medio utilizado para el 
aislamiento de especies de LegionellaE tularensis tambien 
ha sido aislado en una biopsia de una lesion cutanea por la tec- 
nica de centrifugacion de frasco ampolla con cultivo celular 
(shell vial), utilizando fibroblastos pulmonares embrionarios 
humanos .^28 Aunque no crece en subcultivo en medios bacte- 
riologicos, su identidad se determine mediante analisis de PCR 
del microorganismo que crecio en el frasco ampolla con culti¬ 
vo celular. 

En 1994, Bernard y cols., del Laboratorio Nacional de 
Bacteriologia de Ontario, Canada, informaron sobre siete cepas 
remitidas al laboratorio de referenda canadiense como espe¬ 
cies de Haemophilus o como bacterias gramnegativas con 
requerimientos nutricionales especiales no identificadas que 
fueron reconocidas como E tularensis. Estas cepas, que care- 
efan del requerimiento de cisteina de las cepas clasicas de E 
tularensis, fueron oxidasa y catalasa negativas, se aglutinaban 
firmemente en suero aglutinante para Francisella y no fueron 
reactivas en todas las otras pruebas fenotipicas, que incluyen 
las utlizadas para las determinaciones de biogrupos. El analisis 
de los acidos grasos celulares de estas cepas puso en evidencia 
la presencia de acidos grasos saturados e insaturados de cade- 
na larga (Cjg-C^g) y grandes cantidades de 3-hidroxi-octadeca- 
noato (30 H-Ci8.o), un acido graso que es singular de E tula¬ 
rensis. Estos acidos grasos hidroxi inusuales comprenden 
parte de la estructura del lipido A en el LPS del microorganis¬ 
mo. En consecuencia, estos microorganismos pueden ser iden- 
tificados facilmente por analisis de acidos grasos celulares uti¬ 
lizando el software del Sistema de Identificacion Microbiano 
(Microbial Identification System, MIDI) y el Sistema de 
Generacion de Bibliotecas (Library Generation System. LGS) 
(MIDI, Newark, NJ). Clarridge y cols, tambien aislaron dos 
cepas de E tularensis sin requerimientos nutricionales especia¬ 
les del hemocultivo de pacientes con neumonia.-^ Estas cepas 
crecieron tanto en agar chocolate como en agar sangre y fueron 
identificadas como E tularensis por las caracteristicas fenotipi¬ 
cas, secuenciacion de genes rRNA 16S e hibridacion de sondas 
de DNA. Estas cepas tampoco agluiinaron en antisueros 
comerciales contra E tularensis. Las cepas de E tularensis bio- 
grupo novicida y E. philomiragia no demuestran un requeri¬ 
miento de cisteina. 

E tularensis es aerobio estricto; el crecimiento es estimula- 
do por el aumento del CO 2 y puede requerir 2 a 5 dias de incu- 
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bacion a 35 °C a 37 °C antes de que las colonias scan visibles en 
medio de agar. Las colonias en agar chocolate son grises, lisas, 
mantecosas y tienen alrededor de 2 mm de diametro despues de 
3 dias de incubacion. F. tularensis subespecie tularensis crece 
mas lentamente que las otras subespecies. Las colonias de F. 
philomiragia son mas grandes, mas blancas y mucoides. En el 
cuadro 9-13 se muestran las caracteristicas de la identificacion 
presuntiva de las especies de Francisella. Los biogrupos de F 
tularensis son oxidasa negativos, debilmente catalasa positivos, 
crecen poco (o nada) en agar de MacConkey y son inertes 
desde el punto de vista bioquimico. Las cepas de F philomira¬ 
gia son oxidasa positivas. En general, la identificacion de las 
especies se confirma mediante pruebas de aglutinacion utili- 
zando antisueros policlonales de conejo especificos. Los culti- 
vos deben ser examinados en un periodo de 10 a 14 dias. 

Algunos estudios que utilizaron la inoculacion en frascos de 
hemocultivo y ratones infectados de forma experimental ini- 
cialmente sugirieron la utilidad del PCR como metodo para la 
deteccion y la identificacion de F. tularensis en muestras clini- 
cas humanas.^'^^’^^'^ '^^^ Estos ensayos pudieron detectar tanto la 
subespecie tularensis como holarctica con sensibilidades igua- 
les a 1 UFC/|iL de sangre. Con posteriori dad, se desarrollo con 
exito un ensayo de PCR multiple dirigido tanto al gen de rRNA 
16S como a un gen de lipoprotema de 17 kDa para la deteccion 
directa de F. tularensis en hisopados de lesiones de tularemia 
ulceroganglionar.^^^’'*^^ El gen de la lipoprotema se conserva 
entre las cepas de F tularensis y no muestra similitudes de 
secuencias con otras secuencias procariontes conocidas publi- 
cadas en los bancos geneticos actuales.^^ La PCR realizada en 
muestras de heridas pudo proporcionar un diagnostico rapido 
en pacientes en los que se sospechaba tularemia ulceroganglio- 
nar y tenian cultivos negativos y aiin no habian sufrido sero¬ 
conversion.En respuesta a la necesidad de herramientas 
epidemiologicas para investigar brotes de tularemia, tambien se 
han desarrollado tecnicas de PCR para detectar infeccion direc- 
tamente en animales de experimentacion y en vectores insectos 
y proporcionar metodos para la tipificacion y la discriminacion 

de las cepaS.311'39M50,S68.645.1272 

Se han creado tecnicas nuevas para la deteccion e identifica¬ 
cion rapidas de F tularensis como resultado directo de las pre- 
ocupaciones acerca de su uso en bioterrorismo y guerra biolo- 
gica. Grunow y cols, idearon un EIA estandar y un ensayo 
inmunocromatografico manual que utiliza anticuerpos mono- 
clonales contra el antigeno LPS como anticuerpo de captura 
para detectar K tularensis subespecie tularensis y F tularensis 
subespecie holarctica directamente de muestras veterinarias.^^^ 
Tambien se han desarrollado EIA con captura de antigeno que 
utilizan fluorometria de resolucion temporal para la deteccion 
de varios agentes asociados con bioterrorismo tanto en mues¬ 
tras clmicas como ambientales.^®^ Emanuel y cols, crearon un 
metodo basado en PCR fluorogenica para la deteccion de F 
tularensis en ratones infectados. Este ensayo se podia realizar 
utilizando un termociclador manual disehado para uso en el 
campo; los resultados estuvieron disponibles dentro de las 4 
horas.^^^ 

Como las cepas que pertenecen a los diferentes biogrupos de 
F tularensis son antigenicamente homogeneas, las subespecies 
se diferencian entre si sobre la base de criterios fenotipicos o 
sondas especificas de subespecies para rRNA Las cepas 

de F tularensis subespecie tularensis producen acido en los 
medios que contienen glucosa, maltosa o glicerol como fuente 
de carbono e hibridan con una sonda de oligonucleotidos para 
las secuencias de rRNA 16S especificas de la subespecie tula¬ 
rensis. Las cepas de la subespecie holarctica producen acido a 


partir de glucosa y maltosa, pero no de glicerol e hibridan con 
una sonda que es especifica para las secuencias de rRNA 16S 
de la subespecie holarctica. Tanto las cepas de la subespecie 
rnediaasiatica como las de la subespecie palaearctica japonica 
hibridan con la sonda especifica del biogrupo tularensis; sin 
embargo, las cepas de la subespecie rnediaasiatica producen 
acido a partir de glicerol (y sacarosa), mientras que la subespe¬ 
cie palaearctica japonicsi acidifica los medios que contienen 
glucosa o glicerol (vease cuadro 9-13). Los metodos serologi- 
cos pueden distinguir entre las cepas de las subespecies tula¬ 
rensis y novicida, pero no entre las cepas de las subespecies 
tularensis y holarctica. La citrulina ureidasa, enzima que se 
correlaciona con la virulencia de F. tularensis, se encuentra en 
las cepas virulentas de las subespecies tularensis, algunas 
cepas de holarctica y cepas mediaasiatica.^^^'^^'^^ La enzima no 
se encuentra en cepas tularensis atenuadas y en la mayoria de 
las cepas de la subespecie holarctica con baja virulencia. Las 
pruebas fenotipicas de estos microorganismos son problemati- 
cas, dado que las reacciones a menudo son tardias o variables. 
Se han desarrollado cebadores especificos, sondas y metodos 
de PCR que pueden distinguir F. tularensis subespecie tularen¬ 
sis de otras subespecies, incluida F tularensis subespecie 
rensis.^^^'^^ 

Diagnostico serologico de la tularemia 

Como es posible que no se considere el diagnostico de tula¬ 
remia hasta avanzado el curso clinico y como el cultivo para el 
microorganismo a menudo fracasa, la prueba serologica es el 
metodo mas frecuente para el diagnostico de esta infeccion. 
La respuesta de anticuerpos a la infeccion por F tularensis esta 
influida en cierta medida por la forma clinica de la enfermedad 
y puede afectar los resultados serologicos segiin el metodo uti- 
lizado.^^'^^ La prueba serologica convencional es la de aglutina¬ 
cion en tubo (TA), que utiliza celulas enteras destruidas con 
formalina como antigeno (BD Biosciences). En general, los 
anticuerpos de las clases IgM, IgG e IgA no aparecen hasta 2 
semanas despues de la infeccion. Se presentan simultaneamen- 
te anticuerpos de todas las clases. Un unico titulo de aglutina¬ 
cion en tubo ^160 con una enfermedad compatible o una ele- 
vacion de cuatro veces en el titulo entre las muestras de suero 
de fase aguda y de convalecencia (separadas por 14 dias) cons- 
tituye un diagnostico etiologico presuntivo. Una prueba de TA 
positiva no es util si existen antecedentes de infeccion o de 
vacunacion, ya que los anticuerpos de la clase IgM persisten 
durante ahos. La prueba de TA ha sido adaptada a un procedi- 
miento de microaglutinacion (MA) que utiliza como antigeno 
microorganismos F tularensis formalinizados y tehidos con 
safranina. Sato y cols, demostraron que la prueba de MA era 
mas sensible que la prueba TA estandar, que detectaba anti¬ 
cuerpos Sinii-F. tularensis de clase IgM 9 dias antes que la prue¬ 
ba TA.^^^® Se han desarrollado ensayos inmunoabsorbentes 
ligados a enzimas (ELISA) para la deteccion de anticuerpos 
especificos de tularemia que utilizan antigenos OMP purifica- 
dos del microorganismo que parecen evocar respuestas inmu- 
nes tempranas y fuertes que son influidas minimamente por la 
presentacion clinica. 

Tratamiento de la tularemia 

El farmaco de eleccion para el tratamiento de la tularemia es 
el aminoglucosido estreptomicina y la gentamicina es un agen- 
te alternativo.^^^'^2^ Sin embargo, se ha comunicado una recaida 
clinica despues del tratamiento con gentamicina.^^^-i®'^'^ Se han 
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Cuadro 9-13 Caracterfsdeas bioquimicas para la identilicacion de subespecies de Francisella tularensis y Francisella philomiragia 

CAR.\CTERiSTICA 

F. TULARENSIS 
SUBESPECIE 
TULARENSIS 

F. TULARENSIS 
SUBESPECIE 
HOLARTICA 

F TULARENSIS 
SUBESPECIE 
NOVICIDA 

F TULARENSIS 
SUBESPECIE 
MEDIAASIATICA 

F TULARENSIS 
SUBESPECIE 
PALEARTICA-JAPONICA 

F PHILO¬ 
MIRAGIA 

Oxidasa 

- 



- 

- 

+ 

Catalasa 







Motilidad 

- 


- 

- 

V 

- 

Crecimiento en agar de 
MacConkey 

V 

- 

V 

ND 

ND 

V 

Crecimiento, NaCl al 6,5% 

- 

- 

V 

ND 

ND 

V 

H-S en agar TSl 

- 

- 


- 

- 


L’reasa 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Reduccion de nitrato 

- 

- 


- 

- 

- 

Acido a partir de; 







Glucosa 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


Maltosa 

+ 

+ 

V 

- 

ND 


Sacarosa 

- 

- 

+ 

+ 

ND 


Glicerol 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

ND 

Recjuerimiento de 
cistema/cistina 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

Citrulina ureidasa 

+- 

-- 

+ 

+ 

- 

ND 

- -vaccion positiva; reacdon negaliva; v: reaeddn variable: +'*: reacdon positiva dehil: ; mayoria 
cepas positivas; ND\ datos no disponibles; TSl. triple azucar-hierro. 

de cepas positivas, raras cepas negativas; mayoria de cepas negativas, 


•jiilizado otros regimenes, como tetraciclina y cloranfenicol, 
Dcro se asocian con tasas mas alias de recaidas, especificamen- 
•.c S! administran al comienzo de la evolucion clmica. La res- 
puesta clmica inicial al tratamiento con tetraciclinas es espec- 
*^'ular (los pacientes tienen una rapida y notable mejora), aun- 
las tasas de recaida son superiores al 12%, dos veces la 
oo^cnada con gentamicina.^'^^' Tambien se ha utilizado con 
el tratamiento intravenoso con eritromicina, aunque los 
in vitro sugieren que las cepas de F. tularensis no son pre- 
'.^irlemente sensibles.*^^^ Scheel y cols, observaron que 14 de 
22 cepas de Escandinavia eran resistentes a eritromicina, roxi- 
trnnucma y claritromicina in vitro. *‘"^2 Tambien se han utiliza- 
&€• meiodos Etest para demostrar resistencia a los macrolidos 
en F. tularensis .Muchas cepas son sensibles a la rifampicina 
»□ vitro, pero se han recuperado mutantes espontaneos estables 
CLNI de rifampicina > 32 pg/mL dentro de las zonas de 
mhibicion por la rifampicina de las cepas sensibles. 

Aunque algunos estudios in vitro que utilizaron metodos de 
Jiiucion en caldo han comunicado CIM bajas para los |3-lacta- 
cuando fueron evaluados contra F tularensis, otros estu- 
que utilizaron dilucion en agar han llegado a la conclusion 
je que el microorganismo es resistente a los esos antibioti¬ 
cs.' ’ En un estudio de 22 cepas animales y humanas de F 
r^l^rensis que utilize el metodo de dilucion en agar con agar 
'angre-cistema-glucosa, todas las cepas fueron resistentes no 


solo a penicilina y cefalotina, sino tambien a cefuroxima, cef- 
tazidima, aztreonam, imipenem y meropenem, con una CIM > 
32 pg/mL para todos los agentes.^^'^^ Ikaheimo y cols, utlizaron 
tiritas de Etest en placas de agar cistema-infusion de corazon 
para evaluar 20 cepas humanas y 18 de animales muertos.^^^ 
Todas fueron sensibles a los agentes utilizados para el trata¬ 
miento (estreptomicinas, tetraciclina), pero resistentes a los 
P-lactamicos y los penemicos, incluidos ceftriaxona, ceftazidi- 
ma, cefpiroma, imipenem, meropenem y piperacilina-tazobac- 
tam. La experiencia clmica con el uso de algunas cefalospori- 
nas de tercera generacion para la tularemia indica que no son 
eficaces. Cross y Jacobs informaron sobre ocho casos de fraca- 
sos documentados con el uso ambulatorio de ceftriaxona en el 
tratamiento de la tularemia.^^' Aun cuando las CIM de ceftazi- 
dima son mas bajas para F tularensis que las de ceftriaxona. no 
existe ninguna prueba como para sugerir que este farmaco seria 
igualmente util.^"^^ 

Las cepas de F tularensis son sensibles a las fluoroquinolo- 
nas in vitro y muchos datos clmicos apoyan la utilidad de estos 
agentes para el tratamiento.^"^^^^ Se ha demostrado in 

vitro sensibilidad a varias fluoroquinolonas utilizando dilucion 
en agar y metodos Etest en medios suplementados con sangre 
y cistema y enriquecidos.^*^ Syrjala y cols, informaron 
sobre tres pacientes con tularemia neumonica y uno con tula¬ 
remia ulceroganglionar que fueron tratados con exito con ci- 
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profloxacina; otro paciente con tularemia ulceroganglionar res- 
pondio al tratamiento con norfloxacina.^^"^ Scheel y cols, trata- 
ron con exito una recaida de tularemia ulceroganglionar con 
ciprofloxacina despues de que el paciente habia completado 
una serie de 10 dias de amoxicilina y una serie de 3 semanas de 
doxiciclina.'^"^^ Limaye y Hooper revisaron recientemente 10 
casos de tularemia, que incluian las formas ulceroganglionar, 
neumonica y tifoidea, que fueron tratados con ciprofloxacina o 
levofloxacina y observaron resultados favorables sin recaidas 
en todos los casos.Se observe que una serie de 14 dias de 
ciprofloxacina oral era eficaz para el tratamiento de 12 pacien- 
tes pediatricos con infeccion ulceroganglionar; el cultivo de las 
lesiones fue exitoso en siete pacientes y todas las cepas tuvie- 
ron una CIM de ciprofloxacina de 0,03 pg/mL.^^ 

En general, las cepas de F. philomiragia son sensibles a los 
aminoglucosidos, las fluoroquinolonas y la tetraciclina, y tie- 
nen una sensibilidad variable a amoxicilina-clavulanato, rifam- 
picina y eritromicina. La mayoria producen enzimas P-lacta- 
masas y son resistentes a la ampicilna y algunas pueden ser 
resistentes a cefazolina, cefotaxima y trimetoprim-sulfameto- 

XaZOl.5«5 1155.1175 


Especies de Bartonella 

Taxonomia y epidemiologia de las especies de Bartonella 

En la edicion de 1984 del Manual de Sergey de Bacteriolo- 
gia Sistemdtica, el orden Rickettsiales incluyo tres familias: Ri- 
ckettsiaceae, Bartonellaceae y Anaplasmataceae,^^'^^ Las 
Rickettsiaceae incluyeron tres generos: Rickettsia, Coxiella y 
Rochalimaea}'^^'^ Axxnc^nt las rickettsias y las coxielas no pudie- 
ron ser cultivadas fuera de celulas huespedes especiTicas, los 
miembros del genero Rochalimaeae tenian forma de bacilo que 
podian ser aislados en medios sin celulas. La familia Barto¬ 
nellaceae incluia dos generos: Bartonella y Grahaniella}'^^'^ 
Los miembros del genero Bartonella podian infectar a los seres 
humanos y caracterfsticamente proliferaban en estrecha asocia- 
cion con las superficies de los eritrocitos de los vertebrados, 
mientras que los del genero Grahamella proliferaban dentro de 
los eritrocitos de vertebrados no humanos. Hasta 1984 se habia 
descrito solo una especie de Bartonella {B. bacilliformis). dos 
especies de Grahamella (G. talpae y G. peromysci) y dos espe¬ 
cies de Rochalimaea {R. qiiintana y R. vinsonii). Historica- 
mente, R. qiiintana produce fiebre de las trincheras en seres 
humanos y R. vinsonii solo ha sido aislado de ratones de campo 
que viven en Grosse Isle, Quebec, Canada. 

A comienzos de la decada de 1990, se describieron varias 
entidades clinicas inusuales -sobre todo angiomatosis bacilar y 
peliosis hepatica- en pacientes con infeccion por HIV. Los 
microorganismos que se tenian con la tincion argentica de 
Warthin-Starry podian observarse en biopsias recortadas de 
estas lesiones cutaneas y viscerales atipicas. pero era extrema- 
damente dificil aislarlos en cultivo. Por ultimo, fueron aislados 
en medios de agar recien preparados o en cultivos celulares 
despues de una incubacion prolongada y caracterizados 
mediante tecnicas moleculares y geneticas. Se observe que 
estas bacterias con requerimientos nutricionales especiales 
eran miembros del genero Rochalimaea e incluian a R. quinta- 
na, el agente etiologico clasico de la fiebre de las trincheras, y 
una especie nueva que recibio el nombre R. henselae. En 
1993, algunos estudios taxonomicos de Brenner y cols, confir- 
maron que las especies de Rochalimaeae estaban mas estre- 
chamente relacionadas con Bartonella bacilliformis y apoya- 
ron la unificacion de Rochalimaea y Bartonella.^^^ En conse- 


cuencia, todos los miembros del genero Rochalimaeae fueron 
transferidos al genero Bartonella como Bartonella qiiintana, 
Bartonella vinsonii, Bartonella henselae y Bartonella eliza- 
bethae, 

En 1995, se describieron tres especies nuevas de Grahamella 
junto con analisis de rRNA 16S y comparaciones con las espe¬ 
cies de Grahamella y Bartonella existentes. Sobre la base de 
criterios geneticos y fenotipicos, Birtles y cols., del 
Laboratorio de Salud Piiblica Central, en Londres, propusieron 
unificar tambien el genero Grahamella con el genero Barto¬ 
nella, y este ultimo nombre asumio precedencia en la nomen- 
clatura.^^^ Esta unificacion condujo a otras cinco especies de 
Bartonella halladas en los roedores: B. talpae, B. peromysci, B. 
grahamii, B. taylorii y B. doshiae.^^^ Los analisis geneticos 
mediante tecnicas de secuenciacion de rRNA 16S e hibridacion 
de DNA confirmaron que Bartonella es el unico genero en la 
familia Bartonellaceae. Esta familia reside en el orden pro- 
puesto “Rhizobiales”, que esta en el subgrupo de la clase 
Proteobacteria.^^^'^^^ Los familiares cercanos son Afilia, 
Brucella y Agrobacterium tiimefaciens. 

El descubrimiento de B. henselae y B. quintana como pato- 
genos humanos oportunistas, la evidencia para B. henselae 
como agente causal de la enfermedad por arahazo de gato y la 
probabilidad de una transmision a traves de vectores de estas 
bacterias tanto entre animales como entre seres humanos han 
conducido a estudios extensos sobre la epidemiologia de estos 
microorganismos y sus papeles como patogenos humanos y 
veterinarios emergentes. Utilizando los enfoques convenciona- 
les de cultivo y serologicos, y tecnicas moleculares y geneticas 
nuevas, se han descubierto y descrito varias especies de 
Bartonella nuevas durante los ultimos anos. En 1993, se recu- 
pero una cepa ilnica apodada B. elizabethae de un paciente con 
endocarditis."^^ En 1996, Drancourt y cols, identificaron un 
segundo genotipo entre cepas de B. henselae involucradas en la 
enfermedad del arahazo de gato y la endocarditis, y se propuso 
dividir a B. henselae en dos genogrupos y serogrupos: B. hen¬ 
selae Houston, 16 S tipo ly B. henselae Marsella, 16S tipo II 
-sobre la base de secuencias de rDNA 16S y examenes qui- 
miotaxonomicos de protemas celulares mediante SDS- 
PAGE.^^^^^^ En 1995, Clarridge y cols, publicaron en Houston 
una descripcion de su enfoque de laboratorio para el diagnosti- 
co de la enfermedad del arahazo de gato e incluyeron presenta- 
ciones de casos de dos pacientes con esta afeccion.^^^ Aunque 
se aislo B. henselae en ambos pacientes, se hallo una especie 
de Bartonella diferente en un gatito que pertenecia a uno de 
ellos. En 1996, esta cepa recibio el nombre de B. clarridgeiae 
en honor del doctor Jill Clarridge, y en 1997 Kordick y cols, 
describieron el primer caso de enfermedad del arahazo de gato 
causado por B. clarridgeiae. Durante una encuesta para 
determinar la prevalencia de B. henselae en gatos en el area de 
la Bahia de San Francisco, se aislo otra especie nueva de 
Bartonella de dos gatos.^^^ Estas dos cepas tenian una relacion 
entre si del 97-100% mediante secuenciacion de DNA, pero 
una relacion de solo 68-92% con la cepa tipo (Houston-1) y las 
otras cepas clinicas de B. henselae. Esta especie nueva fue 
denominada B. koehlerae. En el aho 2000, se aislo una cuarta 
especie asociada con los gatos (“5. weissiF) de felinos en Utah 
e Illinois; este microorganismo era identico a otras especies 
-'B. bovis"- halladas en el ganado vacuno en Carolina del 
Norte.* 

Algunos estudios llevados a cabo en los ultimos 10 a 15 anos 
han establecido que las especies de Bartonella constituyen un 
grupo singular de bacterias hallado en una amplia variedad de 
animales salvajes y domesticos. Estos animales pueden ser 
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j.>iniomaiicos o desarrollar una enfermedad importante, que 
me!Live una bacteriemia cronica. Los animales infectados sir- 
len como reserv orios y fuentes potenciales de otras infecciones 
animales o humanas.*^^ En 1995, los investigadores del College 
\ eierinan Medicine de la North Carolina State University 
ie>cnbieron una especie nueva de Bartonella como causa de 
endocarditis canina. La caracterizacion fenotipica y genotipi- 
ea de e>te agente confirmo esta relacion con el "‘agente del ra- 
C'r. de campo”, B. vinsonii, y este microorganismo recibio el 
"•:mbre de B. vinsonii subespecie A1 parecer, 

'^nespecie representa una causa antes no reconocida de 
-mr.:.Tuas cardiacas, endocarditis, miocarditis, smeope y muer- 
le '"-biu en los perrosd^^ En el ano 2000, B. vinsonii subespe- 
w-e rerkhoffii fue detectado mediante analisis de PCR de tejido 
ular como causa de endocarditis Humana en un hombre de 
35 ahos. que tambien tenia contacto con varios animales, 
seiaido un perrod*®^ En 1999, se aislo otra subespecie de B. 
i designada B. vinsonii subespecie arupensis, de hemo- 

de un ranchero ganadero en Wyoming que presentaba 
enfermedad aguda con un componente neurologico impor- 
:an?e Este microorganismo se encuentra estrechamente 
reraoionado con B. vinsonii subespecie herkhoffii y con B. vin- 
subespecie vinsonii y con cepas de ratones con infeccion 

La vigilancia serologica y los estudios de hemocultivo entre 
T^TUteros pequehos, rumiantes y otros miembros de la vida 
>aL.-iie han conducido a descripciones de varias especies de 
Bsr*^eila nuevas. Durante los controles epidemiologicos lle- 
a cabo para determinar los reservorios potenciales de 
especies de Bartonella en mamiferos salvajes, otra especie 
a. denominada B. alsatica. fue aislada en hemocultivos de 
.»:vneios >ahajes {Oryctolagiis cimiciilus) de la region de Alsa- 
de Francia cerca del rio Rin.^*^^ Las nuevas especies B. sho- 
t f^r^ hii. B. bovis, B. capreoli y B. birtlesii han sido aisladas en 
ferrxcultivos de corzas, de vacas lecheras, renos y mamiferos 
;c-auehos, respectivamenteJ^^-^-®-^®^ El aislamiento de bartone- 
ie roedores y otros mamiferos salvajes ha conducido a bus- 
esias bacterias en las poblaciones de garrapatas. Entre los 
c\:r^jios de DNA de 109 garrapatas Ixodes ricinos recogidas 
je -A>rzas en Holanda, el 70% contenia secuencias del gen de 
rRNA 16S para Bartonella o especies estrechamente relaciona- 
±is con Bart one lla.^^^^ Tambien se han detectado secuencias 
gerieiicas de Bartonella en extractos preparados de garrapa- 
luxles y Dennacentor recogidas de seis condados de 

C^*iromia.-*-^22 

Lc infeccion por Bartonella es amplia y altamente prevalen- 
:e en ias poblaciones de roedores en diferentes localidades. La 
i>pecie recientemente descrita B. tribocorum fue aislada en la 
de dos ratas salvajes {Rattus norvegicus) que tambien 
5jeron atrapadas en la region de Alsacia de Francia.^^® En un 
escudio de campo de siete especies de roedores de 12 regiones 
ceograficas en el sudeste de los Estados Unidos se observaron 
especies de Bartonella en los hemocultivos del 42,2% de 279 
r->edores evaluados.^^** Estas cepas representaban 14 variantes 
renotipicas que se agrupaban en siete grupos filogeneticos, 
:uairo de los cuales contenian las especies de Bartonella des- 
enus antes. Se aislaron especies de Bartonella de la sangre del 
iv.3 f de 325 Rattus norvegicus y del 11,8% de 92 Rattus rat- 
■JTi de 13 areas de los Estados Unidos y Portugal.^^’ Los anali- 
VI* gcneticos de los microorganismos aislados en ratas de Peru 
> en ratas {R. norvegicus) de Louisiana y Maryland mostraron 
vcJLiencias geneticas identicas a las de B. elizabethae. que ha 
>:do aislado en cultivo en un solo caso de endocarditis huma- 
~*a - ’ Ellis y cols, sugirieron que las especies de Rattus, y tal 


vez otros roedores, constituyen el reservorio para B. elizabet- 
hae y que la presencia de anticuerpos contra B. elizabethae 
entre adictos a drogas intravenosas de las ciudades del interior 
reflejaba la infeccion por esta especie de Bartonella y otras 
relacionadas.^^^ En un estudio de 200 sueros de “personas de 
la calle” que utilizaban un centro clmico gratuito en el centro 
de Los Angeles, la seroprevalencia de anticuerpos contra B. eli¬ 
zabethae, B. quintana y B. henselae fue del 13.6%, el 12,5% y 
el 9,5%, respectivamente.’^^' 

Tambien se han aislado bartonelas en rumiantes salvajes y 
domesticos de vida libre y en especies de caninos salvajes y do- 
mesticos en los Estados Unidos. Chang y cols, aislaron espe¬ 
cies de Bartonella del 49% de 128 reces de ganado vacuno en 
California y Oklahoma, del 90% de 42 ciervos mula en 
California y del 15% de 100 alces de California y Oregon.--® 
Los estudios seroepidemiologicos de la infeccion por B. vinso¬ 
nii subespecie berkhoffii en 869 coyotes que habitaban tanto en 
las regiones costeras como interiores de toda California duran¬ 
te 1994 a 1998 encontraron prevalencias de anticuerpos que 
variaban entre el 51 % en las regiones centrales del estado hasta 
el 34% en las regiones del sur y el 7% en las regiones del 
norte.22^ La distribucion agrupada de seropositividad tambien 
sugirio que la infeccion por B. vinsonii subespecie berkhoffii 
era transmitida por vectores entre estos animales. Un estudio 
epidemiologico reciente se llevo a cabo entre los coyotes del 
condado de Santa Clara, California, luego del desarrollo de una 
infeccion asociada con Bartonella en un nino despues de haber 
sufrido la mordedura de un coyote. Entre 109 coyotes de la 
costa central de California, el 28% de los animales presentaba 
una bacteriemia por B. vinsonii subespecie berkhoffii y el 76% 
tenia anticuerpos especiTicos de especie.El analisis molecu¬ 
lar de secuencias del gen de la citrato sintetasa, rRNA 16S y las 
regiones espaciadoras intergenicas 16S-23S establecio que 6 de 
los 31 microorganismos aislados eran identicos a la cepa tipo 
de B. vinsonii subespecie berkhoffii aislada en un perro con 
endocarditis, mientras que los 25 restantes eran similares a las 
cepas aisladas en perros sanos. Sobre la base de estos estudios, 
es probable que los coyotes sean el principal reservorio salvaje 
de B. vinsonii subespecie berkhoffii. Siete de los 31 coyotes 
bacteriemicos tambien eran seronegativos para los anticuerpos 
contra Bartonella. 

La participacion de B. henselae y B. clarridgeiae en la enfer¬ 
medad del arahazo de gato ha conducido a investigaciones 
sobre la prevalencia y la patogenicidad de estos microorganis¬ 
mos en gatos domesticos, el reservorio para ambos microorga¬ 
nismos. Algunos estudios han investigado el aislamiento y la 
deteccion de estos microorganismos en el torrente circulatorio 
de los felinos y la seroepidemiologia. En un estudio llevado a 
cabo en San Francisco. Koehler y cols, observaron que el 41% 
de las muestras de sangre de 61 gatos vagabundos o domesti¬ 
cos tuvieron cultivos positivos para B. henselae: los cachorros 
tuvieron mayor probabilidad de ser bacteriemicos.^®^ Chomel y 
cols, tambien estudiaron 205 gatos que vivian en el norte de 
California y observaron que el 39,5% de ellos habia sufrido una 
bacteriemia por B. henselae: el 52% de estos gatos bacteriemi¬ 
cos tenian mas de 1 000 UFC de bacterias por mililitro de san¬ 
gre cultivada.^'^^ Entre estos animales, el 81% tuvo una prueba 
positiva para anticuerpos contra B. henselae y los gatos bacte¬ 
riemicos tenian titulos de anticuerpos mas altos que los no bac¬ 
teriemicos. Heller y cols, efectuaron en Francia hemocultivos 
en 94 gatos extraviados de 10 colonias de gatos y observaron 
que el 53% de los animales estaban bacteriemicos con una 
especie de Bartonella. De las 50 cepas obtenidas, 35 eran B. 
henselae o una variante de B. henselae, y 15 eran B. clarrid- 
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geiae, Gurfield y cols, realizaron un estudio epidemiologico en 
436 gates domesticos en Francia y observaron que 5 (1,1%) 
estaban infectados simultaneamente por B. henselae y B. cla- 
rridgeiae, mientras que 2 (0,5%) lo estaban por dos cepas de B. 
henselae que mostraban variaciones en la secuencia del gen de 
rRNA 16S.^^^ En un estudio de 100 gates de 89 casas en 
Freiburg, Alemania, el 13% presentaba bacteriemia por B. hen¬ 
selae o una variante de B. henselae. En un estudio de un 
perro sano y echo gates sanos (todos con pulgas) en una unica 
casa, se aislo B. clarridgeiae en un gate dos veces y B. hense¬ 
lae de un segundo gate cuatro veces en un periodo de 3 anosJ*^ 
En un periodo de 16 meses, se aislo B. vinsonii subespecie 
berkhoffii en el perro en 8 de 10 intentos de cultivo. El propie- 
tario de estos animales era seronegative a pesar de su contacto 
frecuente con ellos. 

Los estudios de seroprevalencia tambien ban documentado 
una tasa alta de infeccion por Bartonella entre los gates en 
distintas partes del mundo. Un examen de sueros de banco pro- 
venientes de 592 gates en el area de Baltimore arrojo una 
seroprevalencia de B. henselae del 14,7% y un estudio de sero¬ 
prevalencia en Suiza de 728 gates observe que el 8,3% tenia 
anticuerpos contra B, henselae, sin ninguna diferencia impor- 
tante en la seroprevalencia entre los animales enfermos y los 
sanos.^"^^’^^^ En un estudio llevado a cabo en Dinamarca se 
observo que el 45,5% de 92 gates de albergues o extraviados 
tenian anticuerpos contra B. henselae. Es interesante desta- 
car que en un estudio seroepidemiologico similar sobre preva- 
lencia de anticuerpos contra Bartonella en gates domesticos 
realizado en Suecia se observo que el 25% de 292 gates tenia 
anticuerpos contra B. elizabethae. y la maxima prevalencia 
(46%) se hallo en los que vivian en Estocolmo. Los autores 
senalaron que B. elizabethae fue el agente mas frecuente balla¬ 
de en los pacientes humanos de la misma region geografica.^^^ 

Tambien se ban buscado especies de Bartonella, sobre todo 
B. henselae, en las pulgas de los gates (Ctenocephalides felis). 
el presunto vector responsable de la transmision de las barto- 
nelas entre los gates y posiblemente a los seres humanos. En 
una encuesta de 113 gates de albergues en Holanda, el 50% era 
seropositive para especies de Bartonelkv. el 22% tambien tenia 
hemocultivos positives.Siete de 27 extractos de DNA de 
pulgas extraidas de estos gates contenian DNA de Bartonella. 
Chomel y cols, detectaron DNA de B. henselae en el 34% de 
132 pulgas extraidas de 47 gates de residencias para estos ani¬ 
males, el 89% de los cuales eran bacteriemicos por B. hense¬ 
lae. Estos investigadores tambien demostraron que las pulgas 
extraidas de gates bacteriemicos podian transmitir B. henselae 
a gates sin patogenos especificos. Sin embargo, los gatitos sin 
patogenos alojados juntos con gates bacteriemicos que no teni¬ 
an pulgas no se infectaron por B. henselae. Este microorganis- 
mo puede multiplicarse hasta cantidades elevadas en la pulga 
del gate y mantenerse viable en las heces de las pulgas al 
menos durante 3 dias.'^^ 

En los gates, la bacteriemia por B. henselae o B. clarrid¬ 
geiae suele ser asintomatica y la presencia de enfermedad 
manifiesta parece depender de la cepa. Kordick y cols, inocu- 
laron 18 gates libres de patogenos especificos con B. henselae 
o B. clarridgeiae y observaron que, a pesar de la bacteriemia 
persistente, los signos y los smtomas clmicos eran minimos.'^’^ 
Mediante PCR se pudo detectar DNA de Bartonella en sangre, 
encefalo, ganglios linfaticos, miocardio, higado y rinones de 
los animales infectados. O'Reilly y cols, inocularon nueve 
gates con una cepa de B. henselae virulenta y observaron que 
todos se volvian bacteriemicos dentro de los 14 dias despues de 
la infeccion; uno se mantuvo bacteriemico hasta 18 semanas 


despues de la infeccion.^”^* Se desarrollaron anticuerpos anti-^. 
henselae en todos los animales. En otro estudio de 19 gates 
pertenecientes a 14 pacientes con enfermedad del aranazo de 
gate, 17 tuvieron hemocultivos positives y 13 mantuvieron 
positives los cultivos para Bartonella durante los 12 meses 
siguientes.^^'^ En un estudio de tres gates con infeccion natural 
en un periodo de 2 anos se observaron bacteriemias recurrentes 
en los tres con intervales de 3 a 19 meses entre recaidas.^-'** 
Luego de episodios bacteriemicos, tambien se observaron 
aumentos en los titulos de anticuerpos especificos de B. hense¬ 
lae. Se demostro que los aislamientos de B. Henselae en mues- 
tras seriadas de sangre de los gates bacteriemicos que se con- 
trolaron tenian diferentes polimorfismos de longitud de los 
fragmentos de restriccion con el tiempo. El surgimiento de mi- 
croorganismos geneticamente distintos durante picos de bacte¬ 
riemia recurrente puede contribuir al establecimiento de infec- 
ciones persistentes en estos animales. 

Importancia cimica de las especies de Bartonella 

Las especies de Bartonella se asocian con infecciones en el 
huesped inmunodeprimido, sobre todo en los pacientes con 
infeccion por HIV-1. Las infecciones por Bartonella incluyen 
ahora varios trastornos bien descritos, entre ellos fiebre de las 
trincheras clasica y urbana, angiomatosis bacilar con afecta- 
cion cutanea o sistemica, peliosis hepatica, fiebre recurrente 
con bacteriemia, endocarditis y enfermedad del aranazo de 
gato. La especie tipo del genero Bartonella. B. bacilliformis 
produce la fiebre de Oroya, una enfermedad febril limitada 
geograficamente. Los progresos epidemiologicos en relacion 
con estos microorganismos y el aumento de publicaciones 
sobre distintas especies y sus asociaciones con animales, vec- 
tores insectos y enfermedades humanas se deben en gran parte 
a los excelentes metodos de laboratorio basados tanto en tecni- 
cas de cultivo “tradicionales” como en tecnicas moleculares 
“de avanzada”.”^^^ 


FIEBRE DE OROYA Y VERRUGA PERUANA 

Estas dos entidades clmicas son manifestaciones de la infec¬ 
cion por Bartonella bacilliformis.^^^'^^ Estas infecciones son 
geograficamente restringidas debido a los habitats limitados 
del vector principal, la mosca Lutzomyia verrucarum. Se des- 
conoce el reservorio del microorganismo, aunque los seres 
humanos con bacteriemia asintomatica pueden serlo. Se obser- 
van infecciones en los valles de los rios de la Cordillera de los 
Andes occidental, en alturas de entre 600 y 2 400 m en Peru, 
Ecuador y Colombia. Esta infeccion tambien se conoce como 
enfermedad de Carrion en honor de Daniel Carrion, un estu- 
diante de medicina peruano en el que se desarrollo la enferme¬ 
dad despues de haberse autoinoculado con material proveniente 
de una lesion infecciosa. Luego de la mordedura de un vector 
hembra infectado, los smtomas de la fiebre de Oroya aparecen 
en 3 semanas a 3 meses, aunque tambien puede ocurrir una 
infeccion asintomatica. El inicio de la enfermedad puede ser 
brusco o insidioso. El paciente puede tener anorexia, cefalea, 
malestar general y fiebre leve que dura 2-7 dias o mas. Cuando 
el inicio es brusco, el paciente puede tener fiebre, cefalea grave, 
escalofrios y alteraciones del sensorio. Se presenta anemia 
grave causada por la destruccion de los eritrocitos por los 
microorganismos. Tambien ictericia, hepatoesplenomegalia y 
adenopatias generalizadas, junto con dolor muscular y articular 
intenso.'^^^ Se desarrollan infecciones oportunistas (p. ej., sal- 
monelosis bacteriemica, sepsis por gramnegativos) o infeccio- 
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De> laienies reactivadas (p. ej., toxoplasmosis, histoplasmosis) 
en un 30^ de los pacientes causadas por el compromiso de la 
inmunidad celular. Puede haber disnea, angina de pecho y 
neijmocistosis. asi como delirio y coma. Durante esta fase, se 
p*_‘eJen aislar los microorganismos en la sangre y en realidad 
‘c :♦>' puede observar en extendidos de sangre dentro de los 
entrixritos. La infeccion aguda durante el embarazo a menudo 
r^^nduce al aborto o a la muerte materna, fetal o ambas. Sin 
mrumiento, la tasa de letalidad de la fiebre de Oroya puede ser 
de hasta un 90%, pero con tratamiento los casos fatales se 
reducen a menos del 10%. Este estadio “critico” dura de 2 a 4 
semanas, momento en el cual los microorganismos desapare- 
jen de la circulacion, la temperatura se normaliza y la anemia 
se corrige. 

Despues de la resolucion de la fiebre de Oroya, puede per- 
>isiir el dolor en los huesos, las articulaciones y los musculos 
hasta el estadio de desarrollo de la verruga. Esta etapa se carac- 
tenza por la aparicion de lesiones nodulares sobre las partes 
expuesias del cuerpo, sobre las mucosas o en los organos inter- 
nos.' Estos nodulos se desarrollan en un periodo de 1-2 meses 
> pueden persistir durante meses a ahos. Las lesiones son de 
color rojo a purpura, no son dolorosas a la palpacion si no tie- 
nen una infeccion secundaria y pueden presentarse agrupadas. 
Las “verrugas” pueden ser sesiles, similares a placas, miliares, 
nodulares. pedunculadas o confluentes.'^® En general, el dolor 
articular y la fiebre ceden despues de la aparicion de las lesio¬ 
nes cutaneas y la anemia suele faltar durante esta etapa de la 
enfermedad. En las muestras de tejidos de lesiones de verrugas, 
se puede observar B. hacilliformis con la tincion de Warthin- 
Starrx' o de Giemsa y puede ser cultivado de las lesiones cuta¬ 
neas y, en ocasiones, de la sangre y la medula osea. La fiebre 
de Oroya ha sido tratada con distintos agentes, entre ellas peni- 
cilina. tetraciclina y estreptomicina, y se considera el cloranfe- 
nicol como el de eleccion.*®^ Tambien se han obtenido buenas 
respuestas con ciprofloxacina. La estreptomicina era el preferi- 
do para el tratamiento de la enfermedad cutanea, pero la rifam- 
picina y la ciprofloxacina producen buenas respuestas clmicas 
y se pueden administrar por boca en lugar de la inyeccion intra¬ 
muscular. 

FIEBRE DE LAS TRINCHERAS “CLASICA” Y “URBANA” 

B. quintana es el agente de la fiebre de las trincheras, una 
enfermedad febril y debilitante transmitida por piojos que afec- 
to a casi un millon de personas, incluido el personal militar ale- 
man y aliado durante la Primera Guerra Mundial. Despues de 
la guerra, siguio apareciendo en Espana, Francia, Italia, partes 
de Europa del Este, norte de Africa y China. B. quintana tam¬ 
bien ha sido detectada en piojos obtenidos de regiones de Peru 
y Sudamerica, donde no se habia documentado antes la fiebre 
de las trincheras.Las pruebas serologicas indican la presen- 
cia del microorganismo en Bolivia y Mexico.^^ El microorga- 
nismo es transmitido por el piojo del cuerpo humano, 
Pediciilus humanis, que ha crecido en prevalencia en todo el 
mundo durante los ultimos 10 a 15 ahos, sobre todo en los pai- 
ses en vfas de desarrollo y en areas de gran desorden social, 
politico y economico, como la ex Union Sovietica y algunas 
regiones de Europa del Este. La bacteria infecta al piojo, que 
luego elimina heces cargadas de microorganismos que conta- 
minan la herida por mordedura. En los seres humanos, se desa- 
rrolla fiebre, malestar general, escalofrios, sudoracion profusa 
y dolor intense cervical, dorsal y de las piernas despues de un 
periodo de incubacion de 5 a 20 dias. Es caracterfstica la con- 
juntivitis, el dolor retroorbitario y el dolor de las tibias; se ha 


observado esplenomegalia y erupcion macular en algunos 
pacientes. La fiebre puede ceder rapidamente o puede durar 4 
a 5 dias. Las fiebres que duran hasta 5 dias pueden aumentar y 
disminuir repetidas veces, o la fiebre puede persistir sin ceder 
durante varias semanas. En general, la enfermedad no es grave 
y es autolimitada. Los pacientes tienen una rapida respuesta al 
tratamiento con tetraciclinas, cloranfenicol o ambos. 

La fiebre de las trincheras “urbana” es una entidad clmica 
documentada entre personas sin hogar en areas urbanas. Esta 
infeccion se asocia con fiebre, sudores noctumos, bacteriemia 
prolongada o intermitente, infestacion por piojos y titulos ele- 
vados de anticuerpos contra B. quintana. La aparicion de una 
infeccion por B. quintana entre individuos sin hogar en areas 
urbanas ha conducido a investigaciones de fiebre de las trin¬ 
cheras emergente y otras enfermedades transmitidas por piojos 
entre personas indigentes de varias ciudades.'^®’^^*'^^"^El 
papel de los piojos del cuerpo en la transmision de la fiebre de 
las trincheras urbana ha sido confirmado por varias investiga¬ 
ciones epidemiologicas y de laboratorio. En un estudio, se 
recogieron piojos de 268 personas en el Centro de 
Desinfeccion Municipal de Moscu y se sometieron a analisis 
por PCR para la deteccion de la secuencia del gen gltA (citrato 
sintasa) de B. quintana. Se detecto DNA de B. quintana en 
el 12,3% de las muestras de piojos estudiadas. Este y otros 
estudios han confirmado el papel fundamental de P. humanus 
en la epidemiologia de la fiebre reemergente del siglo xxi.^^* 

ANGIOMATOSIS BACILAR 

La angiomatosis bacilar es una infeccion bacteriana causada 
por B. henselae y B. quintana que conduce a proliferacion vas¬ 
cular difusa inusual; se observa principalmente en pacientes con 
enfermedad por HIV avanzada.^*’^^^’^'’^^^^Esta infeccion 
tambien ha sido comunicada en pacientes con inmunosupresion 
sometidos a un trasplante, en los individuos que reciben qui- 
mioterapia oncologica y en los pacientes con tratamiento pro- 
longado con corticosteroides.^'*’* Tambien se la ha diagnos- 
ticado en adultos y nihos inmunocompetentes.**^^ Los 
pacientes con SIDA que tienen angiomatosis bacilar suelen 
tener recuentos de linfocitos CD4 de menos de 200 celulas/pL 
cuando aparecen las lesiones. La enfermedad se distingue del 
sarcoma de Kaposi y otras neoplasias vasculares en que las 
lesiones comienzan como papulas pequehas que crecen gra- 
dualmente para formar nodulos rojos a purpura violaceos 
redondeados que tienen un pequeho collar epitelial.^^ Las 
lesiones de sarcoma de Kaposi suelen ser rosa claras a pardas 
o negras y son similares a placas mas que nodulares, aunque 
sobre algunas superficies corporales, las lesiones de angioma¬ 
tosis bacilar pueden desarrollarse inicialmente como placas 
induradas e hiperpigmentadas.-^ La angiomatosis bacilar y el 
sarcoma de Kaposi pueden coexistir en el mismo paciente.^2]4 
Las lesiones de la angiomatosis bacilar se desarrollan como 
lesiones separadas que crecen y coalescen para formar nodulos 
mas grandes. Inicialmente lisas, luego pueden ulcerarse y 
cubrirse de costras. Algunas se localizan mas profundamente 
en los tejidos subcutaneos (p. ej., higado, bazo), pueden afectar 
hueso y medula osea y formar grandes lesiones osteoliticas.'^®'^ 
La afectacion del hueso por la angiomatosis bacilar es casi 
siempre dolorosa, suele afectar el radio, el perone y la tibia, y 
se asocia fundamentalmente con infeccion por B. quintana.'^^^ 
Se puede observar una lesion similar a una placa celulftica eri- 
tematosa en la piel que cubre y rodea a las lesiones oseas. La 
afectacion visceral puede ocurrir como lesiones vasculares 
diseminadas o como una peliosis hepatica bacilar cuando el 
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higado esta afectado. Se han documentado lesiones de angio¬ 
matosis bacilar extracutanea en las superficies mucosas de los 
aparatos respiratorio y gastrointestinal superior e inferior, las 
conjuntivas y la orbita, el corazon, el diafragma. las vias biliares, 
los musculos, el higado, el bazo, los ganglios linfaticos, el apa- 
rato genital y el sistema nervioso central.^'’'^^‘^’'^^'^^^’^’^^^ 209.1292 
Las lesiones de la angiomatosis bacilar interna pueden volver- 
se lo suficientemente grandes como para producir compresion 
u obstruccion de organos internos, con signos y smtomas cons- 
titucionales que incluyen fiebre, anorexia, vomitos y perdida de 
peso. El diagndstico histopatologico requiere la obtencion de 
biopsias en sacabocados o escisionales para las lesiones cuta- 
neas y subcutaneas, mientras se suele utilizar la escision para 
las lesiones de asiento profundo. Ademas de la histopatologia, 
tambien se pueden enviar biopsias para cultivo y analisis por 
microscopia electronica y metodos moleculares. 

Desde el punto de vista histologico, las lesiones de la angio¬ 
matosis bacilar estan compuestas por celulas endoteliales 
cuboideas y grandes que revisten los vasos sangumeos. Estas 
celulas se extienden en la luz vascular y se asocian con agrega- 
dos de material granuloso purpurico que representan agrupa- 
mientos de bacterias.^^®* Tambien existe un infiltrado inflama- 
torio denso de neutrofilos. Las lesiones de la angiomatosis 
bacilar pueden ser diferenciadas histologicamente del sarcoma 
de Kaposi en que no existe ningiin vaso sangumeo dentado 
extrano como se observa en este trastomo y el infiltrado infla- 
matorio consiste en linfocitos, histiocitos y neutrofilos por opo- 
sicion a las celulas plasmaticas.^^^^ Cuando se tihen cortes de 
tejido biopsiado con la tincion argentica de Warthin-Starry, se 
observan grumos y masas enmarahadas de bacterias intersticia- 
les. Se ha aislado B. henselae y, en algunos casos, B. quintana 
de la sangre, las lesiones cutaneas, el hueso, los organos visce- 
rales y el encefalo de pacientes con angiomatosis baci- 
Iar707j62.i065j066,i 188.136] cstudio dc casos y controles de 

1997 de 49 pacientes con angiomatosis bacilar en San Fran¬ 
cisco, el 53% estaba infectado por B. henselae y el 47% por B. 
quintana La infeccion por B. henselae se conecto desde el 
punto de vista epidemiologico con la exposicion a gatos y pul- 
gas de gatos, mientras que la infeccion por B. quintana se aso- 
cio con bajos ingresos, falta de hogar y exposicion a piojos. 
Algunos investigadores y medicos piensan que la angiomatosis 
bacilar puede ser una manifestacion de la enfermedad del ara- 
nazo de gato peculiar del huesped inmunodeprimido.^^^-^*^'^^^ 
Algunos estudios in vitro de Bartonella han establecido que 
estos microorganismos pueden estimular la angiogenesis, el 
proceso fisiologico que conduce a la formacion de nuevos 
vasos sangumeos y afectar la migracion y la proliferacion de 
las celulas endoteliales.-^^ 

En general, la angiomatosis bacilar cutanea responde al tra- 
tamiento con eritromicina, utilizando una dosis de 500 mg cua- 
tro veces por dia.*^^^ El tratamiento antibiotico se debe conti- 
nuar por lo menos durante 6 semanas; pueden ser necesarias 
series mas largas dado que las lesiones a menudo recurren des¬ 
pues de suspendido el tratamiento. El tratamiento parenteral 
puede ser necesario para tratar las recaidas de la infeccion cuta¬ 
nea y las infecciones diseminadas. Si las lesiones de angioma¬ 
tosis bacilar estan limitadas a la piel, pueden escindirse me- 
diante cirugia. Tambien se han comunicado buenas respuestas 
clinicas a otros antibioticos, como rifampicina, tetraciclinas 
(doxiciclina, minociclina, tetraciclina), otros macrolidos 
(azitromicina, claritromicina), cloranfenicol, trimetoprim-sul- 
fametoxazol, vancomicina, nortloxacina y ciprofloxacina con 
gentamicina, pero la recaida es frecuente luego de suspendido 
el tratamiento. Los farmacos que inhiben la biosintesis de la 


pared celular (p. ej., penicilinas y cefalosporinas) no son utiles 
para el tratamiento de esta afeccion. 

PELIOSIS 

Antes de la aparicion de la epidemia de SIDA, la peliosis de 
los organos viscerales internos era rara y solo habia sido des- 
crita en pacientes con carcinoma o tuberculosis o en personas 
tratadas con esteroides anabolicos. La peliosis hepatica se 
caracteriza por la presencia de lesiones quisticas llenas de san¬ 
gre dispersas en la totalidad del parenquima del higado.Se 
ha comunicado una cantidad creciente de casos de peliosis que 
afectan el higado y el bazo (peliosis esplenica) en asociacion 
con la infeccion por La mayoria de los pacientes con 

peliosis hepatica o esplenica tambien tienen angiomatosis baci¬ 
lar y, dentro de los quistes hematicos del higado y el bazo, con- 
tienen bacterias similares a las que se ven en las biopsias de 
angiomatosis bacilar con la tincion de Warthin-Starry. La 
mayoria de los pacientes con peliosis hepatica bacilar presen- 
tan perdida de peso, dolor abdominal, nauseas intratables, ane¬ 
mia, diarrea, fiebre. hepatoesplenomegalia y linfadenopatia. 
Tambien se ha comunicado un sangrado intraperitoneal grave 
con shock hipovolemico como manifestacion inusual de la 
peliosis parenquimatosa bacilar.^*^^ En general, las enzimas 
hepaticas estan elevadas, con concentraciones de fosfatasa 
alcalina de hasta 5 a 10 veces el valor normal.Se ha comuni¬ 
cado tambien peliosis baciliar parenquimatosa de otros organos 
internos (corazon. laringe, pulmones, glandulas suprarrenales, 
cuello uterino, ovarios, glandula pineal y plexo coroideo). La 
peliosis hepatica parece estar asociada exclusivamente con la 
infeccion por B. henselae y algunos autores piensan que es otra 
manifestacion de la angiomatosis bacilar.^^^ 

FIEBRE YBACTERIEMIA 

Se describio bacteriemia por B. henselae en pacientes con 
HIV, pacientes con SIDA, receptores de trasplantes alogenicos 
inmunosuprimidos farmacologicamente y huespedes inmuno- 
competentes sin factores de riesgo conocidos para enfermeda- 
des inmunosupresoras.^'^'^^’^^*'^’*^^' En los pacientes con SIDA, se 
detecto bacteriemia por B. henselae en aquellos con angioma¬ 
tosis bacilar focal o peliosis y en los que no las tienen. Los 
pacientes inmunodeprimidos presentan fiebres recurrentes, 
perdida de peso, malestar general y fatiga; la recaida luego del 
tratamiento es frecuente. En los pacientes infectados por HIV, 
B. henselae tambien puede producir una enfermedad inflama- 
toria generalizada del sistema reticuloendotelial; se pueden 
detectar microorganismos histopatologicamente o mediante 
tecnicas moleculares en lesiones inflamatorias y necroticas del 
bazo, higado, corazon, medula osea y ganglios linfaticos.^En 
individuos inmunocompetentes y negativos para el HIV, la bac¬ 
teriemia por B. henselae presenta un inicio brusco con fiebre y 
dolor articular y muscular asociado: algunos pacientes pueden 
manifestar signos y smtomas de afectacion del SNC (cefalea, 
fotofobia y meningismo). Se ha documentado serologicamente 
a B. henselae como causa de “fiebre de origen desconocido” 
tanto en nihos como en adultos.^-**’^^^^ Estos pacientes presen¬ 
tan fiebre, anorexia, cefalea y otros smtomas inespeciTicos. 

La bacteriemia persistente por B. quintana era un sintoma 
reconocido de la fiebre de las trincheras clasica y es una mani¬ 
festacion frecuente de “fiebre de las trincheras” reemergente 
entre los que no tienen hogar y los residentes alcoholicos de 
entornos urbanos. La fiebre y la bacteriemia producidas por B. 
quintana fueron documentadas por primera vez en 10 pacien- 




Especies de Bartonella 479 


ie< sin hogar que residian en Seattle y eran negatives para anti- 
ojerpos contra el HIV pero tenian alcoholismo cronico como 
enfermedad subyacente.*^®^ Todos estos individuos se presenta- 
ron con fiebre. dos tenian esplenomegalia, dos comunicaron el 
aranazo reciente de un gate y se desarrollo una endocarditis en 
uno 'vease mas adelante).^^^^ Brouqui y cols, documentaron 
bacteriemia por B. quintana en 10 (14%) de 71 pacientes sin 
ruigar en Francia.^^^ Cinco de ellos tenian bacteriemia cronica, 
como lo demostraron los hemocultivos positives durante varias 
>emanas y 8 pacientes con bacteriemia estaban afebriles. 
Ademas. el 30% de los pacientes tenian titulos elevados de 
anheuerpos anti-R quintana y se detectaron infecciones 
recientes (bacteriemia o seroconversion) en 17 pacientes 
»2-' f t En este estudio, fue mas probable que los pacientes que 
no tenian hogar y presentaron una bacteriemia por B. quintana 
nubieran tenido exposicion a piojos, y que presentaran cefale- 
is. dolor de piernas y recuentos mas bajos de plaquetas que 
aquellos que no tenian bacteriemia ni eran seronegativos para 
anticuerpos contra B. quintana. Cabe senalar que se detec- 
id DNA de B. quintana mediante PCR en piojos de 3 de 15 
pacientes de los que se habia recogido. De estos tres pacientes, 
do> eran bacteriemicos y uno era seropositivo pero no bacte- 
nemico. Los estudios serologicos tambien demostraron una 
alta prevalencia de infecciones por Bartonella entre adictos a 
drogas intravenosas que viven en la ciudad. Comer y cols, 
comunicaron que el 37,5% de las muestras de suero recogidas 
de 630 adictos a drogas intravenosas en Baltimore reacciona- 
ren al menos con un antigeno de Bartonella {B. henselae, B. 
quintana o B. elizabethae) mediante ensayo de inmunofluores- 
cencia.-^^ 

En general, los pacientes inmunocompetentes tienen una res- 
pue^ta rapida a una serie corta (10 dias o menos) de tratamien- 
to > no sufren recaidas; en algunos casos, las infecciones se 
resuelven sin antibioticoterapia.^^^ Sin embargo, Lucey y cols, 
mtormaron sobre dos pacientes inmunocompetentes que pre- 
'Cntaron una enfermedad con recaidas y hemocultivos positi- 
• os para B. henselae. Ambos habian sido picados por garra* 
paia> antes de enfermarse. Estos dos casos fueron los primeros 
en los cuales se sugirio una transmision epidemiologica de B. 
henselae por insectos. Drancourt, Raoult y otros autores comu¬ 
nicaron dos pacientes con bacteriemia y adenopatia mediasti- 
nica cronica de los que se recupero B. quintana de los cultivos 
de Niingre y medula osea.'^^^’^^*^^ Se trataba de mujeres de edad 
.’T'.edia seronegativas para anticuerpos contra HIV, que tenian 
enrermedades subyacentes (tratamiento con corticosteroides. 
insuflciencia renal cronica que requeria hemodialisis), tuvieron 
exposicion a gatos, gatitos y pulgas de gatos y fueron tratadas 
con exito con aminoglucosidos parenterales.'^^^ Es intere- 
sante que ninguna de las pacientes tuvo una respuesta serologi- 
ca detectable contra B. quintana. 

ENDOCARDITIS 

Las especies de Bartonella y B. quintana en particular, han 
sido aisladas en varios casos de endocarditis con "cultivo nega- 
Sg comunico por primera vez una endocardi¬ 
tis- por B. quintana en 1993 en un varon homosexual de 50 anos 
infectado por HIV que tenia sudores nocturnos, perdida de 
pe^o y fatiga.’^^^ En el examen fisico, se observe insuflciencia 
renal leve, esplenomegalia, anemia y un soplo cardiaco holo- 
Ni'-tolico y el ecocardiograma puso en evidencia vegetaciones 
en las valvulas mitral y aortica. Con posterioridad, se docu- 
mento B. quintana como causa de bacteriemia en 10 pacientes 
ilcoholicos febriles y sin hogar en Seattle; en uno de ellos se 


desarrollo una endocarditis de la valvula aortica.Aun des¬ 
pues de 21 dias de tratamiento. se siguio detectando B. quintana 
en los tejidos mediante PCR. Tambien se aislo el microorga- 
nismo como causa de endocarditis en tres hombres alcoholicos 
sin hogar de Francia.^^^ Todos estos pacientes necesitaron el 
reemplazo de la valvula aortica mitral. Tambien se ha comuni- 
cado endocarditis por B. quintana en un adulto inmunodepri- 
mido.'^'^ En 1993, Hadfield y cols, describieron el primer caso 
de endocarditis causado por B. henselae en un hombre HIV 
negativo de 59 anos con antecedentes de alcoholismo y otro 
caso fue comunicado en 1995 en un hombre de 41 anos antes 
sano."*-®'^®*^ Ambos pacientes requirieron cirugia de reemplazo 
valvular. Desde entonces, se ha identificado a B. henselae 
como causa tanto de endocarditis de valvula natural como de 
valvula protesica en varios pacientes inmunocompeten- 
tes.^^2^^^-^^^ B. elizabethae fue reconocido por primera vez 
como causa de endocarditis en un hombre de 31 anos inmuno- 
competente.^^^ Esta infeccion se resolvio con el reemplazo val¬ 
vular y el tratamiento con vancomicina e imipenem. En 1996. 
Raoult y cols, informaron acerca de 21 casos nuevos de endo¬ 
carditis por Bartonella en pacientes franceses diagnosticados 
mediante tecnicas serologicas. de cultivo y moleculares.'®^^ De 
los 22 pacientes, 11 eran alcoholicos, 9 no tenian hogar, 13 pre- 
sentaban lesiones valvulares preexistentes y 4 tenian antece¬ 
dentes de exposicion a gatos. La mayoria de los pacientes pre- 
sentaban vegetaciones en las valvulas aorticas y se desarrolla- 
ron complicaciones embolicas en muchos de ellos y todos 
excepto un paciente requirieron cirugia valvular. Los microor- 
ganismos implicados fueron B. quintana (5 pacientes), B. hen¬ 
selae (4) y una especie de Bartonella indeterminada (13). Los 
ultimos 13 pacientes fueron diagnosticados mediante pruebas 
serologicas que no pudieron distinguir entre B. quintana y B. 
henselae. En este estudio, la endocarditis por B. quintana se 
asocio con pacientes sin hogar con alcoholismo cronico, sin 
dano valvular previo. mientras que la endocarditis por B. hen¬ 
selae ocurrio principalmente en pacientes con patologia valvu¬ 
lar preexistente y antecedentes de contacto con gatos. La endo¬ 
carditis por Bartonella ha sido tratada con exito con combina- 
ciones de amoxicilina y gentamicina parenteral, vancomicina 
parenteral con ofloxacina y netilmicina seguidos de ofloxacina. 
rifampicina y pristinomicina oral, y con ceftriaxona parenteral 
seguida de una serie prolongada de eritromicina 

Las especies de Bartonella tambien causan endocarditis y 
otras enfermedades cardiacas en perros. Breitschwerdt y cols, 
describieron en Carolina del Norte un caso de endocarditis que 
afectaba las valvulas aortica y mitral en una perra Labrador 
retriever de 3 anos a la que se le habian extirpado los ovarios.^^^ 
Se aislo un bacilo gramnegativo con requerimientos nutricio- 
nales especiales de la sangre del perro utilizando el metodo de 
lisis-centrifugacion. y el DNA extraido de las valvulas cardia- 
cas afectadas fue amplificado mediante tecnica de PCR y com- 
parado con otras especies de Bartonella. La hibridacion de 
DNA, la secuenciacion de rRNA 16S, el analisis de acidos gra- 
sos celulares y las pruebas de fenotipificacion del microorga- 
nismo aislado lo caracterizaron como una nueva especie de 
Bartonella que se asemejaba mas estrechamente a B. vinsonii. 
Se propuso el nombre B. vinsonii subespecie berkhojfii para 
este nuevo microorganismo.^*^ Este agente representa un nuevo 
patogeno veterinario que produce arritmias cardiacas, miocar- 
ditis y endocarditis en perros y recientemente ha sido comuni¬ 
cado como agente de endocarditis asintomatica en un ser 
humano.^^* En la actualidad, B. henselae. B. elizabethae y 
B. clarridgeiae han sido detectados mediante tecnicas molecu- 
lares en muestras de sangre de perros y recientemente se ha 
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recuperado B. clarridgeiae como causa de endocarditis en un 
boxer macho castrado que tenia un soplo cardiaco sistolico y 
estenosis grave de la valvula aortica."'*’^ Los canidos salvajes 
y domesticos pueden ser reservorios de todos estos agentes,®^^ 

ENFERMEDAD FOR ARANAZO DE GATO 

La enfermedad por aranazo de gato es una causa frecuente 
de linfadenopatia, sobre todo en ninos y adolescentes. Se pre- 
senta en todo el mundo; la mayoria de los casos ocurren entre 
septiembre y marzo; en los climas calidos, las frecuencias pico 
pueden ocunir en julio y agosto. Alrededor del 90% de los 
pacientes tienen antecedentes de exposicion a gatos y habra 
ocurrido el aranazo o la mordedura de un gato en alrededor del 
75-80% de estas personas.^^ Los gatos pequehos parecen estar 
implicados mas a menudo que los gatos adultos y la transmi- 
sion parece ser por contacto directo, dado que la enfermedad 
generalmenle sigue a la mordedura, el aranazo o la lamida de 
un gato joven. Alrededor de 3 a 10 dias despues de que ocurre 
el aranazo o la mordedura, se forma una papula eritematosa o 
piistula primaria. Estas lesiones persisten aproximadamente 
durante 2 a 3 semanas. Durante este penodo, se puede presen- 
tar fiebre leve en un tercio de los pacientes y se observa males- 
tar general y fiebre aproximadamente en el 25% de los casos.^^ 
Alrededor del 25% presenta cefaleas y dolores musculares con 
odinofagia y se puede observar tambien una erupcion debil que 
dura 1 a 2 semanas. Se desarrolla linfadenopatia regional en 
mas del 90% de los pacientes cuya localizacion depende del 
sitio de la mordedura o el aranazo del gato. Como la mayoria 
de las lesiones se encuentran en los miembros superiores, la 
adenopatia suele aparecer en la region axilar, cervical o sub¬ 
mandibular. En alrededor del 50% de los pacientes se afectan 
ganglios aislados. Es frecuente una linfadenopatia no contigua o 
generalizada y la hepatoesplenomegalia, pero puede confundirse 
con un proceso maligno (linfoma) cuando se presenta.*^* Los 
ganglios linfaticos afectados suelen mostrar granulomas esta- 
bles, microabscesos estrellados e hiperplasia folicular. A menu¬ 
do se observan grupos de microorganismos bacilares en cortes de 
biopsias de ganglios linfaticos que se tinen con la tincion de im- 
pregnacion argentica de Warthin-Starry. En general, los ganglios 
linfaticos agrandados sufren una regresion espontanea en varios 
meses, aunque hasta el 20% de los pacientes pueden mostrar lin¬ 
fadenopatia durante 12 a 24 meses. 

Si bien es infrecuente, la enfermedad por aranazo de gato 
puede tener presentaciones y complicaciones atipicas. Estas 
manifestaciones incluyen el smdrome oculoganglionar de 
Parinaud, que se presenta como un granuloma ocular o conjun- 
tivitis con linfadenopatia preauricular, osteomielitis, una masa 
epitroclear que imita un rabdomiosarcoma. y microabscesos y 
granulomas hepaticos y esplenicos.'*^*-^^*^^*--^^^^ En general, el 
smdrome oculoganglionar es el resultado del aranazo, la lami¬ 
da o la mordida de un gato sobre el parpado o en las conjunti- 
vas, aunque tambien puede ocurrir la autoinoculacion desde la 
lesion primaria en el ojo. La encefalopatia y la meningitis asep- 
tica por enfermedad por aranazo de gato son complicaciones 
raras que pueden ocurrir 1 a 6 semanas despues de que apare- 
ce la linfadenopatia regional y se caracterizan por encefalitis, 
convulsiones, mielitis y neuropatia.**^®'^'^*-^^^^ El paciente puede 
tener cefalea, alteraciones de su estado mental, convulsiones, 
conductas agresivas, entrar en coma. Tambien se ha comunica- 
do retinitis asociada con la enfermedad por aranazo de gato, 
incluido un caso de bacteriemia por B. henselae que condujo a 
una perdida visual aguda.^^^’^^^^ La enfermedad tambien puede 
producir osteomielitis multifocal en sitios que estan alejados 


del aranazo o la mordedura inicial.^28,878 manifestaciones 
pulmonares son excepcionales.^^^ 

En general, es una enfermedad autolimitada que no suele 
responder al tratamiento antibiotico dirigido. A pesar de la sen- 
sibilidad in vitro de B. henselae a muchos agentes, su uso para 
el tratamiento de la enfermedad por aranazo de gato no ha con- 
ducido a beneficios claros para el paciente. Solo los aminoglu- 
cosidos y la gentamicina en particular han resultado eficaces en 
el tratamiento de las complicaciones supuradas de esta enfer- 
medad.^^’^*’ Chia y cols, informaron sobre cuatro pacientes que 
fueron tratados con exito con una serie de 5 a 10 dias de azi- 
tromicina, incluido un paciente en el cual el tratamiento con 
doxiciclina y cefazolina habia fracasado.^^^ El tratamiento exi- 
toso con azitromicina puede estar relacionado no solo con la 
sensibilidad in vitro de las especies de Bartonella a este agen- 
te, sino tambien con la penetracion y la acumulacion intracelu- 
lar de azitromicina dentro de los neutrofilos y los macrofagos, 
que conduce a una relacion de 40:1 entre la concentracion 
intracelular y la extracelular del farmaco.^^^ La ciprotloxaci- 
na tambien ha sido utilizada con exito, otra vez presumible- 
mente debido a su acumulacion intracelular.^**”* 

Algunos estudios microbiologicos y serologicos llevados a 
cabo en los ultimos anos han establecido que B. henselae es el 
agente bacteriano responsable de la enfermedad por aranazo de 
gato. En 1988, English y cols., del Instituto de Anatomia 
Patologica de las Fuerzas Armadas (Armed Forces Institute of 
Pathology, AFIP) aislaron un microorganismo gramnegativo de 
los ganglios linfaticos de 10 pacientes con enfermedad del ara¬ 
nazo de gato."**® Una de estas cepas mas otras tres aisladas en 
los ganglios linfaticos de nihos con la enfermedad fueron 
caracterizadas mejor en los CDC y se propusieron como el 
genero nuevo Afipia (nombre por AFIP), y el nombre de la 
especie felis reflejaba su asociacion con esta enfermedad. 
Sobre la base de estos estudios, se postulo que A. felis era el 
agente causal de la afeccion. Al mismo tiempo, varios investi- 
gadores estaban examinando la etiologia de la angiomatosis 
bacilar, la peliosis y la bacteriemia en pacientes infectados por 
HIV con nuevos y poderosos metodos moleculares. Utilizando 
cebadores de oligonucleotidos altamente conservados de los 
genes 16 rRNA bacterianos, Reiman y cols, pudieron demos- 
trar y amplificar las secuencias de DNA bacteriano en tejidos 
de angiomatosis bacilar de pacientes con SI DA y mostraron 
que estas secuencias estaban genotipicamente relacionadas con 
especies de Rochalimaea, especiTicamente R (B.) quintana.^^^ 
Slater y cols, tambien recuperaron un microorganismo similar 
a Rochalimaea de hemocultivos de adultos inmunodeprimidos 
febriles que tenian secuencias geneticas rRNA 16S que eran 
similares a las descritas por el grupo de Reiman.**®"^ Esta inves- 
tigacion y otra establecieron que la especie de Rochalimaea 
recien descrita, R. (B.) henselae^ y el antiguo agente de la fie¬ 
bre de las trincheras, R. (B.) quintana, eran las causas de angio¬ 
matosis bacilar, peliosis y bacteriemia en los pacientes con 

SIDA,*057,1188 

En 1992, Regnery y cols, aislaron R. (B.) henselae en la san- 
gre de un gato asintomatico en dos ocasiones, y utilizando tec- 
nicas de anticuerpos inmunofluorescentes, el mismo grupo de 
investigacion demostro que el 88% de los pacientes con enfer¬ 
medad por aranazo de gato tenia titulos elevados de anticuer¬ 
pos contra los antigenos de R. (B.) henselae y no contra anti- 
genos de A. felis. Con posterioridad, varios grupos de 
investigacion utilizaron PCR y tecnicas similares para demos- 
trar la presencia de DNA de B. henselae y la ausencia de DNA 
de B. quintana y A. felis en material purulento de los ganglios 
linfaticos supurados de pacientes con enfermedad por aranazo 
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Utilizando las tecnicas de inmunofluorescencia, 
y cols, observaron que el 84% de 45 pacientes tenian 
,caL*cL^srpos anti-/?. (B.) henselae, comparado con el 3% de 112 
?-^enies controles. Ademas, el 81% de los gatos pertenecien- 
‘ 2 pacientes con la enfermedad tambien eran seropositivos, 
cr-mDorado con el 38% de 29 animales controles.Este estu- 
c:> ■ comunico asimismo que el riesgo era mayor para los indi- 

• que tenian gatos pequenos que para los propietarios de 
er. ' adultos. que los individuos que sufrian mordeduras o ara- 

- de gatos cachorros tenian mayor riesgo de la enfermedad 
j&c Vuuellos con heridas por gatos adultos y que el riesgo era 
>1 el gato pequeno tenia pulgas.^"^^*^ Tambien en 1993, 
LKn.iii; cols, aislaron B. henselae de los ganglios linfaticos de 
»> pacienies inmunocompetentes con enfermedad por aranazo 
j? Clio • Los bacilos observados en las biopsias de ganglios 
j-dctiicos supurados tambien fueron identificados como B. hen- 
mediante tincion inmunocitoquimica con anticuerpos anti 
B. henselae. Otros estudios ban confirmado los citados antes y, 
i-Djue no se ha caracterizado totalmente el papel de A. fells en 

• enjermedad, es muy probable que B. henselae sea la causa 
rre‘ji:*minante.*^^’^^^ En 1999, A. fells fue aislado en el sistema 
ae 'uministro de agua de un hospital frances en asociacion con 
r3cecies de amebas de vida libre, lo que llevo a los autores a 
L^grnr que los aislamientos anteriores de A. fells en ganglios 
-L'lfjTicos de pacientes afectados por la enfermedad por arana- 
do ' 2 c gato en dos ocasiones podian haberse debido a contami- 

con agua y a procedimientos de esterilizacion inefica- 
r*' ■ El papel etiologico de B. henselae en la enfermedad por 

.^anazo de gato ha sido reforzado tambien por la gran canti- 
cijj de estudios epidemiologicos sobre infeccion con B. hen- 
V- en gatos domesticos (vease la seccion sobre ‘‘Epidemio- 

• '. antes). 

En 1997. tambien se describio una segunda especie de 
B. clarridgeiae, en asociacion con un caso de 
r*:^Termedad del aranazo de gato.^^^ En este caso, la enfermedad 
^ ar^arrollo en un veterinario despues de que fuera mordido 
r- “ iin gato de 6 semanas de vida. Los hemocultivos recogidos 
oei p^ciente y las pruebas serologicas (IFA) para anticuerpos 
:* -r:ra B. henselae, B. qidntana y B. elizabethae fueron negati- 

• •r* Sin embargo, el suero del paciente mostro reactividad en 
-rTij prueba de inmunofluorescencia con una cepa de 
5^ r^nella aislada en hemocultivos obtenidos del gato. 
Tambien se obtuvo evidencia serologica de una infeccion por 
R arridgeiae en un paciente con enfermedad por aranazo de 
gjrfa que tenia smtomas inespecificos, antecedente de exposi- 

i gatos y arahazos de gatos, y un gran absceso de la pared 
►>Mwica.‘-' Aunque los cultivos del paciente se mantuvieron 
rzg jiivos. B. clarridgeiae fue aislado en la sangre de uno de los 
de su propiedad. 

ZT^AS INFECCIONES 

Desde el descubrimiento de la asociacion de especies de 
^ ^ nella con enfermedad por aranazo de gato, angiomatosis 
—-Tiar y peliosis hepatica, se han comunicado otras distintas 
"-'ifesiaciones de infeccion por B. henselae tanto en huespe- 
jc' inmunodeprimidos como inmunocompetentes. En la mayo¬ 
rs.! de estas infecciones, se documento una asociacion con 
ipequenos, lo que condujo a una mayor creencia de la 
"^ibilidad de que las manifestaciones clinicas infrecuentes de 
^ mfeccion por B. henselae representan parte de una serie con- 
> ^.aa en la presentacion clinica de la enfermedad. Estas mani- 
>e'iaciones incluyeron neurorretinitis sin el smdrome oculo- 
linglionar de Parinaud. linfadenitis unilateral y difusa aisladas. 


miocarditis grave y enfermedad neurologica asociada con 
demencia rapidamente progresiva.^-^ Meininger y cols, 

describieron el caso de un hombre sano en el cual se desarrollo 
miocarditis activa cronica debida a B. henselae que condujo a 
insuficiencia cardiaca y a la necesidad de un trasplante cardfa- 
co.^^^ La asociacion de Bartonella con demencia por SIDA fue 
dilucidada por un estudio serologico llevado a cabo en Los 
Angeles por Schwartzman y cols, en el cual se hallo que tanto 
poseer un gato como padecer deterioro neuropsicologico y 
demencia se asociaban significativamente con la presencia de 
anticuerpos IgM contra B. henselae Caniza y cols, descri¬ 
bieron un caso de una infeccion pulmonar oportunista debida a 
B. henselae en una mujer de 19 anos receptora de un trasplan¬ 
te renal.El tejido de los nodulos pulmonares de esta pacien¬ 
te fue negative en el cultivo pero contenia rRNA 16S especifi- 
co para R. henselae por PCR. Los ocho gatos domesticos que 
vivian con ella tenian hemocultivos positives para B. henselae: 
el analisis de PCR establecio que las cepas aisladas en felines 
eran identicas a las halladas en el tejido pulmonar de la pacien¬ 
te. La infeccion por B. henselae tambien ha sido responsable de 
inflamacion intraocular y retiniana, y del edema de papila que 
conduce a perdida sustancial de la agudeza visual.Golnick 
y cols, informaron de cuatro pacientes que presentaron perdida 
de vision como resultado de una inflamacion intraocular, tume- 
faccion del nervio optico y desprendimiento de retina.^®^ Los 
pacientes tenian titulos elevados contra B. henselae y respon- 
dieron al tratamiento con mejorias resultantes en la vision. 
Tambien se diagnostico neurorretinitis en un paciente con prue¬ 
bas serologicas de infeccion por B. elizabethae En un caso 
inusual, se diagnostico neurorretinitis bilateral acompanada por 
cefalea intensa y cambios conductuales en una mujer de 55 
anos con diabetes mellitus insulinodependiente e hipotiroidis- 
mo. El analisis mediante PCR del DNA extraido del liquido 
intraocular puso en evidencia la presencia de una secuencia 
genetica de rRNA 16S que mostraba una homologia del 100% 
con B. grahamlR una especie que se encuentra normalmente en 
roedores de Europa y America del Norte.La paciente, que 
era propietaria de un perro pero no tenia antecedentes de expo- 
sicion a gatos, roedores u otros animales, tambien tenia prue¬ 
bas serologicas de infeccion por B. henselae por EIA, que pro- 
bablemente se debio a una reactividad cruzada con B. graha- 
mii. La paciente respondio al tratamiento con doxiciclina y 
rifampicina oral diarias durante 4 semanas. Tambien se han 
diagnosticado infecciones infraorbitarias y retinianas por B. 
henselae mediante la deteccion de DNA en muestras introcu- 

lares.'^82.i35o 

Deteccion, aislamiento e identificacion de especies de Bartonella 
TIPOS DE MUESTRAS 

Las muestras que pueden ser remitidas para el aislamiento 
de especies de Bartonella incluyen sangre, biopsias de lesio- 
nes sospechosas de angiomatosis bacilar cutanea o sistemica, 
biopsias de ganglios linfaticos y material obtenido por aspi- 
racion. Las muestras recogidas al comienzo del cuadro clini- 
co son preferibles, sobre todo las de biopsias de ganglios lin¬ 
faticos de pacientes con sospecha de enfermedad por aranazo 
de gato. Es posible que los ganglios linfaticos supurados en 
estadio tardio no arrojen microorganismos debido a la inten¬ 
sa respuesta inmunitaria celular local.^° Las muestras titulares 
deben ser homogeneizadas y sembradas en medios de cultivo. 
Se ha comunicado que los metodos de lisis-centrifugacion 
aumentan la recuperacion de estas bacterias con requerimien- 
tos nutricionales especiales de las muestras de sangre. Tam¬ 
bien se puede remitir la sangre en tubos esteriles con litio y 
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heparina. Con las muestras de sangre heparinizadas, el con- 
gelamiento de la sangre y luego su descongelamiento a tem- 
peratura ambiente antes de la siembra directa tambien puede 
aumentar el aislamiento. Como los microorganismos produ- 
cen poco o ningun CO 2 durante el crecimiento, la deteccion 
de especies de Bartonella en sistemas de hemocultivo auto- 
maticos (p. ej., BACTEC; Bacti/Alert) puede ser problemati- 
ca. Se ha aislado el microorganismo en frascos PLUS 26 de 
resina aerobia y alto volumen BACTEC, aunque los microor¬ 
ganismos no registraron indices de crecimiento por encima 
del umbral positivo.*®^ Por lo tanto, se ha recomendado la tin- 
cion de los extendidos preparados de los frascos inoculados 
con la tincion fluorescente de naranja de acridina despues de 
8 dias de incubacion.^'^^'^'^^ 


CULTIVO 

Se pueden aislar especies de Bartonella sembrando en 
medios de agar apropiados o mediante el cocultivo en cultivo 
celular. Los metodos de cultivo celular se realizan con frascos 
para centrifugacion que contienen una monocapa de celulas 
endoteliales humanas (p. ej., Imea celular ECV 304) u otros 
tipos celulares (p. ej., celulas Vero, celulas HeLa, celulas 
Las muestras procesadas con esta tecnica 
han incluido biopsias de lesiones cutaneas y oseas de angio¬ 
matosis bacilar y sangre heparinizada. Koehler y cols, utiliza- 
ron una Imea de celulas endoteliales bovinas (celulas CPA, 
linea celular ATTC #207) para aislar tanto B. henselae como B. 
quintana de biopsias de tejidos triturados de lesiones de angio¬ 
matosis bacilar.Despues de 9 a 36 dias de incubacion, los 
sobrenadantes turbios del cultivo fueron subcultivados en 
medios de agar para su crecimiento e identificacion ulteriores. 
Drancourt y cols, utilizaron celulas ECV 304 (una Imea de 
celulas endoteliales humanas continuas) para recuperar B. 
quintana de muestras de sangre de pacientes sin hogar que pre- 
sentaban endocarditis.^*''^ Con esta tecnica, se pueden detectar 
los microorganismos en el frasco con cubierta mediante inmu- 
nofluorescencia y se los puede identificar por PCR u otras tec- 
nicas moleculares. Tambien se ha realizado una recuperacion 
con enriquecimiento en caldo de especies de Bartonella con un 
medio defmido que contiene RPMl 1640 (un medio liquido 
tipo cultivo tisular) suplementado con hemina, aminoacidos y 
piruvato.*'^^* Este medio fue utilizado para recuperar con exito 
B. henselae de sangre humana y de gatos y de las biopsias de 
ganglios linfaticos de pacientes con enfermedad por arahazo de 
gato. 

Los metodos de cultivo basados sobre agar incluyen el culti¬ 
vo en agar infusion de corazon que contiene sangre de caballo 
o de conejo al 5%. Los agares BHl suplementados con sangre, 
tripticasa de soja y Columbia y el agar chocolate enriquecido 
tambien pueden favorecer el crecimiento. Los medios recien 
preparados son esenciales para un desarrollo optimo. No exis- 
ten medios selectivos y no se deben utilizar medios que contie¬ 
nen antibioticos. Las placas inoculadas se incuban en una 
atmosfera humeda a 35 °C a 37 °C como mmimo durante 21 
dias, aunque algunas cepas de Bartonella pueden requerir hasta 
45 dias antes de que se aprecie la proliferacion.^^^ Los subcul- 
tivos obtenidos de cultivos primarios de crecimiento lento pue¬ 
den requerir 15 a 20 dias antes de obtener un buen aislamiento. 
La mayoria de las bartonelas no crecen en condiciones anaero- 
bias, a temperaturas de 25 °C o 42 ®C o en ausencia de hemina 
y CO 2 . B. hacilliforniis es excepcional, ya que esta especie se 
desarroolla mejor con temperaturas mas bajas (25-28 °C) y no 
requiere suplemento de CO 2 para el aislamiento. 


TINCION DE GRAM Y MORFOLOGIA DE LAS COLDNIAS 

En aislamiento primario, las especies de Bartonella aparecen 
inicialmente como pequehas colonias adherentes blancas que 
varian en tamano y forma. Algunas cepas de B. henselae, B. 
quintana y B. elizabethae pueden deprimir la superficie de agar 
durante su crecimiento. En forma caracteristica, las colonias de 
B. henselae son blancas, secas, adherentes, “similares a una 
colifloL', estan introducidas en el agar y son morfologicamen- 
te heterogeneas. Con multiples pasajes, las colonias se toman 
menos secas, menos adherentes, mas grandes y tienden a pro- 
liferar mas rapido. Las colonias de B. elizabethae se asemejan 
a B. henselae excepto en que se puede observar una hemolisis 
debil o parcial alrededor de las colonias que crecen en agar 
infusion de corazon con sangre de conejo al Las colo¬ 

nias de B. bacilliformis difieren de las otras especies en que son 
inicialmente pequehas, lisas y translucidas y se mantienen asi 
en un subcultivo seriado. En la tincion de Gram, los microor¬ 
ganismos Bartonella aparecen como pequehos bacilos gram¬ 
negativos pleomorfos y ligeramente curves que miden aproxi- 
madamente 1-2,5 por 0,5-0,6 pm y muestran una motilidad 
con “contracciones” cuando se realiza un montaje en solucion 
salina. 


METDDDS DE IDENTIFICACION 

En general, las especies de Bartonella son bioquimicamente 
inertes y no reactivas en las pruebas de identificacion de rutina, 
entre ellas, las pruebas de oxidasa, catalasa, indol, ureasa, des- 
carboxilasa y reduccion de nitrato. Existen varies metodos pre- 
suntivos y definitives para la identificacion de especies de 
Bartonella, entre ellos, metodos fenotipicos, metodos quimio- 
taxonomicos que utilizan analisis de acidos grasos y tecnicas 
moleculares (p. ej., PCR, secuenciacion de acidos nucleicos). 
Se han evaluado anticuerpos monoclonales especiTicos de 
especies para la identificacion rapida de B. quintanaP^ 

La identificacion presuntiva de especies de Bartonella, como 
B. henselae, B. quintana y B. vinsonii, puede determinarse con 
sistemas de identificacion comerciales que utilizan sustratos 
enzimaticos cromogenicos para detectar enzimas bacterianas 
preformadas (p. ej., Microscan Rapid Anaerobe Panel, tarjeta 
de identificacion para Neisseria-Haemophiliis Vitek, panel IDS 
RapID ANA 11, panel API AnIDENT, panel Microscan 
HNID).'^^ Estos sistemas produjeron patrones singulares de 
reacciones bioquimicas dentro de sus propias bases de datos, 
pero solo las reacciones en el Microscan Rapid Anaerobe Panel 
pudieron diferenciar las especies B. henselae y B. quintana. 
Este panel distinguio todas las especies evaluadas y genero 
codigos de biotipos singulares para cada una (cuadro 9-14). 

Las especies de Bartonella pueden identificarse mediante 
analisis de cromatografia gas-liquido de los acidos grasos celu¬ 
lares (vease cuadro 9-14).Todas las especies de Bartonella 
contienen mas de 50% de isoacidos 16-25% de 
16-22% de Cjg.Q, con cantidades menores de acidos grasos C, 3 .j 
y Cp o- Las cepas de B. henselae carecen de acidos grasos Cj 5 q 
y Cj 2:05 Que estan presentes en cepas de B. vinsonii y B. bacilli¬ 
formis, respectivamente. B. quintana pudo ser diferenciada de 
la mayoria de las cepas de B. henselae por la presencia de me¬ 
nos del 20% de C,g.Qen B. quintana y mas del 20% de 
B. henselae. La composicion de los acidos grasos celulares de 
B. elizabethae es muy similar a la de B. vinsonii e incluye 
(no hallado en B. henselae o B. quintana) y cantidades mas 
grandes (21%) de Cj^gque B. henselae (3%), B. quintana (1%) 
y B. vinsonii (9%). B. elizabethae tambien contiene cantidades 
mas pequehas del acido graso celular C^^Q(l3%) que la otra 
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B. 

CARACTERFSTICA BACILLIFORMIS 

B. 

QUINTANA 

B. 

HENSELAE 

B. ELIZABETHAE 

B. 

CLARIDGEIAE 

B. 

GRAHAMII 

B. VINSONH 

SUBKSPECIK 

VINSONH 

B. VINSONNH 

SUBKSPECIE 

BERKHOFFH 

B. MNSONNII 

SUBKSPKCIK 

ARUPENSIS 

Temperatura optima de crecimiento 

25-30 °C 

35-37 °C 

35-37 "C 

35-37 °C 

35-37 °C 

35-37 °C 

35-37 °C 

35-37 °C 

35-37 °C 

Hemolisis 

- 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

Oxidasa 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

Catalasa 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

V 

V 

- 

Reduccidn de nitrato 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Indol 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Acetoma 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

ND 

Glucosa 0/F ^ 


-y- 


-i- 

-y- 

/ 


-/ 

-/ 

Flagelos 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Motilidad en contracciones 

- 

+ 

-1- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Principales acidos grasos celulares 

r c 

]8:l0)7C, '^16:0. 

c c c 

'‘'18:lw7C.'■ I6;0A 18:( 

c c 

) 18.1 (i)7cA 18:0, 

c c c 
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c c c 
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ND 
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'■ ]8l<o7C.'-'l8:0,'- 16.0, 

C C 

'■ 18:1 (ii7C,' 16:0, 

5iv-/>nitrofenil-fosfato 

r r 

'■'16:l(fl7C, 12:0 

+ 

V 

r 

' 16:0 

-1- 

-1- 

ND 

ND 

c c c 

'-^17:0.'■ '16:0.'■15:0 

+ 

c 

'^15:0 

-1- 

r r 

'^17:0.'^ '18:0 

+ 

L-arginina-p-naftilamidasa 

+ 

+ 

+ 

-h 

-1- 

ND 

-1- 

+ 

+ 

Glicina-P-naftilamidasa 

+ 

+ 

-1- 

-1- 

-1- 

ND 

-1- 

-1- 

-1- 

Glicilglicina-p-naftilamidasa 

+ 

+ 

-1- 

-t- 

ND 

ND 

-1- 

-H 

-1- 

L-leucina-p-naftilamidasa 

+ 

+ 

+ 

-1- 

ND 

-1- 

-1- 

-1- 

+ 

L-licina-p-naftilamidasa (acida) 

+ 

- 

-1- 


ND 

ND 

- 

■f 

- 

L licina p-naftilamidasa (basica) 

+ 

*♦- 

-1- 

+ 

ND 

ND 

-1- 

-1- 

+ 

DL-metionma-P~naftilamidasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

+ 


L-prolina-p-nafti lamidasa 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

V 


- 

L-pirrolidonil-P-naftilatnidasa 

- 

- 

- 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

L-triptofano-p-nafti lamidasa 

+ 

+ 

+ 

-1- 

ND 

ND 


-h 


'Oxidacion/fermentacion de glucosa. 

+: reaccion positiva: : reaccidn negativa; v 

reaccidn variable; 

reaccidn positiva debil; NO: datos no disponihles. 
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especie, que contiene desde 17% hasta 20% de acidos grasos 
celulares 

La identificacion definitiva de las especies de Bartonella se 
logra mejor mediante los metodos moleculares de amplifica- 
cion. Se ha utilizado con exito para este objetivo la amplificacion 
mediante PCR de distintos genes (p. ej., citrato sintasa, protei- 
nas de cheque termico, genes de smtesis de riboflavina, genes 
de la division celular) o el analisis de las regiones espaciadoras 
intergenicas de rRNA 16S-23S y el analisis de las endonuclea- 
sas de restriccion de los amplicones.^^’^^-^^^’^''^' Malar y cols, 
utilizaron PCR junto con cebadores en los genes de rRNA 16S 
y 23S para amplificar la region espaciadora entre el gen de 
rRNA 16S y una parte del gen de rRNA 23S, seguido por esci- 
sion de las enzimas de restriccion Alu\ y HaelWP^ Este enfo- 
que condujo a perfiles de restriccion caracteristicos para B. 
bacilliformis, B. vinsonii y B. quintana, y dos perfiles para B. 
henselae, lo que sugiere que puede ser un metodo util tanto 
para la identificacion de especies de Bartonella como para la 
subtipificacion de cepas de B. henselae. La amplificacion de 
parte del gen de citrato sintasa {gitA) seguida de la digestion y 
el analisis de enzimas de restriccion se ha utilizado para iden- 
tificar tanto especies de Bartonella como de Rickettsia perte- 
necientes a los grupos del tifus y la fiebre manchada.^’ 
Utilizando este metodo, Joblet y cols, observaron que la ampli¬ 
ficacion del gen gltA seguida de la digestion con enzimas de 
restriccion Taql y Aci\ permitia la diferenciacion de las distin- 
tas especies de Bartonella.^^ Birtles y Raoult determinaron la 
secuencia de un fragmento de 940 pares de bases del gen que 
codifica la citrato sintasa (gtlA) y observaron que estas secuen- 
cias tambien eran utiles para construir arboles filogeneticos 
para determinar las relaciones entre especies de Bartonella 
descritas en forma valida y cepas de Bartonella no caracteriza- 
das.^"^ Se han delineado analisis filogeneticos similares por ana¬ 
lisis de secuencia del gen de la protema de choque termico de 
60 kDa, groELP^ Tambien se designaron oligonucleotidos 
cebadores sobre la base de diferencias localizadas en la secuen¬ 
cia dentro de la region de DNA ribC (genes de smtesis de ribo- 
flavina). Luego se utilizaron estas secuencias para desarrollar 
ensayos de PCR especificos de especies para la identificacion 
de B. henselae, B. quint ana, B. bacilliformis y B. clarrid- 
geiae.^^- Jensen y cols, crearon un metodo de identificacion que 
utilizaba PCR para amplificar la region espaciadora intergeni- 
ca de rRNA 16S-23S.^‘^' Este procedimiento condujo a produc- 
tos de tamaho singular para cada especie de Bartonella, lo que 
permitio la diferenciacion de las especies sin necesidad del 
analisis de los polimorfismos de longitud de los fragmentos de 
restriccion (RFLP) o la secuenciacion de amplicones. 
Rodriguez-Barradas y cols, idearon un metodo similar de iden¬ 
tificacion mediante PCR de “elementos repetitivos" utilizando 
cebadores derivados de secuencias de consenso extragenicas o 
intergenicas repetitivas.'®^^ Como estas secuencias ya existen 
en multiples copias discontinuas que conducian a multiples 
amplicones discontinuos luego de la amplificacion, el trata- 
miento ulterior con endonucleasas de restriccion antes de 
PAGE no fue necesario. Utilizando DNA extraido de microor- 
ganismos cultivados, este metodo pudo identificar diferentes 
especies de Bartonella y tambien pudo utilizarse para la subti¬ 
pificacion de cepas de B. henselae Handley y Regnery, en 
los CDC, comunicaron un metodo de identificacion depen- 
diente de la PCR basado sobre la amplificacion de segmentos 
escindidos con endonucleasas de restriccion.Las enzimas 
utilizadas en este procedimiento condujeron a fragmentos 
grandes que pudieron ser templados con cebadores correspon- 
dientes a secuencias de bases adyacentes a los sitios de restric¬ 


cion de las endonucleasas para la PCR y la resolucion posterior 
mediante PAGE. Tambien se describieron varios metodos de 
identificacion mediante PCR que explotan variaciones de las 
secuencias de base especificas de especie en el operon rDNA 
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Ademas de la confirmacion mediante cultivo, se han desa- 
rrollado enfoques moleculares para la deteccion directa de 
especies de Bartonella en muestras clmicas. Matar y cols, 
informaron de un metodo de PCR-RFLP para la deteccion e 
identificacion simultaneas de bartonelas directamente de mues¬ 
tras clmicas, que incluian biopsias y material de aspiracion de 
ganglios linfaticos, piel, nodulos subcutaneos y otros tejidos.*^^ 
Este metodo involucro el uso de cebadores de PCR de regiones 
conservadas del gen de rDNA 16S, seguidas de la digestion con 
endonucleasas de restriccion Dde\ y Mse\ y el analisis de los 
amplicones. Sander y Penno utilizaron PCR para generar 
amplicones biotinilados de la region del gen de rRNA 16S e 
inmovilizaron los amplicones en celdas de microtitulos reves- 
tidas con estreptavidina. La hibridacion de los amplicones con 
sondas de oligonucleotidos de rDNA 16S marcadas con digo- 
xigenina especifica de especie y el agregado ulterior de peroxi- 
dasa antidigoxigenina en un formato de El A modificado pro- 
porciono la rapida identificacion tanto de B. henselae como de 
B. quintana.^^^‘^ Este metodo pudo detectar y cuantificar ambas 
especies directamente en muestras clmicas en concentraciones 
de tan solo 10"^ UFC/mL. Avidor y cols., evaluaron la amplifi¬ 
cacion de genes de rRNA 16S mediada por PCR seguida de la 
hibridacion con sonda de B. henselae con la amplificacion 
basada sobre PCR de gltA (citrato sintasa) o htrA (genes de las 
protemas de choque termico) y del analisis de RFLP de ampli¬ 
cones para la deteccion directa de B. henselae en muestras cli- 
nicas.^^ Se detecto DNA de B. henselae en el 100% de 32 
muestras de pus y ganglio linfatico por el metodo de identifi¬ 
cacion de PCR de rRNA 16S/sonda y en el 94% y 69% por los 
metodos de git A/RFLP y litrA/RFLP, respectivamente. Estos 
investigadores sugirieron que las pruebas directas por 
gltA/RFLP eran preferibles y mas faciles, ya que no era nece- 
saria la hibridacion especie-especie (a traves de la sonda) con 
este metodo. 

Diagnostico serologico de las infecciones por Bartonella 

Como es dificil aislar las especies de Bartonella en cultivo, 
se han utilizado metodos serologicos para documentar infec- 
cion por estos microorganismos. Regnery y cols, desarrollaron 
en los CDC un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
para B. henselae y observaron que el 88% de los pacientes con 
enfermedad por aranazo de gato tenian titulos de anticuerpos 
anti-S. henselae de 64 o mayores.^^^^ En 1995, Dalton y cols., 
tambien en los CDC, cultivaron simultaneamente B. henselae, 
B. quintana y B. elizabethae en monocapas de celulas Vero y 
utilizaron estos microorganismos para preparar portaobjetos 
para las pruebas de inmunofluorescencia.^^^ De 91 pacientes 
cuya enfermedad cubria una defmicion clmica estricta de 
enfermedad por aranazo de gato, el 95% tenia titulos de inmu¬ 
nofluorescencia de 64 o mayores contra B. henselae o B. quin¬ 
tana. Como B. quintana no habia sido asociado con la enfer¬ 
medad por aranazo de gato, se creyo que los titulos positivos 
contra B. quintana representaban reacciones cruzadas serologi- 
cas entre las dos especies. Solo se observaron reacciones cru¬ 
zadas entre B. elizabethae y las otras dos especies de 
Bartonella con muestras que tenian titulos extremadamente 
altos contra B. henselae o B. quintana. Los microorganismos B. 
bacilliformis cultivados simultaneamente con celulas Vero tarn- 
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been >e uiilizaron para desarrollar una prueba de inmunofluo- 
para el diagnostico de bartonelosis en regiones ende- 
de Sudamerica. Se observe que la prueba tenia una sen- 
-^>-!idad del 82% para detectar anticuerpos en sueros de fase 
de 106 pacientes con bartonelosis positiva en portaobje- 
('microorganismos observados en eritrocitos en el extendido 
lenido con Giemsa), positiva por PCR o confirmada por 
Sobre la base de la prevalencia puntual elevada del 
- obsersada antes del periodo de estudio y, durante su trans- 
la prueba de inmunofluorescencia tuvo un valor predic- 
o pi^sitivo del 89%. 

Bergmans y otros autores en Holanda evaluaron la deteccion 
Je IgM e IgG anti-5, henselae utilizando IFI y El A como 
berrarruentas para el diagnostico de enfermedad por aranazo de 
ziio \ observaron una variabilidad importante dependiente 
de ia fuente de los antigenos bacterianos para la preparacion de 
te p^naobjetos con inmunofluorescencia. En este estudio, 
^ examinaron los sueros de 21 pacientes con “posible enfer- 
por aranazo de gato” (pacientes que cumplian solo uno 
de cuairo criterios clinicos) y 22 con enfermedad “probable” 
• ^.'Tenies que cumplian dos de cuatro criterios clinicos). 
C»yando se utilizaron como antigeno para la prueba de inmuno- 
!liaM:^<cencia celulas de 5. henselae cocultivadas en celulas 
\ero. la sensibilidad de la deteccion de IgG fue solo del 31,8% 
los sueros de pacientes con '‘enfermedad probable” y del 
33.31 para los pacientes con “enfermedad posible”. Cuando se 
ttiizo B. henselae aislado en medios de agar como antigeno de 
smunofluorescencia, las sensibilidades correspondientes del 
er.b^yo para los dos grupos de pacientes fueron del 40,9% y el 
: - respect!vamente. Tambien se observaron sensibilidades 

:5e menos del 50% para las determinaciones de IgM que se rea- 
por inmunofluorescencia en ambos grupos de pacientes, 
^^cependientemente de que se utilicen como antigenos micro- 
“zmismos B. henselae aislados en agar o cocultivados. Se 
r .iiuaron las especificidades de los ensayos de IgG e IgM uti- 
a^ndo sueros de donantes de sangre sanos y variaron entre el 
-51: > el 100%. Estos investigadores arribaron a la conclusion 
2 z jue se necesitan otros estudios antes de poder utilizar con- 
f.iblemente inmunofluorescencia como metodo para el sero- 
c-^^rosiico de enfermedad por aranazo de gato. En su comuni- 
:«n de endocarditis por B. quin tana en tres hombres sin 
gar. Drancourt y cols, observaron que los tres tuvieron titu- 
. > altos de IgG contra B. quintana por una tecnica de inmuno- 
rX.-jrescencia.^^'^ Los titulos fueron mas altos cuando las celu- 
je B. quintana utilizadas para el procedimiento eran cocul- 
:: ada-i en la Imea de celulas endoteliales ECV (titulos de 6 
- • -:2 800) que cuando provinieron de cultivos que crecieron 
-gar sangre de carnero al 5% (titulos de 400-800). 

Se dispone de diversos portaobjetos comerciales para inmu- 
-fluorescencia preparados con 5. henselae derivados de agar 
viTgre o asociados con celulas. Zbinden y cols, estudiaron dos 
•'Temas comerciales de IFI que utilizan microorganismos deri- 
►ados de agar sangre (MRL-BA, MRL Diagnostics, Cypress, 
C A. \lrion Institut, Virion, Suiza) y microorganismos asocia- 
con celulas (portaobjetos MRL Vero/ Bartonella IgG 
S^jnstrate. MRL Diagnostics; portaobjetos para B. henselae 
B:on. Bios, Alemania).'*^^^ Estos portaobjetos comerciales fue- 
comparados con la inmunofluorescencia del laboratorio 
cue utilizaba B. henselae cocultivada con celulas Vero como 
uniigeno. En general, los sistemas que utilizaron antigeno de B. 
renselae aislado en agar mostraron titulos mas altos (menos 
r-.p^cificidad) que los que utilizaron microorganismos asocia- 
> con celulas. Se compare luego el sistema B. henselae 
‘■5RL-Vero aislado con el sistema del laboratorio. Utilizando 


un titulo de corte de 256 y sueros de 26 pacientes con enfer¬ 
medad por aranazo de gato y 240 controles, el sistema MRL- 
Vero IFA mostro una sensibilidad del 84,5% y una especifici- 
dad del 93,4%.Se observaron resultados similares en una 
segunda evaluacion de la prueba MRL IFA.®^^ 

Tambien se ha evaluado EIA como metodo serologico para 
el diagnostico de enfermedad por aranazo de gato. Barka y 
cols., en Speciality Laboratories (Santa Monica. CA), desarro- 
llaron un EIA para la deteccion de IgG. IgM e IgA especiTicos 
utilizando celulas de B. henselae aisladas en agar como antige¬ 
no de fase solida.^^ De las muestras de suero de 40 casos con- 
firmados de enfermedad del aranazo de gato (por historia clmi- 
ca, cultivo o histopatologia), 38 (95%) tenian concentraciones 
elevadas de anticuerpos contra B. henselae. Aunque ninguno de 
los 40 pacientes de este estudio tuvo IgM o IgA especiTicos 
contra B. henselae en ausencia de IgG, los autores afirmaron 
que habian observado IgM especifica contra B. henselae como 
el linico marcador en algunos pacientes y que ocurre serocon¬ 
version de IgG en presencia de IgM en un periodo de 2 a 3 
semanas.^2 No se observaron resultados positivos de EIA en 
ninguno de las 92 muestras de pacientes con titulos altos docu- 
mentados de anticuerpos contra otros agentes. que incluyen 
Afipia felis, Rickettsia typhi, Rickettsia rickettsii, Borrelia 
burgdorferi, Yersinia pestis. Chlamydia trachomatis, virus de la 
rubeola y citomegalovirus. 

Varios factores influyen sobre la capacidad de las pruebas 
serologicas para proporcionar un diagnostico de infecciones 
por Bartonella y no todos estan claros en la actualidad. En los 
pacientes con infeccion por HIV y manifestaciones de infec¬ 
ciones por Bartonella, es posible que no se observe una res- 
puesta importante de anticuerpos debido a la inmunosupresion 
relacionada con el HIV. La falta de una respuesta de anticuer¬ 
pos tambien se ha observado en pacientes inmunocompetentes, 
como lo demuestra la ausencia de una respuesta de anticuerpos 
en un huesped con linfadenopatia cronica y hemocultivos posi¬ 
tivos para B. quintana.^^'^ La falta de deteccion de anticuerpos 
tambien puede deberse a la heterogeneidad antigenica de los 
propios microorganismos. Se han aislado cepas antigenica- 
mente diferentes de B. henselae en pacientes con endocarditis 
y en gatos; estas cepas no solo eran serologicamente distintos, 
tambien eran diferentes por los perfiles proteicos y las secuen- 
cias de rDNA 16S.*^^’^^^ Sander y cols, investigaron hace poco 
la antigenicidad de la flagelina (FlaA) de B. clarridgeiae, la 
unica especie de Bartonella que tiene flagelos.*^^^ Se detecta- 
ron anticuerpos contra FlaA en el 3,9% de 724 muestras de 
suero de pcientes con enfermedad por aranazo de gato, linfa¬ 
denopatia o ambas y en ninguna de 100 muestras de suero de 
controles sanos. Con el reconocimiento de B. clarridgeiae 
como posible agente de la enfermedad por aranazo de gato, la 
deteccion de anticuerpos contra FlaA puede ser util para el 
diagnostico de la enfermedad causada por esta especie. 
Utilizando la tecnologia del DNA recombinante, se ha aislado 
una protema de 17 kDa de B. henselae que es especificamente 
reactiva con sueros de pacientes con enfermedad por aranazo 
de gato y puede tener valor como reactivo serologico diagnos- 
tico.^^ Tambien se puede demostrar una respuesta inmunitaria 
celular proliferativa especifica de B. henselae de pacientes con 
enfermedad por aranazo de gato que tienen antigenos de B. 
henselae. Este ensayo puede ser util para el diagnostico de los 
casos en los cuales los resultados serologicos son ambiguos. 

Tambien se han observado reacciones cruzadas serologicas 
entre las especies de Bartonella y otros microorganismos, que 
incluyen Coxiella burnetii (el agente causal de la fiebre Q) y 
especies de Chlamydia. En los pacientes con endocar- 
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ditis por B. quintana, se observaron titulos may ores de 256 
contra C. pneumoniae y titulos de 64 contra C. psittaci y C. tra¬ 
chomatis}^^ Aunque la adsorcion de muestras de suero con C. 
pneumoniae no redujo los titulos contra B, quintana, la adsor¬ 
cion de esta ultima negativizo satisfactoriamente la reactividad 
contra C. pneumoniae. En otro estudio, mas del 50% de los 
pacientes con fiebre Q cronica teman titulos importantes de 
anticuerpos contra B. henselae. Los estudios de adsorcion cru- 
zada e inmunoprecipitacion {unmunoblot) establecieron que la 
reactividad con B. henselae era el resultado de reacciones cru- 
zadas con anticuerpos contra C. burnetii: la adsorcion de suero 
con C. burnetii elimino la reactividad con antigenos de B. hen¬ 
selae, mientras que la adsorcion con B. henselae solo elimino 
la reactividad contra B. henselae La adsorcion de sueros con 
C. pneumoniae o B. quintana elimino los anticuerpos contra C. 
pneumoniae, mientras que la adsorcion con C. pneumoniae no 
Cambio los titulos contra B. quintana.^^'^ En el caso de la endo¬ 
carditis por Bartonella, los titulos especificos pueden ser altos 
y los titulos contra otros agentes son significativamente mas 
bajos, lo que sugiere que no ocurren diagnosticos erroneos 
siempre que se busquen simultaneamente anticuerpos contra 
todos estos agentes. Como ya se menciono, el suero con titulos 
altos contra B. henselae tambien puede reaccionar en forma 
cruzada con otras especies de Bartonella. 

Se ban realizado estudios de seroprevalencia para especies 
de Bartonella en varias poblaciones humanas. En un estudio 
llevado a cabo en Suecia, Holmberg y cols, examinaron 126 
muestras de suero que habian sido remitidas para serologia de 
Bartonella y 100 muestras de suero de donantes de sangre 
sanos (controles) utilizando un metodo de inmunofluorescen- 
cia (tilulo positivo ^ 64).^®'^ Entre estas muestras, el 4% de los 
100 controles y el 8,3% de las 126 muestras de pacientes fue- 
ron positivas. Entre las muestras de donantes, tres fueron posi- 
tivas para anticuerpos contra B. elizabethae y una fue positiva 
tanto para B. henselae como para B. elizabethae. En el grupo 
de pacientes, 14 muestras provenientes de 9 pacientes fueron 
reactivas; tres pacientes mostraron aumentos de cuatro veces en 
el titulo en las muestras secuenciales. Estos tres pacientes te- 
nian evidencia de enfermedad asociada con Bartonella (p. ej., 
linfadenopatia recurrente y supurada; lesiones viscerales que 
muestran inflamacion granulomatosa cronica) y antecedentes 
de exposicion a gatos y roedores. Todos los sueros tambien 
mostraron reacciones positivas debiles a la prueba de inmuno- 
fluorescencia para Chlamydia pneumoniae, lo cual puede refle- 
jar la reactividad cruzada descrita antes. Noah y cols, realiza- 
ron pruebas de inmunofluorescencia para especies de 
Bartonella en sueros recogidos de 351 veterinarios que asistie- 
ron a una conferencia en Ohio .^“*2 Entre ellos, el 7,1% tenia un 
titulo positivo para B. henselae o B. quintana. 

Existen diversos sistemas comerciales para el serodiagnosti- 
co de la infeccion por Bartonella (vease antes). Algunas prue¬ 
bas serologicas tambien pueden distinguir los anticuerpos diri- 
gidos contra diferentes especies de Bartonella [B. henselae y B. 
quintana). Las pruebas sericas de inmunofluorescencia 
para las especies de Bartonella se encuentran disponibles en 
laboratorios comerciales, como Associated Regional Uni¬ 
versity Pathologists (ARUP, Salt Lake City UT), Speciality La¬ 
boratories (Santa Monica, CA) y Microbiology Referent 
Laboratory (MRL Diagnostics). 

Sensibilidad a los antibioticos in vitro 

Utilizando el metodo de dilucion en agar, Maurin y Raoult 
evaluaron la sensibilidad in vitro de B. henselae, B. quintana y 


B. vinsonii a distintos antibioticos.Estos microorganismos 
eran sensibles a ampicilina, cefalosporinas de tercera genera- 
cion (cefotaxima, ceftriaxona), tetraciclinas (doxiciclina, 
minociclina), macrolidos, rifampicina, trimetoprim-sulfameto- 
xazol y aminoglucosidos (gentamicina, amikacina). Las CIM 
para oxacilina, cefalotina, clindamicina, cloranfenicol y fluoro- 
quinolonas (ciprofloxacina, perfloxacina, ofloxacina) estaban 
cerca de las concentraciones maximas de farmaco disponible 
en el suero. Un estudio ulterior del mismo grupo de investiga- 
cion utilize un procedimiento de dilucion con agar de 
Columbia y suplemento de sangre para determinar la sensibili¬ 
dad in vitro de nueve cepas de B. quintana, tres de B. henselae 
y cepas unicas de B. elizabethae y B. bacilliformis.^^^ Las pla- 
cas se incubaron durante 5 dias a 37 °C en una atmosfera de 
CO 2 al 5% antes de su interpretacion. Todas las cepas eran sen¬ 
sibles a los P-lactamicos (penicilina G, amoxicilina, ticarcilina, 
cefotetan, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, imipenem), 
macrolidos (eritromicina, azitromicina, claritromicina, roxi- 
tromicina), doxiciclina, aminoglucosidos (gentamicina, tobra- 
micina, amikacina) y rifampicina. Las cepas parecian menos 
sensibles a las penicilinas semisinteticas (oxacilina), a las ce¬ 
falosporinas de primera generacion (cefalotina) y a la clindami¬ 
cina. La sensibilidad de estas 14 cepas a las fluoroquinolonas 
(perfloxacina, ciprofloxacina y esparfloxacina) fue variable. 
Sobraques y cols, evaluaron cuatro cepas de B. bacilliformis 
utilizando un procedimiento de dilucion en agar y observaron 
que todas eran ampliamente sensibles a los antibioticos, que 
incluian p-lactamicos, aminoglucosidos, cloranfenicol, rifam¬ 
picina, macrolidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas.^^^® 

Otros estudios de sensibilidad in vitro sobre especies de 
Bartonella se han centrado en la capacidad de los antibioticos 
para inhibir la proliferacion de los microorganismos en medios 
con cultivos celulares. Ives y cols, estudiaron la sensibilidad de 
las especies de Bartonella a varios antibioticos macrolidos uti¬ 
lizando un metodo de cocultivo en monocapa de celulas 
Yero. 621.622 La inhibicion del crecimiento de los microorganis¬ 
mos con diferentes concentraciones de antibioticos fue evalua- 
da mediante el recuento visual de microorganismos segun se 
determina por inmunofluorescencia especifica en comparacion 
con cultivos sin antibioticos despues de 5 dias de incubacion. 
Utilizando este metodo, las cepas individuals de B. henselae, 
B. quintana y B. elizabethae eran sensibles a eritromicina, cla¬ 
ritromicina, azitromicina, diritromicina y roxitromicina.^^^’^^^ 
Estos investigadores tambien senalaron que tanto la eritromici¬ 
na como la doxiciclina se concentran en las celulas fagociticas 
y alcanzan niveles intracelulares que exceden las concentracio¬ 
nes sericas habituales. Aunque es probable que la proliferacion 
de los microorganismos fagocitados por los neutrofilos y 
macrofagos se inhibiera debido a las altas concentraciones del 
farmaco en estas celulas, las distintas especies o cepas de Bar¬ 
tonella pueden comportarse de modo diferente dentro de las 
celulas endoteliales u otros tipos de celulas. Kordick y cols, 
observaron que todas las cepas de B. henselae y B. clarridgeiae 
aisladas en gatos bacteriemicos con infeccion natural y experi¬ 
mental eran sensibles a doxiciclina, enrofloxacina y ciprofloxa¬ 
cina.Sin embargo, solo un tratamiento fue exitoso (definido 
como tal por la falta de deteccion de bacteriemia por cultivo o 
por PCR) solo en 9 de 14 gatos que recibieron enrofloxacina y 
en 2 de 8 gatos tratados con doxiciclina. Estos investigadores 
arribaron a la conclusion de que las pruebas convencionales de 
sensibilidad por dilucion en agar de especies de Bartonella no 
proporcionan ninguna informacion clara sobre la eficacia tera- 
peutica de los agentes, dado que existen muy pocos datos sobre 
los tropismos celulares de B. henselae y B. clarridgeiae en 
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Kordick y cols, propusieron que las celulas de los felinos 
ziieciadas por Bartonella pueden estar deterioradas funcional- 
hasta el grado en que los antibioticos no son captados o 
acumulados lejos de los propios microorganismos.^’^ 
Tambien se ban examinado las actividades bactericidas de 
agentes contra B. henselae con medio de Schaedler con 
lemento de sangre, hemina y vitamina K y con tecnicas de 
ruiuvo simultaneo utilizando una Imea de celulas endoteliales 
humanas o una linea de macrofagos murinos.^^’ Se demostro 
amoxicilina, cefotaxima, ceftriaxona, doxiciclina, eritro- 
mictna. rifampicina y ciprofloxacina eran bacteriostaticas para 
Lfc especies de Bartonella, pero solo los aminoglucosidos (gen- 
Lunjcina. tobramicina y amikacina) eran bactericidas.^*^ 


Esaecies de Afipia 

ruonomfa e importancia cimica 

Los microorganismos asignados ulteriormente al genero 
Ar.piu fueron aislados por primera vez en muestras obtenidas 
> < puncion y aspiracion de ganglios linfaticos en pacientes con 
erifermedad por aranazo de gato utilizando un metodo de culti- 

celular.^®® Mas tarde, Brenner y cols, propusieron que eran el 
igenie causal probable de esa enfermedad y denominaron a la 
tipo Afipia felis, por el Armed Forces Institute of 
Paihology, donde se aislo originariamente el microorganismo.*^^ 
Se obtuvo un segundo microorganismo similar en una biopsia 
ie tibia de un hombre de 69 anos en la Cleveland Clinic y un 
lercero fue hallado en esputo, medula osea y un absceso de la 
.T^jfieca. Los dos ultimos microorganismos aislados fueron 
isignados al genero Afipia como A. clevalandensis y A. broo- 
meae. respectivamente.*^^ Tambien se describieron en ese 
nwmento tres genoespecies de Afipia sin nombre: Afipia geno- 
especies 1, 2 y 3, aisladas en una muestra de liquido pleural 
humano. una muestra de lavado bronquial y agua, respectiva- 
.T>ente.*^ Con el descubrimiento de B. henselae como agente 

mario de la enfermedad por aranazo de gato y el aislamiento 
je A. felis del suministro de agua de un hospital frances en 
1999, en la actualidad se piensa que las especies de Afipia son 
bacterias con requerimientos nutricionales especiales asociadas 
con el agua capaces de tener existencia intraceiular en amebas 
de vida libre."^^®’'^^^ En 2002, se aislaron otras cepas denomina- 
das A. birgiae, A. massiliensis y Afipia felis genoespecie A en el 
si sterna de suministro de agua del Timone Hospital Centre en 
Marsella, Francia.^^^ En este medio, estos microorganismos 
pueden desempenar un papel en las infecciones hospitalarias, 
como lo indica su aislamiento en muestras de agua recogidas en 
Las unidades de cuidados intensivos y la presencia de anticuer- 
pos especificos en 11 de 85 pacientes intemados en unidades de 
cuidados intensivos con neumonia hospitalaria.^^^ Las especies 
de Afipia se clasifican en el subgrupo a, de las Proteobacterias 
dentro de la familia BradyrhizobiaceaeA^^ ^^^ 

Aislamiento e identificacion 

Las especies de Afipia son bacilos gramnegativos, oxidasa 
positivos y debilmente catalasa positivos que son moviles por- 
que tienen un unico flagelo polar, subpolar o lateral. Crecen en 
agar carbon extracto de levadura (BCYE), en agar chocolate y 
agar sangre y en caldo con nutrientes, pero no en presencia de 
NaCl al 6,5% en caldo y pocas veces crecen en agar de 
MacConkey. Se obtiene un buen crecimiento despues de la 
incubacion a 25 °C a 30 °C durante 3-4 dias, un crecimiento 


escaso despues de la incubacion a 35 °C y ningun crecimiento 
a 42 °C. Despues de 72 horas de crecimiento en agar sangre, las 
colonias de las especies de Afipia son bianco grisaceas, bri- 
llantes, no hemoliticas, convexas y opacas con un borde ente- 
ro. Todas las especies y las genoespecies son oxidasa y ureasa 
positivas, y son negativas en las reacciones para hemolisis, pro- 
duccion de gas a partir de nitrato, produccion de indol, produc- 
cion de H 2 S (metodo de agar triple azucar-hierro [TSI]), hidro- 
lisis de gelatina e hidrolisis de esculina. No se produce acido de 
forma oxidativa ni fermentativa a partir de glucosa. lactosa, 
sacarosa o maltosa. En el cuadro 9-15 se muestran las caracte- 
risticas para la identificacion de las especies de Afipia. 

Tambien se las puede identificar mediante el analisis de aci- 
dos grasos de la pared celular. Los miembros del genero con- 
tienen c/5-octadeca-11-enoico 1 l-metiloctadeca-H- 

enoico y habitualmente 9,1 (j-metilenehexadecanoato y 

1 L12-metileneoctadecanoato. La presencia de C 3 j., 9 j como 
principal acido graso de la pared celular es una caracteristica 
clave de las especies de Afipia, porque este acido graso se 
encuentra solo en cantidades mmimas en algunas especies de 
Pseudomonas y Brucella.^^'^^- 

Sensibilidad a los antibioticos 

A felis es resistente a ampicilina, cefazolina, cefamandol, 
cefoperazona, cefalotina, clindamicina, eritromicina, penicili- 
na, tetraciclina y ciprofloxacina.Se ha comunicado una 
sensibilidad intermedia a piperacilina, trimetoprim-sulfameto- 
xazol, ticarcilina y vancomicina.*^^*^'* A. felis es sensible a 
cefoxitina, cefotaxima, mezlocilina, aminoglucosidos, imipe- 
nem y rifampicina. Aunque Afipia genoespecie 3 tiene las CIM 
mas bajas entre las especies, todas las otras especies mostraron 
CIM a la mayoria de los agentes, como cefalosporinas (de 
todas las generaciones), ampicilina, penicilinas de amplio es- 
pectro, combinaciones de P-lactamicos/inhibidores de las p-lac- 
tamasas, tetraciclinas y aminoglucosidos. El imipenem mostro 
las CIM mas bajas para todas las especies evaluadas.'^^ *^"* 


Especies de Bordetella 

Antecedentes y taxonomia de las especies de Bordetella 

El genero Bordetella contiene siete especies: B. pertussis, B. 
parapertussis, B. bronchiseptica, B. avium, B. hinzii, B. holme- 
sii y B. trematum.^^^'^^^^'^^^^'^^^'^^^^ Algunos estudios geneticos 
han mostrado que estos microorganismos estan muy estrecha- 
mente relacionados entre si. De hecho, las tecnicas de hibrida- 
cion de DNA indican que pueden no ser lo suficientemenie 
diferentes como para justificar la asignacion de especies indi¬ 
viduals, aunque existen entre ellos diferencias geneticas. feno- 
tipicas e inmunologicas.^^^ En el pasado, las bordetelas fueron 
clasificadas con otras especies de bacterias, que incluyen 
Haemophilus, Brucella y Alcaligenes. En la edicion de 1984 
del Bergey*s Manual of Determinative Bacteriology, se inclu- 
yeron tanto especies de Bordetella como de Brucella entre los 
generos de afiliacion incierta.***'^ Despues de una hibridacion 
de DNA-rRNA extensa y analisis fenotipicos. De Ley y cols, 
propusieron que la famWia AlcaIigenaceae abarcara especies de 
Alcaligenes y Bordetella.'^^^ La relacion genetica de las espe¬ 
cies de Bordetella con el genero Alcaligenes tambien es apo- 
yada por el hallazgo de que B. pertussis y B. bronchiseptica 
producen un sideroforo denominado alcaligina que es casi 
identico al producido por Alcaligenes denitrificans.^^^ Los 
miembros del genero Bordetella son cocobacilos gramnegati- 



Cuadro 9-15 Caractensticas bioquimicas para la identificacion de especies de Afipia 


A. 

A. FEUS CLEVELAN- A. A. 

CARACTERISTICA A. FEUS GENOESFECIE A DENSIS EROOMEAE BIRGIAE 

Hcmolisis, SBA 

Oxidasa + + + + + 

Catalasa +■ 

Motilidad + + + + 

Crecimiento er agar BCYE, 30 °C + + + + + 

Crecimiento en agar BCYE, 35 °C + + +' + 

Crecimiento cn agar BCYE, 37 °C + + + 

Crecimiento en agar BCYE, 42 “C - 

Rcduccidn de nitrato + + + 

Citrato 

Ureasa + + + + + 

Hidrolisis de esculina - 

Arginina dihidrolasa - - - 

Hidrolisis de ONPG 

Produccion de H^S ^ - 

Produccion de acido a partir de: 

Glucosa 

Maltosa - - 

Fructosa - - - 

Sacarosa - 

Manitol - _ _ 

Manosa - - - 

Arabinosa - - - - 

A^-acetil-glucosamina - - - 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; +‘^: reaccion positiva debit. 


A. 

MASSILIENSIS 

AFIPIA 

GENOESFECIE 1 

AFIPIA 

GENOESFECIE 2 

AFIPIA 
GENO¬ 
ESFECIE 3 

RELACIONADAS 
CON AFIPIA 
GENOESFECIE 3 

+ 

+ 

4 

+ 

+ 

4^ 





+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

- 


+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

4 

- 

+ 


- 


+ 

+ 

+ 

+ 

4 


+ 
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pequenos en aislamiento primario. En subcultivo, tienden a 
■* .’.erse mas pleomorfos. Son aerobics estrictos, crecen en 
j iodiciones optimas a 35 °C a 37 °C, no utilizan hidratos de 
y son inactivos en la mayoria de las pruebas bioqui- 
B. pertussis, B. parapertussis y B. holmesii son inmovi- 
rrjentras que B. hronchiseptica, B. avium y B, hinzii son 
“ .jIc' y su desplazamiento se logra por medio de flagelos 
;xr5tricos. Estos microorganismos no requieren hemina ni 
V\D. Sin embargo, el aislamiento primario de B. pertussis, en 
riTticular, requiere el agregado de carbon, resinas de intercam- 
bi«> jonico o sangre al 15-20% para neutralizar los efectos inhi- 
l»?res del crecimiento de sustancias como acidos grasos insa- 
^ijrjalos. sulfuros, peroxides y me tales pesados.^^- B. paraper- 
es algo menos exigente en sus requerimientos de creci- 
!r: 2 enio. pero el aislamiento necesita aiin el uso de los mismos 
cjedios especiales utilizados para B. pertussis. Las especies 
resianies tienen menos requerimientos nutricionales especiales 
% crecen en los medios de agar habituales, como agar sangre, 
chocolate y agar de MacConkey. Los analisis de secuen- 
del rRNA 16S de las especies de Bordetella descritas han 
.*:^«nrmado la filogenia comun con el genero Alcaligenes y el 
^nero Bordetella reside ahora en la subdivision p, de las pro- 
re-^'dcterias en la Alcaligenaceae ]\xnXo con los generos 

Azhromobacter, Pelistega, Sutterella y Taylorella.^^^ 

El genero Bordetella incluye especies aisladas de seres 
humanos y otros animales. El hombre constituye el unico hues- 
p^d reconocido de B. pertussis y tambien se creia que B. para¬ 
pertussis se encontraba solo en los seres humanos. Sin embar¬ 
go.. en 1994 se recupero en Escocia y Nueva Zelanda una cepa 
similar a B. parapertussis del aparato respiratorio de corderos 
sanos y corderos con neumonia.*®^® B. parapertussis puede cau- 
sar una enfermedad similar a la tos ferina en seres humanos. B. 
hronchiseptica se encuentra en distintos animales (p. ej., pri¬ 
mates. perros, gates, conejos, caballos, pavos, cerdos, zorros, 
zangiieyas) y, en ocasiones, en seres humanos, fundamental- 
mente como agente oportunista. Como su nombre lo sugiere, B. 
z ium se encuentra en aves y produce rinotraqueitis en 
pa\os.^*‘ B. hinzii fue denominado antes “bacteria similar a B. 
jvium". bacteria de la coriza del pavo tipo II, Alcaligenes fae- 
ialis tipo II y especie de Alcaligenes cepa C2T2; este microor- 
ganismo fue asignado formalmente al genero Bordetella en 
1995 B. holmesii era llamado antes grupo no oxidante 2 
de los CDC (NO-2). La caracterizacion de estas cepas 
mediante hibridacion de DNA-DNA, secuenciacion de rRNA 
i6S y analisis de acidos grasos celulares/ubicuinona estable- 
cio su relacion con el genero Bordetella.^^^^ Desde 1995, se 
describio a Bordetella grematum como una especie nueva que 
^e encuentra en heridas e infecciones oticas humanas, y se 
han aislado las nuevas cepas “similares a Bordetella holme- 
sir de pacientes con bacteriemia, endocarditis e infecciones 
respiratorias.'^^'^’^^^^’^*^*^ 

Epidemiologia de la tos ferina 

La tos ferina sigue siendo una enfermedad endemica de 
importancia mundial a la cual se le atribuyen mas de 350 000 
muertes por aho. Los seres humanos son el unico huesped 
conocido de B. pertussis y la transmision ocurre por contacto 
directo con microgotas en suspension provenientes de indivi- 
duos infectados que tosen. La tasa de ataque es muy alta y mas 
del 90% de los individuos sensibles se infectan despues de 
exposiciones importantes.^"^^ Por razones desconocidas, la 
enfermedad entre los nihos ocurre mas a menudo en las muje- 
res y tiende a seguir en ciclos epidemicos de 3 a 5 anos. Antes 


de la disponibilidad de vacuna de celulas enteras muertas, la 
mayoria de los casos de tos ferina ocurrian entre los ninos de 1 
a 5 anos. Despues de 1947, cuando se autorizo la vacuna con¬ 
tra difteria-ios ferina-tetanos (DPT) que fue recomendada por 
la American Academy of Pediatrics, la incidencia mas alta de 
la enfermedad se desplazo a los ninos menores de 1 ano. En los 
Estados Unidos a comienzos de la decada de 1990. entre el 
40% y el 50% de los casos de tos ferina comunicados ocurria 
en ninos que tenian menos de 1 aho de edad.- ' Se han infor- 
mado tasas de incidencia similares en otros paises que han 
mantenido protocolos de vacunacion. Por ejemplo, durante el 
periodo de 15 meses desde julio de 1993 hasta octubre de 1994, 
el 65% de los casos indices de tos ferina en un centre medico 
frances ocurrieron en nihos menores de 1 aho.^^ Actualmente, 
aquellos con riesgo maximo de sufrir tos ferina son los lacian- 
tes de 6 meses de edad y menores que no han recibido la serie 
completa de vacunacion de tres dosis y los nihos de edad pre- 
escolar que no han recibido todas las vacunaciones. La maxi¬ 
ma cantidad de mortalidad relacionada con la tos ferina tam¬ 
bien ocurre fundamentalmente entre los lactantes; los datos de 
vigilancia recogidos desde 1992 hasta 1993 mostraron que los 
lactantes de menos de 1 aho representaban el 42% de los casos 
y el 87% de las muertes comunicadas.*'^^’^®* En los paises donde 
la vacunacion no es una practica comiin, el grupo de 1 a 5 anos 
de edad sigue estando en maximo riesgo. 

En 1993, se comunicaron mas de 6 300 casos de tos ferina a 
los CDC, lo que representa un incremento del 82% sobre los 
casos del aho anterior y la maxima incidencia de enfermedad 
desde 1967.^^ El factor principal que contribuye al resurgi- 
miento en la tos ferina es el crecimiento de una poblacion gran¬ 
de de adultos sensibles; este resurgimiento se refleja en la can¬ 
tidad creciente de casos de tos ferina que ocurren en pacientes 
mayores de 10 anos.Debido a la presentacion atipica de la tos 
ferina en los individuos mayores, la enfermedad a menudo no 
es reconocida y el tratamiento no se administra, se retarda o es 
incomplete. Sin embargo, estos individuos infectados constitu- 
yen una fuente importante para la transmision de B. pertussis a 
otros, sobre todo a los lactantes y ios nihos pequehos que no 
estan inmunizados en forma adecuada. 

Importancia cimica de Bordetella pertussis 

B. pertussis produce el smdrome denominado tos quintosa o 
“tos ferina”. El microorganismo se transmite a traves de micro¬ 
gotas infectantes y es sumamente contagioso, con una tasa de 
ataque mayor del 90% en las personas no inmunizadas. La 
inmunizacion parcial de los nihos contra la los ferina puede 
alterar la presentacion cimica clasica. Ademas, la presentacion 
y el diagnostico de tos ferina en los nihos pequehos (menores 
de 1 aho) puede verse complicada por las infecciones virales 
simultaneas del aparato respiratorio, como virus influenza y 
sincitial respiratorio, en particular.^^^Clasicamente, la tos feri¬ 
na cimica en los nihos no vacunados puede dividirse en tres 
estadios. El estadio prodromico o catarral comienza 5 a 10 
dias despues de la adquisicion del microorganismo y se carac- 
teriza por smtomas inespeciTicos de “resfriado” o “gripe". La 
enfermedad es altamente transmisible en este estadio, ya que 
hay gran cantidad de microorganismos en las vias respiratorias 
alias. Los cultivos recogidos en este momenio tienen la maxi¬ 
ma probabilidad de ser positives. Una tos aparece mas tarde en 
este estadio y aumenta en persistencia, gravedad y frecuencia. 
Esto evoluciona al estadio paroxistico o espasmodico despues 
de 7 a 14 dias.^^^ Este estadio se caracteriza por la “tos en stac¬ 
cato” con el “silbido” inspiratorio prolongado que se escucha 
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al final de la crisis de tos. Durante este estadio, no hay fiebre ni 
otros signos ni smtomas sistemicos. Los esfuerzos inspiratorios 
son iniitiles durante el paroxismo de tos y el “silbido” es cau- 
sado por la inspiracion de aire a traves de la glotis tumefacta y 
estrechada. La crisis de tos se asocia a menudo con cianosis y 
vomitos. Este estadio puede ser tan grave que es necesaria la 
asistencia ventilatoria intermitente. Las complicaciones que 
pueden ocurrir durante el curso de la enfermedad son infeccio- 
nes bacterianas secundarias; otitis media; smtomas del SNC, 
como convulsiones y fiebre alta, sobre todo con la presencia de 
infecciones secundarias interpuestas; encefalopatia; ataxia 
cerebelosa, hernia inguinal y prolapso rectal asociados con la 
tos intensa."^"^^ La causa de la encefalopatia asociada con 
la tos ferina complicada no se conoce debido a la falta de un 
modelo animal apropiado, pero los mecanismos sugeridos 
incluyen la anoxia secundaria a los paroxismos de tos, hipo- 
glucemia secundaria a los efectos toxicos de la toxina pertussis 
(PT) y hemorragia intracerebral. El estadio de convalecencia 
comienza por lo general dentro de las 4 semanas del inicio y, 
durante este periodo, existe una disminucion de la frecuencia y 
la gravedad de las crisis de tos. (Vease recuadro 9-11.) 

La tos ferina atipica observada en los adultos se atribuye al 
hecho de que la mayorfa fueron inmunizados cuando eran 
nihos y que la memoria inmunitaria decreciente conduce a una 
enfermedad menos grave y modificada.*^^^ Como ya se men- 
ciono, los adultos que tienen tos ferina siniomatica pero no 
reconocida a menudo constituyen la fuente de contagio del 
microorganismo a los casos pediatricos.^'^^ 236.^^2 Algunos estu- 
dios de tos ferina en adultos se han focalizado en individuos 
con tos persistente y han utilizado metodos de cultivo, molecu- 
lares o serologicos, para demostrar la presencia de los micro- 
organismos o aumentos importantes en los titulos contra anti- 
genos singulares de B. pertussis, respectivamente. En un estu- 
dio de 130 estudiantes universitarios que se comunicaron al 
servicio de salud para estudiantes con una tos de 6 dias de dura- 
cion o mayor, el 26% tenia evidencia serologica de infeccion 
reciente por B. pertussis. En un estudio posterior con esta 
poblacion de estudiantes se observo que el 15% de 319 estu¬ 
diantes con tos de una duracion > 5 dfas tenia evidencia sero¬ 
logica de infeccion por B. pertussis; 17 de estos estudiantes 
tenian tambien evidencia serologica de infecciones virales, por 
Chlamydia pneumoniae 0 Mycoplasma pneumoniae coexisten- 
tes.^^^ En un estudio llevado a cabo entre entrenados del Cuerpo 
de Marines de los Estados Unidos que comunicaron 7 dfas o 
mas de tos, el 17% tenfa infeccion aguda por B. pertussis. En 
otro estudio, se evaluo anualmente a 51 trabajadores de asis¬ 
tencia de la salud durante un perfodo de 5 anos (1984-1989) 
para detectar elevaciones en los tftulos de anticuerpos contra 
cuatro antfgenos especfficos de la tos ferina (PT, EH A, pertac- 
tina y fimbrias).^^^ De estos individuos, el 90% mostro una ele- 
vacion importante en el titulo de anticuerpos contra uno o mas 
de los antfgenos entre dos anos consecutivos durante el perfo¬ 
do de cinco anos del estudio. En un estudio realizado con 246 
adultos alemanes con una enfermedad con tos de mas de 14 
dfas de duracion. se observaron pruebas de infeccion por B. 
pertussis en 64 (26%); 5 tenian cultivos nasofaringeos positi- 
vos y 59 tuvieron un diagnostico sobre la base de las pruebas 
serologicas, la PCR o ambas."^® En un estudio danes efectua- 
do en 201 pacientes con tos que persistio durante una media de 
6,5 semanas se encontro que 4 (2%) tenfan cultivos positivos 
para B. pertussis y 11 (5,5%) eran positivos por PCR (incluidos 
los 4 pacientes con cultivos positivos).Tambien se demostro 
evidencia serologica de infeccion por tos ferina en 100 adultos 
> 65 anos estudiados en un perfodo de 3 anos. Entre el 3,3% y 


el 8% de esta poblacion tuvieron infecciones por tos ferina y 
entre el 37,5% y el 50% estaban sintomaticos como resultado 
de la infeccion. 

Se describio el espectro clmico de la tos ferina en adultos en 
varios estudios. En un estudio llevado a cabo en UCLA, los dos 
diagnosticos clfnicos principales que tuvieron los individuos en 
los que se descubrio tos ferina fueron infeccion inespecffica de 
las vfas respiratorias altas (39%) y bronquitis (48%).®^' En un 
estudio efectuado en Alemania en 64 adultos con infeccion 
documentada por B. pertussis, desde el punto de vista clmico 
solo se penso que el 39% tenfa tos ferina y que el 14% no la 
tenfa; otros diagnosticos fueron infecciones de las vfas respira¬ 
torias altas, nasofaringitis, faringitis, adenoitidis y sinusitis. Sin 
embargo, de los 64 pacientes, el 70% tenfa tos paroxfstica; el 
38%, silbido inspiratorio y en el 17% la tos era seguida por 
vomitos.^En otro estudio aleman de 84 adultos con tos feri¬ 
na se observo tos persistente (> 21 dfas) en el 81%, tos espas- 
modica en el 65% y ahogos en el 56%.Dieciocho pacientes 
tuvieron complicaciones que incluyeron otitis media, neumo- 
nfa, incontinencia urinaria, linfadenopatfa cervical, perdida 
auditiva aguda, fracturas costales y hernia inguinal. Tambien se 
documento una encefalopatia asociada con tos ferina en adul¬ 
tos con esta enfermedad.Si bien son infrecuentes, se descri- 
bieron infecciones agudas por B. pertussis en adultos; en un 
caso, se diagnostico tos ferina aguda en un hombre de 53 anos 
que adquirio el microorganismo de su hijo, que habfa sido 
inmunizado y tenfa tos ferina leve.^^^^ 

Tambien se ha aislado B. pertussis de adultos con enferme¬ 
dad subyacente como infeccion por HIV. Ng y cols, aislaron B. 
pertussis de las muestras de lavado broncoalveolar y biopsia 
transbronquial de tres pacientes con SIDA.^^^-^^^ Estos microor- 
ganismos crecieron en medios para aislamiento de Legionella. 
Doebbeling y cols, informaron el aislamiento de B. pertussis de 
las vfas respiratorias altas de un paciente HIV positivo de 25 
anos con una historia de 4 meses de tos paroxfstica; tambien se 
comunico un caso similar en un paciente de 60 anos con SIDA 
en Belgica.269.34o a pesar de estas comunicaciones, se cree que 
la tos ferina es relativamente rara en los pacientes infectados 
por el HIV y se estima una prevalencia de portacion nasofarfn- 
gea de menos de 6,5 casos por 10 000 pacientes.266 En un caso 
muy atfpico, se aislo B. pertussis en un hemocultivo de un 
hombre de 31 anos con granulomatosis de Wegener, un trastor- 
no asociado con neumonfa cronica y el desarrollo de nodulos 
pulmonares y lesiones pulmonares cavitarias.^^o Tambien se lo 
hallo en muestras respiratorias de lactantes con otros proble- 
mas subyacentes, como enterocolitis necrosante, enfermedad 
pulmonar cronica y neumonfa por adenovirus.^^^ '’61 

Vacunas contra la tos ferina 

La vacuna original de celulas enteras contra la tos ferina fue 
administrada junto con los toxoides difterico y tetanico y adyu- 
vantes con aluminio (DwPT). Despues de su autorizacion, el 
uso difundido de la vacuna de celulas enteras condujo a la 
declinacidn de la enfermedad en los pafses con inmunizacion 
obligatoria y otras pruebas de eficacia se acumularon como 
resultado de la atenuacion de los programas de inmunizacion 
en algunos pafses. Por ejemplo, algunos anos despues de la 
introduccion de preparados para la vacuna que utilizaban can- 
tidades mas pequehas de antfgeno se informo un aumento de la 
cantidad de casos de tos ferina en Dinamarca. Debido a que la 
aceptacion popular de la inmunizacion en Gran Bretaha se 
redujo a partir de mediados de la decada de 1970 la tos ferina 
alcanzo proporciones epidemicas entre los nihos menores de 5 
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RecuadfO 9-11 Factores de viruiencia de Bordetetfa pertussis 


Toiina pertussis 


La loxina pertusis (PT) es un factor de vimlencia importante de B. pertussis. PT es una proteina unica de peso molecular 105-117 kDa que tiene un amplio 
evpectro de productividad biologica y es producida solo por5. pertussis. PT es sintetizada con una secuencia senal N-terminal que media la secrecion de 
-^ina en el espacio periplasmatico. En el periplasma, el peptido senal es extraido y las subunidades se pliegan y reunen en la toxina compleia.-’* PT es un 
U^imero que consiste en una porcion toxica enzimatica (protomero A) y una porcidn heteropentamerica atoxica (oligomero B). El oligomero B es respon- 
ole de unir la toxina a las celulas sensibles y de transportar el protomero A a traves de la membrana de las celulas eucariontesr*^ La subunidad B esla 
-ompuesta por dos dimeros -los polipeptidos S2 y S4 y los polipeptidos S3 y S4- reunidos por otro polipeptido denominado S5. PT tambien funciona como 
ilhesina en su capacidad para unirse a las celulas ciliadas y a los macrofagos. La subunidad A contiene un unico polipeptido, designado SI, que iiene acii- 
idad de adenosindifosfato ribosiltransferasa.<»™ Esta enzima transfiere grupos ADP ribosa del NAD a las protemas reguladoras Gi (inhibidoras) que normal- 
Tjfenie funcionan en la transduccion de sefiales celulares. Se cree que la actividad de PT es responsable de muchos de los signos y los smtomas ch'nicos de 
^ 11 *^ ferina. aunque no ha sido demostrado inequivocamente, y no existen datos relativos a la diana o dianas afectadas por PT en el tejido. Los efectos bio- 
iC'gicos de PT incluyen la sensibilizacion de ratones a la histamina, la produccion de linfocitosis, la activacion de celulas de los islotes pancreaticos y la esii- 
niilacion de las respuestas inmunitarias.^^'^'^^^ Los anticuerpos dirigidos contra PT son protectores para los ratones cuando son sometidos a inoculacion 
ifitracerebral o del aparato respiratorio. Los genes para los peptidos de PT estan dispuestos como un operon. Este operon esta presente en B. pertussis, B. 
porapertussis y B. bronchiseptica, pero los genes no son transcritos ni traducidos en las ultimas dos especies.^® Los anticuerpos dirigidos contra PT tam- 
bien son protectores en modelos animates de tos ferina. PT es la unica molecula que esta representada en todas las vacunas acelulares contra la tos ferina 
formuladas hasta ahora. 


Hemaglufinina filamentosa 


La hemaglutinina filamentosa (FHA) es una adhesina de la superficie celular de peso molecular 220 kDa que tiene actividad hemaglutinante y, junto con 
PT. media la adhesion de B. pertussis a las celulas eucariontes in vitro y a las celulas ciliadas de las vias respiratorias altas.*^'^ '^^ FHA tiene multiples acti- 
• idades fijadoras que permiten a B. pertussis adherirse a diferentes tipos celulares y en algunos casos a invadirlos, incluidos los macrofagos, en diferentes 
esudios de infeccion y junto con otras adhesinas.**^ La fijacion de FHA a los macrofagos conduce a fagocitosis de los microorganismos sin el estallido oxi- 
JLsfcivo asociado con la fagocitosis de otros microorganismos. Esta circunstancia inusual puede ser fundamental para la supervivencia intracelular de B. per- 
Tussis. Los anticuerpos contra FHA proporcionan cierta inmunidad contra la exposicion respiratoria pero no intracerebral en animates, presumiblemente al 
iumbir la fijacion de los microorganismos. 


Pertactina 


La pertactina describe varias protemas de la membrana celular asociadas con la superficie halladas en tres especies de Bordetella. La pertactina R69 de B. 
missis tiene un peso molecular de 69 kDa, y protemas homologas de pesos moleculares ligeramente diferentes se encuentran en B. parapertussis (pertac- 
R70) y en B. bronchiseptica (pertactina P.68). Las pertactinas son modificadas y producidas como protemas ligeramente mas grandes que son escindi- 
da> proteoliticamente para arrojar las moleculas maduras. La pertactina de B. pertussis fue denominada originariamente P69 o protema 69K. Se ha determi- 
n^io que el verdadero peso molecular es de alrededor de 60,5 kDa despues de que se encontro que la pertactina derivaba del procesamiento postraduccio- 
nal de una protema precursora mas grande. La pertactina de B. pertussis funciona junto con FHA para mediar la fijacion de la bacteria a las celulas de culti- 
tisular ayudando a la molecula de FHA a lograr una conformacion que aumenta al maximo la fijacion de la celula bacteriana.'^^ Los anticuerpos contra 
lenactina P.69 protegen a los ratones contra la infeccion por B. pertussis administrada por la via del aerosol, pero la proteccion contra la carga intracerebral 
requiere anticuerpos tanto contra R69 como contra FHA. 


Adenilato ciclasa-hemolisina 


‘ 5 pertussis produce un adenilato ciclasa-hemolisina (AC-H), una protema bifuncional de 177 kDa que es secretada en el medio y tiene tanto actividad de 
jjenilato ciclasa como hemolftica.^*^ La protema es capaz de unirse a las celulas sensibles y es translocada en la celula Intacta. En el interior de la celula 
[ Oioua, la molecula se escinde proteoliticamente. La activacion de la actividad de adenilato ciclasa por la protema eucarionte calmodulina conduce a la acu- 
^ iacion intracelular de cAMP. Esta acumulacion puede suprimir la expresion de la respuesta inmunitaria local al inhibir la quimiotaxis y la fagocitosis de 
!t 5 neutrofilos.^'^^ 


Citoloxina traqueal 


L-' citotoxina traqueal (TCT) es una molecula pequena de alrededor de 921 Da compuesta por un tetrapeptido disacarido derivado del peptidoglucano de la 
:*efed celular. La molecula contiene glucosamina, acido muramico, alanina, acido glutamico y acido diaminopimelico en una relacion 1: 1:2 1:1 y es libera- 
•i* ?n el sobrenadante del cultivo durante la fase de crecimiento logaritmico.^^® La TCT dana y destruye especfficamente las celulas epiteliales ciliadas que 
isien las vias aereas donde el microorganismo se fija y puede contribuir a la tos caracteristica de la tos ferina clinica. Se ha demostrado que la TCT afec- 
adversamente las funciones de las celulas polimorfonucleares en bajas concentraciones y es toxica para estas celulas en concentraciones mas altas.^^^ 
Tambien conduce a la produccion de interleucina-1 e induce oxido nitrico sintasa, que se cree que media el dano del epitelio del aparato respiratorio.^^^ La 
TCT y otros peptidos muramflicos similares tienen otras varias actividades biologicas, que incluyen pirogenicidad y adyuvancia. 


(Continua) 
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Recuadro 9-11 Factores de virulencia de Bordetella pertussis (cont.) 


Toxina termolabil (toxina dermonecrosante) 


B. pertussis tambien produce una toxina termolabil (HLT o toxina dermonecrosante) que es un polipeptido linico de unos 140 kDa. Las HLT producidas 
por B. pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica son similares en sus propiedades biologicas y son indistinguibles desde el punto de vista fisicoquimi- 
co y serologico, mientras que la HLT producida por B. avium es ligeramente diferente en esos aspectos. HLT induce la contraccion de los vasos sangumeos 
debido a efectos constrictores especiTicos sobre el tejido del musculo liso vascular y produce necrosis hemorragica en ratones y en cobayos. Aunque su 
papel en la patogenia de la tos ferina, si existe alguno, se desconoce, los efectos constrictores de la HLT sobre los tejidos altamente vascularizados del apa- 
rato respiratorio podrian conducir a inflamacion local y pueden explicar algo de la patologia respiratoria asociada con la tos ferina. 


Lipooligosacarido 


A1 igual que otras bacterias gramnegativas, B. pertussis tiene lipopolisacarido (LPS, o endotoxina) en la membrana externa de su pared celular. Como suce- 
de con algunos otros patogenos bacterianos, la endotoxina de B. pertussis es en realidad un lipooligosacarido (LOS). Este LOS contiene lipido A y un cen¬ 
tre de oligosaemdos con acido 2-ceto-3-desoxioctulos6nico, pero carece de los antigenos “O” de polisacaridos de cadena larga hallados en las moleculas de 
LPS. El papel de LOS en la patogenia de la tos ferina se desconoce, aunque tiene las propiedades habituales asociadas con el LOS de muchos microorganis- 
mos, que incluyen pirogenicidad, adyuvancia, induccion de produccion de interferon y mitogenicidad y activacion policlonal de las celulas B. La LOS de B. 
pertussis puede ser al menos parcialmente responsable de la reactividad asociada con la vacuna de las celulas enteras contra la tos ferina. 


Las especies de Bordetella tambien tienen antigenos denominados aglutindgenos “O” sobre la superficie de la celula bacteriana. Se describieron catorce 
aglutinogenos (AGO) termolabiles para estas especies, los cuales se asocian con fimbrias y al parecer tambien participan en la mediacion de la fijacion a las 
celulas diana. Los AGG 1 a 6 se encuentran en B. pertussis; AGG 1 es comun a todas las cepas de B. pertussis, y los AGG 2 a 6 estan presentes en estas 
combinaciones en las diferentes cepas. 


anos al finalizar esa decada. Aunque la experiencia ha sugerido 
una eficacia clmica del 80% o mayor, las amplias variaciones 
en el rendimiento de diferentes preparados de vacunas de celu¬ 
las enteras solo se evidenciaron durante los estudios de eficacia 
clinica prospectiva llevados a cabo con vacunas acelulares 
potenciales contra la tos ferina. Ademas, la publicidad que 
rodea los informes de encefalopatia y secuelas neurologicas 
permanentes que se relacionaron temporalmente con la recep- 
cion de una vacuna DwPT aceleraron los intentos de crear 
vacunas acelulares o de “subunidades”. La caracterizacion de 
los componentes subcelulares de B. pertussis permitio la ela- 
boracion de varias vacunas acelulares consistentes en uno o 
mas antigenos y, comenzando a principios de la decada de 
1990, se llevaron a cabo al menos siete ensayos sobre eficacia 
de diferentes vacunas acelulares, entre ellas PT destoxificada 
junto con uno o mas de los otros componentes inmunogenos, 
como FHA, fimbrias o pertactina P.69. Se logro una eficacia 
variable entre el 71% y el 97% tanto con las vacunas acelula¬ 
res como de celulas enteras. En general, la vacuna acelular de 
uno y dos componentes tuvo menos exito que las vacunas con 
tres a cinco antigenos, y las vacunas de celulas enteras tuvieron 
el mismo rendimiento o mayor que los productos acelulares, 
aunque las vacunas acelulares se asociaron con tasas mucho 
mas bajas de reactividad.365.515.778,965 1012 . 1147.12611288 En 1999 se 
autorizo en los Estados Unidos el uso de cuatro vacunas acelu¬ 
lares contra B. pertussis: 

1. ACEL-IMMUNE® (Wyeth-Lederle Vaccines and Pediatrics): 
vacuna tetravalente que contiene PT, FHA, fimbrias y per¬ 
tactina. 

2. TriPedia® (Connaught Laboratories, Inc.): contiene PT y 
FHA. 

3. Infanrix® (SmithKline Beecham Biologicals): contenia PT, 
FHA y pertactina. 

4. Certiva® (North American Vaccines): contiene solo PT. 


En la actualidad, se administran tanto vacunas de celulas 
enteras como acelulares junto con los toxoides difterico y teta- 
nico como DwPT (con la vacuna de celulas enteras) o como 
DaPT (con las vacunas acelulares contra tos ferina). El esque- 
ma de inmunizacion consiste en tres dosis de DwPT o DaPT 
mediante inyeccion intramuscular a intervalos de 4 a 8 sema- 
nas, tipicamente a los 2 meses, 4 meses y 6 meses de edad, con 
una cuarta dosis 6 a 12 meses mas tarde.^o^ Se recomienda una 
quinta dosis a los 4 a 6 ahos de edad. La respuesta inmunitaria 
del huesped luego de recibir vacunas acelulares contra la tos 
ferina esta dirigida contra los antigenos definidos contenidos 
en la vacuna individual, mientras que la respuesta que sigue a 
la recepcion de la vacuna de celulas enteras esta dirigida pre- 
dominantemente contra antigenos de la membrana externa y las 
fimbrias. En general, algunos estudios han mostrado que las va¬ 
cunas de multiples componentes que contienen pertactina y 
antigenos de las fimbrias ademas de PT y FHA producen una 
respuesta inmunitaria mas viva que las que contienen solo PT 
y FHA.^65 Estas vacunas tambien parecen ser altamente 
inmunogenicas cuando se administran junto con otras inmuni- 
zaciones infantiles. Halperin y cols, investigaron las respuestas 
inmunitarias de 180 lactantes inmunizados con una vacuna ace¬ 
lular de tres componentes contra tos ferina, toxoides difterico y 
tetanico, vacuna contra poliovirus inactivados y vacuna conju- 
gada contra H. influenzae tipo b-toxoide tetanico. La vacuna 
contra H. influenzae tipo b se administro en la misma jeringa 
que las otras vacunas o en otra separada. En este estudio se 
observe que todas las vacunas, incluida la vacuna contra B. 
pertussis, eran inocuas, bien toleradas e inmunogenicas inde- 
pendientemente de la cantidad de vacunas incluidas en la 
inyeccion.^^^ 

Otras cuestiones relacionadas con el uso de vacunas de subu- 
nidades de pertussis incluyen su eficacia en adultos y lactantes 
pequehos con riesgo de tos ferina. Aunque B. pertussis no es 
una causa importante de enfermedad respiratoria en la mayoria 
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i; ic> adultos, algunos estudios epidemiologicos han implica¬ 
te recetidas veces a los adultos infectados como fuente y trans- 
!!i4>ore> del microorganismo a los ninos. 235 - 236.237 Ademas, han 
Cimmdo brotes en cuidadores adultos expuestos a ninos con tos 
fer.na en guardenas. Como la reactividad contra la vacuna de 
cei Joi enteras puede ser mas grave en los adultos, tambien se 
rejii^zan investigaciones sobre vacunas de componentes acelu- 
acerca de su inmunogenicidad en adultos que ya fueron 
jcunados o que estan mal vacunados. Varios estudios en 
pribiaciones adultas han mostrado que las vacunas acelulares 
-■entra la tos ferina, cuando se administran solas o cuando se 
:rmbinan con toxoide difterico y tetanico, producen efectos 
ersos minimos y generan respuestas vivas de anticuerpos 
-iCktra PT, FHA, pertactina y antigenos de las fimbrias presen- 
if'* en la vacuna sin ninguna interferencia en las respuestas 
L-munitarias a los toxoides tetanico o difterico.364.675.972.iio] 5 ^ 
e-siin confeccionando pautas para la inmunizacion de los adul- 
w con riesgo de tos ferina. Tambien se puede observar tos feri- 
en lactantes pequehos debido a concentraciones suboptimas 
je anticuerpos transplacentarios de madres sensibles a la enfer- 
-edad. Un estudio de una vacuna acelular en lactantes peque- 
mostro que la vacuna no prevenia la infeccion en estos 
’::hos. pero mejoro sustancialmente la aparicion de los smto- 

graves.-^2 

Debido a la autorizacion relativamente reciente de las vacu- 
nas acelulares contra la tos ferina, existen pocos datos sobre la 
iuracion de la proteccion que brindan. Sin embargo, los datos 
publicados indican que los niveles de anticuerpos luego de la 
inmunizacion con vacunas acelulares se mantienen altos 
durante varios anos. Okada y cols, examinaron las concentra- 
.‘jones de anticuerpos contra la tos ferina en tres grupos de 
mhos de 5 a 7 anos despues de la ultima inoculaci6n.^64 lqs 
ninos de estos cuatro grupos incluyeron a aquellos que habian 
recibido cuatro dosis de DwPT (75 ninos), tres dosis de DwPT 
> un refuerzo con DaPT (90) o cuatro dosis de DaPT (131). En 
esie estudio se observe que los titulos de anticuerpos despues 
de la vacunacion con DaPT eran equivalentes a los que reci- 
bieron DwPT o mejores.^64 estudio de seguimiento de 

iO anos de duracion de 207 ninos japoneses que habian reci¬ 
bido una vacuna acelular de dos componentes contra la tos 
lerina (FHA y PT) o la vacuna de celulas enteras contra la 
ros ferina se observo que el 77% de los vacunados tenian aun 
anticuerpos medibles, independientemente del tipo de vacuna 

que habian recibido.^276 

Antes de pasar a una explicacion sobre las tecnicas de aisla- 
miento y los metodos de identificacion para B. pertussis y otras 
especies de Bordetella, trataremos las capacidades patogenicas 
de B. parapertussis, B. bronchiseptica, B. hinzii, B. holmesii y 
B. trematum. 


u-Tiportancia ch'nica de otras especies de Bordetella 
BORDETELLA PARAPERTUSSIS 

B. parapertussis tambien se asocia con una enfermedad si¬ 
milar a la tos ferina en los seres humanos, pero su presentacion 
clinica suele ser menos grave. ^^ 6.828 Lqs ninos con infeccion 
por B. parapertussis tuvieron una duracion mas breve de la tos, 
el broncoespasmo, los silbidos, los vomitos, la apnea y la cia- 
Dosis.^^^ *28 embargo, se han comunicado brotes de B. para¬ 
pertussis en los cuales la enfermedad ha sido muy grave y con- 
dujo a la muerte, sobre todo en ninos muy pequenos. Wirsing 
von Konig y Finger compararon la gravedad de la enfermedad 
en 33 ninos con infeccion por P. parapertussis con 331 pacien- 
les con infeccion por B. pertussis y observaron que la frecuen- 


cia de la tos paroxistica, silbidos y vomitos era casi identica en 
los dos grupos.Heininger y cols, tambien compararon la 
infeccion por B. pertussis en 76 pacientes con la infeccion por 
B. parapertussis en 38 pacientes apareados por edad y sexo.^^^ 
Estos autores observaron que la enfermedad causada por B. 
parapertussis era como la tipica de tos ferina pero mucho 
menos grave y que, al contrario de la tos ferina, la linfocitosis 
no era una caracteristica de la infeccion, presumiblemente 
debido a la ausencia de actividad promotora de la linfocitosis 
de PT. La menor patogenicidad en B. parapertussis puede 
deberse en efecto a la falta de expresion de PT y otros factores 
de virulencia. Es interesante senalar que cuando se transfieren 
genes que codifican ciertos factores de virulencia de pertussis 
(p. ej., PT y FHA) en B. parapertussis mediante tecnicas gene- 
ticas, el microorganismo se toma capaz de producir caracteris- 
ticas similares a B. pertussis in vitro (p. ej., anafilaxia. sensibi- 
lidad a la histamina y leucocitosis), lo que sugiere que la pre- 
sencia de genes de virulencia y su regulacion pueden constituir 
la diferencia primaria entre estas especies geneticamente 
“identicas”. 


BORDETELLA BRONCHISEPTICA 

B. bronchiseptica causa infecciones del aparato respiratorio 
en distintas especies animales (p. ej., traqueobronquitis infec- 
ciosa o “tos de las perreras” en canes, neumonia en gatos, rini- 
tis atrofica y bronconeumonia en cerdos y lechones, neumonia, 
otitis media en conejos y cobayos) y puede ser aislado como 
comensal de las vias respiratorias altas de los seres humanos. 
Estos a menudo adquieren el microorganismo de animales 
domesticados y tambien puede ocurrir la transmision hospita- 
laria de un paciente a otro.^°'^’^223 p bronchiseptica es una causa 
inusual de infecciones fundamentalmente en huespedes inmu- 
nodeprimidos.^^^^ Se ha comunicado sepsis, meningitis que 
sigue a un traumatismo de craneo, peritonitis, bronquitis y neu¬ 
monia causadas por B. bronchiseptica en pacientes con enfer¬ 
medad hepatica subyacente, alcoholismo, asplenia, enfermeda- 
des hematologicas malignas, insuficiencia renal cronica, asma 
cronica, lupus eritematoso sistemico e hipertension 
grave.^^3.225,483,1007,1395 Bauweus y cols, describieron un caso de 
bacteriemia y neumonia en una mujer de 20 anos luego del 
trasplante de medula osea por leucemia mieloide aguda .^^2 
Choy y cols, tambien describieron un caso de neumonia por B. 
bronchiseptica en un varon de 7 anos 28 dias despues del tras¬ 
plante de medula osea por un sindrome de hipergammaglobu- 
linemia IgM ligada al cromosoma X.248 Reina y cols, informa- 
ron de un caso de neumonia debida a B. bronchiseptica en un 
paciente de 37 anos que habia sufrido un traumatismo de torax 
grave en un accidente automovilistico y requirio intubacion.’^ 
Dentro de las 72 horas aparecieron infiltrados en la radiografia 
de torax y el cultivo del material de aspiracion endotraqueal dio 
el microorganismo en cultivo puro. En ocasiones. B. bronchi- 
septica causa infecciones graves, como neumonia con shock, 
en pacientes inmunocompetentes .^253 Desde 1991. se han 
comunicado varios casos de neumonia por B. bronchiseptica en 
pacientes con S ID A. 362.452.86 1 Tambien se han publicado casos 
raros de endocarditis causada por B. bronchiseptica. En uno de 
estos casos, el paciente presento fiebre y una dermatitis alrede- 
dor de una incision quirurgica reciente. Se supo despues que el 
perro del paciente a menudo mordisqueaba y lamia el area de 
dermatitis que rodeaba la incision, lo que sugirio un origen 
canino para el microorganismo.De hecho, se lo solia llamar 
B. bronchicanis debido a su presencia en las vias respiratorias 
altas de los perros. 
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BORDETELLA HINZIl 

Se propuso B. hinzii como especie nueva en 1995, aunque el 
microorganismo habia sido descrito informalmente cuando fue 
aislado en el esputo y en multiples hemocultivos de un pacien- 
te de 42 anos con SIDA que no tenia sintomas respirato- 
rios.280 >304 microorganismo similar a B. avium ha sido ais¬ 
lado del aparato respiratorio de polios y pavos, ademas en 
muestras respiratorias de seres humanosJ^®^ Se aislaron cepas 
de B. hinzii en ocho ocasiones en un periodo de 3 ahos de un 
paciente adulto con fibrosis quistica en asociacion con exacer- 
baciones agudas de su enfermedad pulmonar cronica; el micro¬ 
organismo no pudo ser erradicado del aparato respiratorio del 
paciente a pesar del tratamiento antibiotico adecuado.^^ q \ 
ano 2000, se comunico una bacteriemia mortal por B. hinzii en 
un hombre de 69 anos con colestasis y se aislo B. hinzii junto 
con microorganismos del complejo Nocardia asteroides del 
Ifquido de lavado broncoalveolar de un paciente con 
Aunque la exposicion aviaria del aparato respirato¬ 
rio se puede descartar en el paciente con SIDA, la posible 
adquisicion de la exposicion aviar o la colonizacion gastroin¬ 
testinal seguida de colangitis ascendente fueron sugeridos 
como posibles modos de patogenia en el paciente bacteriemi- 
co. Otro microorganismo “similar a B. avium'' hasta ahora sin 
nombre fue aislado en un cultivo mixto de un paciente con oti¬ 
tis media cronica. Esta bacteria era distinta de B. avium en su 
patron de resistencia a los antibioticos, la composicion de pro- 
temas y acidos grasos y las hibridaciones de DNA-DNA y 
DNA-rRNA.^"** B. avium no ha sido aislado de muestras huma- 
nas o infecciones. 


BORDETELLA HOLMESfl 

B. holmesii, descrito originariamente como un microoganis- 
mo no oxidante del grupo 2 de los CDC (NO-2), ha sido aisla¬ 
do en hemocultivos de pacientes con enfermedades febriles 
agudas, endocarditis, anemia drepanocitica complicada por 
artritis, diabetes, esplenectomias previas, enfermedad de 
Hodgkin e insuficiencia respiratoria.^^^^ De los 15 casos descri- 
tos en esta comunicacion, se presento una enfermedad subya- 
cente en siete, tres ocurrieron en pacientes asplenicos y un 
paciente habia sido mordido por un perro. Las cepas descritas 
habian sido aisladas en Suiza, Arabia Saudita y los Estados 
Unidos. En 1996, Lindquist y cols, aislaron B. holmesii en mul¬ 
tiples hemocultivos en un varon de 12 anos con fiebre, cefalea 
y un antecedente importante de esplenectomia 4 ahos antes.’®"^ 
Aunque se desconoce el habitat normal de B. holmesii, el 
paciente tenia contacto frecuente y prolongado con perros de 
caza y habia sufrido recientemente una lesion en el dedo pul- 
gar con un anzuelo. Tang y otros autores en la Mayo Clinic 
comunicaron el aislamiento de un microorganismo similar a B. 
holmesii de tres pacientes con septicemia, endocarditis e insu¬ 
ficiencia respiratoria.*^^^ Los factores de riesgo fueron asplenia 
subyacente, enfermedad de Hodgkin y miocardiopatia grave, 
respectivamente. B. holmesii tambien fue aislado en un lactan- 
te de 10 meses que llego a la sala de emergencias con fiebre e 
irritabilidad.*^* Con un diagnostico original de sindrome viral, 
crecio B. holmesii en el unico hemocultivo para aerobios den- 
tro de las 36 horas. Durante el seguimiento, el lactante estuvo 
afebril y asintomatico. Tambien se ha aislado B. holmesii en 
multiples hemocultivos en un varon de 24 ahos con tos seca y 
fiebre y una anamnesis compatible con anemia drepanocitica 
manifiesta desde el periodo neonatal, hepatitis C, osteomielitis 
tibial a los 6 ahos de edad y crisis abdominales frecuentes que 
requirieron multiples transfusiones hasta los 8 ahos de edad.^"^® 


Recientemente, se han aislado cepas de B. holmesii en mues¬ 
tras respiratorias de pacientes con sospecha de padecer tos 
ferina.®"^* De 10 996 muestras remitidas desde enero de 
1995 hasta diciembre de 1998 al Massachussets State 
Laboratory Institute en Boston para el cultivo de especies de 
Bordetella, 32 dieron B. holmesii, mientras que 740 y 96 
muestras fueron positivas para B. pertussis y B. parapertussis, 
respectivamente.*"^' 


BORDETELLA TREMATUM 

B. trematum, otra especie recien descrita, ha sido asilada en 
muestras de heridas humanas y en casos de otitis media croni¬ 
ca.Se observo que esta especie estaba mas estrechamente 
relacionada desde el punto de vista genetico y quimiotaxono- 
mico con la cepa tipo del genero Bordetella (B. pertussis) que 
con la cepa tipo del genero Alcaligenes (A. faecalis). 

Aislamiento e identificacion de las especies de Bordetella 
MUESTRAS Y MEDtOS DE CULTIVO 

Como B. pertussis se fija preferencialmente al epitelio cilia- 
do en las vias respiratorias altas, la muestra de eleccion se 
obtiene por aspiracion nasofanngea con un tubo de alimenta- 
cion para lactantes conectado a un frasco de aspiracion de 
moco. Se introduce la punta del tubo en una narina a lo largo 
del piso de la nasofaringe hasta que alcance la faringe posterior. 
Una vez que el tubo esta colocado, se aplica aspiracion suave. 
Luego de la aspiracion, se introduce solucion salina (1 mL) a 
traves de la tubuladura en el frasco.^^^ Para obtener las mues¬ 
tras de hisopadas, se pasa un hisopo nasofarmgeo pequeho a 
traves de cada narina hasta que la punta del hisopo alcance la 
nasofaringe posterior. Se dejan colocados los hisopos y se los 
rota suavemente durante 30 segundos a I minuto de modo que 
absorban los microorganismos. Los hisopos para cultivo o 
diagnostico molecular deben estar compuestos de Dacron con 
vainas de plastico. No se deben utilizar hisopos con punta de 
algodon porque algunas fibras ese material inhiben el cultivo. 
El alginato de calcio y el aluminio lixiviado para vainas de 
hisopo metalicas tambien son inhibidores para los ensayos 
basados sobre PCR para la deteccion de B. pertussis, El 
maximo rendimiento de cultivos positivos se logra con los 
hisopos nasofaringeos recogidos junto con el material de aspi¬ 
racion. Los cultivos habituales de fauces no son apropiados 
para el aislamiento de B. pertussis. Las muestras para bordete- 
las tambien requieren medios de transporte especiales para el 
crecimiento optimo del microorganismo. Se puede utilizar el 
medio de transporte de Regan-Lowe para el material de aspira¬ 
cion las muestras de hisopados, que tienen la ventaja de servir 
como transporte y como medio de enriquecimiento (vease mas 
adelante). 

Se necesitan medios especiales para el aislamiento de B. per¬ 
tussis. El medio clasico es agar de Bordet-Gengou (BG), el 
cual se prepara con patatas para incorporarle un alto contenido 
de almidon. El almidon neutraliza los materiales toxicos que 
puede haber en el agar o en la muestra propiamente dicha. Se 
omiten las peptonas en el medio, dado que estas protemas tam¬ 
bien son inhibidoras. El agar BG tambien contiene glicerol 
como agente estabilizador. Aunque la base de agar BG “case- 
ra” es superior, existe un medio basal deshidratado comercial 
(Remel Laboratories; BD Biosciences). La base se prepara con 
anticipacion y se almacena refrigerada. Si se sospecha B. per¬ 
tussis, se debe notificar al laboratorio antes de que reciba la 
muestra, dado que el medio final debe prepararse en fresco. 
Para preparar el medio para el uso, se funde la base de agar con 
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'glicerol y se agregan 30 mL de sangre desfibrinada de 
jamero por 100 mL de medio base de agar (aproximadamente 
13 de sangre peso/volumen). En las formulas mas antiguas, 
^ agregaba cefalexina (concentracion final, 40 pg/mL) a los 
-!?dios para inhibir los microorganismos grampositivos conta- 
unanies. Se puede sustituir por meticilina (2,5 pg/mL) u oxa- 
cilma i 0.625 pg/mL). Se inoculan tanto medios no seiectivos 
^electivos, ya que algunas cepas de B. pertussis pueden 
ser hgeramente inhibidas por la cefalexina. 

En 1977, Regan y Lowe describieron un medio que contenfa 
carbon y sangre de caballo que resulto superior al agar BG en 
estudiosJ®^^ Aunque se lo describio originariamente 
■ medio de transporte/enriquecimiento, las formulas de agar 
Regan-Lowe se encuentran disponibles como medio de 
uan>porte/enriquecimiento semisolido y como medio solido 
para el aislamiento del microorganismo. Las formulas para el 
ruedio de Regan-Lowe (RL) se muestran en el recuadro 9-12. 

El medio de transporte/enriquecimiento semisolido es iden- 
nco en formula al medio de aislamiento que mostramos antes, 
en que se presenta agar carbon con la mitad de concen- 
iracion (es decir, 25,5 g/L) y se expende en tubos con tapa a 
r»>,^a esteriles y no en placas de Petri de 100 mm. Tambien se 
recomienda preparar algo del medio sin cefalexina de modo de 
^aKiiar con el medio selectivo y con el no selectivo para el cre- 
cumento de los microorganismos. 

En condiciones optimas, los medios deben ser inoculados 
^reciamente en el momento de la recoleccion de muestras 
lariio en medios seiectivos (con cefalexina. meticilina u oxaci- 
lin^ vease antes) como en medios no seiectivos (vease lamina 
en color 9-5G). Si se utiliza un medio de transporte, el medio 
>erms61ido de Regan-Lowe (RL) es optimo, dado que las for¬ 
mulas de los medios de transporte de Stuart y de Amies no son 
adecuadas para mantener la viabilidad de B. pertussis. Las 
muestras transportadas en medio semisolido RL pueden ser 
>-jbcultivadas al recibirlas en el medio RL para aislamiento o 
en medio BG con cefalexina y sin ella (u oxacilina/meticilina). 
El medio de transporte se incuba luego junto con las placas pri- 
marias y se subcultiva en agar RL despues de 48 boras de 
enriquecimiento a 35 °C en aire humidificado ambiente.^®^ Al 
cuntrario de las ideas y las practicas sostenidas ampliamenie, 
el aire ambiente es superior al medio de incubacion enrique- 
cido con CO 2 . Las placas deben incubarse por lo menos du¬ 
rante 7-10 dfas. Sin embargo, en un estudio llevado a cabo en 
Canada, crecieron 7 (16%) de 44 aislamientos de B. pertussis y 
Z 150%) de 4 aislamientos de B. parapertussis despues de solo 
\ 1 dias de incubacion.^"^^ 

Se ban publicado otras formulas de medios para el aisla- 
miento de B. pertussis .Mucbas de ellas fueron modi- 
ncaciones de la formula de Regan-Lowe, es decir, una base de 
L^-ir carbon con suplemento de sangre desfibrinada mas anti- 


Recuadro 9-12 Medio de Regan-Lowe para el aislamiento 
de Bordetella pertussis (por litro de agua 
destilada) 


Agar carbon (Oxoide CM 119) 

51 g 

Sangre de caballo, desfibrinada 

100 mL 

Cefalexina (omitir para agar no selectivo) 

0,04 g 

.Anfotericina B (opcional) 

0,05 g 


bioticos como lincomicina. Hoppe y Scblagenbauf observaron 
que la sangre de caballo estimulaba una proliferacion abundan- 
te y mas rapida de B. pertussis que la sangre de camero, y que 
ambas eran claramente superiores a la sangre bumana.^^^ El 
microorganismo tambien crece en agar carbon-extracto de leva- 
dura (BCYE), el medio utilizado para el aislamiento de especies 
de Legionella. Ng y cols, aislaron inesperadamente B. pertussis 
de muestras de lavado broncoalveolar y biopsia transbronquial 
de tres pacientes con SIDA en agar BCYE en su busqueda de 
microorganismos Legionella en esios pacientes. Tambien se 
describio un medio sin sangre denominado medio solido de 
ciclodextrina (CSM),*^ que contiene un compuesio llamado 
heptaquis (2,6-(9)-dimetil-P-ciclodextrina en una base de caldo 
sintetica compuesta por glutamato, prolina, sales balanceadas, 
buffer TRIS, acidos de Casamino y L-cistema. Se observo que 
beplaquis-ciclodextrina estimulaba el crecimiento de B. pertus¬ 
sis y suprimia el crecimiento de la flora orofarmgea normal. 
Este medio tambien se puede volver selectivo mediante la 
inclusion de cefalexina (concentracion final, 5 pg/mL). En un 
estudio de 40 muestras de 29 pacientes con tos ferina clinica. 
desarrollo B. pertussis en el 100% de las muestras cultivadas en 
medio CSM selectivo, pero solo en el 65% de las muestras cul¬ 
tivadas en agar BG selective.-^ Tambien se demostro que el 
medio CSM tenia un periodo de validez refrigerado mas pro- 
longado que el agar BG. 


PRUEBAS DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

Ademas del cultivo, las pruebas de inmunofluorescencia 
directa (IFD) tambien se utilizan para detectar B. pertussis 
directamente en extendidos preparados de muestras nasofarm- 
geas. Aunque estas pruebas proporcionan resultados rapidos, es 
bien aceptado que el cultivo en medios apropiados es mas sen¬ 
sible la prueba de IFD.^-^ ^2331423 Segun cuando se recogen las 
muestras en el curso clinico, es posible que la prueba de IFD 
no detecte pequenas cantidades de microorganismos que seran 
recogidos en el cultivo. Algunos investigadores observaron que 
esta prueba es inaceptablemente poco sensible e inespeciTica, 
sobre todo cuando se utilizan antisueros policlonales comer- 
ciales. Halperin y cols, notaron que solo 6 de 20 casos positi- 
vos por cultivo tenian IFD positivas, y que en solo 4 de los 12 
casos de IFD positiva se confirmaron cullivos negativos me¬ 
diante pruebas serologicas de muestras de suero de fase aguda 
y de convalecencia.^2^ A esto se agregan las dificultades intrin- 
secas con la interpretacion y la subjetividad de las tecnicas de 
fluorescencia. Ademas, se demostro que los anticuerpos poli¬ 
clonales contra Legionella tambien reaccionan con algunas 
cepas de B. pertussis y B. Bronchiseptica en las pruebas de IFD 
contra los primeros, lo que conduce a resultados falsos positi- 
vos de inmunofluorescencia para especies de 
lla.^^^'^^'^^^ La prueba de IFD para la deteccion de B. pertussis 
debe utilizarse junto con el cultivo, no en sustitucion de el. 

Las pruebas de IFD pueden realizarse utilizando anticuerpos 
policlonales o monoclonales. Los anticuerpos monoclonales 
(Accu-Mab, Alta-Chem Pharma, Edmonton. Alberta, Canada) 
estan dirigidas contra un epitopo de lipooligosac^do y es un 
reactivo fluorocromo doble para la deteccion de B. pertussis y 
B. parapertussis en la misma muestra. Para realizar la prueba 
IFD, se colocan muestras de hisopados nasofarmgeos o mate¬ 
rial de aspiracion nasofarmgea en un tubo esteril que contiene 
una pequeha cantidad (0,5 mL) de caldo de acidos Casamino. 
Despues de una mezcla energica, se preparan cuatro a seis 
extendidos. La formacion de capas con las gotas de material y 
la posterior desecacion antes de las aplicaciones de gotas pro- 
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duce un frotis con una pelicula visible de material sobre el. 
Despues de la desecacion y la fijacion con calor, se pueden 
tenir los portaobjetos. Se deben utilizar conjugados de B. per¬ 
tussis y B. parapertussis correctamente titulados; debido a la 
alta especificidad de los conjugados, uno se puede utilizar 
como control negativo de tincion inespecifica del otro en el 
procedimiento de tincion. Los conjugados policlonales provie- 
nen de BD Biosciences. Los frotis de control positivos y nega- 
tivos se preparan con suspensiones PBS/solucion salina (igual 
a un McFarland #1) de cultivos de referencia en medio BG o 
RL sin antibioticos. Con estas suspensiones se logran frotis con 
10 a 100 microorganismos por campo de inmersion en aceite. 
En la prueba de IFD, los microorganismos se presentan como 
cocobacilos pequenos con una fluorescencia periferica de color 
verde manzana brillante (vease lamina en color 9-5E). Pueden 
aparecer aislados, de a pares o en grupos. En los frotis prepara¬ 
dos con muestras altamente viscosas, los microorganismos pue¬ 
den mostrar adherencia a las bandas mucosas. Los extendidos 
de muestras se examinan con 400 x; las areas sospechosas se 
examinan con objetivo de inmersion en aceite para su confir- 
macion. Las tinciones de Gram de extendidos preparados simul- 
taneamente tambien pueden ayudar a confirmar la morfologia 
de los microorganismos que fluorescen con los anticuerpos. 

CARACTERiSTICAS DE LOS CULTIVOS E IDENTIFICACION 

En cultivo, las colonias de B. pertussis pueden observarse 
despues de 2 a 4 dias. El crecimiento suele ser evidente antes en 
medios sin antibioticos, pero no siempre es asi. Las placas se 
examinan en el microscopio con un objetivo de campo (10 x) y 
una luz incidente oblicua para determinar las caracteristicas de 
las colonias. Las cepas clmicas frescas de B. pertussis en agar 
BG aparecen como pequenas colonias brillantes y muy acumi- 
nadas en el perfil. Clasicamente, se describe que se asemejan a 
pequenas gotitas de mercurio (vease lamina en color 9-4G). 
Las colonias en BG pueden ser ligeramente p-hemoliticas, 


sobre todo en las areas mas confluentes de crecimiento o des- 
pues de una incubacion prolongada. En medio de agar RL, las 
colonias son pequenas, con cupula y brillantes, con una opa- 
lescencia en madreperla blanca (vease lamina en color 9-5G y 
H). Las colonias de B. parapertussis crecen mas rapidamente, 
son mas p-hemoliticas en agar BG y tienen un color gris o lige¬ 
ramente pardo. Las colonias de B. bronchiseptica se observan 
dentro de las 24 boras, son grandes, mas planas y tienen aspec- 
to mate mas que brillante. Las ultimas especies se asemejan a 
un bacilo gramnegativo no fermentativo (al igual que una espe- 
cie de Alcaligenes) en el aspecto de sus colonias y la produc- 
cion de un olor caracteristico a “no fermentadores”. Tambien 
difiere la morfologia de la tincion de Gram de estos microor¬ 
ganismos. B. pertussis aparece como cocobacilos pequenos y 
de tincion palida, mientras que B. parapertussis y B. bronchi¬ 
septica tienen defmitivamente mas forma de bacilos. Debido a 
la tincion palida de los microorganismos, se debe dejar sobre el 
portaobjetos una contratincion de safranina al menos durante 2 
minutos (vease lamina en color 9-5F). 

Una vez aislado, B. pertussis suele identificarse por la prue¬ 
ba de inmunofluorescencia, dado que es muy inerte en las prue- 
bas de identificacion bioquimica (cuadro 9-16).^^^ Los metodos 
serologicos tambien pueden utilizarse para identificar B. para¬ 
pertussis. pero los metodos bioquimicos pueden proporcionar 
una identificacion presuntiva. B. pertussis, B. bronchiseptica, 
B. hinzii y B. avium son oxidasa positivos con el reactivo de 
oxidasa de Kovac, mientras que B. parapertussis, B. holmesii y 
B. trematum son oxidasa negativos. B. parapertussis, B. bron¬ 
chiseptica, B. hinzii y B. holmesii son catalasa positivos, mien¬ 
tras que B. pertussis es variable para la produccion de catalasa. 
Tanto B. parapertussis como B. bronchiseptica son ureasa 
positivos, y las ultimas especies producen una prueba positiva 
en 4 boras o menos. B. hinzii es variable para la produccion de 
ureasa, mientras que B. pertussis, B. holmesii, B. avium y B. 
trematum son ureasa negativos. Tanto B. parapertussis como B. 
holmesii producen un pigmento pardo soluble en medios de 


Cuadro 9-16 Caracteristicas bioqufmicas para la identificacion de especies de Bordetella 





B. 

B. 

B. 

B. 

B. 

B. 

B. 

CARACTERiSTICA 

PERTUSSIS 

PARAPERTUSSIS 

BRONCHISEPTICA 

AVIUM 

HINZII 

HOLMESII 

TREMATUM 

Oxidasa 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

~ 


Catalasa 

+ 

+ 


+ 

+ 


+ 

Motilidad 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Reduccion de nitraio 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

V 

Ureasa 

- 

+ (24 horas) 

+ (4 horas) 

- 

V 

- 

- 

Citrato 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

Pigmento marron en agar infusion de 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

ND 

corazon con L-tirosina (1 g/L) 

Crecimiento en: 

Agar de Bordet-Gengou 

2-6 dias 

1-3 dias 

1-2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

Agar de Regan-Lowe 

3-6 dias 

2-3 dias 

1-2 dias 

1-2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

Agar sangre 

Sin crecimiento 

1-3 dias 

1-2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

Agar chocolate 

Sin crecimiento 

1-3 dias 

+ 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

2 dias 

Agar de MacConkey 

Sin crecimiento 

V 

+ 

+ 

+ 

3-7 dias 

2 dias 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa \ 
“Reaccion dehil/retardada. 

reaccion variable. 
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iTsi. mientras que B. pertussis, B. hronchiseptica, B. hinzii, B. 
rreniiitum y B. avium no lo hacen. En el cuadro 9-16 se mues- 
tran oiras caractensticas para la identificacion de las especies 
de Bordetella. 

^evas tecnicas para la deteccion y ia identificacion 
de Bordetella pertussis 

Tambien se ban aplicado varias tecnicas mas nuevas a la 
identificacion y la deteccion directa de B. pertussis en muestras 
clinicas.^ Se han utilizado anticuerpos monoclonales desarro- 
tlidos contra LPS y FHA de B. pertussis en foimatos de ensa- 
>»: > ”de manchas” (dot blot) e inmunosorbente enzimatico para 
•a identificacion de B. pertussis a partir de las colonias aisla- 
Tambien se describieron varios metodos rapidos 
para la deteccion directa de antigenos y factores de virulencia 
de B. pertussis en muestras nasofaringeas. Se han desarrollado 
anticuerpos monoclonales preparados contra PT, FHA y LPS 
de B. pertussis que han sido evaluados en formatos de inmuno- 
analisis enzimaticos como pruebas de “captura de antigeno” 
para la deteccion directa de estos factores de virulencia especf- 
ficos de B. pertussis en muestras clmicas.'^^^^*^’^*'^ Las pruebas 
de cultivo tisular in vitro, como la prueba de citotoxicidad de 
celulas ovaricas de hamster chino realizada directamente en 
muestras de las vias respiratorias altas, tambien se describieron 
w'i>rno rapidas, sensibles y especiTicas para el diagnostico de tos 
lerina.--'^ Se ha explotado PT purificada, FHA y otras protemas 
como antigenos para uso en las pruebas de deteccion de anti¬ 
cuerpos como herramientas diagnosticas y para vigilancias del 
e^iado inmunitario (vease seccion en '“Pruebas serologicas para 
el diagnostico de tos ferina”, mas adelante). 

Con la caracterizacion genetica de B. pertussis y sus factores 
de virulencia y la clonacion de los genes para estas protemas, 
se han desarrollado genes, cebadores de PCR especificos de 
especie o ambos y sondas tanto para la deteccion directa de mi- 
croorganismos en muestras nasofaringeas como para la identi- 
licacion de microorganismos aislados en cultivo. De hecho, las 
pruebas basadas sobre PCR se convierten en las de eleccion 
para el diagnostico de tos ferina debido a su exquisita sensibi- 
iidad y especificidad. Se han identificado las secuencias diana 
de acidos nucleicos especiTicas de B. pertussis y se han desa- 
rrollado cebadores y sondas para su deteccion mediante PCR. 
Las secuencias diana de PCR incluyen la secuencia de inser- 
cion repetida \S48l especiTica de B. pertussis, la region pro- 
mntora del gen de la toxina de B. pertussis, el gen de la adeni- 
latociclasa y los genes estructurales para las protemas porinas 
de B. El uso de una 

cnmbinacion de cebadores y enzimas de restriccion puede per- 
miiir la deteccion simultanea de B. pertussis y B. parapertussis 
V la discriminacion entre ellos. Algunas secuencias diana utili- 
zadas para PCR, como la secuencia de insercion IS457 de B. 
pertussis, tambien se han detectado en otras especies de 
Bordetella, como B. holmesii.'^'^'^ La tecnica de PCR anidada 
* nested) utiliza una secuencia de 239 pares de bases de la 
region promotora PT como diana.Esta secuencia se encuen- 
ira en B. pertussis, B. parapertussis y B. hronchiseptica y es 
amplificada durante el ciclado termico. La identificacion de las 
especies se completa mediante la escision de amplicones con 
endonucleasas de restriccion y el analisis en electroforesis en 
gel de agarosa con tincion de bromuro de etidio.^^' Cada espe- 
cie produce un patron de fragmentos de restriccion caracteris- 
nco. Tambien se ha modificado la deteccion de amplicones 
luego de la amplificacion con PCR con el uso de tecnicas de 
.iiptura de productos especificos de sondas.En un forma- 


to, los amplicones son desnaturalizados y colocados en mocro- 
celdas que contienen una sonda de captura monocatenaria. 
Despues del lavado, se agrega una sonda detectora conjugada 
con fosfatasa alcalina en fase de solucion que reacciona con 
una porcion del amplicon desnaturalizado y capturado.^^^ 
Tambien se pueden utilizar los metodos que se valen de la PCR 
para identificar microorganismos en casos en los cuales las 
pruebas bioquimicas, serologicas o ambas dan resultados no 
concluyentes.^215 recomendaciones para un enfoque estan- 
darizado de la tipificacion epidemiologica de cepas de B. per¬ 
tussis han incluido una combinacion de tecnicas serologicas y 
moleculares, como LPS y serotipificacion de fimbrias. huellas 
digitales (fingerprinting) de DNA mediante electroforesis en 
gel de campo pulsado y la secuenciacion de los genes para per- 
tactina (PRN) y la subunidad SI de PT.^^^^ Tambien se ha utili¬ 
zado analisis de enzimas de restriccion y ribotipificacion para 
la diferenciacion de B. hinzii y B. 

Se han comparado los metodos que utilizan la PCR con la 
IFD y los cultivos convencionales en varios estudios. En un 
estudio canadiense reciente, Tilley y cols, observaron que la 
PCR tenia una sensibilidad del 95% comparada con el cultivo 
(36%) y la prueba de IFD que utilizaba reactivos policlonales 
(11,4%) y monoclonales ( 8 , 3 %).En un estudio de valida- 
cion de PCR llevado a cabo durante un ensayo de vacuna con¬ 
tra la tos ferina en Suecia, el analisis por PCR de 2 421 mues¬ 
tras de aspiracion nasofaringea en el que se utilizo la region 
promotora PT como diana tuvo una sensibilidad del 94,3% y 
una especificidad diagnostica del 99%.Nelson y cols, 
comunicaron que la PCR y el cultivo tenian sensibilidades de 
solo 86% y 58%, respectivamente; el intervalo entre el inicio 
de la enfermedad y la recoleccion de muestras y el estado 
inmunitario del paciente por evaluar fueron los factores que 
mas afectaron la sensibilidad de ambos ensayos.^^‘ Loeffelhoz 
y cols, compararon cultivo, IFD y PCR para la secuencia 
IS4S7 en 319 muestras consecutivas, lo que llevo a que 59 
muestras fueran positivas para una o mas pruebas. Sobre la 
base de las revisiones de protocolos y las evaluaciones de los 
pacientes segun una definicion de caso de tos ferina de los 
CDC, la sensiblidades del cultivo, la IFD y la PCR fueron del 
15,2%, 52,2% y 93,5%, con especificidades correspondientes 
del 100%, 98,2% y 97,1%, respectivamente.Este estudio 
senalo que varios resultados positivos de la PCR se obtuvieron 
sobre muestras de individuos que no cumplian con la defini¬ 
cion de caso, pero lenian smtomas compatibles con tos ferina 
tipica y atipica. 

Los metodos moleculares tambien han identificado secuen¬ 
cias de insercion y, por lo tanto, metodos de identificacion 
molecular, para B. parapertussis y B. hronchiseptica. 

IS 1002 es una secuencia de insercion que se encuentra junto 
con IS48I en B. pertussis y tiene una identidad de secuencia 
del 61,5% con IS481. ISI002 tambien se encuentra en cepas de 
B. parapertussis humanas, pero esta ausente en cepas ovinas. 
Otra secuencia de insercion, iS 1001, se encuentra en todas las 
cepas de B. parapertussis humanas y ovinas y en cepas de B. 
hronchiseptica que se aislan en mamiTeros pero no se encuen- 
tran en B. pertussis. La deteccion directa de ISlOOl, una 
secuencia de insercion que se encuentra en B. parapertussis, ha 
sido utilizada para desarrollar una tecnica de deteccion/identi- 
ficacion basada sobre PCR para este microorganismo.^®^ El 
analisis filogenetico de estas secuencias de insercion sugiere 
que es probable que las cepas humanas y ovinas de B. para¬ 
pertussis evolucionan en forma independiente de las cepas de 
B. hronchiseptica y que B. parapertussis hay a adquirido 
IS 7 002 de B. pertussis. 
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Pruebas serologicas para el diagnostico de la tos ferina 

Con la disponibilidad de antigenos separados de B. pertus¬ 
sis, como PT y FHA, se han investigado y desarrollado meto- 
dos serologicos para determinar las respuestas inmunes a anti¬ 
genos especiTicos luego de la infeccion clinica o la inmuniza- 
cion. Varios componentes de B. pertussis son inmunogenicos y 
generan respuestas intensas de anticuerpos. Guiso y cols, utili- 
zaron analisis de Western blot para examinar la respuesta del 
huesped a varios antigenos de B. pertussis, entre ellos PT, 
FHA, adenilato ciclasa-hemolisina y pertactina, en 27 ninos 
con sospecha de tos ferina.De estos ninos, 19 tuvieron diag¬ 
nostico de tos ferina mediante pruebas serologicas y 10 tenian 
cultivos positivos. En la convalecencia, los sueros de los 19 
pacientes fueron positivos para anticueipos anti-PT, anti-FHA 
y anti-H-AC mediante Western inmunoblot, mientras que solo 
una muestra de suero de la etapa de convalecencia mostro anti¬ 
cuerpos antipertactina. He y cols, examinaron antigenos acumu- 
lados y purificados de B. pertussis en un formato de inmunoa- 
nalisis enzimatico para determinar el antfgeno o los antigenos 
que proporcionarian la prueba mas sensible que tuviera una 
especificidad por lo menos del 99%.*’^^ Observaron que las sen- 
sibilidades del EIA utilizando PT solo, FHA solo o pertactina 
sola fueron del 92%, 85% y 62%, respect!vamente; la sensibi- 
lidad del EIA con un conjunto de estos antigenos fue del 85%. 
Tambien se purified la adenilato ciclasa de B. pertussis y se uti- 
lizo como antigeno en una prueba serologica basada sobre EIA, 
que mostro que se producen titulos elevados de anticuerpos 
antiadenilatociclasa despues de la infeccion y despues de la 
inmunizacion con vacunas de celulas enteras.^^^ Tambien se 
han creado pruebas funcionales para la inhibicion de los efec- 
tos biologicos de los factores de virulencia del microorganismo 
mediada por anticuerpos. Por ejemplo, Kaslow y cols, descri- 
bieron metodos directos e indirectos para medir la inhibicion 
de la actividad de la ADP-ribosiltransferasa mediada por PT 
luego de la inmunizacion y de la infeccion por B. pertussis.^'^^ 

Las pruebas serologicas para B. pertussis han atraido mucho 
interes cientifico en los ultimos ahos debido al desarrollo y la 
evaluacion de vacunas acelulares contra la tos ferina que utili- 
zan antigenos purificados mas que celulas enteras.^^^ ^ 24,526 
Antes de la iniciacion de grandes ensayos sobre la eficacia de 
las vacunas, se realizaron pruebas de deteccion de anticuerpos 
para tos ferina con celulas enteras inactivadas, celulas enteras 
sonicadas o extractos acelulares crudos de B. pertussis como 
antigenos; la interpretacion de las pruebas serologicas utilizan¬ 
do estos antigenos a menudo fue dificil. Como parte de varios 
ensayos de vacunas llevados a cabo bajo los auspicios de la 
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se desarrollo mejor 
la serologia de la tos ferina como un procedimiento de inmu- 
noanalisis enzimatico semiestandarizado que fue incluido en la 
definicion de caso de tos ferina adoptada por la En 

la actualidad, la mayoria de los ensayos de anticuerpos para el 
diagnostico de tos ferina utilizan antigenos purificados, como 
PT, FHA, pertactina y antigenos de las fimbrias, en un formato 
de EIA. Los anticuerpos dirigidos contra PT son especiTicos de 
B. pertussis, mientras que los anticuerpos anti-FHA tambien 
son producidos luego de la infeccion por B. parapertussis. 
Ademas, otros microorganismos pueden generar anticuerpos 
que reaccionan en forma cruzada con FHA de B. pertussis (p. 
ej., H. influenzae no tipificables). Luego de la infeccion natu¬ 
ral, los anticuerpos suelen aparecer 10 dias a 2 semanas des¬ 
pues del inicio de los smtomas y se detectan anticuerpos IgG 
anti-PT y anti-FHA en mas del 90% y anticuerpos IgA en el 
20-40% de los individuos infectados. Las respuestas inmunita- 


rias a otros antigenos (p. ej., pertactina, antigenos de las fim¬ 
brias) tienden a ser mas variables y pueden hallarse en el 20- 
60% de las personas infectadas. 

Las respuestas inmunes a B. pertussis estan influidas por el 
estado de vacunacion y la edad del huesped.^®^ En la definicion 
de caso de tos ferina desarrollada por la OMS, la confirmacion 
serologica requiere sueros apareados (que muestran seroconver¬ 
sion de negativo a positivo o una elevacion de cuatro veces en el 
titulo), junto con criterios clinicos (tos espasmodica durante 
mas de 21 dias).*^^^ Trollfors y cols, realizaron pruebas serolo¬ 
gicas para tos ferina en un grupo de ninos suecos no vacunados, 
con signos clinicos (tos >21 dias y tos < 21 dias) y evidencia no 
serologica de infeccion por B. pertussis (cultivo positivo, PCR). 
Entre los que tenian tos > 21 dias, las concentraciones de anti¬ 
cuerpos anti-PT y anti-FHA aumentaron 400 veces y 68 veces, 
respectivamente. Mas del 90% de los ninos tuvieron un aumen- 
to importante del titulo a ambos antigenos si la muestra de fase 
aguda se obtenia dentro de los 14 dias del inicio de la enferme- 
dad.*^^^ Sin embargo, es posible que las pruebas serologicas no 
scan utiles en el tratamiento de un paciente con enfermedad 
aguda porque la produccion de anticuerpos especiTicos se puede 
retardar, sobre todo en los lactantes. En un estudio reciente de 
un grupo de pacientes pediatricos no vacunados que se ajusta- 
ban a la definicion de caso de tos ferina de la OMS, solo el 7- 
14% de todos los ninos tenian concentraciones elevadas de IgG 
anti-PT en la muestra de fase aguda.Las muestras recogidas 
5 a 10 semanas despues del inicio de la tos tuvieron una sensi- 
bilidad diagnostica del 81 -89% cuando se aplicaron los valores 
de referenda relacionados con prevalencia de tos ferina en los 
lactantes (< I ano), los ninos pequehos (1-4 ahos) y los escola- 
res (5-10 ahos). En los nihos vacunados, la respuesta inmunita- 
ria secundaria conduce a incrementos rapidos del titulo de anti¬ 
cuerpos, de modo que es posible que no se observen cambios 
importantes en los anticuerpos entre las muestras secuenciales. 
Sin embargo, las pruebas serologicas en las poblaciones vacu- 
nadas pueden ser utiles para el diagnostico, dado que un titulo 
elevado de la respuesta inmunitaria secundaria en una unica 
muestra de suero puede indicar infeccion en “tiempo real”. Este 
enfoque puede ser util para diagnosticar tos ferina en adoles- 
centes y adultos, ya que la tos ferina a menudo no se incluye en 
el diagnostico diferencial inicial de las infecciones respiratorias 
pediatricas; en consecuencia los intentos de cultivo o de PCR se 
hacen tarde en el curso clinico. Despues del analisis de datos de 
un estudio poblacional grande llevado a cabo en Holanda, De 
Melker y cols, observaron que los niveles de IgG anti-PT de al 
menos 100 U/mL en un ensayo de EIA son diagnosticos de 
infeccion reciente o activa por B. pertussis; en la mayoria de los 
casos, esta concentracion de anticuerpos se logro dentro de las 
4 semanas del comienzo de la enfermedad.^Las unidades de 
PT por inililitro de suero se determinan mediante calibracion de 
ensayos de EIA con antigeno preparado por la FDA (Labo- 
ratorio para Tos ferina de la Food and Drug Administration, 
Rockville, MD). 

Ademas de la EIA, tambien se describieron pruebas de aglu- 
tinacion de particulas para deteccion de anticuerpos. Aoyama y 
cols, desarrollaron un ensayo de aglutinacion de particulas con 
poli(Y-metil-L-gluiamato) sensibilizado para PT como particu- 
la solida para la deteccion de anticuerpos anti-PT.-^^ Se detecta- 
ron anticuerpos anti-PT en los 21 receptores de la vacuna des¬ 
pues de cada vacunacion. Ademas, se detect© un aumento 
importante (mas de cuatro veces) en los anticuerpos anti-PT en 
el 76% de 51 pacientes con tos ferina confirmada dentro de las 
4 semanas del inicio de la enfermedad, comparado con el 67% 
de los 51 que fueron detectados con EIA."^^ 
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Tratamiento de la tos ferina 

En general, la tos ferina se trata con eritromicina (forma de 
estolato, 40 mg/kg/dia; forma de etilsuccinato, 50-60 
mg/kg/dfa) durante un periodo por lo menos de 2 semanas para 
eviiar las recaidas. Es posible que las series mas cortas (p. ej., 
"-10 dias) no eliminen el microorganismo de las vias respira- 
lorias altas. La administracion de este antibiotico incluso 
durante la etapa paroxistica disminuye la gravedad y la dura- 
cion de la enfermedad. Las cepas de B. pertussis son sensibles 
a la eritromicina in vitro y tienen CIM que varian entre 0,02 y 
0.12 |ig/mL. No se observe resistencia a la eritromicina hasta 
1995. cuando se comunico el primer caso de tos ferina causada 
por una cepa de B. pertussis resistente a la eritromicina en un 
nino de 2 meses en Yuma, Arizona."^'^^ Cuando no bubo mejoria 
clmica despues de una serie de 12 dias de eritromicina, las 
pruebas con disco de las cepas no mostraron zonas de inhibi- 
cion alrededor de los discos de eritromicina, claritromicina y 
clindamicina. Las pruebas de dilucion en agar pusieron en evi- 
dencia una CIM de eritromicina > 64 |ig/mL. Sin embargo, las 
cepas resistentes a la eritromicina siguen siendo relativamente 
infrecuentes. En una vigilancia de 47 cepas de ninos recogidas 
en la region occidental intermontanosa de los Estados Unidos 
desde enero de 1985 hasta junio de 1997, solo una fue resis- 
lenie a la eritromicina (CIM, 32 pg/mL) en las pruebas de dilu¬ 
cion en agar7^^ Se han utilizado otros farmacos como azitromi- 
cina en estudios no comparativos abiertos y eliminan con exito 
el microorganismo del aparato respiratorio, pero el equilibrio 
de la experiencia clinica indica que la eritromicina es supe¬ 
rior/-^ El trimetoprim-sulfametoxazol tambien puede erradicar 
B. pertussis de la nasofaringe y fue utilizado con exito para tra- 
tar al niho con la cepa resistente a la eritromicina. Aunque tri¬ 
metoprim-sulfametoxazol puede ser una alternativa litil a la eri¬ 
tromicina, no se ha determinado la dosificacion ni la duracion 
del iraiamiento.^^*’'^^'* Las fluoroquinolonas tambien suele tener 
buena actividad contra B. pertussis, pero no se han realizado 
ensayos clinicos, ya que su uso esta contraindicado en los 
ninos; estos agentes pueden ser utiles para el tratamiento de 
adultos con infeccion por B. pertussis.^^ 

Ademas de la quimioterapia antibiotica, se han investigado 
otros metodos terapeuticos para B. pertussis. Recientemente, se 
llevo a cabo un ensayo en fase I sobre la seguridad, la farmaco- 
logia y la respuesta al tratamiento de B. pertussis con inmuno- 
giobulina anti-5, pertussis intravenosa (P-IGIV). Este producto 
plasmatico acumulado contiene una concentracion siete veces 
mayor de inmunoglobulina anti-PT que la globulina serica inmu- 
ne convencional. En 26 ninos con tos ferina confirmada, el trata¬ 
miento con P-IGIV condujo a declinaciones de la linfocitosis y 
la tos paroxistica para el tercer dia de spues de la transfusion de 
P-IGIV en todos los tratados sin provocar efectos adversos.*^^ 

Pruebas de sensibilidad a los antibioticos 
de las especies de Bordetella 

Aunque no existen procedi mien tos estandarizados, se han eva- 
luado varios metodos para las pruebas de sensibilidad in vitro de 
las especies de Bordetella. Se han realizado pruebas de sensibi¬ 
lidad por dilucion en agar con algunos medios, entre ellos agar 
de Mueller-Hinton con sangre de cabal lo al 5%, agar de Bordet- 
Gengou con sangre de caballo al 5% o al 20% y agar de Re- 
gan-Lowe.^^^’''^^ Hoppe y Paulus evaluaron el agar de Bordet- 
Genou con sangre de caballo al 5%, agar oxoide-carbon con 
sangre de caballo al 5% y agar de Mueller-Hinton con sangre 
de caballo al 5% para las pruebas de dilucion en agar in vitro y 


observaron que el agar de Mueller-Hinton con sangre de caba¬ 
llo proporcionaba los resultados mas constantes.^^^ Las CIM 
determinadas en medios que contienen carbon fueron una a 
cinco veces mas altas para las cepas clmicas. las cepas control 
y 5. aureus ATCC 29213, debido a la inactivacion de algunos 
antibioticos por el carbon. Utilizando el metodo de dilucion en 
agar, B. pertussis es sensible a una amplia variedad de antibio¬ 
ticos in vitro, incluidos |3-lactamicos (ampicilina/amoxicilina), 
macrolidos (azitromicina, claritromicina, eritromicina. roxitro- 
micina), sulfamidas (trimetoprim-sulfametoxazol). rifampicina 
y fluoroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina. temafloxacina. 
trovafloxacina).^^^’^'^'^’^^^^'''^^*’^^^ Entre las fluoroquinolonas, la 
levofloxacina es mas activa contra B. pertussis (CIM. 1 ug/mL) 
que contra cepas de B. parapertussis (CIM, > 2 pg/mLi.'"' La 
mayoria de las cepas de B. pertussis son resistentes a la tetra- 
ciclina. 

Las tiritas Etest (AB Biodisk, Piscataway, NJ) y los metodos 
modificados de difusion con discos tambien fueron evaluados 
para pruebas de sensibilidad a los antibioticos de B. pertussis. 
Korgenski y Daly observaron un acuerdo esencial entre las 
CIM por dilucion en agar y las CIM de Etest para el 89,1% de 
46 aislamientos (la CIM de Etest estaba dentro ± I dilucion 
doble de la CIM del agar, mientras que el 10,9% tenia CIM que 
eran > 1 dilucion doble de la CIM por dilucion en agar.^^’ Hill 
y cols, tambien evaluaron el Etest utilizando tanto agar de 
Bordet-Gengou con sangre de caballo al 20% como agar de Re- 
gan-Lowe y observaron que el metodo Etest producia resulta¬ 
dos similares a los de su procedimiento de dilucion en agar de 
referenda (utilizando agar de Bordet-Gengou con sangre de ca¬ 
ballo al 20%) para eritromicina, rifampicina y cloranfenicol; 
las CIM de trimetoprim-sulfametoxazol utilizando Etest fueron 
mas bajas que las obtenidas con dilucion en agar.^^^ Estos 
investigadores evaluaron tambien un procedimiento de difusion 
con disco utilizando agar de Regan-Lowe con un inoculo estan- 
darizado (estandar de McFarland 0,5) y observaron que este 
mdodo detectaba con precision la resistencia a la eritromici¬ 
na.Las cepas resistentes (CIM, > 256 pg/mL) no produjeron 
zonas alrededor del disco de eritromicina estandar, mientras 
que las sensibles (CIM, < 0,06 pg/mL) produjeron zonas de por 
lo menos 42 mm. La estandarizacion de las pruebas de sensi- 
blidad para estos microorganismos es necesaria para la investi- 
gacion de nuevos antibioticos contra las bordetelas y puede 
ganar relevancia clmica si la resistencia a la eritromicina se 
extiende. 

Las cepas de B. parapertussis son mas resistentes a los anti¬ 
bioticos que B. pertussis. Como parte del Multicenter Pertussis 
Surveillance Project, se recogieron datos sobre sensibilidad a 
los antibioticos por dilucion en agar de 46 cepas de B. para¬ 
pertussis y 11 de 5. bronchiseptica?'^^ Aunque las cepas de B. 
parapertussis fueron sensibles a eritromicina, trimetoprim-sul¬ 
fametoxazol y ciprofloxacina, la mayori’a fueron resistentes a 
rifampicina y tetraciclina. La levofloxacina, la ciprofloxacina y 
la cefpirona, una cefalosporina de amplio espectro. son mas 
activas contra B. pertussis que contra B. parapertussis. Entre 
los macrolidos, tanto la eritromicina como la azitromicina son 
activas contra B. parapertussis y el 90% de las cepas tienen 
CIM para eritromicina y azitromicina de 0,5 pg/mL y < 0,06 
pg/mL, respectivamente.*^^^’^^^ 

Las otras especies de Bordetella tienden a ser mas resisten¬ 
tes a los antibioticos que B. pertussis o B. parapertussis. En el 
estudio multicentrico, el 82% de las cepas de B. hronchisepti- 
ca fueron sensibles a trimetoprim-sulfametoxazol y 27%, a 
ciprofloxacina; todas las cepas de B. bronchiseptica fueron 
resistentes a amoxicilina, eritromicina, rifampicina y tetracicli- 
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Las cepas de B. hinzii fueron resistentes a ampicilina, 
ampicilina-sulbactam, cefazolina, ceftriaxona, cefotaxima, cefu- 
roxima, cefotetan, aztreonam, ciprofloxacina y tobramicina, y 
sensibles a cefalotina, cefatizidima, cefepima, imipenem, tetraci- 
clina, trimetoprim-sulfametoxazol, levofloxacina, gentamicina y 
amikacin Las cepas de B. holmesii fueron sensibles a 

amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, cefazolina, cefotaxima, 
ceftazidima, gentamicina, tobramicina, amikacina, imipenem, 
tetraciclina, eritromicina, rifampicina, ciprofloxacina y trimeto¬ 
prim-sulfametoxazol, y resistentes a la penicilina.^^^^'^^’ 


REFERENCIAS 

1. Abu-Ekteih F. Kakish. Pneumonia as the sole presentation of brucellosis. Repir Med 
2001:95:766-767. 

2. Adderson EE. Byington CL, Spencer L, et al. Invasive serotype a Haemophilus 
influenzae infections with a virulence genotype resembling Haemophilus influenzae 
type b; emerging pathogen in the vaccine era. Pediatrics 2001; 108; E18. 

3. Ahmed K, Sein PP Shahnawaz M. Hoosen A A. Pasteurella gal I inarum neonatal 
meningitis. Clin Microbiol Infect 2002;8;55-57. 

4. Akdeniz H, Irmak H. Anlar O, Demiroz AP. Central nervous system brucellosis; 
presentation, diagnosis, and treatment. J Infect 1998;36:297-301. 

5. Akinci E, Gol MK, Balbay Y. A case of prosthetic mitral valve endocarditis caused 
by Brucella abortus. Scand J Infect Dis 2001:33-71-72. 

6 . Akova M. Uzun O. Akalin HE. et al. Quinolones in treatment of human brucelosis: 
comparative trial of ofloxacin.rifampin versus doxycycline-rifampin, Antimicrob 
Agents Chemother 1993;7:1831-1834. 

7. Alanen A. Laurikanien E. Second-trimester abortion caused by Capnocytophaga 
sputigena; case report. Am J Perinatol 1999:16:181-183. 

8 . Alcala L, Garcia-Garrote F, Cercenado E, et al. Comparison of broth microdilution 
method using Haemophilus test medium and agar dilution method for suseptibility 
testing of Eikenella corrodens. J Clin Microbiol I998;36;2386-2388, 

9. Al-Eissa YA, Assuhaimi SA, Al-Fawaz IM, et al, Pancyopenia in children with bru¬ 
cellosis: clinical manifestations and bone marrow findings. Acta Haematol 
1993;89:132-136. 

10. Al-Eissa YA, Kambal AM, Al-Nasser MN, et al. Childhood brucellosis: a study of 
102 cases. Pediatr Infect Dis 1990:J 9:74-79. 

11. Al-Eissa YA, Kambal AM, Alrabeeuh AA. et al. Osteoarticular brucellosis in chil¬ 
dren. Ann Rheum Dis 1990:49:896-900. 

12. Alfa MJ, DeGagne P. Attachment of Haemophilus ducreyi to human foreskin fibro¬ 
blasts involves LOS and fibronectin. Microb Pathog 1997:22:39-46. 

13. Alfa MJ, DeGagne P, Totten PA. Haemophilus ducreyi hemolysin acts as a contact 
cytotoxin and damages human foreskin fibroblasts in cell culture. Infect Immun 
1996;64:2349-2352. 

14 Alfa MJ. Stevens MK. DeGagne P, et al. Use of tissue culture and animal models to 
identify virulence-associated traits of Haemophilus ducreyi. Infect Immun 
1995:63.1754-1761. 

15. Al Fadel Saleh M, Al-Madan MS, Erwa HH, et al. First case of human infection cau¬ 
sed by Pasteurella gallinarum causing infective endocarditis in an adolescent 10 
years after surgical correction for truncus arterious. Pediatrics 1995:95:944-948. 

16. Al-Faran MF Brucella melitensis endogenous endophthalmitis. Ophthalmologica 
1990:201:19-22. 

17. Al-Kharty TM. Neonatal brucellosis and blood transfusion; case report and review 
of the literature. Ann Trop Paediatr 2001;21:349-352. 

18. Allardet-Servent A, Bourg G. Ramuz M, et al. DNA polymorphism in strains of the 
genus Brucella. J Bacteriol 1988:170:4603-4607. 

19. Allen CA, Adams G, Ficht TA. Transposon derived Brucella abortus rough mutants 
are attenuated and exhibit reduced intracellular survival. Infect Immun 
1998:66:1008-1016. 

20. Almeda FQ, Tenorio AR, BarkatuIIah S, et al. Intective endocarditis due to 
Haemophilus aphrophilus treated with levofloxacin. Am J Med 2002:113:702-704. 

21. Alrawli AM, Chem KC. Cevallos V, et al. Biotypes nd serotypes of Haemophilus 
influenzae ocular isolates. Br J Ophthalmol 2002:86:276-277. 

22. Al-Shamahy HA, Wright SG. Enzyme-linked immuno.sorbent assay for brucella 
antigen deleciion in human sera. J Med Microbiol 1998:47:169-172. 

23. ALTawfiq JA. Harezlak J, Katz BP. Spinola SM Cumulative experience with 
Haemophilus ducrevi 35000 in the human model of experimental infection. Sex 
Transm Dis 2000;27; 111-114. 

24. Alvarez M, Patel C. Rey L, et al. Biliary tract infection caused hy Haemophilus 
parainfluenzae. Scand J Infect Dis 1999;31:212-213. 

25. Ambati BK, Ambati J. Azar N, et al. Periorbital and orbilal cellulitis belore and after 
the advent of Haemophilus influenzae type b vaccination. Ophthalmology 2000; 
107:1450-1453. 

26. Amin AS. Hamdy ME, Ibrahim AK. Detection of Brucella melitensis in semen using 
the polymerase chain reaction assay. Vet Microbiol 2001:83:37-44. 

27. Amir J. Yagupsky P. Invasive Kingella kingae infection associated with stomatitis in 
children. Pedialr Infect Dis J 1998:17:757-758. 


28. Amrikachi M, Krihnan B, Finch CJ, Shahab I. Actinomyces and Actinobacillus actP 
nomycetemcomitans. Actinomyces-associated lymphadenopathy mimicking lymp¬ 
homa. Arch Pathol Lab Med 2000; 124; 1502-1505. 

29. Anda P, Segura del Pozo J, Diaz Garcia JM, et al. Waterborne outbreak of tularemia 
associated with crayfish fishing. Emerg Infect Dis 2001;7(3Suppl);575-582. 

30. Andersen HK, Mortensen A. Unrecognized neurobrucellosis giving rise to Brucella 
melitensis peritonitis via a ventriculoperitoneal shunt, Eur J Clin Microbiol Infect 
Dis 1992:11:953-954. 

31. Andersen JK, Pedersen M. Infective endocarditis with involvement of the tricuspid 
valve due to Capnocytophaga conimorsus. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1992:11:831-832. 

32. Anderson B, Kelly C, Threlkel R, et al. Detection of Rochalimaea henselae in cat- 
scratch disease skin test antigens. J Infect Dis 1993;168:1034-1036. 

33. Andercon B, Lu E, Jones D, et al. Characterization of a 17-kilodalton antigen of 
Bartonella henselae reactive with sera from patients with cat scratch disease. J Clin 
Microbiol 1995;33:2358-2365. 

34. Anderson B, Sims K, Regnery R. et al. Detection of Rochalimaea henselae DNA 
specimens from cat scratch disease patient hy PCR. J Clin Microbiol 1994;32:942- 
948. 

35. Andres MT. Manin MC. Fierro JF. Mendez FJ. Chorioamnionitis and neonatal sep¬ 
ticaemia caused by Eikenella corrodens. J Infect 2002:44:133-134. 

36. Ang MS, Ngan CC. Eikenella corrodens discitis after spinal surgery: case report and 
literature review. J infect 2002;45:272-274. 

37. Angen O. Ahrens P, Bisgaard M Phenotypic and genotypic characterization of 
Mannheimia (Pasteurella) haemolytica-like strains isolated from diseased animals 
in Denmark. Vet Microbiol 2002;84:103-114. 

38. Angen O, Mutters R, Caugant DA, et al. Taxonomic relationships of the [Pasteurella] 
haemolytica complex as evaluated by DNA-DNA hybridizations and 16S rRNA 
sequencing with proposal of Mannheimia granulomatis comb. nov.. Mannheimia 
glucosida sp. nov., Mannheimia ruminalls sp. nov., and Mannheimia varigena sp. 
nov. Int. J Syst Bacteriol 1999:49:67-86. 

39. Angus BJ. Green ST, McKinley JJ, et al. Eikenella corrodens .septicaemia among 
drug injectors: a possible association with “licking wounds.” J Infect 1994;28:102- 
103. 

40 Anolik R, Berkowitz RJ, Campos JM. et al. Actinohacillus endocarditis associated 
with periodontal disease. Clin Pediatr 1981;20:653-655. 

41 Anthony LSD. Morrisey PJ, Nano FE. Growth inhibition of Francisella tularensis 
live vaccine strain by IFN-7-activated macrophages is mediated by reactive nitro¬ 
gen intermediates derived from L-arginine metabolism. J Immunol 1992;148;1829- 
1834. 

42. Aoyama T, Iwata T. Iwai Y, et al. Efficacy of acellular pertussis vaccine in young 
infants. J Infect Dis 1993:167:483-386. 

43. Aoyama T, Kato T. Takeuchi Y. et al. Simple, speedy, ensitive, and specific sero- 
diagnosis of pertussis by using a particle agglutination assay. J Clin Microbiol 
1997:35:1859-1861. 

44. Aoyama T, Murase Y, Iwata T, et al. Compari.son of blood-free (cyclodextrin solid 
medium) with Bordet-Gengou medium for clinical isolation of Bordetella pertussis. 
J Clin Microbiol 1986;23:1046-1048. 

45. Apisarmthanarak A. Johnson RM, Braverman AC, et al, Cardiobactgerium hominis 
bioprosthelic valve endocarditis presenting as septic arthritis. Diagn Microbiol 
Infect Dis 2002:42:79-81. 

46. Arana E, Vallcanera A, Santamaria JA. et al. Eikenella corrodens skull infection: a 
case report with review of the literature. Surg Neurol 1998:7:389-391. 

47. Arashima Y, Kato K, Kakuta R, et al. First case ot Pasteurella gallinarum isolation 
from blood of a patient with symptoms of acute gastroenteritis in Japan, Clin Infect 
Dis 1999;29:698-699. 

48. Arias-Stella J, Lieberman PH. Erlandson RA, et al. Histology, immunochemistry', 
and ultra.structure of the verruga in Carrions disease. Am J Surg Pathol 1986:10: 
595-610. 

49. Arico B. Nuti S, Scarlato V, et al. Adhesion of Bordetella pertussis to eucaryotic cell 
requires a time-dependent export and maturation of filamentous hemagglutinin 
Proc Natl Acad Sci USA 1993;90:9204-9208. 

50. Arico B, Rappuoli R. Bordetella parapertussis and Bordetella hronchiseptica con¬ 
tain transcriptionally silent pertussis toxin genes. J Bacteriol 1987;169:2847-2853. 

51. Arisoy ES, Correa AG. Wagner ML. Kaplan S. Hepatosplenic cat-scratch disease in 
children: elected clinical features and treatment. Clin Infect Dis 1999;28:778-784. 

52. Ariza J. PellicerT. Pallares R. et al. Specific antibody profile in human brucellosis. 
Clin Infect Dis 1992:14:131-140. 

53. Ariza J, Pigrau C, Canas C, et al. Current understanding and management of chro¬ 
nic hepatosplenic suppurative brucellosis. Clin Infect Dis 2001:32:1024-1033. 

54. Ariza J. Servitje O, Pallares R, et al. Characteristic cutaneous lesions in patient with 
brucellosis. Arch Dermatol 1989;125:330-383. 

55. Arlet G, Sanson-Le Pors M-J, Casin IM, et al. In vitro susceptibility of 96 
Capnocytophaga strains, including a p iactamase producer, to new p-lactam anti¬ 
biotics and six quinolones. Antimicrob. Agents Chemother 1987;31:1283-1284. 

56. Amon R, Ruzal-Shapiro C, Salen E, et al. Eikenella corrodens: a rare pathogen m a 
polymicrobial hepatic abscess in a adolescent. Clin Pediatr (Phila) 1999;38:429-432. 

57. Aronson NE. Zhick CJ. Dysgonic fermenter 3 bacteremia in a neutropenic patient 
with acute lymphocytic leukemia. J Clin Microbiol 1988;26:2213-2215 

58. Arslan H, Korkma ME, Kart H, Gul C. Management of Brucella endocarditis of a 
prosthetic valve. J Infect 1998:37:70-71. 

59. Artman M. Frankl G. Nicotinamide adenine dinucleotide and nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate splitting enzyme(s) of sheep and rabbit erythrocytes: their 
effect on the growth of Haemophilus. Can J Microbiol 1982;28:696-702. 



Referencias 501 


•ai Ar-sraod M. Mielke MEA, Sterry K, Hahn H. Detection of specific cellular immune 
scsponse lo Bartonella henselae in a patient with cat scratch disease. Clin Infect Dis 
r 1633-1634. 

Arcasui M. Wendt C, Regnath T. et al. Characterization of Bartonella henselae iso- 
kacd irom bacillary angiomatosis lesions in a human immunodeficiency virus 
■■fecied patient in Germany, Clin Infect Dis 1998;26:1296-1299. 

Aicnsi Alvarez M, Carton JA, et al. Eikenella corrodens brain abscess after repe- 
i*ed oenodontal manipulations cured with imipenem and neurosurgery. J Infect 
:• • :.30;240-242. 

iw Aaiidcwn LR. Moltarelli IW. Acute painful cellulitis caused by a Pasteurella pneii- 
■pf/t>pi«i-like bacterium in Northern Queenslad. Med J Ausl 1990;152:333-334. 
-.iihurst-Smith C, Norton R. Thoreau, Peel MM. Actinobavillus equuli septicemia: 
= imusual zoonotic infection. J Clin Microbiol 1998;36:2789-279. 

■i Aakainen S. Chen C. Slots J. ActinohacHlus tictinomycetemcomitans genotypes in 
rcljDon to serotypes and periodontal status. Oral Microbiol Immunol 1995; 10:65- 
68 

66 As&cla D. Dalitz E, Handrick W, et al. Septic cavernous sinus thrombosis following 
mfcction of ethmoidal and maxillary sinuses; a case report. Int J Pediatr 
OiorhiDolarvngol 1994;29:249-255, 

6* .Aiiagneau P. Goldstein FW, Francoual S, et al. Appendicitis due to both 
ST'cDtococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae. Eur J Syst Bacteriol 1992: 
11.559-560. 

^ .Amen GM. LeN'y CS, Smith MA. Haemophilus parainfluenzae as a rare cause of epi¬ 
dural ahbcess: case report and review. Rev Infect Dis 1993;13:609-612. 
r® .Avidor B. Kleiter Y. Abulafia S, et al. Molecular diagnosis of cat scratch disease: a 
i»o-siep approach. J Clin Microbiol 1997;35:1924-1930. 

Avila-Campos MJ, Cavalho MAR, Zelanle F Distribution of biotypes and antimi¬ 
crobial susceplibility of Actinobacillus actinomycetemcomitans. Oral Microbiol 
Lmmunol 1995;10;382-384. 

AvUmi A. Papalambrou C, Tzivra M, et al. Bone marrow infection caused by 
.Acnnobacillus ureae in a rheumatoid arthritis patient. J Infect 1997;35:298-299. 

*2 A>gen B. Sumerkan B. Dogany M, Schmen E. Prostatitis and hepatitis due to 
Bni^ella melitensis: a case report. J Infect 1998;36:111-112. 

A>'ha .\IH. Shayib MA. Pancytopenia and other haematological findings in bruce- 
Iksis. Scand J Haematol 1986:36:335-338. 

'•A Bace A. Zmic T, Begovac J, et al. Short-term treatment of pertussis with azithromy¬ 
cin in infants and young children. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1999:18:296-298. 
Baddour LM, Gelfand MS. Weaver RE. et al. CDC group HB-5 as a cause of geni- 
lourinary tract infection in adults. J Clin Microbiol 1989;27:801-805. 

Baker CN. Hollis DG. Thomsberry C. Antimicrobial suscepibility testing of 
rrancisella tularensis with a modified Mueller-Hinton broth. J Clin Microbiol 1985; 
22:212-215. 

Bai.er D. Stahlman GC. Pasteurella multocida infection in a patient with AIDS. J 
Tenn Med Assoc 1991;84;325-326. 

Baldwin CJ. Panciera RJ. Monon RJ, et al. Acute tularemia in three domestic casts. 
J Am Vet .Med Assoc 1991; 199:1602-1605, 

Ballard RC. Ye H, Malta A, et al. Treatment of chancroid with azithromycin. Int J 
STD AIDS 1996;7(Suppl 1):9-12. 

^ Bandi V. Apicella MA, Mason E, et al. Nontypeable Haemophilus influenzae in the 
lower repiratory tract of patients with chronic bronchitis. Am J Respir Crit Care 
Med 2001;164:2114-2119. 

al Bangsborg JM, Frederiksen W. Bruun B. Dysgonic fermenter 3-associated abscess 
m a diabetic patient. J Infect 1990;20:237-240. 

■ 2 Banneijee TK, Grubb W, Otero C, et al. Musculocutaneous mononeuropathy com- 
pucaiing Capnocytophaga canimor.sus infection Neurology 1993:43:2411-2412. 

•3 Baquero F. Fernandez J, Dronda F, et al. Capnophilic and anaerobic bacteremia 
in neutropenic patients: an oral source. Rev Infect Dis 1990;12(Suppl 2):S157- 
S160 

«-* Barbour ML, Crook DW, Mayon-White RT, An improved antiserum agar method for 
delecting carriage of Haemophilus influenzae type b. Eur J Clin Microbiol Infect 
Dis 1993;12;215-217. 

?5 Barenkamp SJ, Outer membrane proteins and lipopolysaccharides of nontypeable 
Haemophilus influenzae. J Infec Dis 1992;165(Suppl 1):S181-S184. 

^ Rarenkamp SJ. Immunization with high-moiccular-weight adhesion proteins of 
nontypeable Haemophilus influenzae modifies experimental otitis media in chin¬ 
chillas. Infect Immun 1996;64:1246-1251. 

§“ Barenkamp SJ, Lininger E. Cloning, expression, and DNA sequence analysis of 
gene encoding nontypeable Haemophilus influenzae high-molecular-weight surfa¬ 
ce-exposed proteins related to filamentous hemagglutinin of Bhordetella pertussis. 
Infect Immun 1992;60:1302-1313. 

•j Barenkamp JS, St Geme JW III. Genes encoding high-molecular-weight adhesion 
proteins of nontypeable Hasmophilus influenzae are part of gene cluters. Infect 
Immun 1994;62:3320-3328. 

Barenkamp SJ, St Geme JW III. Identification of surface-exposed B-cell epitopes on 
high-molecular-weight adhesion proteins of nonlypeable Haemophilus influenzae. 
Infect Immun 1996;64:3032-3037. 

Barenkamp SJ, St Geme JW III. Identification of a second family of high-molecu¬ 
lar- weight adhesion proteins expressed by nontypeable Haemophilus influenzae. 
Mol Microbiol 1996:19:1215-1223. 

91 Barham WB, Church P. Brown JE, et al. Misidenitication of Brucella species with 
use of rapid bacterial identification systems. Clin Infect Dis 1993;17:1068-1069. 

-2 Barka NE, Hadfield T, Patnaik M, et al. EIA for detection of Rochalimaea henselae- 
reactive IgG, IgM, and IgA antibodies in patients with suspected cat scratch disea¬ 
se. J Infect Dis 1993;167:1503-1504. 


93. Baron S, Njamkepo E. Grimprel E. et al. Epidemiology of pertusis in French hospi¬ 
tals in 1993 and 1994: thirty years after a routine use of vaccination. Pediatr Infect 
Dis J 1998;17:412-418. 

94. Basaranoglu M, Mert A, Tabak F. et al. .A case of cersical Brucella spondylitis with 
paravertebral abscess and neurological deficits. Scand J Infect Dis 1999:31:214- 
215. 

95. Baskar B, Desai SP, Parsons MA. Postoperative endophthalmitis due to Pasteurella 
multocida. Br J Ophthalmol 1997;81:172-173. 

96. Bass JW, Vincent JM, Person D. The expanding spectrum of Bartonella infections; 

I. Bartonellosis and trench fever. Pediatr Infect Dis 1997:16:2-10. 

97. Bass JW, Vincent JM, Person D. The expanding spectrum of Bartonella infections; 

II. Cat-scratch disease. Pediatr Infect Dis J 1997;16:163-179. 

98. Bass JW, Wittier RR. Return of epidemic pertussis in the United Stales. Pediatr 
Infect Dis J 1994;13:343-345. 

99. Batchelor BI, Brindle RJ. Gilks GF. et al. Biochemical misidentification of Brucella 
melitensis and subsequent laboratory-acquired infections. J Hosp Infect 1992;22; 
159-162. 

100. Baucheron S. Grayon M. Zygmunt MS, Cloeckaert A. LipopoKsaccharide hetero- 
yeneity in Brucella strains isolated from marine mammals. Res Microbiol 
2002;153:277-280. 

101. Baum M, Zamir O. Bergman-Rios R, et al. Comparative evaluation of microagluti- 
nation tests and serum agglutination tests as supplementary diagnostic methods for 
brucellosis. J Clin Microbiol 1995:33:2166-2170. 

102. Bauwens JE, Spach DH. Schacker W. et al. Bordetella bronchiseptica pneumonia 
and bacteremia following bone marrow transplantation. J Clin Microbiol 1992:30; 
2474-2475, 

103. Beales IL, Spontaneous bacterial peritonitis due to Pasteurella multocida without 
animal exposure. Am J Gastroenterol 1999:94:1110-1111. 

104. Beier CL, Horn M. Michel R. et al. The genus Caedibacter comprises endosym- 
bionts of Paramecium spp. related to the Rickettsiales (a-proteobacteria) and to 
Francisella tularensis (y-proteobacteria). Appl Environ Microbiol 2002;68:6043- 
6050. 

105. Bekir NA, Gungor K. Namiduru M. Brucella melitensis daecyoadenitis: a case 
report. Eur J Ophthalmol 2003;10:259-261 

106 Bell J, Grass S. Jeanteur D. Munson RS Jr. Diversity of the P2 protein among nonty¬ 
peable Haemophilus influenzae. Infect Immun 1994;62;2639-2643. 

107. Bell JM, Tumidge JD, Pfaller MA, Jones RN, In vitro assessment of gatifloxacin 
spectrum and potency tested against Haemophilus influenzae, Moraxella catarrha- 
lis, and Streptococcus pneumoniae isolates from Asia-Western Pacific component 
of the SENTRY antimicrobial surveillance program (1998-1999). Diagn Microbiol 
Infect Dis 2002;43:315-318. 

108. Bellido-Casado J. Perez-Castrillon JL. Bachuller-Luque P, et al. Report on five case 
of tularaemic pneumonia in a tularemia outbreak in Spain. Eur J Clin Microbiol 
Infect Dis 2000;19:218-220. 

109. Benaoudia F, Escande F, Simonet M. Infection due to Actinobacillus lignieresii after 
a horse bite. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1994;13:439-440. 

110. Benson RF, Lanier-Thacker W. Plikaytis BB, et al. Cross-reactions in Legionella 
antisera with Bordetella pertussis strains. J Clin Microbiol 1987;25:594-596. 

111. Berdal BP. Mehl R. Haaheim H, et al. Field detection of Francisella tularensis. 
Scand J Infect Dis 2000;32:287-291. 

112. Berewill S, Hinkelmann S. Kist M, Sander A Molecular analysis of riboflavin synt¬ 
hesis genes in Bartonella species by PCR. J Clin Microbiol 1999;37:3159-3166. 

113. Berger C, Altwegg M, Meyer A, Nadal D. Broad range polymerase chain reaction 
for diagnosis of rate-bite fever caused by Streptobacillus moniliformis. Pediatr 
Infect Dis J 2001 ;20:1181-1182. 

114. Bergfors E, Trollfors B. Taranger J. et al. Parapertussis and pertussis; dufferences 
and similarities In incidence, clinical course, and antibody responses. Int J Infect 
Dis 1999;3:140-146. 

115. Bergmans AMC, DeJong CM A, Van Amerongen G, et al. Prevalence of Bartonella 
species in domestic cats in the Netherlands. J Clin Microbiol 1997;35;2256-226L 

116. Bergmans AMC, Groothedde Jw, Schellekens JFP, et al. Etiology of cat scratch 
disease: comparison of polymerase chain reaction detection of Bartonella (formerly 
Rochalimaea) and Afipia felis DNA with serology and skin tests, J Infect Dis 1995; 
171:916-923. 

117. Bergmans AMC, Peelers MF, Schellekens JFP. et al. Pitfalls and fallacies of cat 
scratch disease serology: evaluation of Bartonella henselae-based indirect immuno¬ 
fluorescence assay and enzyme-linked immunoassay. J Clin Microbiol I997;35: 
1931-1937. 

118. Bergmans AMC, Schellekens JFP. Van Embden JDA, Schools LM. Predominance 
of two Bartonella henselae variants among cat-scratch disease patients in the 
Netherlands. J Clin Microbiol 1996;34:254-260. 

119. Bermond D, Boulouis HJ, Heller R, et al. Bartonella bovis Bermond, et al. sp. nov. 
and Bartonella capreoli sp. nov., isolated from European nimiants. Int J Syst Evol 
Microbiol 2002;52:383-390. 

120. Bermond D, Heller R. Barrat F, et al. Bartonella birtlesii sp. nov., isolated from 
small mammals (Apodemus spp.). Int J Syst Evol Microbiol 2000;50:1973-1979. 

121. Bernard K, Cooper C, Tessier S. Ewan EP. Use of chemotaxonomy an aid lo diffe¬ 
rentiate among Capnocytophaga species, CDC group DF-3. and aerotolerant strains 
of Leptotrichia buccalis. J Clin Microbiol 1991;29:2263-2265. 

122. Bernard K, Tessier S, Winstanley J, et al. Early recognition of atypical Francisella 
tularensis strains lacking a cysteine requirement. J Clin Microbiol 1994;32:551-553. 

123. Belriu C, Coronel F. Martin P, Picazo JJ. Peritonitis caused by Haemophilus parain¬ 
fluenzae in a patient undergoing continuous ambulatory peritoneal dialysis. J Clin 
Microbiol 1999;37:3074-3075. 





502 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


124. Bevenger L, Maeland JA, Naess AI. Agglutinins and antibodies to Francisella tula- 
rensis outer membrane antigens in the early diagnosis of disease during an outbre¬ 
ak of tularemia. J Clin Microbiol 1988;26:433-437. 

125. Bevanger L, Maeland JA, Nae.ss Al. Competitive enzyme immunoassay for antibo¬ 
dies to a 43,000-molecular-weight Francisella tulurensis outer membrane protein 
for the diagnosis of tularemia. J Clin Microbiol 1989;27:922-926. 

126. Bezwada HP, Nazarian DG, Booth RE Jr. Haemophilus influenzae infection com 
plicating a total knee arthroplasty. Clin Orthop 2002;402:202-205. 

127. Bhatnagar N. Geiachew E, Straley S, et al. Reduced virulence of rifampicin-resis- 
tant mutans of Francisella tularensis. J Infect Dis 1994;170:841-847. 

128. Biedenbach DJ. Jones RN. Evaluation of in vitro susceptibilily testing criteria for 
gemifloxacin when tested against Haemophilus influenzae with reduced susceptibi¬ 
lity to ciprofloxacin and ofloxacin. Diagn Microbiol Infect Dis 2002;43:232-236. 

129. Biedenbach DJ, Jones RN. Pfaller MA. Activity of BM284756 against 2.681 recent 
clinical isolates of Haemophilus influenzae and Moraxella catarrhalis, report from 
the SENTRY antimicrobial surveillance program (2000) in Europe, Canada, and the 
United States. Diagn Microbiol Infect Dis 2001;39:245-250. 

130. Bieger RC, Brewer NS, Washington JA. Haemophilus aphrophilus: a microbiologic 
and clinical review and report of 42 cases. Medicine (Baltimore) 1978;57:345-355, 

131. Bigel ML. Berardi-Grassias LD. Furioll J. Isolation of Actinobacilius iireae 
{Pasteurella ureae) from a patient with otitis media. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1988;7:206-207. 

132. Bilgrami S, Bergtrom SK, Peterson DE, et al. Capnocytophaga bacteremia in a 
patient w3th Hodgkin’s disease following bone marrow transplantation: case repon 
and review. Clin Infect Dis 1992;14:1045-1049. 

133. Birgisson H. Steingrimsson O. Gudnason T, Kingella kingae infections in paedia¬ 
tric patients; 5 cases of septic arthritis, osteomyelitis, and bacteraemia. Scand J 
Infect Dis 1997;29:495-498. 

134. Birkebaek NH, Kristiansen M, Scefeldt T, et al. Bordetella pertussis and chronic 
cough in adults. Clin Infect Dis 1999;29:1239-1242. 

135. Birtles RJ. Differentiation of Bartonella species using restriction endonuclease 
analysis of PCR-amplified 16S rRNA genes. FEMS Microbiol Lett 1995:129:261- 
266. 

136. Birtles RJ, Harrison TG. Saunders NA, et al. Proposals to unify the genera 
Gramhamella and Bartonella, with descdriptions of Bartonella talpae com. nov., 
Bartonella peromysci comb. nov.. and three new species, Bartonella grahamii sp. 
nov., Bartonella taylory sp. nov., and Bartonella doshiae sp. nov. Int J Syst Bacteriol 
1995;45:1-8. 

137. Birtles RJ, Raoult D. Comparison of partial citrate synthase gene (gltA) sequences 
for phylogenetic analysis of Bartonella species. Int J Syst Bacteriol 1996;46:891- 
897. 

138. Bisgaard KM. Kao A. Leake J, et al. Haemophilus influenzae invasive disease in the 
United States, 1994-1995: near diappcarance of a vaccine-preventable childhood 
disease. Emerg Infect Dis 1998;4:229-237. 

139. Bisgaard M. Heltberg O. Frederiksen W. Isolation of Pasteurella caballi from an 
infected wound on a veterinary surgeon. APMIS 1991;99:291-294. 

140. Bisgaard M, Mutters R. Characterization of some previously unclassified 
“Pasteurella” spp. obtained from the oral cavity of dog and cats and description of 
a nev species tentatively classified with the family Pasteurellaceae Pohl 1981 and 
provisionally called taxon 16. Acta Pathol Microbiol Immunol Scand Sect B 
1986;94:177-184. 

141. Black S. Epidemiology of pertussis. Pediatr Infect Dis J 1997; 16(4 Suppl):S85-S89. 

142. Blanche P. Sicard D, Meyniard O, et al.Capnocytophaga cammorsus lymphocytic 
meningitis in a immunocompetent man who was bitten by a dog. Clin Infect Dis 
1994;18:654-655. 

143. Block SL. Causative pathogens, antibiotic resistance and therapeutic considerations 
in acute otitis media. Pediatr Infect Dis J 1997;16:449-456. 

144. Blum RN, Berry CD, Phillips MG. Clinical illnesses associated with isolation of 
dysgonic fermenter 3 from stool samples. J Clin Microbiol 1992;30:396-400. 

145. Blumer J. Clinical perspectives on sinusitis and otitis media. Pediatr Infect Dis J 
1998:17:868-572. 

146. Bobo RA, Newton EJ. A previously undescribed gram-negative bacillus causing 
septicemia and meningitis. Am J Clin Pathol 1976;65:564-569. 

147. Boerlin P, Siegrist HH, Bumens AP, et al. Molecular identification and epidemiolo¬ 
gical tracing of Pasteurella multocidci meningitis in a body. J Clin Microbiol 
2000;38:1235-1237. 

148. Bogaerts J, Kestens L, Maninez Tello W. et al. Failure of treatment for chancroid in 
Rwanda is not related to human immunodeficiency virus infection; in vitro resis¬ 
tance of Haemophilus diicresi to trimethoprim-sulfamethoazole. Clin Infect Dis 
1995;20:924-930. 

149. Bogaerts J, LePage P, Kestelyn P, et al. Neonatal conjunctivitis caused by 
Pasteurella ureae. Eur J Clin Microbiol 1985;4:427-428. 

150. Bogaen J, Verhaegen J. Tello WM. et al. Characterization, in vitro susceptibility, and 
clinical significance of CDC group HB-5 from Rwanda. J Clin Microbiol 
1990:28:2196-2199. 

151. Bolton RW, Kluever EA. Dyer JK. In vitro immunosuppression mediated by an 
extracellular polysaccharide from Capnocytophaga ochracea: influence on macrop¬ 
hages. J Periodontal Res 1985;20:251-259. 

152. Bonnel M, Bonnet E, Alric L, et al. Severe knee arthritis due to Eikcnella corrodens 
following a human bile. Clin Infect Dis 1997;24:80-81. 

153. Boot E, Oosterhuis A, Thuis HC PCR for the detection of Streptobacillus monili¬ 
formis. Lab Anim 2002:36:200-208. 

154. Borenstein W, Simon GL. Haemophilus influenzae septic arthritis in adults. 
Medicine (Baltimore) 1986;65:191-201. 


155. Bovre K, Henrik.sen SD, Jonsson V. Correction of the specific epithet kingii in the 
combinations Moraxella kingii Henriksen and Bovre 1968 and Pseudomonas kingii 
Jonsson 1970 to kingae. Int J Syst Bacteriol 1974;24:307, 

156 Brass EP, Wray LM, McDuff T. Pasteurella ureae meningitis associated with endo¬ 
carditis; report of a case and review of the literature. Eur Neurol 1983;22; 138-141. 

157. Brazilian Purpuric Fever Study Group. Brazilian purpuric fever: epidemic purpura 
fulminans associated with antecedent purulent conjunctivitis. Lancet 1987;2:757- 
761 . 

158. Brazilian Purpuric Fever Study Group. Haemophilus aegyptius bacteremia in 
Brazilian purpuric fever. Lancet 1987;2:761-763. 

159. Brazilian Purpuric Fever Study Group. Brazilian purpuric fever identified in a new 
region of Brazil. J Infect Dis 1992;165(Suppl 1):S26-S19. 

160. Breen D, Schonell A, Au T. Reiss-Levy E. Pasteurella multocida: a case report of 
bacteremic pneumonia and a 10-year laboratory review. Pathology 2000; 12:152- 
153. 

161. Breitchwerdt EB, Atkins CE. Brown TT, et al. Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii 
and related members of the a-subdivision of the Proteobacteria in dogs with cardiac 
arrhythmias, endocarditis, or myocarditis. J Clin Microbiol 1999;37;618 3626. 

162. Breitschwerdt EB, Kordick DL Bartonella infection in animal; carriership, reser¬ 
voir potential, pathogenicity, and zoonotic potential for human infection. Clin 
Microbiol Rev 2000;13:428-438. 

163. Breitschwerdt EB, Kordick DL, Malarkey DE, et al. Endocarditis in a dog due to 
infection with a novel Bartonella subspecies. J Clin Microbiol 1995;33:154-160. 

164. Breitschwerdt EB, Sontakke S, Cannedy A, et al. Infection with Bartonella weissii 
and detection of Nanobacterium antigens in a North Carolina beef herd. J Clin 
Microbiol 2001;39:879-882. 

165. Brenner DJ. Hollis DG, Fanning R, et al. Capnocytophaga canimorsus sp. nov. (for¬ 
merly CDC group DF-2), a cause of septicemia following dop bite, and C. cyno- 
degmi sp. nov., a cause of localized wound infection following dop bite. J Clin 
Microbiol 1989;27:231-235. 

166. Brenner DJ, Hollis DG, Moss CW, et al. Proposal of Afipia gen. nov., with Afipia 
felis. sp. nov., (formerly the cat-cratch disease bacillus). Afipia clevelandensis sp. 
nov. (formerly the Cleveland Clinic Foundation strain), Afipia broomeae sp. nov., 
and three unnamed genospecies. J Clin Microbiol 1991;29:2450-2460. 

167. Brenner DJ, Mayer LW, Carlone GM. et al. Biochemical, genetic, and epidemiolo¬ 
gic characterization of Haemophilus influenzae biogroup aegyptius (Haemophilus 
aegyptius) strains associated with Brazilian purpuric fever. J Clin Microbiol 
1988;26:1524-1514. 

168. Brenner DJ, O'Connol SP, Winkler HH, et al. Proposals to unify the genera 
Bartonella and Rochalimaea, with descriptions of Bartonella quintana comb, nov., 
Bartonella vinsonii comb, nov., Bartonelfa henselae comb, nov., and Bartonella eli- 
zabethae comb, nov., and to remove the Family Bartonellaceae from the Order 
Rickettsiales. Int J Syst Bacteriol 1993;43:777-786. 

169. Brentjiens RJ, Ketterer M, Apicella MA. Spinola SM. Fine tangled pili expresed by 
Haemophilus ducreyi are a novel class of pili. J Bacteriol 1996;178:808-816. 

170. Bricker BJ, Ewalt DR, MacMillan AP, el al. Molecular characterization of Brucella 
strains isolated from marine mammals, J Clin Microbiol 2000;38:1258-1262. 

171 Bricker BJ. Hailing SM. Differentiation of Brucella abortus bv. 1,2, and 4. Brucella 
melitensis, Brucella ovis, and Brucella suis bv. 1 by PCR. J Clin Microbiol. 
1994:32:2660-2666. 

172. Bricker BJ. Hailing SM. Enhancement of the Brucella AMOS PCR assay for diffe¬ 
rentiation of Brucella abortus vaccine strains S19 and RB5L J Clin Microbiol 
1995;33:1640-1642. 

173. Bricker BJ, Tabatabai LB. Judge BA, et al. Cloning expression, and occurrence of 
the Brucella Cu-Mn dismutase. Infect Immun 1990;58:2933-2939. 

174. Brill CB. Pearlstein LS, Kaplan JM, Mancall EL. CNS infection caused by 
Eikenella corrodens. Arch Neurol 1982;39:431-432. 

175. Brion JP, Recule C, Croize J, et al. Isolation of Francisella tularensis from lymph 
node aspirate inoculated into a non-radiometric blood culture system. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis 1996; 15:180-181 

176. Brissette CA, Five-Taylor PM. Actinobacilius acrinomycetemcomitans may utilize 
either actin-dependent or actin-independent mechanisms of invasion. Oral 
Microbiol Immunol 1999;14:137-142. 

177. Brivet F, Guibert M, Banhelemy P, et al. Pasteurella multocida sepsis after hemorr¬ 
hagic shock in a cirrhotic patient; possible role of endoscopic procedures and gas¬ 
trointestinal translocation. Clin Infect Dis 1994;18:842-843. 

178. Brogan JM, Lally ET, Poulsen K, et al. Regulation of Actinobacilius actinomyce- 
temcomitans leukotoxin expression: analysis of the promoter regions of leukotoxic 
and minimally leukotoxic strains. Infect Immun 1994:62:501-508. 

179. Brook I. Bacteriology of acute and chronic frontal sinusitis. Arch Otolaryngol Head 
Neck Surg 2002; 128:583-585. 

180. Brouqui P. Houpikian P. DuPont HT. et al. Survey of the seropervalence of 
Bartonella quintana in homeless people. Clin Infect Dis 1996;23:756-759. 

181. Brolqui P. LaScola B. Roux V, Raoult D. Chronic Bartonella quintana bacteremia in 
homeless patienls. N Engl J Med 1999;340:184-189. 

182. Broussard LA. Biological agents; weapons of warfare and bioterrorism. Mol Diagn 
2001;6:323-333. 

183. Bruam G. Goussei N. Quentin R. Rosenau A. Fimbrial ghf gene cluster of genital 
strains of Haemophilus spp. Infect Immun 2002;70;5438-5445. 

184. Bruneel F, D’estanque J, Fournier PE, et al. Isolated right-sided Bartonella quinana 
endocarditis in an immunocompetent adult. Scand J infect Dis 1998;30:424-425. 

185. Bruss JB. Malley R, Halpenn S. et al. Treatment of severe penussis: a study of the 
safety and pharmacology of intravenous pertussis immunoglobulin. Pediatr Infect 
Dis J 1999;18:505-511. 



Referencias 503 


186. Bruun B. Ying Y, Kirkegaard E, Fredaiksen W, Phenotypic differentiation of 
Cardiobacterium hominis, Kingella indologenes, and CDC group EF-4. Eur J Clin 
Microbiol 1984;3:230-235. 

187. Buck GE. Detection of Bordetella pertussis by rapid-cycle PCR and colorimetric 
microwell hybridization. J Clin Microbiol 1996;34; 1355-1358. 

188. Bullock DW, Deviu PG. Pancreatic abscess and septicaemia caused by Haemaphilus 
segnis. J Infect 1981;3:82-85. 

189. Bundle DR. Chetwonogrodzky IW, Gidney JW, et al. Definition of Brucella A and 
M epitopes by monoclonal typing reagents and synthetic oligosaccharides. Infect 
Immun 1992;57:2829-2836. 

190. Bums JL, Mendelman PM, Levy J, et al. A permeability barrier as a mechanism of 
chloramphenicol resistance in Haemophilus influenzae. Antimicrob Agents 
Chemother 1985;27:46-54. 

191. Butt TS. Khan A, Ahmad A, et al. Pasteurella multocida infectious arthritis with 
acute gout after a cat bite. J Rheumatol 1997;24:1649-1652. 

192. Buu-hoi AY, Joundy S, Acar JF. Endocarditis caused by Capnocylophaga ochraca J 
Clin Microbiol 1988;26:1061-1062. 

193. Byrd LH, Anama L, Gutkin M, et al. Bordetella bronchiseptica peritonitis associated 
with continuous ambulatory peritoneal dialysis. J Clin Microbiol 1981 ;14:232-233. 

194. Caldeira L. Dutschmann L, Carmo G. et al. Fatal Pasteurella multocida infection in 
a systemic lupus erythematosus patient. Infection 1993:21:254-255. 

195. Campbell JD, Lagos R, Levine MM, Losonsky GA. Standard and alternative regi¬ 
mens of Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine (polyribosylribitol 
phosphate-tetanus toxoid conjugate vaccine) elicit comparable antibody avidities in 
infants. Pediatr Infect Dis J 2002;21:822-826. 

196. Campos A, Taylor JH. Campbell M. Hamster bite peritonitis: Pasteurella pneumo 
tropica peritonitis in a dialysis patient. Pediatr Nephrol 2000;15:31-32. 

197. Caniza MA. Granger DL, Wilson KH, et al. Bartonella henselae, etiology of pul 
monary nodules in a patient with depressed cell-mediated immunity. Clin Infectiois 
1995;20:1505-1511. 

198. Canning PC. Roth JA, Deyoe BL. Release 5'-guanosine monophosphate and adeni¬ 
ne by Brucella abortus and the intracellular survival of the bacteria. J Infect Dis 
1986:154:464-470. 

199. Carbeck RB. Murphy JF, Britt EM. Streptobacillary rat-bite fever with massive peri¬ 
cardial effusion. JAMA 1967;201:133-134. 

200. Carden SM, Colville DJ, Gonis G, Gilben GL. Kingella kingae endophthalmitis in 
an imfant. Austral NZ J Ophthalmol 1991;19:217-220. 

201. Carlone GM, Gorelkin L, Gheesling LL, et al. Potential virulence-associated factors 
in Brazilian purpuric fever. J Clin Microbiol 1989;27:609-614. 

202. Carlsson RM. Claesson BA, Fagerlund E, et al. Antibody persistence in five-year- 
old children who received a pentavalent combination vaccine in infancy. Pediatr 
Infect Dis J 2002;21:535-541. 

203. Caron E, Gross A, Liautard J-P, Domand J. Brucella species release a specific, pro¬ 
tease-sensitive. inhibitor of TNF-a expression, active on human macrophago-like 
cells. J Immunol 1996;156:2885-2893. 

204. Carpenter PD, Heppner BT, Gnann JW. DF-2 bacteremia following cat bites: report 
of two caces. Am J Med 1987;82:621-623, 

205. Carter GR, Genus I. Pasteurella Trevissn 1887. 94AL. Norn. cons. Opin. 13, 
Jud.Comm. 1954,153. In: Kneg NR, Holt JG. eds. Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology. Vol. 1. Baltimore: Williams & Wilkins. 1984:552-557. 

206. Casanas MC. Queipo-Ortuno MI. Rodriguez-Torres A, et al. Specificity of a poly¬ 
merase chain reaction assay of a target sequence on (he 31-kilodalton Brucella anti¬ 
gen DNA used to diagnose human brucellosis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
2001 ;20:127-131. 

207. Centers for Disease Control and Prevention. Recommendations of the Immuniza¬ 
tion Practices Advisory Committee (ACiP): Recommendations for use of Haemo¬ 
philus b conjugate vaccines and a combined diphtheria-tetanus-pertussis and 
Haemophilus b vaccine. MMWR Morb Monal Wkly Rep 1993:42:RR-13. 

208. Centers for Disease Control and Prevention. Summary of notifiable diseases. United 
Statec, 1993. MMWR Morb Mortal Wkly Rep 1993;42:952-960. 

209. Centets for Disease Control and Prevention. Pertussis vaccination: use of acellular 
penussis vaccines among infants and young children. Recommendations of me 
Advisory Committee on Immunization Practices. MMWR Morb Mortal Wkly Rep 
1997;46(RR-7):l-25. 

210. Centers for Disease Control and Prevention. Unlicensed use of combination of 
Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine and diphtheria and tetanus toxoid 
and acellular pertussis vaccine for infants. MMWR Morb Mortal Wkiy Rep 
1998:47:787. 

211. Centers for Disease Control and Prevention. Suspected brucellosis case prompts 
investigation of possible bioterrorism-relatcd activity—New Hampshire and 
Massachusetts, 1999. MMWR Morb Mortal Wisly Rep 2000:49:509-512. 

212. Centers for Disease Control and Prevention. Recommended childhood immuniza¬ 
tion schedule: United Sales, January-December, 2000. American Academy of 
Pediatrics Committee in Infectious Diseases. Pediatrics 2000;105:148-151. 

213. Chadha V, Warady BA. Capnocylophaga canimorsus peritonitis in a pediatric peri¬ 
toneal dialysis patient. Pediatr Nephrol 1999:13:646-648. 

214. Chakrabony RN, Meigh RE, Kaye GC. Kingella kingae prosthetic valve endocardi¬ 
tis. Indian Heart J 1999:51:438-439. 

215. Challapalli M, Covert RF. Infectious diseases casebook: Pasteurella multocida early 
onset septicemia in newborns. J Perinatol 1997;17:248-249. 

216. Chamberlin J, Laughlin L, Gordon S, et al. Serodiagnosis of Bartonella bacillifor- 
mis infection by indirect immunofluorescence antibody assay: lest development and 
application in an area of bartonellosis endemicity. J Clin Microbiol 2000:38:4269 
4271. 


217. Chambers GW, Westblom TU. Pleural infection caused by Capnocylophaga cani¬ 
morsus, formerly CDC group DF-2. Clin Infect Dis 1992;15:325-326. 

218. Chan PC, Lu CY, Lee PI, et al. Haemophilus influenzae type b meningitis with sub¬ 
dural effusion: a case report. J Microbiol Immunol Infect 2002;35:61-64. 

219. Chan R, Hardiman RP. Endocarditis caused by Brucella melitensis. Med J Aust 
1993:158:631 -632. 

220. Chang C-c. Chomel BB, Kasten RW. et al. Bartonella spp. isolated from wild and 
domestic ruminants in North America. Emerg Infect Dis 2000:6:306-311. 

221. Chang C-c, Chomel BB, Kasten RW, et al. Molecular evidence of Bartonella spp. 
in questing adult Ixodes pacificus ticks in California. J Clin Microbiol 
2001;39:1221-1226. 

222. Chang C-c, Hayashidani H, Pusterla N. et al. Investigation of Bartonella infection 
in ixodid ticks from California. Comp Immunol Microbiol Infect Dis 2002:25:229- 

236. 

223. Chang C-c. Kasten RW. Chomel BB, et al. Coyotes (Canis latransi as the reservoir 
for a human pathogenic Bartonella sp.: molecular epidemiology of Bartonella vin- 
sonii subsp. herkhoffii infection in coyotes from central coastal California. J Clin 
Microbiol 2000:38:4193-4200. 

224. Chang C-c, Yamamoto , Chomel BB, et al. Seroepidemiology of Bartonella vinso- 
nii subsp. berkhoffii infection in California coyotes. 1994-1998. Emere Infect Dis 
1999;5;711-715. 

225. Chang KC. Zakheim RM, Cho CT, et al. Post-traumatic purulent meningitis due to 
Bordetella bronchiseptica. J Pediatr 1975;86:639-640. 

226. Chao C-L, Chang S-C, Sheu J-C, et al. Transdiapbragmatic Actinobacillus acti 
nomycetemcomitans infection; case report. Clin Infect Dis 1994;19:958-960. 

221. Chapin-Robertson K, Dahlberg SE, Edberg SC. Clinical and laborator>’ analyses of 
cytospin-prepared gram stains for recovery and diagnosis of bacteria from sterile 
body fluids. J Clin Microbiol 1992:30:377-380. 

228. Chen C. Distribution of a newly described species, Kingella oralis, in the human 
oral cavity. Oral Microbiol Immunol 1996;11:425-427. 

229. Chen C. Ashimoto A. Clonal diversity of oral Eikenella corrodens within individual 
subjects by arbitrarily primed PCR. J Clin Microbiol 1996;34:1837-1839. 

230. Chen C-KC. Potts TV, Wilson ME. A homologies shared among Eikenella corro- 
dens isolates and other corroding bacilli from the oral cavity. J Periodontal Res 
1990;25:106-112. 

231. Chen C-CK, Sunday GJ. Zambon JJ. Wilson ME. Restriction endonuclease analy¬ 
sis of Eikenella corrodens. J Clin Microbiol 1990;28:1265-1270. 

232. Chen RV. Bradley IS. Haemophilusparainjluenzae sepsis in a very low birth weight 
premature infant: a case report and review of the literature. J Perinatol 1999:19:315- 
317. 

233. Chen S, Hicks L, Yuen M, et al. Serological cross-reaction between Legionella spp. 
and CapnocMophaga ochracea by using latex agglutination lest. J Clin Microbiol 
1994;32:3054-3055. 

234. Chen Y-C. Chang S-C, Luh K-T, et al. Acrinobacillus actinomycetemcomitans 
endocarditis; a report of four cases and review of the literature. Q J Med 1991:81; 
871-878 . 

235. Cherry JD. Comparative efficacy of acellular pertussis vaccines: at analysis of 
recent trials. Pediatr Infect Dis J 1997;16:S90-S96. 

236. Cherry JD. Pertussis in the preantibiotic and prevaccine era, with emphasis on adult 
pertussis. Clin Infect Dis 1999;28(Suppl 2):S107-S111. 

237. Cherry JD. Epidemiological, clinical, and laboratory aspects of pertussis in adults. 
Clin Infect Dis 1999;28(Suppl 2):S112-S117. 

238. Cherry JD, Beer T, Chutrand SA, et al. Comparison of values of antibody to 
Bordetella pertussis antigens in young German and American men. Clin Infect Dis 
1995;20:1271-1274. 

239. Chia JKS, Nakata MN, Lami JLM, el al. Azithromycin for the treatment of cat- 
scratch disease. Clin Infect Dis 1998;26:193-194. 

240. Childs IE, Rooney JA, Cooper JL. et al. Epidemiologic observatiots on infection 
with Rochalimaea species among cats living in Baltimore, Md. J Am Vet Med Assoc 
1994;204:1775-1778. 

241. Chirgwin K, DeHovitz JA, Dillon S, McCormack WM. HIV intection. genital ulcer 
disease, and crack cocaine use among patients attending a clinic for sexually trans¬ 
mitted diseases. Amer J Public Health 1991:81:1576-1579. 

242. Chodosh J. Cat’s tooth keratitis: human corneal infection with Capnocylophaga 
canimorsus. Cornea 2001:0:661-663. 

243. Chomel BB. Abbott RC. Kasten RW, et al. Bartonella henselae in domestic cats in 
California: risk factors and association between bacteremia and antibody titers. J 
Clin Microbiol 1995:3:2445-24.50. 

244. Chomel BB. Boulouis HJ. Petersen H, et al. Prevalence of Bartonella infection in 
domestic cats in Denmark. Vet Res 2002;3:205-213. 

245. Chomel BB. DeBess EE, Mangiamele DM. et al. Changing trends in the epidemio¬ 
logy of human brucellosis in California from 1973-1992: a shift toward foodbome 
transmission. J Infect Dis 1994;70:1216-1223. 

246. Chomel BB, Kasten RW. Floyd-Hawkins K, el al. Experimental transmission of 
Bartonella henselae hy the cat flea. J Clin Microbiol 1996:4:1952-1956. 

247. Chomel BB. MacDonald KA, Kasten RW, et al. Aortic valve endocarditis in a dog 
due to Bartonella clarridgeiae. J Clin Microbiol 2001:39:3548-3554. 

248. Choy KW, Wulffraat NM, Wolfs TF. et al. Bordetella bronchiseptica respiratory 
intection in a child after bone marrow transplantation. Pediatr Infect Dis J 
1999:18:481-483. 

249. Christen RD. Cardiobacterium hominis endocarditis in a patient with a hypersensi- 
tivily reaction to penicillin. Successful treatment with partial resection of the poste¬ 
rior mitral vaile leaflet and antibiotic therapy with cefaolin. Infection 1990; 18:291- 
293. 



504 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


250. Chrislensen H, Bisgaard M, Angen O, Olsen JE. Final classification of Bisgaard 
taxon 9 as Actinohacillus arthritidis sp. nov, and recognition of a novel genomo spe¬ 
cies for equine strains of Actinobacilhis lignieresii. Int J Syst Evol Microbiol 
2002;52;1239-1246. 

251. Christensen H, Bisgaard M. Olsen JE. Reclassification of equine isolales pre¬ 
viously reported as, Actinobacillus equuli, variants of A. equidi, Actinobacilhis suis 
or Bisgaard taxon 11 and proposal of A. equuli subsp, equuli subsp. nov., and A. 
equuli subsp. haemolyticus subsp. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2002:52:1569- 
1576. 

252. Christensen JJ. Kirkegaard E, Korner B. Haemophilus isolaled from unusual anato¬ 
mical sites. Scand J Infect Dis 1990;22:437-444. 

253. Christopher GW, Cieslak TJ, Pavlin JA, Eilzen MM Jr. Biological warfare: a histo¬ 
rical perspective, JAMA 1997;278:412-417. 

254. Chuba PJ, Bock R. Graf G, et al. Comparison of 16S RNA sequences from the 
Family Pasteurellaceae: phylogenetic relatedness by cluster analysis. J Gen 
Microbiol 1988:134:1923-1930. 

255. Chui L, Albritton W. Paster B. et al. Development of the polymerase chain reaction 
for diagnosis of chancroid. J Clin Microbiol 1993:31:659-664. 

256. Church S, Harrigan KE, Irving AE. Peel MM. Endocarditis caused by Pasteurella 
coballi in a horse. Aust Vet J 1998:76:528-530. 

257. Cianlar M, Spralt DA. Newman HN, Wilson M. Capnocytophaga granulosa and 
Capnocytophaga haemolytica: novel species in subgingival plaque. J Clin 
Periodontal 2001:28:701-705. 

258. Clairmont GJ. Zon LI. Groopman JE. Haemophilus parainfluenzae prostatitis in a 
homosexual man with chronic lymphadenopathy and HTLV-111 infection. Am J Med 
1987:82:175-178. 

259. Clamdge IE III, Raich TJ, Pirwani D, et al. Strategy to detect and idenlify Bartonella 
species in routine clinical laboratory yields Bartonella strain from his cat. J Clin 
Microbiol 1995:33:2107-2113. 

260. Clarridge JE III, Raich TJ, Sjostedt A. et al. Characlerization of two unusual clini¬ 
cally significant Francisella strains. J Clin Microbiol 1996;34:1995-2000. 

261. Clavareau C, Wellemans V, Walravens K, et al. Phenotypic and molecular characte¬ 
rization of a Brucella strain isolated from a mink whale (Balaenoptera acutorostra- 
ta). Microbiology 1999;144:3267-3273. 

262. Cloeckaen A, Grayon M, Grepinet O. An IS711 element downstream of the bp26 
gene is a specific marker of Brucella spp. isolaled from marine mammals. Clin 
Diagn Lab Immunol 2000;7:835-839. 

263. Cloeckaert A, Verger JM, Grayon M, et al. Classification of Brucella spp. isolated 
from marine animals by DNA polymorphism al the omp2 locus. Microbes Infect 
2001;3:729-738. 

264. Cockerell CJ, LeBoit PE. Bacillary angiomatosis: a newly characterized, pseudone¬ 
oplastic, infectious, cutaneous vascular disorder. J Am Acad Dermatol 1990;22:501- 
512. 

265. Coggin JH Jr. Bacterial pathogens. In: Fleming DO, Hunt DL. eds. Biological 
Safety: Principles and Practices. 3rd Ed. Washington, DC: ASM Press. 2000;65-88. 

266. Cohn SE. Knorr KL, Gilligan PH, et al. Pertussis is rare in human immunodefi¬ 
ciency virus disease. Am Rev Respir Dis 1993;147:411-413. 

267. Cokca F, Azap A, Meco O. Bilateral mammary abscess due to Brucella melitensis. 
Scand J Infect Dis 1999;31:318-319. 

268. Cokca F, Meco O, Arasil E, et al. An intramedullary dermoid cysl abscess due to 
Brucella abortus biotype 3 at T1 1-L2 spinal levels. Infection 1994;22:359-360. 

269. Colebunders R, Vael C. Blot K, et al. Bordetella pertussis a a cause of chronic res¬ 
piratory infection in an AIDS patient. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1994; 13:313- 
315, 

270. Collazos J. Diaz F. Ayarza R, et al. Actinobacilhis aclinomycetemcomitans'. a cause 
of pulmonary-valve endocarditis of 18 month’s duration with unusual manifesta¬ 
tions. Clin Infect Dis 1994;18:115-116. 

271. Collins IK, Kelly MT. Comparison of Phadebact coagglutination, Bactigen latex 
agglutination, and counterimmunoelectrophoresis for detection of Haemophilus 
influenzae type b antigens in spinal fluid. J Clin Microbiol 1983;17:1005-1008. 

272. Coll-Vinent B, Suris X, Lopez-Soto A, et al. Haemophilus aphrophihis endocardi¬ 
tis: case report and review. Clin Intect Dis 1995;20:1381-1383. 

273. Colmenero JD, Queipo-Ortuno MI, Maria Reguera J, et al. Chronic hepatosplenic 
abscesses in brucellosis: clinicotherapeutic features and molecular diagnostic 
approach. Diagn Microbiol Infect Dis 2002;42:159-167. 

274. Colmenero JD. Reguera JM, Martos F, et al. Complications associated with Brucella 
melitensis infection: a study of 530 cases. Medicine (Baltimore) 1996:75:195-211. 

275. Colson P, LaScola B. Champsaur P. Vertebral infections caused by Haemophilus 
aphrophilus: case report and review. Clin Microbiol Infect 2001;7:107-113, 

276. Colson P, LeBrun L, Drancourt M, et al. Multiple recurrent bacillary angiomatosis 
due to Bartonella quintana in an HIV-infected patient. Eur J Clin Microbiol Infect 
Dis 1996;15:178-179. 

277. Comer JA, Flynn C, Regnery RL, et al. Antibodies to Bartonella species in inner- 
city intravenous drug users in Baltimore Md. Arch Intern Med 1996:156:2491- 
2495. 

278. Cook PP. Persistent postoperative wound infection with Pasteurella miiltocida: case 
report and literature review. Infection 1995:23:252. 

279. Cookson BT. Cho HL. Herwaldt LA, et al. Biological activities and chemical com¬ 
position of purified tracheal cytotoxin of Bordelella pertussis. Infect Imraun 
1989;57:2223-2229. 

280. Cookson BT, Vandamme P. Carlson C, et al. Bacteremia caused by a novel 
Bordetella species, “B. hinzii-' J Clin Microbiol 1994;32:2569-2571. 

281. Cooper CL, Van Caeseele P. Canvin J, Nicolle LE. Chronic prosthetic device infec¬ 
tion with Francisella tularensis. Clin Infect Dis 1999;29:1589-1591. 


282. Corbel MJ. Identification of dye-sensitive strains of Brucella meliensis. J Clin 
Microbiol 1991;29:1066-1068. 

283. Corbel MJ. Brucellosis: an overview. Emerg Infect Dis 1997:3:213-221. 

284. Corbel MJ. Recent advances in brucellosis. J Med Microbiol 1997;6:101-103 

285. Corboz L, Ossent P, Gruber H. Isolation and characterization of group EF-4 bacte¬ 
ria from various lesions in cat. dog. and badger. Int J Med Microbiol Virol Parasitol 
Infect Dis 1993:279:140-145. 

286. Costas M, Owen RJ. Numerical analysis of electrophoretic protein patterns of 
Streptobacillus moniliformis strains from human, murine, and avian infection. J 
Med Microbiol 1987;23:393-311. 

287. Courtney SE, Hall RT. Haemophilus influenzae sepsis in the premature infant. Am 
J Dis Child 1978:132:1039-1040. 

288. Cox RA, Slack MP. Clinical and microbiological features of Haemophilus influen¬ 
zae vulvovaginitis in young girls. J Clin Pathol 2002;55:961-964. 

289. Craig-Mylius KA, Weiss AA. Antibacterial agents and release of periplasmic per¬ 
tussis toxin from Bordetella pertussis. Antimicrob Agents Chemother 
2000:44:1383-1386. 

290. Cross JT, Davidson KW. Bradsher RW Jr. Haemophilus influenzae epididymoor- 
chitis and bacteremia in a man infected with the human immunodeficiency virus. 
Clin Infect Dis 1994;19:768-769. 

291. Cross JT, Jacob RF Tularemia: treatment failures with outpatient use of ceftriaxo¬ 
ne. Clin Infect Dis 1993;17:976-980. 

292. Cuadrado-Gomez LM, Arranz-Caso JA. Cuadros-Gonzalez J. Albarran-Hemandez 
F. Pasteurella pneumotropica pneumonia in a patient with AIDS. Clin Infect Dis 
1995;21:445-446. 

293. Cundell DR, Kanthakumar K, Taylor GW, et al. Effect of tracheal cytotoxin from 
Bordetella pertussis on human neutrophil function in vitro. Infect Immun 
1994;62:639-643. 

294. Cunningham BB. Paller As, Katz BZ. Rat bite fever in a pet lover. J Am Acad 
Dermatol 1998:38:330-332. 

295. Currie PF, Codispoti M, Mankad PS, Goodman MJ. Late aortic homograft valve 
endocarditis caused by Cardiobacterium hominis; a case report and review of the 
literature. Heart 2000;83;579-581. 

296. Cutter D, Mason KW, Howell AP, et al. Immunization with Haemophilus influen¬ 
zae Hap adhesin protects against nasopharyngeal colonization in experimental 
mice. J Infect Dis 2002.186:1115-1121. 

297. DaCosta M, Guillou J-P, Garin-Bastuji B, et al. Specificity of six genes sequences 
for the detection of the genus Brucella by DNA amplification. J Appl Bacteriol 
1996;81:267-275. 

298. Dallon MJ, Robinson LE, Cooper J, et al. Use of Bartonella antigens for serologic 
diagnosis of cat-scratch disease at a national referral center. Arch Intern Med 
1995;155:1670-1676. 

299. Daly JS, Worthington MG, Brenner DJ, et al. Rochalimaea elizabethae sp. nov., iso¬ 
lated from a patient with endocarditis. J Clin Microbiol 1993;31:872-881. 

300. Daneshvar ML Hollis DG, Moss CW. Chemical characterization of clinical isolates 
which are similar to CDC group DF-3 bacteria. J Clin Microbiol 1991 ;29:2351- 
2353. 

301. Das L DeGiovanni JV, Gray J. Endocarditis caused hy Haemophilus parainfluenzae 
identified by 16S ribosomal RNA sequencing. J Clin Pathol 1997;50:72-74. 

302. Dauga C, Miras I, Grimont PAD. Identification of Bartonella henselae and B. quin¬ 
tana 16S rDNA equences by branch-, genus-, and species-specific amplification. J 
Med Microbiol 1996:45:192-199. 

303. Daum RS, Murphey-Corb M, Shapira E, et al. Epidemiology of ROB-1 P-lactama- 
se among ampicillin-resistant Haemphilus influenzae isolates in the United States. 
J Infect Dis 1988;157:450-455. 

304. Davies RL, Pater BJ, Dewhirst FE. Phylogenetic relationships and diversity within 
the Pasteurella haemolytica complex based on 16S rRNA sequence comparison and 
outer membrane protein and lipopolysaccharide analysis. In J Syst Bacteriol 
1996:46:736-744. 

305. Decker MD. Principles of pediatric combination vaccines and practical issues rela¬ 
ted to use in clinical practice. Pediatr Infect Dis J 2001 ;20(Suppl 11): S10-S18. 

306. Decker MD. Edwards KM. Haemophilus influenzae type b vaccines history, com¬ 
parisons, and choices. Pediatr Infect Dis J 1998;17:S113-Sl 16. 

307. Decker MD. Graham BS. Hunter EB, Liebowitz SM, Endocarditis and infections of 
intravascular devices due to Eikenella corrodens. Am J Med Sci 1986:292:209-212. 

308. Dees SB, Karr DE, Hollis D. Cellular fatty acids of Capnocytophaga species. J Clin 
Microbiol 1982;16:779-783. 

309. Dehio C, Lanz C, Pohl R, et al. Banonella schoenbuchii sp. nov., isolate from the 
blood of wild roe deer. Int J Syst Evol Microbiol 2001;51:1557-1565. 

310. De La Fuente A, Sanchez JR. Uriz J, et al. Infection of a pacemaker by Brucella 
melitensis. Tex Heart Inst J 1997;24:129-130. 

311. De La Puente-Redondo VA, Del Blanco NG, Gutierrez-Martin CB, et al. Com¬ 
parison of different PCR approaches for typing of Francisella tularensis strains. J 
Clin Microbiol 2000:38:1016-1022. 

312. De La Rosa GR. Barnett BJ. Ericsson CD, Turk JB. Native valve endocarditis due 
to Bartonella henselae in a middle-aged human immunodeficiency virus-negative 
woman. J Clin Microbiol 2001:39:3417-3419. 

313. DeLey JW. Mannheim W, Multers R, et al. Inter- and intrafamilial similarities of 
rRNA cistron of the Pasteurellaceae. Int J Syst Bacteriol 1990;40:126-137. 

314. De Ley J. Segers P, Kersters K, et al. Intra- and intergeneric similarities of the 
Bordetella ribosomal ribonucleic acid cistrons: proposal tor a new family. 
Alcaligenaceae. Int J Syst Bacteriol 1986;26:405-414. 

315. Del Vecchio VG, Kapatral V, Elzer P, et al. The genome of Brucella melitensis. Vet 
Microbiol 2002:90:587-592. 



Referencias 505 


516. Del Vecchio VG, Kapatral V Redkar RJ, et al. The genome sequence of the facul- 
laiive intracellular pathogen Brucella melitensis. Proc Natl Acad Sci USA 
2002:99:443-448. 

51“ DeMaha TF, Murwin DM. Leake ER. Immunization with outer membrane protein 
P6 from noniypeable Haemophilus influenzae induces bactericidal anti-body and 
affords protection in the chinchilla model of otitis media. Infect Immun 
1996:64:5187-5192. 

3IS De Melker HE. Versieegh FGA, Conyn-van Spaendonck MAE, et al. Specificity and 
sensitivity of high levels of immunoglobulin G antibodies against pertussis toxin in 
a single serum sample for diagnosis of infection with Bordetella pertussis. J Clin 
-Microbiol 2000:38:800-806. 

519. Demeirios P. Constantine B. Demetrios S, Nikolaos A. Haemlphilus influenzae pye¬ 
lonephritis in the elderly. Urol Nephrol 2002:34:23-24. 

320. Demirkan F. Akalin HE. Simsek H, et al. Spontaneous peritonitis due to Brucella 
melitensis in a patient with cirrhosis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993:12:66-67. 

321. Dennis DT, Inglesby TV, Henderson DA, et al. Tularemia as a biological weapon: 
medical and public health management. JAMA 2001;285:2763-2773. 

322 Depres-Brummer P. Buijs J. van Engelenburg KC, Osten HR. Capnocytophaga 
canimorsus sepsis presenting as an acute abdomen in an asplenic patient. Neth J 
Med 2001:59:213-217. 

325. Dechpande LM, Jones RN. Antimicrobial activity of advanced-pecirum fluoroqui¬ 
nolones tested against more than 2000 contemporary bacterial isolates of species 
causing community-acquired respiratory tract infections in the United States 
«1999). Diagn Microbiol Infect Dis 2000:37:139-142. 

32-1. De Smet MD, Chan CC, Nussenblatt RB, et al. Capnocytophaga canimorsus as the 
cause of a chronic corneal infection. Am J Ophthalmol 1990;109:240-242. 

325 Deulofeu F, Nava JM, Bella F, et al. Prospective epidemiological study of invasive 
Haemophilus influenzae disease in adults. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1994:13:633-638. 

326. Dever LL. Shashikumar K. Johanson WG Jr. Antibiotics in the treatment of acute 
exacerbations of chronic bronchitis. Expert Opin Investig Drugs 2002; 11:911-925. 

32“. Deville JG, Cherry ID, Christenson PD. et al. Frequency of unrecognized Bordetella 
pertussis infections in adults. Clin Infect Dis 1995;21:639-642. 

328. Dewhirst FE, Chen C-K. Paster BJ, Zambon JJ. Phylogeny of species in the Family 
Neisseriaceae isolated from human dental plaque and description of Kingella orale 
sp. nov. Int J Syst Bacteriol 1993;43:490-499. 

329. Dewhirst FE, Paster BJ. Bright PL. Chromobacterium Eikenella Kingella, 
Neisseria, Simonsiella, and Vitreoscilla species comprise a major branch of the p- 
group Proteobacteria by 16S ribosomal ribonucleic acid sequence comparison: 
transfer of Eikenella and Simonsiella to the family Neisseriaceae (emend.). Int J 
Syst Bacteriol 1990:39:258-266. 

330. Dewhirst FE, Paster BJ. La Fontaine S, et al. Transfer of Kingella indologenes 
(Snell and Lapage 1976) to the genus Suttonella gen. nov. as Suttonella indologe¬ 
nes comb, nov.: transfer of Bacteroides nodosus (Beveridge 1941) to the genus 
Dichelobacter gen. nov. as Dichelobacter nodosus comb, nov.; and assignment of 
the genera Cardiobacterium, Dichelobacter, and Suttonella to Cardiobacteriaceae 
fam. nov. in the y-division of Proteobacteria on the basis of 16S rRNA sequence 
comparisons. Int J Syst Bacteriol 1990;40:426-433. 

331. Dewhirst FE, Paster BJ, Olsen 1, et al. Phylogeny of 54 representative strains of spe¬ 
cies in the Family Pasteurellaceae as determined by comparison of 16S rRNA 
sequences. J Bacteriol 1992:174:2002-2013. 

332. Dewire P. McGrath BE. Brass C. Haemophilus aphrophilus osteomyeloitis after 
dental prophylaxis; a case report. Clin Orthop 1999:363:196-202. 

333. Dijkman. BAC, Thomeer RTWN, Vielvoye GJ, et al. Brain abscess due to 
Streptobacillus moniliformis and Actinobacterium meyeri. Infection 1984; 12:262- 
264. 

334. Di Mario A, Sica S. Zini G. et al. Microangiopathic hemolytic anemia and severe 
thrombocyopenia in Brucella infection. Ann Hematol 1995;70:59-61. 

335. Dimmitt SB, Christiamsem K, Newman M. Haemophilus paraphrophilus: an unu¬ 
sual cause of endocarditis. Aust NZ J Med 1994:24:581. 

336. Dobrean V, Opris A, Daraban S. An epidemiological and surveillance overview of 
bnicello.sis in Romania. Vet Microbiol 2002;90:157-163. 

337. Dobson SRM, Kroll JS, Moxon ER. Insertion sequence IS 1016 and absence of 
Haemophilus capsulation genes in the Brazilian purpuric fever clone of 
Haemophilus influenzae biogroup aegyptius. Infect Immun 1992;60:618-622. 

338. Dockrell DH, Poland GA, Sleckelberg JM, et al. Immunogenicity of three 
Haemophilus influenzae type b protein conjugate vaccines in HIV seropositive 
adults and analysis of predictors of vaccine response. Vaccine 1999;17:2779-2785. 

339. Dodman T, Robson J, Pincus D. Kingella kingae infections in children. J Paediatr 
Child Health 2000:36:87-90. 

3-40. Doebbeling BN, Feilmeier ML, Herwaldt LA. Pertussis in an adult man infected 
with the human immunodeficiency virus. J Infect Dis 1990;161:1296-1298. 

341. Dem GV. Chapin KC. Laboratory identification of Haemophilus influenzae', effect 
of basal media on the results of the satellitism test and evaluation of the RapID NH 
system. J Clin Microbiol 1984;20:599-601. 

342. Doem GV, Jones RN. Pfaller MA. et al. Haemophilus influenzae and Moraxella 
catarrhalis from patients with community-acquired respiratory trat infections: anti¬ 
microbial usceptibility patterns from the SENTRY antimicrobial surveillance pro¬ 
gram (United States and Canada, 1997). Antimicrob Agents Chemother 
1999:43:385-389. 

343. Dogan B, Asikainen S, Jousimies-Sommer H. Evaluation of two commercial kits 
and arbitrarily primed PCR for identification and differentiation of Actinohacillus 
actinomycetemcomitans, Haemophilus aphrophilus and Haemophilus paraphrophi- 
lus. J Ciin Microbiol 1999;37:742-747. 


344. Dogan B. Saarela MH, Jousimies-Somer H. et al. Actinohacillus actinomycetemco¬ 
mitans serotype e-biotypes, genetic diversity and distribution in relation to perio¬ 
dontal status. Oral Microbiol Immunol 1999:14:98-103. 

345. Dolan MJ, Wong MT, Regnery RL. et al. Syndrome of Rochalimea henselae sug¬ 
gesting cat scratch disease. Ann Intern Med 1993:118:331-336. 

346. Dolan SA, Dommaraju CB. DeGuzman GB. Detection of Francisella tularensis in 
clinical specimens by use of polymerase chain reaction. Clin Infect Dis 
1998;26:764-765. 

347. Donnio PY, Allardet-Servent A, Perrin M. et al. Characterization of dermonecrotic 
toxin-producing strains of Pasteurella muliocida subsp. multocida isolated from 
man and swine. J Med Microbiol 1999;48:125-131. 

348. Dorittke C, Vandamme P, Hinz KH, et al. Isolation of a Bordetella m i«m-like orga¬ 
nism from a human specimen. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1995:14:451-454. 

349. Dougherty MJ, Spach DH, Larson AM, et al. Evaluation of an extended blood cul¬ 
ture protocol lo isolate fastidious organisms from patients with .AIDS. J Clin 
Microbiol 1996;34:2444-2447. 

350. Douglas E, Coote JG, Parton R, et al. Identification of Bordetella pertussis in nasop¬ 
haryngeal swabs by PCR amplification of a region of the adenvlate cvclase gene. J 
Mol Microbiol 1993;38:140-144. 

351. Douglas W, Lundy MD, Kehl DiY. Increasing prevalence of Kingella kingae in oste- 
oarticular infections in young children. J Pediatr Orthop 1998:18:22-267. 

352. Douvier S, Neuwirth C, Filipuzi M, Kisterman J-P. Chorioaimnonitis with intact 
membranes caused by Capnocytophaga sputigena. Eur J Obstet Gvnecol Reprod 
Biol 1999:83:109-112. 

353. Drancourt M, Birtles R, Chaumentin G, et al. New serotype of Bartonella henselae 
in endocarditis and cat-seratch disease. Lancet 1996:347:441-443. 

354. Drancourt M, Mainardi JL, Brouqui P, et al. Bartonella (Rochalimaea) henselae 
endocarditis in three homeless men. N Engl J Med 1995;332:419-421. 

355. Drancourt M, Moal V, Brunet P, et al. Bartonella (Rochalimaea) quintana infection 
in a seronegative hemodialyzed patient. J Clin Microbiol 1996;34:1158-1160. 

356. Drapkin MS, Wilson ME, Shrager SM, et al. Bacteremic Haemophilux influenzae 
type b cellulitis in the adult. Am J Med 1977;63:449-452. 

357. Droz S, Chi H, Horn E, et al. Bartonella kochlerae sp. nov., isolated froni cats. J Clin 
Microbiol 1999;37;1117-1122. 

358. Duim B. Vogel L, Puijk W. et al. Fine mapping ol outer membrane protein P2 anti¬ 
genic sites which vary during persistent infection by Haemophilux influenzae. 
Infect Immun 1996;64:4673-4679. 

359. Dul MJ. Shlaes DM, Lemer PI. EF-4 bacteremia in a patient with hepatic-carcinoid. 
J Clin Microbiol 1983:18:1260-1261. 

360. Duong M, Bescancenot JF, Neuwirth C, el al. Vertebral osteomyelitis due to 
Capnocytophaga species in immunocompetent patients: report of two cases and 
review. Clin Infect Dis 1996;22:1099-1101. 

361- Durmaz G, Us T, Aydinli A, et al. Optimum detection times for bacteria and yeast 
species with the BACTEC 9120 aerobic blood culture system: evaluation for a 5- 
year period in a Turkish university hospital. J Clin Microbiol 2003:41:819-821. 

362. Dw'orkin MS, Sullivan PS, Buskin SE, et al. Bordetella hronchiseptica infection in 
hbuman immunodeficiency virus-infected patientt. Clin Infect Dis 1999:28:1095- 
1099. 

363. Ebinger M, Nichlerlein T, Schumacher UK, et al. Isolation of Capnocytophaga gra 
nulosa from an abscess in an immunocompetent adolescent. Clin Infect Dis 
2000;30:606-607. 

364. Edwards KM, Decker MD. Graham BS, et al. Immunization of adults with acellu¬ 
lar pertussis vaccine. JAMA 1993;269:53-56. 

365. Edwards KM, Meade BD, Decker MD, et al. Comparison of 13 acellular pertussis 
vaccines: overview and serological response. Pediatric 1995:96:548-557. 

366. Edwards R, Finch RG. Characterization and antibiotic susceptibilities of 
Streptobacillus moniliformis. J Med Microbiol 1986;21:39-42. 

367. Ehrbar H-U, Gubler J. Harbanh S, Hircchel B. Capnocytophaga canimorsus sepsis 
complicated by myocardial infarction in two patients with normal coronary arteries. 
Clin Infect Dis 1996;23:335-336. 

368. Eigelsbach HT, McGann VG. Genus Francisella Dorofelev 1947m, 176^^. In: Krieg 
NR, Holt JG. eds. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Vol. 1. Baltimore: 
Williams J Wilkins. 1984:394-399. 

369. Ejlertsen T, Gahm-Hansen B, Sogaard P. et al. Pasteurella aerogenes isolated from 
ulcers or wounds in humans with occupational exposure to pigs: a report of 7 
Danish cases. Scand J Infect Dis 1996;28:567-570. 

370. Elkinc C. Identification and purification of a conserved heme-regulated hemoglo 
bin. binding outer membrane protein frmn Haemophilus ducrexi. Infect Immun 
1995:63:1241-1245. 

371. Ellis BA. Regnery RL, Beati L, et al. Rats of the genus Rallas are reserxoir hosts for 
pathogenic Bartonella species: an Old World origin for a New World disease? I 
Infect Dis 1999;180:220-224. 

372. Ellis J, Oyston PC, Green M, Titball RW. Tularemia. Clin Microbiol Rev 2002; 15: 
631-646. 

373. Elrazek MA. Brucella optic neuritis. Arch Intern Med 1991;151:776-778. 

374. Elster AD, Macone AB, Kasser IR. Osteomyelitis caused by Capnocytophaga och- 
racea. J Pediatr Orthop 1983;3:613-615. 

375. Emanuel PA, Bell R, Dang JL, et al. Detection of Francisella tularensis within infec¬ 
ted mouse tissues by using a hand-held PCR ihermocycler. J Clin Microbiol 
2003:41.689-693. 

376 Emmett L. Allman KC. Eikenella corrodens vertebral osteomyelitis. Clin Nucl Med 
2000:25:1059-1069. 

377. Enck RE, Bennett JM. Isolation of Haemophilus aphrophilus from an adult with 
acute leukemia. J Clin Microbiol 1976:4:194-195. 



506 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


378. Endara SA, Roati AA, Alizzi AM, et al. Aortic valve endocarditis caused by 
Bartonella henselae; a rare surgical entity. Heart Surg Forum 2001:4:359-360. 

379. Enderlin G, Morales L, Jacobs RF. ei al. Streptomycin and alternative agents for the 
treatment of tularemia, review of the literature. Clin Infect Dis 1994;19:42-47. 

380. English CK, Wear DJ, Margileih AM, et al. Cat-scratch disease: isolation and cul¬ 
ture of the bacterial agent. JAMA 1988:259:1347-1352. 

381. Ericsson M, Sandstrom G, Sjostedt A, et al. Persistence of cell-mediated immunity 
to the intracellular bacterium Francisella tularensis 25 years after natural infection. 
J Infect Dis 1994;170:110-114. 

382. Eriksen N, Lemming L, Hojlyng N, Bruun B. Brucellosis in immigrants in 
Denmark. Scand J Infect Dis 2002;34:540-542. 

383. Erlem M, Kurekci AE, Aysev D, et al. Brucellosis transmitted by bone marrow 
transplantation. Bone Marrow Tramplant 2000;26:225-226. 

384. Erwin AL. Munford RS, Brazilian Purpuric Fever Study Group. Comparison of 
lipopolysaccharides from Brazilian purpuric fever isolates and conjuntivitis isolates 
of Haemophilus influenzae biogroup Aegyptius. J Clin Microbiol 1989;27:762-767. 

385. Escande F, Bailly A. Bone S, Lemozy J. Actinobacillus suis infection aftger a pig 
bite. Lancet 1996:348:888. 

386. Escande F, Grimont F, Grimont PAD, et al. Deoxyribonucleic acid relatedness 
among strains of Actinobacillus spp, and Pasteurella ureae. Int J Syst Bacteriol 
1984;34:309-315. 

387. Escande F, Vallee E, Aubart F. Pasteurella caballi infection following a horse bile. 
Zeniralbl Bakteriol 1997;285:440-444. 

388. Esteban J, Albalate M. Caramelo C, et al. Peritonitis involving a Capnocytophaga 
species in a patient undergoing continuous ambulatory peritoneal dialysis. J Clin 
Microbiol 1995;33:2471-2472. 

389. Esteve V, Porcheret H, Clerc D, et al. Septic arthritis due to Kin gel la kingae in an 
adult. Joint Bone Snpine 2001;68:85-86. 

390. Ewalt DR, Bricker BJ. Validation of the abbreviated Brucella AMOS PCR a a rapid 
Greening method lor differentiation of Brucella abortus field strain isolates and the 
vaccine strains. 19 and RB51. J Clin Microbiol 2000;38:3085-3086. 

391. Fainstein V, Luna MA. Bodey GP. Endocarditis due to Eikenella corrodens in a 
patient with acute lymphocytic leukemia. Cancer 1981;48:40-42. 

392. Fajfar-Whetstone CJ. Coleman L, Biggs DR. Fox BC Pasteurella multocida septi¬ 
cemia and subsequent Pasteurella dagmatis septicemia in a diabetic patient. J Clin 
Microbiol 1995;33:202-204. 

393. Fakih MG, Murphy TF, Pattoli MA, Berenson CS. Specific binding of Haemophilus 
influenzae to minor gangliosides of human respiratory epithelial cells. Infect Immun 
1997;65;1695-1700. 

394. Falla TJ, Crook DWM, Brophy LN, et al. PCR for capsular typing of Haemophilus 
influenzae. J Clin Microbiol 1994;32:2382-2386. 

395. Falla TJ, Dobson SRM, Crook DWM, et al. Population-based study of non-typea- 
ble Haemophilus influenzae invasive disease in children and neonate. Lancet 
1993;341:851-854. 

396. Farfel Z, Konen S, Wiertz E, et al. Antibodies to Bordetella pertussis adenylate 
cyclase are produced in man during pertussis infection and after vaccination. J Med 
Microbiol 1990;32:173-177. 

397. Farley MM. Stephens DS, Kaplan SI, et al. Pilus- and non-pilus-mediated interac¬ 
tions of Haemophilus influenzae type b with human erythtrocytes and human nasop¬ 
haryngeal mucosa. J Infect Dis 1990;161:274-280. 

398. Farlw J, Smith KL, Wong J, et al. Francisella tularensis strain typing using multiple- 
locus, variable-number tandem repeat analysis. J Clin Microbiol 2001;39:3186-3192. 

399. Faro S, Walker C, Pierson RL Amnionitis with intact amniotic membranes invol¬ 
ving Streptobacillus moniliformis. Obstet Gynecol 1980;55(Suppl):9S-l IS. 

400. Feldman JD. Kontaxis EN, Sherman MP. Congenital bacteremia due to 
Capnocytophaga. Pediatr Infect Dis J 1985;4:415-416. 

401. Feldman WE, Schwartz J. Haemophilus influenzae type b brain abscess complica¬ 
ting meningitis: a case report. Pediatrics 1983;72:473-475. 

402. Fellows L. Boivin M, Kapusta M. Pasteurella multocida arthritis of the shoulder 
associated with possurgical lymphedema. J Rheumatol 1996;23:1824-1825. 

403. Felmingham D, Gruneberg RN, Alexander Project Group. The Alexander Project 
1996-1997: lates suscepibility data from this international study of bacterial patho¬ 
gens from community-acquired lower repiratory tract infections. J Animicrob 
Chemother 2000:45; 191-203. 

404. Fenichel S, Bodino C, Kocka F. Isolation of Acrinobacillus actinomycetemcomitans 
from a skin lesion. Eur J Clin Microbiol 1985:4;428-429. 

405. Ferber B. Bruckheimer E, Schlesinger Y, et al. Kingella kingae endocarditis in a 
child with hair-cartilage hypoplasia. Pediatr Cardiol 1997:18:445-446. 

406. Fernandez-Esparrach G, Mascaro J, Rota R. et al, Septicemia peritonitis, and emp¬ 
yema due to Pasteurella multocida in a cirrhotic patient. Clin Infect Dis 
1994; 18:486. 

407. Ficht TA, Bearden SW, Sowa BA, Adams LG. DNA sequence and expression of the 
36-kilodalton outer membrane protein gene of Brucella abortus. Infect Immun 
1989;57:3281-3291. 

408. Fink DL, Green BA, St Geme JW HI. The Haemophilus influenzae Hap autotrans¬ 
porter binds to fibronectin, laminen, and collagen IV Infect Immun 2002;70-4902- 
4907. 

409. Finkelstein JL. Brown TP. O'Reilly KL, el al. Studies on the growth of Bartonella 
henselae in the cat flea (Siphonaptera: Pulicidae). J Med Entoniol 2002;39:915-919. 

410. Finlay FO, Witherow H, Rudd PT. Latex agglutination testing in bacterial meningi¬ 
tis. Arch Dis Child 1995;73;160-163. 

411. Finn M, Dale B, Isles C. Beware of the dog! A syndrome resembling thrombotic 
thrombocytopenic purpura associated with Capnocytophaga canimorsus septicae¬ 
mia. Nephrol Dial Tranplant 1996; 11:1839-1840. 


412. Fieri PL, Mastrandrea S. Rappelli P, Cappuccinelli P. Brucella abortus Infection 
acquired in microbiology laboratories. J Clin Microbiol 2000;38:2005-2006. 

413. Fischer U, Weyant RS, White EH, Quinn FD. Intracellular multiplication and toxic 
destruction of cultured macrophages by Capnocytophaga canimorsus. Infect Immun 
1995;63:3483-3490. 

414. Fiber RG, Benjamin DK Jr. Facial cellulitis in childhood: a changing spectrum. 
South Med J 2002;95:672-674. 

415. Fiemmig TF, Rudiger S, Hofman U, et al. Identification of Actinobacillus acti¬ 
nomycetemcomitans in subgingival plaque by PCR. J Clin Microbiol 33:3102-3105, 
1995, 

416. Fiesher SA, Bottone EJ. Eikenella corrodens cellulitis and arthritis of the knee. J lin 
Microbiol 1989;27:2606-2608. 

417. Fordham JN, McKay-Ferguson E, Davies A, et al. Rat bite fever without the bite. 
Ann Rheum Dis 1992;51:411-412. 

418. Forsman M, Sandstrom G, Jaurin B. Identification of Francisella species and disd- 
crimination of type a and type B strains of F. tularensis by 16S rRNA analysis. Appl 
Environ Microbiol 1990;56:949-955. 

419. Forsman M, Sandstrom G, Sjostedt A. Analysis of 16S DNA sequence of 
Francisella strains and utilization for determination of the phylogeny of the genus 
and for identification of strains by PCR. Int J Syst Bacteriol 1994;44:38-46. 

420. Fortier AH, Leiby DA. Narayanan RB, et al. Growth of Francisella tularensis LVS 
in macrophages: the acidic intracellular cumpartment provides essential iron requi¬ 
red for growth. Infect Immun 1995;63:1478-1483. 

421. Fortier AH. Slayter MV, Ziemba R. et al. Live vaccine strain of Francisella tula¬ 
rensis: infection and immunity in mice. Infect Immun 1999;59:2922-2928. 

422. Foster G, Jahans KL, Reid RJ, Ross HM. Isolation of Brucella species from ceta¬ 
ceans, seals, and an otter. Vel Rec 1996;138:583-586. 

423. Foster G, MacMillan AP, Godfroid J, et al. A review of Brucella sp. infection of sea 
mammals with particular emphasis on isolates from Scotland. Vet Microbiol 
2002;90:563-580. 

424. Foster G, Rosh HM, Malnick H, et al. Actinobacillus delphinicola sp. nov.. a new 
member of the family Pasteurellaceae Pohl (1979) 1981 isolated from sea mam¬ 
mals. Int J Syst Bacteriol 1996:46:648-652. 

425. Foster G, Ross HM, Malnick H, et al. Phocoenobacter uteri gen. nov., sp. nov., a 
new member of the family Pasteurellaceae Pohl (1979) 1981 isolated from a harbor 
porpoise {Phocoena phocoena). Int J Syst Evol Microbiol 2000;50:135-139. 

426. Foster G, Ross HM, Patterson I A, et al. Actinobacillus scotiae sp. nov., a new mem¬ 
ber of the family Pasteurellaceae Pohl (1979) 1981 isolated from porpoise 
(Phocaena phocoena) Int J Syst Bacteriol 1998;48:929-933. 

427. Foucault C, Barrau K, Brouqui P, Raoult D. Bartonella quintana bacteremia among 
homeless people. Clin Infect Dis 2002;35:684-689. 

428. Fournier PE, Bernabeu L, Schuben B, et al. Isolation of Francisella tularensisw by 
centrifugation of shell vial cell cullure from an inoculation eschar. J Clin Microbiol 
1998:36:2782-2783. 

429. Fournier PE, Lelievre H, Eykyn SJ, et al. Epidemiologic and clinical characteristics 
of Bartonella quintana and Bartonella henselae endocarditis: a study of 48 patients. 
Medicine (Baltimore) 2001;80:245-251. 

430. Foweraker JE, Hawkey PM, Heritage J, et al. Novel p-lactamase from 
Capnocytophaga sp. Antimicrob Agents Chemother 1990;34:1501-1504. 

431. Fox KF, Fox A, Nagpal M, et al. Identification of Brucella by ribosomal-spacer- 
region PCR and differentiation of Brucella canis from other Brucella spp. pat¬ 
hogenic for humans by carbohydrate profiles. J Clin Microbiol 1998;36:3217- 
3222. 

432. Francioli PB, Foussianos D, Glauser MP. Cardiobacterium hominis endocarditis 
manifesting as bacterial meningitis. Arch Intern Med 1983;143:1483-1484. 

433. Frandsen EVG, Reinholdt J, Kjeldsen M, et al. In vivo cleavage of immunoglobu¬ 
lin A 1 by immunoglobulin A 1 proteases from Prevotella and Capnocytophaga spe¬ 
cies. Oral Microbiol Immunol 1995;10:291-296. 

434. Franz DR, Jahrling PB, Friedlander AM, et al. Clinical recognition and management 
of patients exposed to biological warfare agents. JAMA 1997;278:399-411. 

435. Frazier IP, Cleary TG, Pickering LK. Meningitis due to Haemophilus parainfluen- 
zae: report of three cases and review of the literature. Pediatr Infect Dis 1981; 1:117- 
119. 

436. Frebourg NB. Benhelot G. Hocq R. et al. Septicemia due to Pasteurella pneumo- 
tropica: 16S rRNA sequencing for diagnosis confirmation. J Clin Microbiol 
2002;40:687-689. 

437. Frederiksen W. Tonning B. Possible misidentification of Haemophilus aphrophilus 
as Pasteurella gallinarum. Clin Infect Dis 2001;32:987-989. 

438. Friedl J, Stift A, Berlakovich GA, et al. Haemophilus parainfluenzae liver abscess 
after successful liver transplantation. 1998;36:818-819. 

439. Friedman RL, Paulaitis S, McMillan JW. Development of a rapid diagnostic test for 
pertussis: direct detection of pertussis toxin in respiratory secretions. J Clin 
Microbiol 1989;27:2466-2470. 

440. Friesen CA, Cho CT. Characteristic features of neonatal sepsis due to Haemophilus 
influenzae. Rev Infect Dis 1986;8:777-780. 

441. Friis-Moller A. A new Actinobacillus species from the human respiratory tract. 
Actinobacillus hominis nov. sp. In: Kilian M, Frederiksen W, Bibertein EL. eds. 
Haemophilus, Pasteurella and Actinobacillus. London, Academic Press, 1981:151- 
160. 

442. Friis-Moller A, Christensen IJ, Fussing V, et al. Clinical significance and taxonomy 
of Actinobacillus hominis. J Clin Microbiol 2001;39:930-935. 

443. Funke G, Hess T, Von Graevenitz A, Vandamme P. Characteristics of Bordetella hin- 
zii strains isolated from a cystic fibrosis patient over a 3-year period. J Clin 
Microbiol 1996;34:966-969. 



Referencias 507 


Gadbem JL, Zipper R, Taylor JA, et al. Pasteurella pneumotropoica isolated from 
•vxic and joint infections J Clin Microbiol 1984;19:926-927. 

—' Gadea I. Cuenca-Estrella M. Benito N, et al. Bordetelola inzii- a “new” opportunis- 
pathogen to think about. J Infect 2000:40:298-299. 

—I- Galle C. Streulens M, Liesnrd C, et al. Brucella melitensis osteitis following cra- 
rcotomy in a patient wilh AIDS. Clin Infect Dis 1997;24:1012. 

Gan VN. Murphy TV. Pertussis in hospitalized children. Am J Dis Child 
1990:144:1130-1134. 

—• Gandara B. Merino AL, Rogel MA. Martine-Romero E. Limited genetic diversity 
i'f Brucella spp. J Clin Microbiol 2001;39:235-240. 

—^ Garcia FU, Wojla J, Hoover RL. Interactions between live Bartonella baciliformis 
and endothelial cells. J Infect Dis 1992; 165:1138-1141. 

Garcia del Blanco N, Dobson ME, Vela Al, et al. Genotyping of Francisella tula- 
•’tnsis strains by pulsed-field gel electrophoresis, amplified fragment length poly¬ 
morphism fingerprinting, and 16S rRNAQ sequencing. J Clin Microbiol 
2002:40:2964-2972. 

-5 Garcia-Rodriguez JA, Baquero E, Garcia de Lomas J, et al. Antimicrobial suscepti¬ 
bility of 1.422 Haemophilus influenzae isolates from respiratory tract infections in 
Spain: results of a 1-year (1996-1997) multicenter surveillance study. Infection 
1999:27:265-267. 

*52. Garcia San Miguel L, Quereda C, Martinez M, et al. Bordetella bronchiseptica cavi¬ 
tary pneumonia in a patient with AIDS. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1998:17:675-676. 

-^53 Garin-Bastuiji B, Bowden RA, Dubray G, Limet JN. Sodium dodecyl sulfate-pol¬ 
yacrylamide gel electrophoreis and immunoblotting analysis of smooih-lipopoly- 
>accharide heterogeneity among Brucella biovars related to A and M specificities. 
J Clin Microbiol 1990;28:2169-2174. 

*5-i Garpenholdt O, Hugosson S, Fredlund H, et al. Epiglottitis in Sweden before and 
after introduction of vaccination against Haemophilus influenzae type b. Pediatr 
Infect Dis J 1999:18:490-493. 

-55 Garrity GM, Holt JG, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology: an overview of 
the roadmap to the manual. New York: Bergey's Manual Trust/Springer, 2000. 

-56 Gasquet S, Maunn M. Brouqui P, et al. Bacillary angiomatosis in immunocompro¬ 
mised patients. AIDS 1998;12:1793-1803. 

-^5~ Gazi .MI, Cox SW, Clark DT. Eley BM. Characterization of protease activities in 
Capnocytophaga spp., Porphyromonas gingival is, Prevotella spp., Treponema den- 
ticola, and Actinobacillus actinomycetemconiitans. Oral Microbiol Immunol 
1997:12:240-248. 

*5* Genne D, Siegrist HH, Monnier P. et al. Pasteurella multocida endocarditis: report 
of a case and review of the literature. Scand J Infect Dis 1996;28:95-97. 

-^59 Georgilis K, Kontoyannis S, Prifti H, Petrocheilou-Paschou V. Haemophilus 
influenzae type h endocarditis in a woman with mitral valve prolapse. Clin 
Microbiol Infect 1998;4:115-116. 

Gerber JE, Johnson JE, Scott MA, Madhusudhan KT. Fatal meningitis and encep¬ 
halitis due to Bartonella henselae bacteria. J Forenic Sci 2002;47:640-644. 

—Ghez D. Bernard L, Bayou E, et al. Bartonella henselae infection mimicking a sple¬ 
nic lymphoma. Scand J Infect Dis 2001:33:935-936. 

Giladi M. Avidor B, Kletter Y, et al. Cat scratch disease: the rate role of Afipia felis. 
J Clin Microbiol 1998:36:2499-2502. 

Gill V. Cunha BA. Tularemia pneumonia. Semin Respir Infect 1997,12:61-67. 

-*>- Gill VJ, Travis LB, Williams DY Clinical and microbiological observations on 
CDC group DF-3. a gram-negative coccobacillus. J Clin Microbiol 1991;29:1589- 
1592. 

->5 Gilsdorf JR. Chang HY. McCrea KW, et al. Comparison of hemagglutinating pili of 
type b and nontypeable Haemophilus influenzae J Infect Dis 1992;165(Suppl 1): 
1589-1592. 

-rr' Gilsdorf JR, McCrea KW, Marrs CF. Role of pili in Haemophilus influenzae adhe¬ 
rence and colonization. Infect Immun 1997;65:2997-300. 

Glare EM, Paton JC, Premier RR, et al. Analysis of a repetitive DNA Secuence from 
Bordetella pertussis and its application to the diagnosis of pertussis using the poly¬ 
merase chain reaction. J Clin Microbiol 1990;28:1982-1987. 

Glaser DB. Angular blepharitis caused by gram-negative bacillus DF-2. Am J 
Ophthalmol 1986,102:119-120. 

—Glaus T. Greene R, Hofmann-Lehmann C, et al. Seroprevalence of Bartonella hen¬ 
selae infection and correlation with disease status in cats in Switzerland. J Clin 
Microbiol 1997;35:2883-2885. 

Glickman M, Klein RS. Acute epiglottitis due to Pasteurella multocida in an adult 
w ithout animal exposure. Emerg Infect Dis 1997;3:408-409. 

- Gmur R. McNabb H. van Steenbergen TJM, et al. Seroclassification of hitherto 
nontypeable. Actinobacillus actinomycetemcomitans strains: evidence for a new 
serotype e. Oral Microbiol Immunol 1993;8(2):116-120, 19. 

-^“2 Godfroid 1. Kabohrer A. Brucellosis in the European Union and Norway at the turn 
of the 21st century. Vet Microbiol 2002;90:135-145. 

-"3 Goldbaum FA, Leoni J, Wallach JC, et al. Characterization of an 18-kilodalton 
Brucella cytoplasmic protein which appears to be a serological marker of active 
infection in both human and bovine brucellosis. J Clin Microbiol 1993:31:2141- 
2145. 

Goldbaum FA, Velikovsky CA, Baldi P, et al. The 18-kDa cytoplasmic protein of 
Brucella species—an antigen useful in diagnosis—is a lumazine synthase. J Med 
Microbiol 1999:48:833-839. 

-“5 Goldstein DA. Mountsen L. Friedlander S, et al. Acute endogenous endophthalmi¬ 
tis due to Bartonella henselae. Clin Infect Dis 2001;33:718-721. 

-i“6 Goldstein EJC, Citron DM. Comparative activities of cefuroxime, amoxicillin-cla- 
\ulanic acid, ciprofloxacin, enoxacin, and ofloxacin against aerobic and anaerobic 


bacteria isolated from bite wound. Antimicrob Agents Chemother 1988;32;1143- 
1148. 

477. Goldstein EJC, Citron DM. Comparative susceptibilities of 173 aerobic and anae¬ 
robic bite wound isolates to sparfloxacin, temafloxacin, clarithromycin, and older 
agents. Antimicrob Agents Chemother 1993:37:1150-1153. 

478. Goldstein EJC, Citron DM, Gerardo SH. et al. Activities of HMR 3004 (RU 64004) 
and HMR 3647 (RU 66647) compared to those of ervthromycin. azithromycin, cla¬ 
rithromycin, roxithromycin, and eight other antimicrobial agents againt unusual 
aerobic and anaerobic human and animal bite pathogens iolaied from skin and sofl 
tisue infections in humans. Antimicrob Agent Chemother 1999:42:1127-1132. 

479. Goldstein EJC, Citron DM, Merriam CV. Linezolid activity compared to those of 
selected macrolide and other agents against aerobic and anaerobic pathogens iola- 
ted from soh tissue bite infections in humans. Antimicrob Agent Chemother 
1999;43:1469-1474. 

480. Goldstein EJC, Citron DM, Merriam CV, et al. Activity of gatinoxacin compared to 
those of five other quinolones versus aerobic and anaerobic isolates from skin and 
soft tissue samples of human and animal bite wound infections. Antimicrob Agent 
Chemother 1999;43:1475-1479. 

481. Goldstein EJC, Sutter VL, Finegold SM. Susceptibility of Eikenella corrodens to ten 
cephalosporins. Antimicrob Agents Chemother 1978;14:639-641. 

482. Golnik KC, Marotto ME. Fanous MM. et al. Ophthalmic manifestation of 
Rochalimaea species. Am J Ophthalmol 1994;118:145-151. 

483. Gomez L, Grazziutti M, Sumoza D, et al. Bacterial pneumonia due to Bordetella 
bronchiseptica in a patient with acute leukemia. Clin Infect Dis 1998;26:1(X)2-1(X)3. 

484 Gomez-Gatces J-L, Alos J-I. Sanchez J, et al. Bacteremia by multidrug-resistant 
Capnocytophaga sputigena. J Clin Microbiol 1994:32;1067-1069. 

485 Goncalves Da Costa PS, Gomes CA, Pinheiro Canguscu I, et al. Pasteurella multo¬ 
cida splenic abscess causing fever of unknown ongin: report of one case. Braz J 
Infect Dis 1999;3:238-242. 

486. Goncharoff P, Figurski DH, Stevens RH, et al. Identification of Actinobacillus acti¬ 
nomycetemcomitans: polymerase chain reaction amplification of IktA-specific 
sequences. Oral Microbiol Immunol 1993:8:105-1 10. 

487. Gonin P, Lorange M, Delage G. Performance of a multiplex PCR for the determi¬ 
nation of Haemophilus influenzae capsular types in the clinical microbiology labo¬ 
ratory. Diagn Microbiol Infect Dis 2000:37:1-4. 

488. Gonzalez MH, Garst J, Nourbash P, et al. Abscesse of the upper extremity from drug 
abuse by injection. J Hand Surg Am 1993;18:868-870. 

489. Goral S, Anderson B. Hager C, et al. Detection of Rochalimaea henselae DNA by 
polymerase chain reaction from suppurative nodes of children with catscratch dise¬ 
ase. Pediatr Infect Dis J 1994;13:994-997. 

490. Gotuzzo E, Carrillo C, Guerra J, et al. An evaluation of diagnostic methods for bru¬ 
cellosis: the value of bone marrow culture, i Infect Dis 1986:153:122-125. 

491. Gousset N, Rosenau A, Sizaret P-Y, Quentin R. Nucleotide sequences of genes 
coding for fimbrial proteins in a cryptic genospecies of Haemophilus spp. isolated 
from neonatal and genital tract infections. Infect Immun 1999;67:8-15. 

492. Gradus MS, Ng C, Pries R. et al. An unsuspected case of brucellosis mimicking 
appendicitis in a child. Clin Microbiol Newslett 1988;10:188-190. 

493. Grahnquist L, Enksson M. Pertussis and necrotizing enterocolitis in a previously 
healthy neonate. Pediatr Infect Dis J 1993;12:698-699. 

494. Grando D, Sullivan LJ, Fiexman JP, et al. Bartonella henselae assciated with 
Parinaud's oculoglandular symdrome. Clin Infect Dis 1999;28:1156-1158. 

495. Grasso RJ, West LA, Holbrook NJ, et al. Increased sensitivity of a new coaglutina- 
tion test for rapid identification of Haemophilus influenzae type b. J Clin Microbiol 
198113:1122-1124. 

496. Gratten M. Haemophilus influenzae biotype VII. J Clin Microbiol I983;13:1015- 
1016. 

497. Graves MH, Janda JM. Rat-bite fever (Streptobacillus moniliformis): a potential 
emerging disease. Int J Infect Dis 2001:5:151-155. 

498. Gray CG, Cowley SC, Cheung KK, Nano E. The identification of five genetic loci 
of Francisella tularensis associated with intracellular growth. FEMS Microbiol Lett 
2002;215:53-56. 

499. Greene BT, Ramsey KM, Nolan PE. Pasteurella multocida meningitis: case report 
and review of the last 11 years. Scand J Infect Dis 2002;34:213-217. 

500. Greene JN, Sandin RL. Villanueva L, Sinnott JT. Haemophilus parainfluenzae 
endocarditis in a patient with mitral valve prolapse. Ann Clin Lab Sci 1993:23:203- 
206. 

501. Gregory RL, Kim DE, Kindle JC, et al. Immunoglobulin-degrading enzvmes in 
localized juvenile periodontitis. J Periodontal Res 1992;27:176-183. 

502. Gruner E, Bernasconi E, Galeazzi L, et al. Brucellosis: an occupational hazard for 
medical laboratory personnel: report of five cases. Infection 1994:2:33-36. 

503. Grunow R, Splettstoesser W, McDonald S, et al. Detection of Francisella mlarensis 
in biological specimens using a capture enzyme-linked immunosorbent asay, an 
immunochromatographic handheld assay, and a PCR Clin Diagn Lab Immunol 
2000;7:86-90. 

504. Gu K, Bainbridge B, Darveau RP. Page RC. Antigenic components of 
Actinobacillus actinomycetemcomitans lipopolysaccharide recognized by sera from 
patient with localized juvenile periodontitis. Oral Microbiol Immunol 1998;13;150- 
157. 

505. Gu X-X, Rossau R, Jannes G, et al. The rrs (16S)-rrl f23S) ribosomal intergenic spa¬ 
cer region as a target for the detection of Haemophilus ducreyi by a heminested- 
PCR assay. Microbiology 1998;144:1013-1019. 

506. Gu X-X, Sun J, Jin S, et al. Detoxified lipooligosaccharide from nontypeable 
Haemophilus influenzae conjugated to proteins confers protection against otitis 
media in chinchillas. Infect Immun 1997;65:4488-4493. 



508 CAPITULO 9 Oiros bacilos gramnegalivos con requerimientos nutricionales especiales 


507. Gueirard P, Weber C, Le Coustumier A, Guiso N. Human Bordetella bronchisepti- 
ca infection related to contact with infected animals: persistence of bacteria in host. 
J Clin Microbiol 1995;33:2002-2006. 

508. Guettler MV, Rumler D. Jain MK. Actinobacillus succinogenes sp. nov., a novel 
succinic acid-producing strain from the bovine rumen. Int J Syst Bacterid 
1999:49:207-216. 

509. Guiso N, Grimprel E, Anjak I, et al. Western blot analy.sis of antibody responses of 
young infants to pertussis infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993;12:506-600. 

510. Gump DW, Holden RA. Endocarditis caused by a new species of Pasteurella. Ann 
Intern Med 1972:76:275-278. 

511. Gurfield AN. Boulouis H-J. Chomel BB, et al. Coinfection with Bartonella cla- 
rridgeiae and Bartonella henselae and with different Bartonella henselae strains in 
domestic cast. J Clin Microbiol 1997:35:2120-2123. 

512. Gurycova D. First isolation of Francisella tularensis subsp. tularenis in Europe. Eur 
J Epidemiol 1998;14:797-802. 

513. Gustafsson B, Askelof P. Monoclonal antibody-based sandwich enzyme linked 
immunosorbent asay for detection of Bordetella pertussis filamentous hemaggluti¬ 
nin. J Clin Microbiol 1988:26:2077 2082. 

514. Gustafsson B, Lindquist U, Andersson M. Production and characterization of mono¬ 
clonal antibodies directed against Bordetella pertussis lipopolysaccharide. J Clin 
Microbiol 1988;26:188-193. 

515. Gustafsson L, Hallander HO, Olin P, et al. A controlled trial of a two-component 
acellular a five-component acellular, and a whole-cell pertussis vaccine. N Engl J 
Med 1996;334:349-355. 

516. Gustke CJ. A review of localized juvenile periodontids (LiP). I. Clinical features, 
epidemiology, etiology, and pathogenesis. Gen Dent 1998;46:491-497. 

517. Gustke CJ. A review of localized juvenile periodontitis (LIP). II. Clinical trials and 
treatment guidelines. Gen Dent 1998;46:580-587. 

518. Guyot A, Bakhai A, Fry N, et al. Culture-positive Bartonella quinana endocarditis. 
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1999;18:145-147. 

519. Habeeb YK, Al-Najdi AK, Sadek SA, Al-Onaizi E. Pediatric neurobrucellosis; case 
repon and literature review. J Infect 1998;7:59-62. 

520. Hadfield TL, Warren R, Kass M, et al. Endocarditis caused by Rochalimaea hense¬ 
lae. Hum Pathol 2001;24:1140-1141. 

521. Hadjinikolaou L, Triposkiadi F, Zains M, et al. Successful management of Brucella 
melitensis endocaditis with combined medical and surgical approach. Eur J 
Cardiothorac Surg 2001;19:806-810. 

522. Hadley S, Albrecht MA, Tarsy D. Cat-scratch encephalopathy: a cause of status epi- 
lepticus and coma in a healthy young adult. Neurology 1995;45:196. 

523. Hagelskjaer L, Sorensen I, Randers E. Streptobacillus moniliformis infection: 2 
casec and a literature review. Scand J Infect Dis 1998;30:309-311. 

524. Hallander HO. Microbiological and serological diagnosis of pertussis. Clin Infect 
Dis 1999:28(Suppl 2):S99-S106. 

525. Hallander HO, Reizenstein E, Renemar B, et al. Comparison of nasopharyngeal 
aspirates with swabs for culture of Bordetella pertussis. J Clin Microbiol 1993;31: 
50-52. 

526. Hallander HO. Storsaeter J, Mollby R. Evaluation of serology and nasopharyngeal 
cultures for diagnosis of pertussiss in a vaccine efficacy trial. J Infect Dis 
1991;163:1046-1054. 

527. Halperin SA, Bortolussi R, Kasina A, et al. Use of a Chinese hamster ovary cell cyto¬ 
toxicity assay for the rapid diagnosis of pertussis. J Clin Microbiol 1990;28:32-38. 

528. Halperin SA, Bortolussi R, Wort J. Evaluation of culture, immunofluorescence, and 
serology for the diagnosis of pertussis. J Clin Microbiol 1989;27:752-757. 

529. Halperin SA, King J, Law B, et al. Safety and immunogenicity of Haemophilus 
influenzae toxoid conjugate vaccine given separately or in combination with 
a three-component acellular pertussis vaccine combined with diphtheria and tetanus 
toxoids and inactivated poliovirus vaccine for the first four does. Clin Intect Dis 
1999;28:995-100!. 

530. Halperin SA, Marrie TJ. Pertussis encephalopathy in a adult: case report and review. 
Rev Infect Dis 1991;13:1043-1047. 

531. Hamamoto Y, Soejima Y, Ogasawara M, et al. Necrotizing fascitis due o Pasteurella 

infection. Dermatology 1995;190:145-147. 

532. Hamed KA, Dormitzer PR, Su Ci, et al. Haemophilus parainfliienzae endocarditis: 
application of a molecular approach for identification of pathogenic bacterial spe¬ 
cies. Clin Infect Dis. 1994;19:677-683. 

533. Hammerberg O, Cregson DB, Gopaul D, et al. Recurrent cervical and submandibu¬ 
lar lymphadenitis due to Actinobacillus actinomvcetemcomitans. Clin Infect Dis 
1998:17:1077-1078. 

534. Han N, Hoover CI, Winkler JR, et al. Identification of genomic clonal types of 
Actinobacillus actinomvcetemcomitansw by restriction endonuclease analysis. J 
Clin Microbiol 1991;29:1574-1578. 

535. Handley SA, Regnery RL. Differentiation of pathogenic Bartonella species by 
infrequent restriction site PCR. J Clin Microbiol 2000;38:3010-3015. 

536. Hannah P, Greenwood JR. Isolation and rapid identification of Haemophilus ducre¬ 
yi. J Clin Microbiol 1982;7:39-43, 

537. Hanner TL, Allen JW, Robertson-Byer A, Hurley SL. Characterization of eugonic 
fermenter group EF-4 by polyacrylamide gel electrophoresis and protein immuno- 
blot analysis. Am J Vet Res 1991;52:1065-1068. 

538. Hansen LM, Blanchard PC, Hirsh DC. Distribution of tet(H) among Pasteurella iso¬ 
lates from the United States and Canada. Antimicrob Agents Chemother 
1996;40:1558-1560. 

539. Hara H, Ochiai T, Morishima T, et al. Pasteurella canis osteomyelitis and cutane¬ 
ous abscess after a domestic dog bite. J Am Acad Dermatol 2002;46(5 Suppl):S151- 
S152. 


540. Haraszthy VI, Hariharan G, Tinoco EM, et al. Evidence for the role of highly leuko- 
toxic Actinobacillus actinomycetemcomitans in the pathogenesis of localized juveni¬ 
le and other froms of early-onset periodontitis. J Periodontol 2000;71:912-922. 

541. Harrison LH, deSilva GA. Pittman M, et al. Epidemiology and clinical spectrum of 
Brazilian purpuric fever. J Clin Microbiol 1989;27:599-604. 

542. Hartley JW, Martin ED, Gothard WP, et al Fulminant Capnocytophaga canimorsus 
(DF-2) septicaemia and diffuse intravascular coagulation in hairy cell leukemia with 
splenectomy. J Infect 1994;29;229-230. 

543. Hassan IJ, Hayek L. Endocarditis caused by Kingella denitrificans. J Infect 
1993;27:291-295. 

544. Haubek D, Dinenzo JM, Tinoco EM, et al. Racial tropism of a highly toxic clone of 
Actinobacillus actinomycetemcomitans associated with juvenile periodontitis. J 
Clin Microbiol 1997;35:3037-3042. 

545. He Q, Mert.sola J, Himanen JP, et al. Evaluation of pooled and individual compo¬ 
nents of Bordetella pertussis as antigens in an enzyme immunoassay for diagnosis 
of pertussis. . Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993;12:690-695. 

546. He T, Nishihara T. Demuth Dr, Ishikawa I. A novel insertion sequence increases the 
expression of leukotoxicity in Actinobacillus actinomycetemcomitans clinical isola¬ 
tes. J Periodontal 1999;70:1261-1268. 

547. Heath PT. Haemophilus influenzae type b conjugate vaccines: a review of efficacy 
data. Pediatr Infect Dis J 1999;17:S117-S122. 

548. Heath PT, Booy R. Azzopardi HJ, et al. Non-type b Haemophilus influenzae disea¬ 
se: clinical and epidemiologic characteristics in the Haemophilus influenzae type b 
vaccine era. Pediatr Infect Dis J 2001 ;20:300 305. 

549. Heath TC, Hewitt MC, Jalaludin B, et al. Invasive Haemophilus influenzae type b 
disease in elderly nursing home residents: two related cases. Emerg Infect Dis 
1997;3:179-182. 

550. Hedegaard J, Okkels H, Bruun B, et al. Phylogeny of the genus Haemophilus as 
determined by comparison of partial infB sequences. Microbiology 2001; 147;2599- 
2609. 

551. Heidemann DG, Pflugfelder SC, Kronish J, et al. Necrotizing keratitis caused by 
Capnocytophaga ochracea. Am J Ophthalmol 1988;105:655-660. 

552. Heiner AM, DiSario JA, Carroll K. et al. Dysgonic fermenter-3: a bacterium asso¬ 
ciated with diarrhea in immunocompromised host. Am J Gastroenterol 
1992;87;1629-1630. 

553. Heininger U, Stehr K, Schmitt-Grohe S, et al. Clinical characteristics of illnes cau¬ 
sed by Bordetella parapertussis compared with illnes caused by Bordetella pertus¬ 
sis. Pediatr Infect Dis J 1994; 13:306-309. 

554. Heiro M, Nikoskelainen J, Engblom E, Kotilainen P. Eikenella corrodens prosthe¬ 
tic valve endocarditis in a patient with ulcerative colitis. Scand J Infect Dis 
2000;32:324-325. 

555. Heiss LN, Flak TA, Lancaster JR Jr, et al. Nitric oxide mediates Bordetella pertus¬ 
sis tracheal cytotoxin damage to the respiratory epithelium. Infect Agents Dis 
1994;2:173-177. 

556. Heller R, Artoiz M, Xemar V, et al. Prevalence of Bartonella henselae and 
Bartonella clarridgeiae in stray cats. J Clin Microbiol 1997;35:1327-1331. 

557. Heller R, Kubina M, Mariet P, et al. Bartonella alsatica sp nov., a new Bartonella spe¬ 
cies isolated from the blood of wild rabbits. Int J Syst Bacteriol 1999;49:283-288. 

558. Heller R, Riegel P, Hansmann Y, et al. Bartonella tribocorum sp. nov., a new 
Bartonella species isolaqted from the blood of wild rats. Int J Syst Bacteriol 
1998;48:1333-1339. 

559. Heltberg O, Busch HE, Bremmelgaard A, et al. The cultivation and rapid enzyme 
identification of DF-2. Eur J Clin Microbiol 1984;3.241-243. 

560. Hemady R, Zimmerman A, Katzen BW, Karesh JW. Orbital cellulitis caused by 
Eikenella corrodens. Am J Ophthalmol 1992;! 14:584-588. 

561. Hendolin PH. Karkkainen U, Himi T, et al. High incidence of Alloiococcus otitidis 
in otitis media with effusion. Pediatr Infect Dis J 1999; 18;860-865. 

562. Henriksen SD, Bovre K. Transfer of Moraxella kingae Henriksen and Bovre to the 
genus Kingella gen. nov. in the family Neisseriaceae. Int J Syst Bacteriol 
1976;26:447-450. 

563. Herman L, De Ridder H. Identification of Brucella spp. by using the polymerase 
chain reaction. Appl Env Microbiol 1992;58:2099-2101. 

564. Hewlett EL. Pertussis: current concepts of pathogenesis and prevention. Pediatr 
Infect Dis J 1997;16(4 Suppl):S78-S84. 

565. Hewlett EL. A commentary on the pathogenesis of pertussis. Clin Infect Dis 
1999:28(Suppl 2):S94-S98. 

566. Heymann WR, Drezner D. Submandibular abscess caused by Eikenella corrodens. 
Cutis 1997;60:101-102. 

567. Hicklin H, Verghese A, Alvarez S. Dysgonic fermenter 2 septicemia. Rev Infect Dis 
1987;9:884-890. 

568. Higgins JA, Hubalek Z. Halouzka J, et al. Detection of Francisella tularensis in 
infected mammals and vectors using a probe-based polymerase chain reaction. Am 
J Trop Med Hyg 2000;62:310-318. 

569. High NJ, Jennings MP, Moxon ER. Tandem repeats of the tetramer 5’-CAAT-3’ pre¬ 
sent in lic2A are required for phase variation but not lipopolysaccharide biosynthe¬ 
sis in Haemophilus influenzae. Mol Microbiol 1995;20; 165-174. 

570. Highlander SK. Molecular genetic analysis of virulence in Mannheimia (Pasteu¬ 
rella) haemolytica. Front Biosci 2001 ;6:D1128-Dl 150. 

571. Highlander SK, Fedorova ND, Dusek DM, et al. Inactivation of Pasteurella 
(Mannheimia) haemolyca leukotoxin causes partial attenuation in virulence in a calf 
challenge model. Infect Immun 2000;68:3916-3922. 

572. Hill BC, Baker CN, Tenover FC. A simplified method for testing Bordetella per¬ 
tussis for resistance to erythromycin and other antimicrobial agents, J Clin 
Microbiol 2000;38:1 151-1155. 



Referencias 509 


5*? Hill SL, Mitchell JL. Stockley RA. Wilson R. The role of Haemophilus parain- 
’luenzae in COPD. Chest 2000;117(Suppl 1):293S. 

Hilike TJ. Sethi S. Murphy TF. Sequence stability of the gene encoding outer mem¬ 
brane protein P2 of nontypeable. Haemophilus influenzae in the human respiratory 
tract. J Infect Dis 2002:185:627-631. 

5"5 Hjelm E. McGill S, Blomqvist G. Prevalence of antibodies to Bartonella henselae, 
B. elizabethae, and B. quintana in Swedish domestic cats. Scand J Infect Dis 
2002:34:192-196. 

Hoberman A, Marchant CD. Kaplan SL Feldman S. Treatment of acute otitis media: 
consensus recommendations. Clin Pediatr (Phila) 2002;41:373-390. 

5"’"’ Hockman DE, Pence CD, Whittier RR, Smith LE. Septic anthritis of the hip sedon- 
dai\ to rat-bite lever; a case report. Clin Orthop 2000;380:173-176. 

5“^ Hodder SL. Cherry JD. Mortimer EA Jr, et al. Antibody responses to Bordetella per¬ 
tussis antigens and clinical correlations in elderly community residents. Clin Infect 
Dis 2000:31:7-14. 

5"^ Hoel T. Scheel O, Nordahl SHG, et al. Water- and airborne Francisella tularensis 
biovar palaearctica isolated from human blood. Infection 1991:19:348-350. 
Hoffman .ME. Sorr EM, Barza M. Pasteurella multocida endophthalmitis. Br. J 
Ophthalmol 1987;71:609-610. 

5^1 Hofstad T. Olsen I, Eribe ER, et al. Dysgonomonas gen. nov. to accommodate 
Ehsgonomonas gadei, sp. nov., and organism isolated from a human gall bladder, 
and Dxsgonomonas capnocxtophagoides (formerly CDC group DF-3). Int J Syst 
Evol Microbiol 2000;50:2189-2195. 

5*2 Hoiseth SK, Com PG, Anders J. Amplification status of capsule genes in 
Haemophilus influenzae type b clinical isolates. J Infect Dis 1992; 165(Suppl 1): 
SI 14. 

5S3. Hoiseth SK. Moxon ER. Silver RR Genes involved in Haemophilus influenzae type 
b capsule expression are part of an 18-kilobase tandem duplication. Proc Natl Acad 
Sci USA 1986;83:1106-11 10. 

5S4 Holley HP. Succesful treatment of cat-scratch disease with ciprofloxacin. JAMA 
1991:265:1563-1565. 

'•5. Hollis DG, Weaver RE. Steigerwalt AG, et al. Francisella philomiragia comb. nov. 

(formerly Yersinia philomiragia) and Francisella tularensis biogroup Novicida (for¬ 
merly Francisella novicida) associated with human disease. J Clin Microbiol 
1989:27:1601-1608. 

5S6 Hollis DG, Wiggins GL, Weaver RE. An unclassified gram-negative rod isolated 
from the pharynx on Thayer-Martin medium (selective agar). Appl Microbiol 1972; 
24:772-777. 

Holmberg M. McGill S. Ehrenborg C, et al. Evaluation of human seroreactivity to 
Bartonella species in Sweden. J Clin Microbiol 1999;37:1381-1384. 

588. Holmes AH, Greenough TC, Balady GJ, et al. Bartonella henselae endocarditis in 
an immunocompetent adult. Clin Infect Dis 1995;2l: 1004-1007. 

589 Holmes B. Popoff M, Kiredjian M, et al. Ochrobactrum anthropi gen. nov., sp. nov., 
from human clinical specimens and previously known as group Vd. Int J Syst 
Bacteriol 1988;38:406-416. 

*9t! Holmes RL, Kozinin WP. Pneumonia and bacteremia associated with Haemophilus 
influenzae serotype d. J Clin Microbiol 1983;18:730-732. 

591. Holroyd KJ, Reiner AP, Dick JD. Streptobacillus moniliformis polyarthritis mimic¬ 
king rheumatoid arthntis: an urban case of ral-bite fever. Am J Med 1988:85:711- 
714. 

592. Holst E, Rollof J, Larson L, Nielsen JP, et al. Characterization and distribution of 
Pasteurella species recovered from infected humans. J Clin Microbiol 
1992;30:2984-2987. 

593. Holt SC. Leadbetler ER, Socransky SS. Capnocytophaga: a new genus of gramne¬ 
gative gliding bacteria: II. Morphology and ultrastucture. Arch Microbiol 
1979; 122:17-27. 

594 Honberg PZ, Fredricksen W. Isolation of Pasteurella multocida in a patient with 
spontaneous bacterial peritonitis and liver cirrhosis. Eur J Clin Microbiol Infectg 
Dis 1986:5:340-342. 

595 Hoppe JE. Updale on respiratory infection caused by Bordetella parapertussis. 
Pediatr Infect Dis J 1999;18:375-381. 

596. Hoppe JE, Bryskier A. In vitro susceptibilities of Bordetella pertussis and 
Bordetella parapertussis to two ketolides (HMR 3004 and HMR 3647) four macro- 
lides (azithromycin, clarithromycin, erythromycin A and roxithromycin), and two 
ansamycins (rifampin and rifapentine). Antimicrob Agents Chemother 1998;42: 
%5-966. 

59“. Hoppe JE, Dalhoff A, Pfrunder D. In vitro susceptibilities of Bordetella pertussis 
and Bordetella parapertussis to BAY 12-8039, trovafloxacin, and ciprofloxacin. 
Antimicrob Agents Chemother 1998:42:1868. 

598. Hoppe JE, Halm U. Hagedom HJ, Kraminer-Hagedom A. Comparison of eryth¬ 
romycin ethylsuccinate and cotrimoxazole for treatment of pertussis. Infection 
1989:17:227-231. 

599. Hoppe JE. Paulus T. Comparison of three media for agar dilution testing of 
Bordetella pertussis using six antibiotics. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1998;17:391-393. 

600. Hoppe JE, Rahimi-Galougahi E, Seibert G. In vitro susceptibilities of Bordetella 
pertussis and Bordetella parapertussis to four fluoroquinolones (levofloxacin, d- 
ofloxacin, ofloxacin, and ciprofloxacin), cefpirome, and meropenem, Antimicrob 
.Agents Chemother 1996;40:807-808. 

601. Hoppe JE, Schlagenhauf M. Comparison of three kinds of blood and two incuba- 
trion atmospheres for cultivation of Bordetella pertussis on charcoal agar. J Clin 
Microbiol 1989;27:2115-2117. 

602. Hoppe JE. Schwaderer J. Comparison of four charcoal media for the isolation of 
Bordetella pertussis. J Clin Microbiol 1984;27:1097-1098. 


603. Hoppe JE, Simon CG. In vitro susceptibilities of Bordetella pertussis and Borde¬ 
tella parapertussis to seven fluoroquinolones. Antimicrob Agents Chemother 
1990;34:2287-2288. 

604. Host H, Schumacher H, Prag J. Arpi M. Isolation of Kingella kingae from synovial 
fluids using four commercial blood culture bottles. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
2000;19:608-611. 

605. Houpikian P, Fournier PE, Raoult D. Phylogenetic position of Bartonella vinsonii 
subsp. arupensis based on 16S rRNA nd g/lA gene sequences. Int J Syst Evol 
Microbiol 2001;51:179-182. 

606. Hovenga S, Tulleken JE, Moller LVM, et al. Dog-bite induced sepsis: a report of 
four cases. Intensive Care Med 1997;23:1179-1180. 

607. Howard AW, Viskomas D, Sabbagh C. Reduction in osteomyelitis and septic arthri¬ 
tis related to Haemophilus influenzae type b vaccination. J Pediatr Orthop 1999; 19: 
705-709. 

608. Howell JM, Woodward GR. Precipitous hypotension in the emergency department 
caused by Capnocytophaga canimorsus sp. nov. sepsis. Am J Emerg Med 
1990;8:312-314. 

609. Hoyler SL, Antony S. Eikenella corrodens: an unusual cause of sexere parapneu¬ 
monic infection and empyema in immunocompetent patients. J Natl Med Assoc 
2001;93:224-229. 

610. Hritz M, Fisher E, Demuth DR. Differential regulation of the leukotoxin operon in 
highly leukotoxic and minimally leukotoxic strains of Actinohacillus actinomyce- 
temcomitans. Infect Immun 1996;64:2724-2729. 

611. Huh Y, Rose S, Schoen R, et al. Colonic bacillary angiomatosis. .Ann Intern .Med 
1996:124:735-737. 

612. Hulzebos CV, Koetse HA, Kimpen ILL, Wolfs TFW. Vertebral osteomyelitis asso¬ 
ciated with cat-scratch disease. Clin Infect Dis 1999;28:1310-1312. 

613. Hunt Gerardo S, Citron DM, Claros MC, et al. Pasteurella multocida .subsp. multo¬ 
cida and Pasteurella multocida subsp. septica differentiation by PCR fingerprinting 
and a-glucosidase activity. J Clin Microbiol 2001;39:2558-2564. 

614. Hussain S, Singh N. Pyomyositis associated with bacillary angiomatosis in a patient 
with HIV infection. Infection 2002;30:50-53. 

615. Hutcheson KA, Maghalon M. Periocular abscess and cellulitis from Pasteurella 
multocida in a healthy child. Am J Ophthalmol 1999;128:514-515. 

616. Hwang JJ, Lall YJ, Hu BS, et al. Haemophilus parainfluenzae and Fusobacterium 
necrophorum liver abscess: a case report. J Microbiol Immunol Infect 2002;35:65- 
67. 

617. Ikaheimo 1, Syrjala H, Karhukorpi J, et al. In vitro antibiotic susceptibility of 
Francisella tularensis isolkated from humans and animals. J Antimicrob Chemother 
2000;40:287-290. 

618. Inoue T. Ohta H, Kokeguchi S, et al. Colonial variation and fimbriation of 
Actinobacillus actinomycetemcoimitans. FEMS Microbiol Lett 1990;57:13-17. 

619. Ip M, Teo JG, Cheng AF. Waterhouse-Friderichsen syndrome complicating primary 
biliary sepsis due to Pasteurella multocida in a patient with cirrhosis. J Ciin Pathol 
1995;48:775-777. 

620. Irono K, Grimont F, Casin I, rRNA gene restriction patterns of Haemophilus 
influenzae biogroup aegyptius strains associated with Brazilian purpuric fever. J 
Clin Microbiol 1988;26:1535-1538. 

621. Ives TJ, Manzewitsch P, Regnery RL, et al. In vitro susceptibilities of Bartonella 
henselae, B. quintana, B. elizabethae, Rickettsia rickettsii, R. conorii, R. akari, and 
R. prowazekii to macrolide antibiotics as determined by immunofluorescent-anti- 
body analysis of infected Vero cell monolayers. Antimicrob Agents Chemother 
1997;41:578-582. 

622. Ive TJ. Maron EL. Regnery RL. et al. In vitro susceptibilities of Rickettsia and 
Bartonella spp. o 14-hydroxy-clarithromycin a determined by immunofluorescent 
antibody analysis of infected Vero cell monolayers. J Antimicrob Chemother 
2000;45:305-310. 

623. Jackson LA, Cherry ID. Wang S-P, Grayston IT. Frequency of serological evidence 
of Bordetella infections and mixed infections with other respiratory pathogens in 
university students with cough illness. Clin Infect Dis 2000;31:3-6. 

624. Jacobs RF, Condrey YM, Yamauchi T. Tularemia in adults and children: a changing 
presentation. Pediatrics 1985:76:818-822. 

625. Jacobs RF, Schute GE. Bartonella henselae as a cause of prolonged fever and fever 
of unknown origin in children. Clin Infec Dis 1998;26:80-84. 

626. Jahans KL, Foster G, Broughmn ES. The characteristics of Brucella strains isolated 
from marine mammals. Vet Microbiol 1997;57:373-382. 

627. James EA, Hill J, Uppal R. Prenice MB. Bartonella infection: a significant cause of 
native valve endocarditis necessitating surgical management. J Thorac Cardiovasc 
Surg 2000:119:171-172. 

628. Janda WM, Bradna JJ. Ruther P. Identification of Neisseria spp. Haemophilus spp. 
and other fastidious gram-negative bacteria with the MicroScan Haemophilus- 
Neisseria identification panel. J Clin Microbiol 1989:27:869-873. 

629. Janda WM, Malloy PJ, Schreckenberger PC. Clinical evaluation of the Vitek 
Neisseria-Haemophilus identification card. J Clin Microbiol 1987.25:37-11. 

630. Janda WM. Sanos E, Slevens J. et al. Unexpected isolation of Bordetella pertussis 
from a blood culture. J Clin Microbiol 1994;32:2851-2853. 

631. Jantzen E, Berdal BP. Omland T. Cellular fatty acid composition of Francisella tula¬ 
rensis. J Clin Microbiol 1979:10:928-930. 

632. Jansen DL, Gray GC, Putnam SD. et al. Evaluation of pertussis infection among 
U.S. Marine Corps trainees. Clin Infect Dis 1997;25:1099-1107. 

633. Jellicoe PA, Cohan A, Campbell P. Hamophilus parainfluenzae complicating total 
hip arthroplasty: a rdpid failure. J Arthroplasty 2(X)2:17:114-116. 

634. Jenny DB, Leendre PW, Iverson G. Endocarditis caused by Kingella indologenes. 
Rev Infect Dis 1987;9:787-788. 



510 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


635. Jensen AE, Cheville NF, Thoen CO, et al. Genomic fingerprinting and development 
of a dendrogram for Brucella spp. isolated from seals, porpoises, and dophins. J Vet 
Diagn Invest 1999;11:152-157. 

636. Jensen KT, Scfhonheyder H, Thomsen VF. In vitro aclivity of p-lactam and other 
antimicrobial agents against Kingella kingae. J Antimicrob Chemother 
1994;33;635-640. 

637. Jensen WA, Fall MZ, Rooney J, et al. Rapid identification and differentiation of 
Bartonella species using a single-sep PCR assay. J Clin Microbiol 2000;38:1717- 
1722. 

638. Jeppson KG, Reimer LG. Eikenella corrodens chroioamnionitis. Obstet Gynecol 
1991;78;503-505. 

639. Jepson PD, Brew S, MacMillan AP, et al. Antibodies to Brucella in marine animals 
around the coas of England and Waies. Vet Rec 1997;141:513-515. 

640. Jimenez-Lucho V, Shulman M, Johnson J. Bordetella bronchiseptica in an AIDS 
patient cross-reacts with Legionella antisera. J Clin Microbiol 1994;32; 3095-3096. 

641. Joblet C. Roux V, Drancourt M, et al. Identification of Bartonella (Rochalimaea) 
species among fastidious gram-negative bacteria on the basis of the partial sequen 
ce of the citrate-synthase gene. J Clin Microbiol 1995:33:1879-1883. 

642. Johansson A, Berglund L, Eriksson U, et al. Comparative analysis of PCR versus 
culture ior diagnosis of ulcerogiandular tularemia. J Clin Microbiol 2000;38:22-26. 

643. Johansson A, Berglund L, Golhefors L, et al. Ciprofloxacin for treatment of tulare¬ 
mia in children. Pediatr Inlect Dis J 2000:19:449-453. 

644. Johansson A, Claesson R, Hanstrom L, et al. Polymorphonuclear leukocyte degra¬ 
nulation induced by leukotoxin from Actinobacillm actinomycetemcomitans. J 
Periodontal Res 2000;35:85-92. 

645. Johansson A, Goransson 1, Larsson P, Sjostedt A. Extensive allelic variation among 
Francisella tularensis strains in a short-sequence tandem repeal region. J Clin 
Microbiol 2001;39:314U-3146. 

646. Johansson A, Ibrahim A, Goransson I, et al. Evaluation ol PCR-based methods for 
disenmination of Francisella species and subspecies and development of specific 
PCR that distinguishes the two major subspecies of Francisella tularensis. J Clin 
Microbiol 2000;38:4180-4185. 

647. Johansson A, Urich SK, Chu MC, et al. In vitro susceptibilitv to quinolones of 
Francisella tularensis subspecies tularensis. Scand J Infect Dis 2002:34:327-330. 

648. Johnson SR, Martin DH. Cammarata C, et al. Development of a polymerase chain 
reaction assay for detection of Haemophilus ducreyi. Sex Transm Dis 1994:21:13-23. 

649. Jones ME. Karlowky JA, Blosser-Middleton R. et al. Apparent plateau in p-lacta- 
mase production among clinical isolate of Haemophilus influenzae and Moraxella 
catarrhalis in the United States: reults from the LIBRA surveillance initiative. Int J 
Antimicrob Agents 2002; 19:119-123. 

650. Jones RN. Slepak J. Bigelow J. Ampicillin-resistant Haemophilus paraphrophilus 
laryngo-epiglotitis. J Clin Microbiol 1976:4:405-407. 

651. Jordens JZ. Leaves NI, Anderson EC, et al. Polymerase chain reaction-based strain 
characterization of noncapsulate Haemophilus influenzae. J Clin Microbiol 
1993;31:2981-2987 

652. Jorgensen JH, Howell AW. Maher LA. Antimicrobial susceptibilit) testing of less 
commonly isolated Haemophilus species using Haemophilus test medium. J Clin 
Microbiol 1990:28:985-988. 

653. Jorgensen JH. Redding JD. Maher LA. et al. Improved medium for antimicrobial 
susceptibilily testing of Haemophilus influenzae. J Clin Microbiol 1987:25:2105- 
2113. 

654. Joseph A, Lobo DN. Gardner ID. Iftikhar SY. Eikenella corrodens liver abscess 
complicated by endophthalmitis. Eur J Gastroenterol Hepatol 1998:10:709-711. 

655. Joshi N, O'Bryan T. Appelbaum PC. Pleuropulmonarv infections caused by 
Eikenella corrodens. Rev Infect Dis 1991:13:207-212. 

656. Jumas-Bilak E, Michaus-Charachon. Bourg G. et al. Differences in chromosome 
number and genome rearrangements in the genus Brucella. Mol Microbiol 
1998;27:99-106. 

657. Junhui Z, Ruifu Y, Jianchun L, et al. Detection of Francisella tularensis by the poly 
merase chain reaction. J Med Microbiol 1996:45:477-182. 

658. Kabeya H. Maruyama S, Irei M, et al. Genonic variation among Bartonella hense 
lae isolates derived from naturally infected cals. Vet Microbiol 2002;89:211-221. 

659. Kadikoylu G, Tuncer G, Bolaman Z. Sina M. Brucellar orchitis in innerwest 
Anatolia region of Turkey: a report of 12 cace. Urol Int 2002:69:31-35. 

660. Kainz A, Lubitz W, Busse HJ. Genomic fingerprints. ARDRA profiles, and quino- 
ne systems for classification of Pasteurella sensu stricto. Syst Appl Microbiol 
2000;23:292-503. 

661. Kaka S, Lunz R, Klugman KP. Actinobacillus (Pasteurellal ureae meningitis in a 
HIV-positive patient. Diagn Microbiol Infect Dis 1994:20:105-107. 

662. Kanaan N, Gavage P. Janssens M, et al. Pasteurella multocida in peritoneal dialy¬ 
sis: a rare case of peritonitis asociated with exposure to domestic cals. Acta Clin 
Belg 2002;57:254-256. 

663. Kao PT, Tseng HK, Su SC, Lee SM. Haemophilus aphrophilus brain abscess: a case 
report. J Microbiol Immunol Infect 2002;35:184-186. 

664. Kaplan AH, Weber DJ. Oddnne EZ, et al. Infection due to Actinobacillus acti¬ 
nomycetemcomitans: 15 cases and review. Rev Infect Dis 1989:11:46-63. 

665. Kaplan JB, Schneiner HC, Furgang D, Fine DH. Population structure and genetic 
diversity of Actinobacillus actinomycetemcomitans strains isolated from localized 
juvenile periodontitis patients . J Clin Microbiol 2002:40:1181-1187. 

666 . Kaplan SL. Clinical presentation, diagnosis, and prognostic factors of bacterial 
meningitis. In: Schaad UB, ed. Infectious Disease Clinics of North America. Vol 13. 
Bacterial Meningitis. Philadelphia, Saunder, 1999:579-594. 

667. Karhukorpi EK, Karhukorpi J. Rapid laboratory diagnosis of ulcerogiandular tula¬ 
remia with polymerase chain reaction. Scand J Infect Dis 2001;33:383-185. 


668. Karlowsky JA, Critchley lA, Blosser-Middleton RS, et al. Antimicrobial surveillan¬ 
ce of Haemophilus influenzae in the United States during 2000-2001 leads to detec¬ 
tion of clonal dissemination of a P-lactamase-negative and ampicillin-tesistant 
strain. J Clin Microbiol 2002;40; 1063-1066. 

669. Karlowsky JA, Jones ME, Mayield DC, et al. Ceitnaxone activity against Gram¬ 
positive and Gam-negative pathogens iolaled in U.S. clinical microbiology labora¬ 
tories from 1996 to 2000: rezults from the Suveillance Network (TSN). Int J 
Antimicrob Agents 2002;19:413-426. 

670. Kaslow HR. Plutler BW, Blumberg DA, et al. Delection of antibodies inhnibiting 
the ADP-riboyltransferase activity of pertussis toxin in human serum. J Clin 
Microbiol 1992;30:1380-1387. 

671. Kattar MM, Chave. JF, Limaye AP, et al. Application of 16S rRNA gene sequencing 
to identify Bordetella hinzii as the causative agent of fatal septicemia. J Clin 
Microbiol 2000:38:789-794. 

672. Katti MK, Saiada C, Sivasankaran S, Shanmugham J. Serological diagnosis of 
human brucellosis: analysis of seven caes with neurological and cardiological mani¬ 
festations. J Commun Dis 2001;33:36-43. 

673. Katzko G, Hofmeister M, Church D. Extended incubation ol culture plates impro¬ 
ves recovery ol Bordetella spp. J Clin Microbiol 1996:34:1563-1564. 

674. Kaufmann AF, Meltzer MI, Schmid GP. The economic impact of a bioterrorist 
attack: are prevention and post-attack intervention programs justifiable? Emerg 
Infect Dis 1997:3:83-94. 

675. Keitel WA. Cellular and acellular pertussis vaccines in adults. Clin Infect Dis 
l999;28(Suppl 2):S118-S123. 

676. Kemper CA, Lombard CM, Deresinski SC, et al. Visceral bacillary epithelioid 
angiomatosis: possible manifestations of diseminated cat scrach disease in the 
immunocompromissed host: a report ol two cases. Am J Med 1990:89:216-222. 

677. Kempf VA, Petzold H, Auienrieth IB. Cat scratch disease due to Bartonella hense¬ 
lae infection mimicking parotid malignancy. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
2001;20:732-733. 

678. Kennedy CA, Rosen H. Kingella kingae bacteremia and adult epiglottitis in a gra¬ 
nulocytopenic host. Am J Med 1988;85:701-702. 

679. Kerem E, Diav O, Navon P, et al. Pleural fluid characteritics in pulmonary bruce¬ 
llosis. Thorax 1994;49:89-90. 

680. Kerkhoff FT, Bergmans AM, van Der Zee A. Rothova A. Demonstration of 
Bartonella grahaamii DNA in ocular fluids of a patient with neuroretiniiis, J Clin 
Microbiol 1999;37:4034-4038. 

681. Kersters K, Hinz K-H, Hertle A, et al. Bordetelola avium sp. nov., isolated from the 
respiratory tracts of turkeys and other birds. Int J Syst Bacteriol 1984:34:56-70. 

682. Khattak MN, Matthews RC. Genetic relatedness of Bordetella species as determi¬ 
ned by macrorestriclion digest resolved by pulsed-field gel electrophoresis. Int J 
Syst Bacteriol 1993;43:695-664. 

683. Khelef N, Sakamoto H. Guiso N. Both adenylate cyclase and hemolytic activities 
are required by Bordetella pertussis to initiate infection. Microb Pathog 1992; 12: 
227-235. 

684. Kilian M. A rapid method for the differentiation of Haemophilus strains: the 
porphyrin test. Acta Pathol Microbiol Scand Sect B 1974;82;935-942. 

685. Kilian M. A taxonomic study of the genus Haemophilus with the proposal of a new 
species. J Gen Microbiol 1976;93:9-62. 

686. Kilian M, Biberstein EL, Genus II. Haemophilus. In: Krieg NR, Holt JG, eds. 
Bergey's Manual of Systematic Barcteriology. Vol. I. Baltimore: Williams & 
Wilkins, 1984;558-559. 

687. Kilian M, Poulsen K. Enzymatic, serologic, and genetic polymorphism of 
Haemophilus influenzae IgAl proteases. J Infect Dis l992;165(Suppl 1): S192- 
S193. 

688. Killen JW, Swift GL, White RJ. Pleuropulmonary infection with chest wal infiltra¬ 
tion by Eikenella corrodens. Thorax 1996;51:871-872. 

689. Kilpi T, Herva E, Kaijalainen T, et al. Bacteriology of acute otitis media in a cohort 
of Finnish chuildren followed for the first two years of life. Pediatr Infect Dis J 
2001;20:654-662. 

690. Kim JO, Ginsberg J, McGowan KL. Capnocytophaga meningitis in a cancer 
patient. Pediatr Infect Dis J 1996;15:636-637. 

691. Kingsland RC, Guss DA. Actinobacillus ureae meningitis: case report and review 
of the literature. J Emerg Med 1995;13:623-627. 

692. Kirchner BK, Lake SG, Wighlman SR. Isolation of Strreptobacillus moniliformis 
from a guinea pig with granulomatous pneumonia. Lab Anim Sci I992;42;519-521. 

693. Kirmani KI, Lofthus G. Pichichero ME, et al. Seven-year follow-up of vaccine res¬ 
ponse in extremely premature infants. Pediatrics 2002;109:498-504. 

694. Kitzis M-D, Goldstein FW', Miegi M, Acar JF. In vitro activity of levofloxacin, a 
new fluoroquinolone: evaluation against Haemophilus influenzae and Moraxella 
catarrhalis. J Antimicrob Chemother i999;43(Suppl C):21-26. 

695. Klein B, Couch J, Thompson J. Ocular infections associated with Eikenella corro¬ 
dens. Am J Ophthalmol 1990;!09; 127-131. 

696. Klein JL, Nair SK, Harrison TG, et al. Prosthetic valve endocarditis caused by 
Bartonella henselae. Emerg Infect Dis 2002;8:202-203. 

697. Kleinfelder JW, Mueller RF, Lange DE. Fluoroquinolones in the treatment of 
Actinobacillus actinomycetemcomitans-associated periodontitis. J Periodontol 
2000:71:202-208. 

698. Knapp JS, Back A, Bahst AF, et al. In vitro susceptibilities of isolates of 
Haemophilus ducreyi from Thailand and the United States to currently recommen¬ 
ded and newer agents for treatment of chancroid. Antimicrob Agents Chemother 
1993;37:1552-1555. 

699. Knutsson N, Trollfors B, Taranger J, et al. Immunogenicity and reactogenicity of 
diphtheria, tetanus and pertussis toxoids combined with inactivated polio vaccine. 



Referencias 511 


•*hen administered concomitantly with or as a diluent for a Hib conjugate vaccine. 
V^iccine 2001;19:4396-4403. 

' Kocagoz S. Akova M, Altun B, et al. In vitro activities of new quinolones against 
BruceUa melitensis isolated in a tertiary care hospital in Turkey. Clin Microbiol 
Infect 2002;8:240-242. 

"1 Koch CA. Mabee CL, Robyn JA, et al. Exposure to domestic cats: risk factor for 
Pasteurella multocida peritonitis in liver cirrhosis? Am J Gastroenterol 
1996:91:1447- 1449. 

Kodama S. Suenaga S, Hirano T, et al. Induction of specific immunoglobulin A and 
Th2 immune responses to P6 outer membrane protein of nontypeable Haemophilus 
influenz/ae in middle ear mucosa by intranasal immunization. Infect Immun 
2000:68:2294-2300. 

“•^‘3 Koehler JE. Bacillary angiomatosis; investigation of the unusual interaction betwe¬ 
en Rochalimaea bacilli and endothelial cells. J Lab Clin Med 1994:124:475-477. 

“CU. Koehler IE, Cederberg L, Intra-abdominal mass associated with gastrointestinal 
hemorrhage: a new manifestation of bacillary angiomatosis. Gastroenterology 
1995:109:2011-2014. 

“' '5 Koehler JE, Glaser CA, Tappero JW, Rochalimaea henselae infection; a new zoo¬ 
nosis with the domestic cat as reservoir. JAMA 1994:271:531-535. 

Koehler JE, LeBoit PE, Egben BM, et al. Cutaneous vascular lesion and dissemi¬ 
nated cat cratch disease in patients with the acquired immunodeficiency syndrome 
.AJDS) and AlDS-related complex. Ann Intern Med 1988; 109:449-455. 

“0^ Koehler JE, Quinn ED, Berger TG, et al. Isolation of Rochalimaea species from 
cutaneous and osseus lesions of bacillary angiomatosis, N Engl J Med 
1992:325:1625-1631. 

Koehler JE, Sanchez MA, Garrido CS, et al. Molecular epidemiology of Bartonella 
infections in patients with bacillary angiomatosis-peliosis. N Engl J Med I997;337: 
1876-1883, 

■■*09. Kok RH. Wolfhagen MJ. Mooi BM, Offerman JJ. A patient with thrombotic throm¬ 
bocytopenic purpura caused by Capnocytophaga canimorsus septicemia. Clin 
Microbiol Infect 1999:5:297-298. 

"^10. Kolodrubetz D, Dailey T, Ebersole J, Craig E. Cloning and expression of the leu- 
kotoxin gene from ActinohaciUus actinomycetemcomiians. Infect Immun 
1989:57:1465-1469. 

■'ll Kolodrubetz D. Spitznagel J, Wang B, et al. cis elements and trans factos ar both 
important in strain-specific regulation of the leukotoxin gene in Actinobacillus acti- 
nomycetemcomitans. Infect Immun 1996;64:3451-3460. 

■! 2 Komiya A, Kato T, Nakagawa T. et al. A rapid DNA probe method for detection of 
Porphyramonas gingivalis and Actinobacillus actinomycetemcomitans. J 
Periodontol 2000:71:760-767. 

“15. Koopman JP, Van den Brink, Vennix PPCA. Isolation of Streptobacillus monilifor¬ 
mis from the middle ear of rats. Lab Anim 1991 ;25:35-39. 

Kooter AJ, Derks A, Vasmel WL, Rapidly progressive tricuspid valve endocarditis 
cau.sed by Capnocytophaga canimorsus infection in an immunocompetent host. 
CUn Microbiol Infect 1999;5:173-175, 

5 Kordick DL, Hreitschwerdt EB. Persistent infection of pets within a household with 
three Bartonella species. Emerg Infect Dis 1998;4:325-328. 

~16 Kordick DL. Brown TT, Shin K, Breitschwerdt EB. Clinical and pathologic evalua¬ 
tion of chronic Bartonella henselae and Bartonella clarridgeiae infection in cats. J 
Clin Microbiol 1999:37:1536-1547. 

' Kordick DL, Hilyard EJ, Hadfield TL, et al. Bartonella clarridgeiae a newly recog¬ 
nized zoonotidc pathyogen causing inoculation papules, fever, and lymphadeno- 
pathy (cat scratch disea.se). J Clin Microbiol 1997;35:1813-1818. 

“18 Kordick DL, Papich MG, Breitschwerdt EB. Efficacy of enrofloxacin and doxycy- 
cline for treatment of Bartonella henselae and Bartonella clarridgeiae infection in 
cats. Antimicrob Agents Chemother 1997;41:2448-2455, 

“19. Kordick DL. Swaminathan B, Greene CE, et al. Bartonella vinsonii subsp. berk- 
hoffii subsp nov., isolated from dogs: Bartonella vinsonii subsp. vinsonii; and 
emended description of Bartonella vinsonii. Int J Syst Bacteriol 1996;46:704-709. 

“20 Kordick DL, Wilson KH, Sexton DJ, et al. Prolonged Bartonella bacteremia in cats 
associated with cat-scratch disease patients, J Clin Microbiol 1995;33:3245-3251, 

“21 Korgenski EK, Daly JA. Surveillance and detection of erythromycin resistance in 
Bordetella pertussis isolates recovered from a pediatric population in the inter¬ 
mountain west region of the United States. J Clin Microbiol 1997:35:2989-2991, 

“22 Kosek M, Lavarello R, Gilman RH, et al. Natural history of infection with Bartonella 
biicilliformis in a nonendemic population. J Infect Dis 2000;182:865-872. 

“23. Koskela P, Salminen A. Humoral immunity agains Francisella tularensis following 
natural infection. J Clin Microbiol 1985;22:973-979. 

“2-*.. Kosoy MY, Regnery RL, Tianabos T, et al. Distribution, diversity, and host specifi¬ 
city of Bartonella in rodents from the Southeastern United States. Am J Trop Med 
Hyg 1997;57:578-588. 

•25 Kostman JR. Sherry BL, Fligner CL, et al. Invasive Haemophilus influenzae infec¬ 
tions in older children and adults in Seattle. Clin Infect Dis 1993,17:289-296. 

“26. Kragsbjerg P, Nilsson K, Persson L, et al. Deep obstetrical and gynecologic infec¬ 
tions caused by non-typeable Haemophilus influenzae. Scand J Infect Dis 
1993:25:341 346. 

“2“ Krasan CP. Cutter D, Block SL. St Geme JW III. Adhesin expression in matched 
nasopharyngeal and middle ear isolates of nontypeable Haemophilus influenzae 
from children with acute otitis media. Infect Immun 1999;67:449-454. 

728. Krause R, Wenisch C, Fladerer P, et al. Osteomyelitis of the hip joint associated with 
systemic cat scratch disease in an adult. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2000:19: 
781-783. 

“29. Kreiss JK, Koech D, Plummer FA, et al. AIDS virus intection in Nairobi prostitu 
tes; spread of the epidemic to Eat Africa. N Engl J Med 1986:314:414-418. 


730. Kreutzer DL, Robertson DC. Surface macromolecules and virulence in intracellu 
lar parasitism: comparison of the cell envelope components of smooth and rough 
strains of Brucella abortus. Infect Immun 1979:23:819-828. 

731. Kristensen B, Schonheyder HC. Peierslund NA. et al. Capnocytophaga 
(Capnocytophaga ochracea group) Bacteremia in hematological patients with pro¬ 
found granulocytopenia. Scand J Infect Dis 1995:27:153-155. 

732. Kroll JS. The genetics of encapsulation in Hamophilus influenzae. J Infect Dis 
1992;165(Suppl 1):S93-S96. 

733. Kroll JS, Farrant JL, Tyler S, et al. Characterisation and genetic organisation of a 
24-Mdal plasmid from the Brazilian purpuric fever clone of Haemophilus influen¬ 
zae biogroup aegyptius. Plasmid 2002:48:38-48. 

734. Kroll JS, Hopkins I, Moxon ER. Capsule loss in H. influenzae t\pe b occurs by 
recombination-mediated disruption of a gene essential for polvsaccharide export. 
Cell 1988:53:347-356. 

735. Kubiet M, Ramphal E, Weber A, Smith A, Pilus-mediated adherence of 
Haemophilus influenzae to human respiratory mucins. Infect Immun 20(X):68:3362- 
3367, 

736. Kugler KC, Biedenbach DJ, Jones RN. Determination of the andmicrobial activity 
of 29 clinically important compounds tested against fastidious HACEK group orga¬ 
nisms. Diagn Microbiol Infect Dis 1999;34:73-76. 

737. Kuhnert P, Boerlin P, Emler S, et al. Phylogenetic analysis of Pasteurella multoci¬ 
da subspecies and molecular identification of feline P. multocida subsp. septica by 
168 rRNA gene sequencing. Int J Med Microbiol 2000;290:599-604. 

738. Kuijper EJ, Wiggerts HO, Jonker GJ, et al. Disseminated actinomycosis due to 
Actinomyces meyeri and Actinobacillus actinomycetemcomitans. Scand J Infect 
Dis 1992;24:667-672. 

739. Kullberg B-J, Wastendorp RGJ, Van’t Wout JW, et al. Purpura fulminans and sym¬ 
metrical peripheral gangrene caused by Capnocyophaga canimorsus (formerly DF- 
2) septiecemia: a complication of dogbite. Medicine (Baltimore) 1991:70:287-292. 

740. Kurzynski TA, Boehm DM, Rott-Petri JA, et al. Antimicrobial susceptibilities of 
Bordetella species isolated in a multicenter pertussis surveillance project. 
Antimicrob Agent Chemother 1988;32:137-140. 

741. Kurzynski TA, Boehm DM, Rott-Petri JA, et al. Comparison of modified Bordetella 
pertussis and Bordetella parapertussis. J Clin Microbiol 1988;26:2661-2663, 

742. Labrune P, Jabir B, Magny JF, et al. Recurrent enterocolitis-like symptoms as the 
possible presenting manifestations of neonatal Brucella melitensis infection. Acta 
Paediatr Scand 1990;79:707-709. 

743. LaClaire LL, Tondella ML, Beall DS, et al. Identification of Haemophilus influen 
zae serotypes by standard slide agglutination serotyping and PCR-based capsule 
typing. J Clin Microbiol 2003;41:393-396. 

744. Lacroix J-M, Walker C. Characterization of a p-lactamase found io Eikenella corro- 
dens. Antimicrob Agents Chemother 1991;35:886-891. 

745. Lambe DW, Streptobacillus moniliformis isolated from a case of Haverhill fever; 
biochemical characterization and inhibitory effect of sodium polyanethol sulfonate. 
Am J Clin Pathol 1973;60:854-860. 

746. Lang R, Dagan R. Potasman I, et al. Failure of ceftriaxone in the treatment of acute 
brucellosis. Clin Infect Dis 1992:14:506-509. 

747. Lang R, Raz R, Sacks T, et al. Failure of prolonged treatment with ciprofloxacin in 
acute infections due to Brucella melitensis. J Amimacrob Chemother 1990;26:841- 
846. 

748. Larson AM, Dougherty Ml, Nowowifiski DJ, et al. Detection of Bartonella 
(Rochalimaea) quintana by routine acridine orange staining of broth blood cultures. 
J Clin Microbiol 1994:32:1492-1496. 

749. Laron CL, Wicht W. Jellion WL. An organism resembling P. tularensis from water. 
Public Health Rep 1955;70:253-258. 

750. LaScola B, Barrassi L, Raoult D. Isolation of new fastidious a-Proteobacteria and 
Afipia felis from hospital water supplies by direct plating and amoebal coculture 
procedures. FEMS Microbiol Ecol 2000:34:129-137. 

751. LaScola B. loryulescu 1, Bollini G. Five case of Kingella kingue skeletal infection 
in a French hospital. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1998:17:12-515. 

752. LaScola B, Mallet MN, Grimont PA, Raoult D. Description of Afipia birgiae sp. 
nov. and Afipia massiliensis sp. nov. and recognition of Afipia felis genospecies A. 
Int J Syst Evol Mirobiol 2002;52:1773-1782. 

753. LaScola B, Mezi L, Auffray JP, et al. Patients in the intensive care unit are expo¬ 
sed to amoeba-associated pathogens. Infect Control Hosp Epidemiol 2002:23:462- 
465. 

754. LaScola B, Raoult D. Serological cross-reaction between Bartonella quintana, 
Bartonella henselae, and Coxiella burnetii. J Clin Microbiol 1999:37; 1899-1905. 

755. LaScola B, Raoult D. Culture of Bartonella quintana and Bartonella henselae from 
human samples: a 5-year experience (1993 to 1998). J Clin Microbiol 
1999;37:1899-1905. 

756. LaScola B, Raoult D. Afipia felis in hospital water supply in association with free- 
living amoebae. Lancet 1999:353:1330. 

757. Lass JH, Varley MP, Frank KE, et al. Actinobacillus actinomycetemcomitans 
endophthalmitis with subacute endiocarditis. Ann Ophthalmol 1984;16:54-61. 

758. Law.son PA, Collin MD. Description of Bartonella clarridgeiae. Med Microbiol 
Lett 1996:5:64-73. 

759. Lawson PA, Falsen E, Inganas E, et al. Dysgonomonas mossii sp. nov., from human 
sources. Syst AppI Microbiol 2002;25:194-197. 

760. Layton CT. Pasteurella multocida meningitis and septic arthritis secondary to a cat 
bite. J Emerg Med 1999;17:445-448 

761. Leadbetter ER, Holt SC. Socranky SS. Capnocytophaga: a new genus of gamnega¬ 
tive gliding bacteria. I. General characteritics, taxonomic considerations, and signi¬ 
ficance. Arch Microbiol 1979;122:9-16. 



512 CAPiTULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


762. LeBoit PE, Berger TG, Egbert EM, et al. Epithelioid haemangioma-like vascular 
proliferation in AIDS: manifestation of cat scratch disease bacilolus infection? 
Lancet 1988;2:%0-963. 

763. LeDoux MS. Tularemia presenting with ataxia. Clin Infect Dis 2000;30:211-212. 

764. Lehman CR, Deckley JE, Hu SS. Eikenella corrodens vertebral osteomyelitis secon¬ 
dary to direct innoculation: a case report. Spine 2000;25:1185-1187. 

765. Lejbkowicz F, Cohn L, Hashman N, Kassis I. Recovery of Kingella kingae from 
blood and synovial fluid fluid of two pediatric patients by using the BacT/Alert sys¬ 
tem. J Clin Microbiol 1999;37:878. 

766. Le Moal G. Landron C. Grollier G, et al. Meningitis due to Capnocytophaga cani- 
morsus after receipt of a dog bite; case report and review of the literature. Clin 
Infect Dis 2003;36:e42-c46. 

767. Leonord A, Williams C, Haemophilus influenzae in acute exacerbations of chronic 
obstructive pulmonary disease, Int J Antimicrob Agents 2002;19:371-375. 

768 Lepine G, Caudry S, DiRenzo JM. Ellen RP. Epithelial cell invasion by 
Actinohacillus actinomycetemcomitans strains from restriction fragment length 
polymorphism groups associated with juvenile periodontitis or carrier state. Ora 
Microbiol Immunol 1998;13:241-347. 

769. Le Quellec A, Bessis D. Perez C. et al. Endocarditis due to a (3-lactamase-producing 
Cardiobacterium hominis. Clin Infect Dis 1994;19:994-995. 

770. Lesage V, Van Pee D. Luyx C. et al. Septic arthritis due to Haemophilus influenzae 
associated with endocarditis. Clin Rheumatol 1998;17:340-342. 

771. Lesse AJ, Gheesling LL. Bittner WE, et al. Stable, conserved outer memnbrane epi¬ 
tope of strains of Haemophilus influenzae biogroup aegyptius associated with 
Brazilian purpuric fever. Infect Tmmun 1992;60:1351-1357. 

112. Lev El. Onn A. Levo Y. Giladi M. Haemophilus influenzae biotype III cellulitis in 
an adult. Infection 1999;27:42-43. 

773. Lewis DA. Diaynostic tests for chancroid. Sex Transm Infect 2000;76:137-141. 

774. Lewis K, Saubolle MA, Tenover EC, et al. Pertussis caused by an erythromycin- 
resistant strain of Bordetella pertussis. Pediatr Infect Dis J 1995;14:388-391. 

775 Li WC. Chiu NC. Hsu CH, et al. Pathogens in the middle ear effusion of children 
with persistent otitis media: implications of drug resistance and complications. J 
Microbiol Immunol Infect 2001;34:190-194. 

776. Liang Z. Raoult D. Species-specific monoclonal antibodies for rapid identification 
of Bartonella quintana. Clin Diagn Lab Immunol 2000;7;21-24. 

111. Lichtensteiger CA, Steenbergen SM, Lee RM. et al. Direct PCR analysis for toxi¬ 
genic Pasteurella multocida. J Clin Microbiol 1996;34;3035-3039. 

778. Liese JG, Meschievitz CK, Harzer E, et al. Efficacy of a two-component acellular 
pertussis vaccine in infants. Pediatr Infect Dis J 1997;16:1038-1044. 

779. Lim ME, Hoffman JA, Kim KS. Recurrent ventriculoperitoneal shunt infection due 
to nontypeable Haemophilus influenzae. Clin Infect Dis 1999;28:147-148. 

780. Limaye AP, Hooper CJ. Treatment of tularemia with fluoroquinolones; two cases 
and review. Clin Infect Dis 1999;29:922-924. 

781. Lin BH, Vieco PT. Intracranial mycotic aneurysm in a patient with endocarditis cau¬ 
sed by Cardiobacterium hominis. Can Assoc Radiol J 1995;46:40-42. 

782. Lindberg A A. Glycoprotein conjugate vaccines. Vaccine 1999;17;S28-S36. 

783. Lind-Brandberg L, Welinder-Olsson C, Lagergard T, et al. Evaluation of PCR for 
diagnosis of Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis infections. J Clin 
Microbiol 1998;36:679-683, 

784. Lindquist SW, Weber DJ, Magnum ME, et al. Bordetella holmesii sepsis in an asple- 
nic adolescent. Pediatr Infect Dis J 1995;14:813-815. 

785. Lion C, Escande F, Burdin JC. Capnocytophaga canimorsus infections in humans: 
review of the literature and case reports. Eur J Epidemiol 1996; 12:521-533. 

786. Lion C. Lozniewski A, Rosner V, Weber M. Lung abscess due to (3-lactamase-pro¬ 
ducing Pasteurella multocida. Clin Infect Dis 1999;29:1345-1346. 

787. Lippke JA, Peros WJ, Keville MW, French CK. DNA probe detection of Eikenella 
corrodens, Wolinella recta, and Fusobacterium nucleatum in subgingival plaque. 
Oral Microbiol Immunol 1991;6:81-87. 

788. Lipuma JJ, Richraan H, Stull L. Haemocin, a bacteriocin produced by Haemophilus 
influenzae type b: species distribution and role in colonization. Infect Immun 
1990;58:1600-1605. 

789. LiPuma JJ, Sharetzsky C, Edlind TD, et al. Haemocin production by encapsulated 
and nonencapsulated Haemophilus influenzae. J Infect Dis 1992;165(Suppl 1); 
S118-S119. 

790. Liu W, Chemaly RF, Tuohy MJ, et al. Pasteurella multocida urinary tract infection 
with molecular evidence of zoonotic transmission. Clin Infect Dis 2003;36:E58-E60. 

791. Livrelli VO, Darfeuille-Richaud A. Rich CD, et al. Genetic determinant of the ROB- 
1 p-lactamase in bovine and porcine Pasteurella strains, Antimicrob Agents 
Chemother 1988;32:1282-1284. 

792. Loe H, Brown LJ. Early-onset periodontitis in the United States of America. J 
Periodontol 1991;62:606-616. 

793. Loeffelholz MJ, Thompson CJ, Long KS, Gilchrist MJ. Comparison of PCR, cultu¬ 
re. and direct fluorescent antibody testing for detection of Bordetella pertussis. J 
Clin Microbiol 1999;37:2872-2876. 

794. Loeffelholz MJ, Thompson CJ, Long KS. Gilchrist MJ. Comparison of PCR, cultu¬ 
re, and direct fluorescent antibody testing for detection of Bordetella pertussis. 
IS481 PCR assay. J Clin Microbiol 2000;38;467. 

795. Loghman-Adham M. Pasteurella multocida peritonitis in patients undergoing peri¬ 
toneal dialysis. Pediatr Nephrol 1997;11:353-354. 

796. Loiez C, Wallet F, Husson MO. Courcol RJ. Pasteurella multocida and intrauterine 
device: a woman and her pets. Scand J Infect Dis 2002;34:473. 

797. Lombardo J. Cat-scratch neuroretinitis. J Am Optom Assoc 1999;70:525-53 

798. Long GWE, Oporandy JJ. Narayanan RB, et al. Detection of Francisella tularensis 
in blood by polymerase chain reaction. J Clin Microbiol 1993:31:152-154. 


799. Lopez-Merino A, Monnet SL, Hernandez 1, et al. Identification of Bmcella abortus, 
B. Canis. B. melitensis, and B. suis by carbon substrate assimilation test. Vet 
Microbiol 2001;80:359-363. 

800. Lozano Fm Corzo JE, Leon EM, et al. Massive hemoperitoneum: a new manifesta¬ 
tion of bacillary peliosis in human immunodeficiency virus infection. Clin Infect 
Dis 1999:28:911 912. 

801. Lu PL, Hsuch PR. Hung CC, et al. Infective endocarditis complicated with pro¬ 
gressive heart failure due to p-lactamase producing Cardiobacterium homini.s. J 
Clin Microbiol 2000:38:2015-2016. 

802. Lucey D, Dolan MJ. Moss CW, et al. Relapsing illnes due to Rochalimaea henselae 
immunocompetent hosts; implications for therapy and new epidemiological asso¬ 
ciations. Clin Infect Dis 1992:14:683-688. 

803. Luhmann JD, Luhmann SJ. Etiology of septic arthritis in children: an update for the 
1990’s. Pediatr Emerg Care 1999;15:40-42. 

804. Luong N, Tsai J, Chen C. Su.sceptibilities of Eikenella corrodens, Prevotella inter¬ 
media, and Prevotella nigrescens clinical isolates to amoxicillin and tetralcycline. 
Antimicrob Agents Chemother 2001;45:3253-3255. 

805. Maccato M, McLean W, Riddle G, Faro S. Isolaiion of Kingella denitrificans from 
amniotic fluid in a woman with chorioamnionitis. J Reprod Med 1991;36:685-687. 

806. Madhi SA, Petersen K, Khoosal M, et al. Reduced effectiveness of Haemophilus 
influenzae type b conjugate vaccine in children with a high prevalence of human 
immunodeficiency virus type 1 infection. Pediatr Infect Dis J 2002;21:315-321. 

807. Madinier IM, Fosse TB, Hitzig C, et al. Resistance profile survey of 50 periodontal 
strains oi Actinohacillus actinomycetemcomitans. J Periodontol 1999:70:888-892. 

808. Maguina C, Garcia PJ, Gotuzzo E, et al. Bartonellosis (Carrion’s disease) in the 
modem era. Clin Infect Dis 2001;33:772-779. 

809. Maguina C, Gotuzzo E. Bartonellosis: new and old. Infect Dis Clin N Am 
2000;14;l-22. 

810. Mahrer S, Raik E. Capnocytophaga canimorsus septicemia associated with cat 
scratch. Pathology 1992;24;194-196. 

811. Malavolta N, Frigato M, Zanardi M, et al. Brucella spondylitis was paravertebral 
abscess due rto Brucella melitensis infection: a case report. Drugh Exp Clin Res 
2002;28:95-98. 

812. Maliszewski CR, Shuster CW, Badger SJ. A type-specific antigen of Eikenella 
corrodens is the major outer membrane protein. Infect Immun 1983;42:208-213. 

813. Malizos KN, Makris CA, Soucacos PN. Total knee arthroplasties infected by 
Brucella melitensis: a case report. Am J Onhop 1997;26:283-285. 

814. Malone FD. Athanassiou A, Nores LA, Dalton ME. Poor perinatal outcome asso¬ 
ciated with maternal Brucella abortus infection. Obstet Gynecol 1997;90:674-676. 

815. Malonza IM. Tyndall MW, Ndinya-Achola JO, et al A randomized, double-blind, 
placebo-controlled trial of single-dose ciprofloxacin versus erythromycin for the 
treatment of chancroid in Nairobi, Kenya. J Infect Dis 1999;180:1886-1893. 

816. Mangan DF, Taichman NS, Tally ET, et al. Lethal effects of Actinohacillus acti¬ 
nomycetemcomitans leukotoxin on human T lymphocytes. Infect Immun 
1991:59:3267 3272. 

817. Maradona JA. Asensi V, Carton JA, et al. Prosthetic joint infection by Pasteurella 
multocida. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1997;16:623-625. 

818. Maranan RC, Schiff D, Johnson DC, et al. Pneumonic tularemia in a patient with 
chronic granulomatous disease. Clin Infect Dis 1997,25:630-633. 

819. Marchette NJ, Nicholes PS. Virulence and citmlline ureidase activity of Pasteurella 
tularensis. J Bacteriol 1961;82:26-32. 

820. Marcon MJ, Hamoudi AC, Cannon HJ. Comparative laboratory evaluation of three 
antigen detection methods for diagnosis of Haemophilus influenzae type b disease. 
J Clin Microbiol 1984:19:333-337. 

821. Margileth AM, Baehren DF. Chet-wail abscess due to cat-scratch disease (CSD) in 
an adult with antibodies to Bartonella clarridgeiae: case report and reviw of the tho 
racopulmonary manifestations of CSD. Clin Infect Dis 1998;27:353-357. 

822. Markowitz SM. Isolation of an ampicillin-resistant, non-(3-laclamase producing 
strain of Haemophilus influenzae. Antimicrob Agents Chemother 1980;17:80-83. 

823. Marston EL, Sumner JW. Regnery RL. Evaluation of intraspecies genetic variation 
within the 60 kDa heat-shock protein gene (groEL) of Bartonella species, Int J Syst 
Bacteriol 1999;49:1015-1023. 

824. Martin DH, Sargent SJ, Wendel GD Jr, et al. Comparison of azithromycin and cef- 
traxone for the treatment of chancroid. Clin Infect Dis 1995;21:409-414. 

825. Martone WJ, Zuehl RW, Minson GE, et al. Postsplenectomy sepis with DF-2: report 
of a case with isolation of the organism from the patient’s dog. Ann Intern Med 
1980;93:457-458. 

826. Marullo S, Jaccard A, Roulot D, et al. Identification of the Rochalimae henselae 16S 
rRNA sequence in the liver of a French patient with bacillary peliosis hepatis. J 
Infect Dis 1992;166:1462-1464. 

827. Marx RE. Carlson ER, Smith BR. Toraya N. Isolation of Actinomyces species and 
Eikenella corrodens from patients with chronic diffuse sclerosing osteomyelitis. J 
Oral Maxillofac Surg 1994;52:26-33. 

828. Mastrantonio P, Stefanelli P. Giuliano M, et al. Bordetella parapertussis infection in 
children; epidemiology, clinical symptoms, and molecular characterization of isola 
tes. J Clin Microbiol 1998;36:999-1002. 

829. Matar GM, Koehler IE, Malcolm G, et al. Identification of Bartonella species 
directly in clinical specimens by PCR-restriction fragment length polymorphism 
analysis of a 16S rRNA gene fragment. J Clin Microbiol 1999;37:4045-4047. 

830. Matar GM, Swaminathan B, Hunter SB. et al. Polymerase chain reaction-based res¬ 
triction fragment length polymorphism analysis of a fragment of the ribosomal ope- 
ron from Rochalimaea species for subtyping. J Clin Microbiol 1993:31:1730-1734. 

831. Matthews HW, Baker CN, Thomsberry C. Relationship between in vitro suscepti 
bility test results for chloramphenicol and production of chloramphenicol acetyl- 



Referencias 513 


kacytcnse by Hamophilus influenzae. Streptococcus pneumoniae and Aerococcus 
J Clin Microbiol 1988;26:2387-2390. 

l?2 Slajiin M. Eb F, Etienne J, Raoult D. Serological cross-reactions between 
Bjnooella and Chlamydia species: implications for diagnosis. J Clin Microbiol 
I'W* .55:2283-2287. 

Maini] M. Gasquet S, Ducco C, Raoult D. MICs of 28 antibiotic compounds for 14 
Banoaella (formerly Rochalinaea) isolales. Antimicrob Agents Chemother 
1V95:39:2387-2391 . 

• w Maunn .M. Lepocher H, Mallet D. et al. Antibiotic susceptibilities of Afipia felis in 

a&fiuc medium and in cells. Antimicrob Agents Chemother 1993;37:1410-1413. 

• %laumi M. Raoult D. Antimicroobial susceptibility of Rochalimaea quiniana 
Rzki&alimaea vinsonii. and the newly recognized Rochalimaea henselae. J 
.-Vnomicrob Chemother 1993;32:587-594. 

»5<s Maunn M. Rolain JM, Raoull D. Comparison of in-house and commercial slides for 
detectiofl by immunofluorescence of immunoglobulins G and M againt Bartonella 
ni»!>eiae and Bartonella quintana. Clin Diagn Lab Immunol 2002;9:1004-1009. 

53“ Maiirin M. Roux V, Stein A, et al. Isolation and characterization by immunofluo- 
rocence. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, Western blot, 
nesmcdon fragment length polymorphism-PCR, 16S rRNA gene sequencing, and 
pu\ised-field gel electrophoresis of Rochalimaea quintana from a patient with baci¬ 
llary angiomatosis. J Clin Microbiol 1994;32:1166-1171. 

s3« Vla^aiepek E. Zilow E, Pohl S. Severe intrauterine infection due to Capnocytophaga 
ochr^ea. Biol Neonate 1991;60:184-186. 

Ma>er LW, Bibb WF. Birkness KA, et al. Distinguishing clonal characteristics of 
the Brazilian purpuric fever-producing sorain. Pediatr Intect Dis 1989;J 8:245-247. 
Maser .\1P. Bueno LC, Hansen EJ, DiRienzo JM. Identification of a cytolethal dis¬ 
tending toxin gene locus and feature of a virulence-asociated region in 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Infect Immun 1999;67:1227-1237. 

vii Mazengia E. Silva EA, Peppe JA, et al. Recovery of Bordetella holmesii from 
Daiients with pertussis-like symptoms: use of pulsed-field gel electrophoresis to 
characterize circulating strains. J Clin Microbiol 2000;8:2330-2333. 

m 2 McAllister HA. Carter GR. An aerogenic Pasteurella-Vike organism recovered from 
swine. Am J Vet Res 1974;35:917-922. 

Mi SIcClain JB, Almazan RD, Kei.ser JF. Haemophilus parainfluenzae urethritis with 
accompanying bacteremia. Clin Microbiol Newslett 1983;5:31. 
i- McCraiy' B. Cockerham W, Pierce P. Neuroretinitis in cat-scratch disease associa¬ 
ted with the macular star. Pediatr Infect Dis J 1994;13:838-839. 

McCrea KW, St Sauver J, Marrs CF, et al. Immunologic and structural relation ships 
of the minor pilus subunits among Haemophilus influenzae isolates. Infect Immun 
1998:66:4788-4796. 

McDonald PJ. Pruul H. Phagocyte uptake and transport of azithromycin. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis 1991;10:828-833. 

McIntyre P. Wheaton G, Erlich J. Brazilian purpuric fever in Central Australia. 
Lancet 1987;2:112. 

McLaren BL. Haemophilus parainfluenzae endocarditis. NZ Med J 1993; 106:412. 
Meade BD. Bollen A. Recommendations for use of the polymerase chain reaction 
HI the diagnosis of Bordetella pertussis infections. J Med Microbiol 1994;41:51-55. 

55'‘ Megraud F, Bebear C, Dabemal H, Deimas C. Haemophilus species in the human 
gastrointestinal tract. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1988;7:437-438. 

551 Meininger GR, Nadasdy T, Hruban RH, et al. Chronic active myocarditis following 
^ute Bartonella henselae infection (cat scratch disease). Am J Surg Pathol 
2001:25:1211-1214. 

?52 Meis JF. Sauerwein RW. Gyssens IC, et al. Kingella kingae intervertebral diskitis in 
an adult. Clin Infect Dis 1992;15:530-532. 

S53 Melhus A. Isolation of dysgonic fermenter 3, a rare isolate associated with diarrho¬ 
ea in immunocompromised patients. Scand J Infect Dis 1997;29:195-196. 

»5-i Memish ZA, Bannatyne RM, Alshaalan M. Endophlebitis of the leg caused by 
Brucella infection. J Infect 2001:42:281-283. 

a55 Memish ZA, Mah MW. Brucellosis in laboratory workers at a Saudi Arabian hos¬ 
pital. Am J Infect Control 2001;29:48-52. 

a56 Memish Z, Mah MW, Al-Mahmoud SA, et al. Brucella bacteraemia: clinical and 
laboratory observations in 160 patients. J Infect 2000;40:59-63. 

55' Mendelman PM. Targets of the P-lactam antibiotics, penicillin binding proteins, in 
ampicillin-resistant, non-p-lactamase-producing Haemophilus influenzae. J Infect 
Dis 1992;165(Suppl 1):S107-S109. 

a58. Mendelman PM, Chaffin DO, Clausen C, et al. Failure to detect ampicillin-resistant, 
non-p iactamase-producing Haemophilus influenzae by standard disk susceptibility 
testing. Antimicrob Agents Chemother 1986;30:274-280. 

859. Mendelman PM. Chaffin DO, Stull TL. et al. Characterization of non-P lactamase- 
mediated ampicillin resistance in Haemophilus influenzae. Antimicrob Agents 
Chemother 1984;26:235-244. 

360. Mercer LJ. Capnocytophaga isolaled from the endometrium as a cause of neonatal 
sepsis. J Reprod Med 1985;30:67-68. 

861. Mesnard R, Guiso N, Michelet C, et al. Isolation of Bordetella bronchiseptica from 
a patient with AIDS. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993;12:304-306. 

862. Mexas AM, Hancock SI. Breitschwerdt EB. Bartonella henselae and Bartonella eli- 
zuhethae as potential canine pathogens. J Clin Microbiol 2002;40:4670-4674. 

863. Meyer DH, Sreenivasan PK, Fives-Taylor PM. Evidence for invasion of a human 
oral cell line by Actinobacillus actinomycetemcomitans. Infect Immun 
1991;59:2719-2726. 

864. Michel F, Allaouchiche B, Chassard D. Postoperative adult respiratory distress syn¬ 
drome (ARDS) due to Pasteurella multocida. J Infect 1999;38:133-134. 

865. Miflin JK, Blackall PJ. Development of a 23S rRNA-based PCR assay for the iden¬ 
tification of Pasteurella multocida. Lett Appl Microbiol 2001;33:216-221. 


866. Milam MW, Balerdi MJ. Toney JF, et al. Epithelioid angiomatosis secondary to dis¬ 
seminated cat-scratch disease involving the bone marrow and skin of a patient with 
acquired immunodeficiency syndrome. Am J Med 1989;88:180-183. 

867. Milionis H, Christou L, Elisaf M. Cutaneous manifestations in brucellosis: case 
report and review of the literature. Infection 1989;28:124-126. 

868. Miller WG, Adams LG, Ficht TA, et al. Brucella-induced abortions and infection in 
bottlenose dolphins (Tursiops truncatus). J Zoo Wildl Med 1999;30:100-110. 

869. Min K-W, Reed JA, Welch DF, et al. Morphologically variable bacilli of cat scratch 
disease are identified by immunocytochemical labeling with antibodies to 
Rochalimaea henselae. Am J Clin Pathol 1994;101:607-610. 

870. Minamoto GY, Sordillo EM. Kingella dentrificans as a cause of granulomatous 
disease in a patient with AIDS. Clin Infect Dis 1992:15:1052-1053. 

871. Mink CM, Cherry JD, Christenson P, et al. A search for Bordetella pertussis infec¬ 
tion in university students. Clin Infect Dis 1992:14:464-471. 

872. Minton EJ. Pasteurella pneumotropica: meningitis following a dog bite. Postgrad 
Med J 1990:66:125-126. 

873. Mintz KP, Fives-Taylor PM. Adhesion of Actinobacillus acrrinomscetemcomitans 
to a human oral cell line. Infect Immun 1994;62:3672-3678. 

874. Mintz KP, Fives-Taylor PM. Identification of an immunoglobulin Fc receptor of 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Infect Immun 1994:62:450()-4505. 

875. Miranda RT, Gimeno AE, Rodriguez TF, et al. Acute cholecystitis caused by 
Brucella melitensis: case report an review. J Infect 2001;42:77-78. 

876. Miravitlles M, Espinosa C, Fernandez-Laso E, et al. Relationship between bacterial 
flora in sputum and functional impairment in patients with acute exacerbations of 
COPD. Chest 1999;116:40-46. 

877. Mirza 1, Wolk J, Toth L, et al. Waterhouse-Friderichsen syndrome secondary to 
Capnocytophaga canimorsus septicemia and demonstration of bacteremia by perip¬ 
heral blood smear. Arch Pathol Lab Med 2000;124:859-863. 

878. Modi SP, Eppes SC, Klein JD. Cat scratch disease presenting as multifocal oste¬ 
omyelitis with thoracic abscess. Pediatr Infect Dis J 2001;20:1006-1007. 

879. Mohle-Boetani J, Koehler J, Berger T, et al. Bacillary angiomatosis and bacillary 
peliosis in patients infected with human immunodeficiency virus: clinical characte¬ 
ristics in a case-control study. Clin Infect Dis 1996;22:794-800. 

880. Molina F, Duran MT. Miguez E, et al. Isolalion of Haemophilus paraphrophilus 
from an abdominal abscess. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993;12:722-723. 

881. Molina F, Echaniz A, Duran MT, et al. Infectious arthritis of the knee due to 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1994;13:687-689. 

882. Molina R, Bare T, Tome J, et al. Empyema caused by Kingella dentrificans and 
Peptostreptococcus spp. in a patient with bronchogenic carcinoma. Eur Respir J 
1988;1:870-87L 

883. Mollee T, Kelly P. Tilee M. Isolation of Kingella kingae from a comeal ulcer. J Clin 
Microbiol 1992;30:2516-2517. 

884. Moller K, Fussing V, Grimont PA, et al. Actinobacillus minor sp. nov., 
Actinbacillus porcinus sp nov., Actinobacillus indolicus sp. nov., three new V fac¬ 
tor-dependent species from the respiratory tract of pigs. Int J Syst Bacteriol 
1996;46:951-956. 

885. Moncla BJ, Braham P, Hillier SL. Sialidase (neuraminidase) activity among gram¬ 
negative anaerobic and capnophilic bacteria. J Clin Microbiol 1990;28:422-425. 

886. Monkemuller KE, Bronze MS. Immunoblastic lymphadenopathy presenting as an 
acute abdomen and mixed bacteremia with Eikenella corrodens and group C strep¬ 
tococci. Am J Gastroenterol 1998;93:652-653. 

887. Monso E, Ruiz J, Rozell A, et al. Bacterial infections in chronic obstructive pulmo¬ 
nary disease: a study of slable and exacerbated outpatients using the protected spe¬ 
cimen brush. Am J Respir Crit Care Med 1995:152:1316-1320. 

888. Montaraz JA,Winter AJ, Hunter DM, et al. Protection against Brucella abortus in 
mice with 0-polysaccharide-specific monoclonal antibodies. Infect Immun 
1986;51:961-963. 

889. Mooi FR. Genes for the filamentous hemagglutinin and fimbriae of Bordetella per- 
trussis: colocation, coregulation, and cooperation? In: Miller VL, Kaper JB. eds. 
Molecular Genetics of Bacterial Pathogenesis. Washington. DC: American Society 
for Microbiology, 1994:145-155. 

890. Mooi FR, Hallander H, Wirsing Von Konig CH, et al. Epidemiological typing of 
Bordetella pertussis isolates: recommendations for a standard methodology. Eur J 
Clin Microbiol Infect Dis 2000;19:174-181. 

891. Moore CH, Foster L-A, Gerbig DG, et al. Identification of alcaligin a tbe siderop- 
hore produced by Bordetella pertussis and B. bronchiseptica. J Bacteriol 
1995;177:1116-1118. 

892. Moreno E. Brucellosis in Central America. Vet Microbiol 2002;90:31-38. 

893. Moreno E, Cloeckaert A, Mori yon 1. Brucella evolution and taxonomy. Vet 
Microbiol 2002;90:209-227. 

894. Moreno E, Stackbrandt E, Dorsch M, et al. Brucella abortus 16S rRNA and lipid A 
reveal a phylogenetic relationship with members of the a-2 subgroup of the class 
Proteobacter. J Bacteriol 1990;172:3569-3576. 

895. Morgan MG, Hamilton-Miller JMT Haemophilus influenzae and Haemophilus 
parainfluenzae as urinary pathogens. J Infect 1990:20:143-145. 

896. Moritz F, Mattin E, Lemeland JF, et al. Fatal Pasteurella bettyae pleuropneumoniae 
in a patient infected with human immunodeficiency virus. Clin Infect Dis 
1996;22:591-592. 

897. Morris JF, Sewell VL. Necrotizing pneumonia caused by mixed infection with 
Actinobacillus actinomycetemcomitans and Actinomyces israelii: case report and 
review. Clin Infect Dis 1994;18:450-452. 

898. Morris JT, Myers M. Bacteremia due to Bordetella holmesii. Clin Infect Dis 
1998;27:912-913. 



514 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


899. Montensen JE, Giger O, Rodgers GL. In vitro activity of oral amimicrobial agents 
against clinical isolates of Pasteurella multocida. Diagn Microbiol Infect Dis 
1998;30:99-102. 

900. Moshal KL, Hodinka RL, McGowan KL. Concomitant viral and Bordetella pertus¬ 
sis infections in infants. Pediatr Infect Dis J 1998;17:353-354. 

901. Moxon ER, Murphy TF. Haemophilus influenzae. In: Mandell GL, Bennet JE, 
Dolin R, eds. Mandell, Douglas, and Bennett's Principles and Practice of Infectious 
Diseases. 4th Ed. New York: Churchill-Livingstone, 2000;2369-2378. 

902. Moylett EH, Rossmann SN, Epps HR. Demmler GJ. Importance of Kingella kin- 
gae as a pediatric pathogen in the United States. Pediatr Infect Dis J 2000:19:263- 
265. 

903. Mueller NJ, Kaplan V. Zhinden R. Altwegg M. Diagnosis of Cardiobacterium homi- 
nis endocarditis by broad-rangte PCR from arterio-embolic tissue. Infection 
1999;27:278-279. 

904. Muhlemann K, Alexander ER, Pepe M, et al. Invasive Haemophilus influenzae dise¬ 
ase and epiglottitis among Swiss children from 1980 to 1993; evidence for herd 
immunity among older age groups. The Swiss Haemophilus influenzae Study 
Group. Scand J Infect Dis 1996:28:265-268. 

905. Mulder AH, Gerlag PG, Verhoef LH, Van den Wall Bake AW. Hemolytic uremic 
syndrome after Capnocytophaga canimorsus (DF-2) septicemia. Clin Nephrol 
20001:55:167-170. 

906. Muller FM, Hoppe JE, Wirsing Von Konig CH. Laboratory diagnosis of pertussis: 
state of the art in 1997. J Clin Microbiol 1997;35:2435-2443. 

907. Muller HP, Holderrieth S, Burkhardt U, Hoffler U. In vitro antimicrobial suscepti¬ 
bility of oral strains of Actinobacillus actinomvcetemcomitans to seven antibiotics. 
J Clin Periodontol 2002:29:736-742. 

908. Mulvany NJ, Billson VR. Bacillary angiomatosis of the spleen. Pathology 
1993;25:398-40L 

909. Munson E, Pfaller M, Koontz F, Doem G. Comparison of porphyrin-based, growth 
factor-based, and biochemical-based testing methods for identification of 
Haemophilus influenzae. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2002;21:196-203. 

910. Murphy TF, Apicella MA. Nontypeable Haemophilus influenzae', a review of clini¬ 
cal aspect, surface antigens and human immune response to infection. Rev Infect 
Dis 1987:147:838-846. 

911. Murphy TF, Bartos LC. Purification nnd analysis with monoclonal antibodies of P2, 
the major outer membrane protein of nontypeable Haemophilus influenzae. Infect 
Immun 1988:56:1084-1089. 

912. Murphy TF, Bartos LC, Rice PA, et al. Identification of a 16.600-dalton outer mem¬ 
brane protein on nontypeable Haemophilus influenzae as a target for human bacte¬ 
ricidal antibody. J Clin Invest 1986;78:1020-1027. 

913. Murphy TF, Kirkhum C, Sikkema DJ. Neonatal, urogenital isolates of biotype 4 
nontypeable Haemophilus influenzae, express a variant K outer membrane protein 
molecule. Infect Immun 1992;60:2016-2022. 

914. Murphy TV, Pastor P, Medley F, et al. Decreased Haemophilus colonization in chil¬ 
dren vaccinated with Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine. J Pediatr 
1993:122:517-523. 

915. Music F, Tiu A. Pasteurella multocida peritonitis in peritoneal dialysis. Clin 
Nephrol 1998:49:258-261. 

916. Musser JM, Selander RK. Brazilian purpuric fever: evolutionary genetic relations¬ 
hips of the case clone of Haemophilus influenzae biogroup aegyptius to encapsula¬ 
ted strains of Haemophilus influenzae. J Infect Dis 1990:161:130-133. 

917. Musso D, Drancourt M, Raoult D. Lack of bactericidal effect of antibiotics except 
aminoglycosides on Bartonella (Rochalimaea) henselae. J Anlimicrob Chemother 
1995;36:101-108. 

918. Mutters R, Ihm P. Pohl S, et al. Reclassification of the genus Pasteurella Trevisan 
1887 on the basis of deoxyribonucleic acid homology, with proposals for the new 
species Pasteurella dagmatis, Pasteurella canis, Pasteurella stomatis, Pasteurella 
anatis, and Pasteurella langaa. Int J Syst Bacteriol 1985:35:309-322. 

919. Mutters R. Peichulla K, Hinz K H, et al. Pasteurella avium fHinz and Kunjara) 
comb. nov. and Pa.steurella volantium sp. nov. Int J Syst Bacteriol 1985;35:509. 

920. Mutters R, Peichulla K. Mannheim W. Phenotypic differentiation of Pasteurella 
sensu stricto and Actinobacillus group. Eur J Clin Microbiol 1984;3:225-229. 

921. Mutters R, Pohl S, Mannheim W. Transfer of Pasteurella ureae Jones 1962 to the 
genus Actinobacillus Brumpt 1910: Actinobacillus ureae comb. nov. Int Syst 
Bacteriol 1986:36:343-344. 

922. Naas T, Benaoudia F, Lebrun L, Nordmann P. Molecular identification of TEM-1 (3- 
lactamase in a Pasteurella multocida isolate of human origin. Eur J Clin Microbiol 
Infect Dis 2001:20:210-213. 

923. Namiduru M, Gungor K, Dikensoy O, et al. Epidemiological, clinical and labora¬ 
tory features of brucellosis: a prospective evaluation of 120 adult patients. Int J Clin 
Pract 2003;57:20-24. 

924. Nashi M, Venkatachalam AK, Unsworth PF, Muddu BN. Diskitis caused by 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Orthopaedic 1998;21 ;714-716. 

925 Naughton M, Brow'n R, Adkins D. DiPersio J. Tularemia: an unusual cause of a soli¬ 
tary pulmonary nodule in the post-transplant setting. Bone Marrow Transplant 
1999;24:197 199. 

926. Navarro E, Escribano J, Fernandez J, Solera J. Comparison of three different PCR 
methods for detection of Brucella spp. in human blood samples. FEMS Immunol 
Med Microbiol 2002;34:147-151. 

927. Navarro V, Solera J, Martinez-Alvaro E, et al. Brucellar osteomyelitis involving 
prosthetic extra-articular hardware. J Infect 1997;35:192-194. 

928. Navarro-Martinez A, Solera J, Corredoira J, et al. Epididymoorchitis due to 
Brucella melitensis: a retrospective study of 59 patients. Clin Infect Dis 2001; 
33:2017-2022. 


929. Neibylski ML, Peacock MG, Fischer ER, et al. Characterization of an endosym- 
biont infecting wood ticks. Dermacentor andersoni, as a member of the genus 
Francisella. Appl Environ Microbiol 1997;63:3933-3940. 

930. Nelson MB, Apicella MA, Murphy TF, et al. Cloning and sequencing of Haemophilus 
influenzae outer membrane protein P6. Infect Immun 1988;56:128-134. 

931. Nelson S, Matlow A, McDowell C, et al. Detection of Bordetella pertussis in clini¬ 
cal specimens by PCR and a microtiter plate-based DNA hybridization assay. J Clin 
Microbiol 1997;35:117-120. 

932. Nettles RE, Sexton DJ. Pasteurella multocida prosthetic valve endocarditis: case 
report and review. Clin Infect Dis 1997;25:920-921. 

933. Neuman HB. Wald ER. Bacterial meningitis in childhood at the Children’s Hospital 
of Pittsburgh: 1988-1998. Clin Pediatr (Phila) 2001:40:595-600. 

934. Newfield RS, Vargas I. Huma Z. Eikenella corrodens infections: case report in two 
adolescent females with IDDM. Diabetes Care 1996M19:1011-1013. 

935. Newman MG, Sutter VL, Pickett MJ, et al. Detection, identification, and compari¬ 
son of Capnocytophaga, Bacteroides ochraceus, and DF-l. J Clin Microbiol 
1979;10:557-562. 

936. Ng VL, Weir L, York MK, et al. Bordetella pertussis versus Non-1 pneumophilia 
Legionella spp.: a continuing diagnostic challenge. J Clin Microbiol 1992:30:3300- 
3301. 

937. Ng VL, York M, Hadley WK. Unexpected isolation of Bordetella pertussis from 
patients with acquired immunodeficiency syndrome. J Clin Microbiol 1989;27:337- 
338. 

938. Ngaage DL, Kotidis KN, Sandoe JA, Unnikrishan Nair R. Do not snog the dog; 
infective endocarditis due to Capnocytophaga canimorsus. Eur J Cardiothorac Surg 
1999:16:362-363. 

939. Nikkari S, Gotoff R, Bourbeau PP, et al. Identification of Cardiobacterium hominis 
by broad-range bacterial polymerase chain reaction analysis in a case of culture¬ 
negative endocarditis. Arch Intern Med 2002;162:477-479. 

940. Njankepo E, Delisle F, Hagege I, et al. Bordetella holmesii isolated from a patient 
with sickle cell anemia; analysis and comparison with other Bordetella holmesii 
isolates. Clin Microbiol Infect 2000;6:131-136. 

941. Noah DL, Bresee JS, Gorensek MJ. et al. Cluster of five children with acute encep¬ 
halitis associated with cat-scratch disease in south Florida. Pediatr Infect Dis J 
1995:14:866. 

942. Noah DL, Kramer CM, Verbsky MP, et al. Survey of veterinary profesionals and 
other veterinary conference attendees for antibodies to Bartonella henselae and B. 
quintana. J Am Vet Med Assoc 1997:210:342-344. 

943. Noble RC, Marek BJ, Overman SB. Spontaneous bacterial peritonitis caused by 
Pasteurella ureae. J Clin Microbiol 1987:25:442-444. 

944. Noele GL, Teele DW. In vitro activities of selected new and long-acting cephalos¬ 
porins against Pasteurella multocida. Amimicrob Agents Chemother 1986:29:344- 
345. 

945. Nordahl SHG, Hoel T, Scheel O, et al. Tularemia: a differential diagnosis in oto- 
rhino-laryngology. J Laryngol Otol 1993:107:127-129. 

946. Norman AF, Regnery R. Jameson P, et al. Differentiation of Bartonella-iike isolates 
at the species level by PCR-restriction fragment length polymorphism in the citrate 
synthase gene. J Clin Microbiol 1995;33:1797-1803. 

947. Novotny LA, Jurcisek JA, Pichichero ME, Bakaletz LO. Epitope mapping of the 
outer membrane protein P5-homologous fimbrim adhesin of nontypeable 
Haemophilus influenzae. Infect Immun 2000;68:2119-2128. 

948. Nsanze H, Plummer FA, Maggwa ABN, et al. Comparison of media for the primary 
isolation of Haemophilus ducreyi. Sex Transm Dis 1984:11:6-9. 

949. Nurnberger M, Treadwell T, Lin B. Weintraub A. Pacemaker lead infection and ver¬ 
tebral osteomyelitis presumed due to Cardiobacterium hominis. Clin Infect Dis 
1998:27:890-891. 

950. Nye KJ, Fallon D, Gee B, et al. A comparison of the performance of bacitracin- 
incorporated chocolate blood agar with a chocolate blood agar plus a bacitracin disk 
in the isolation of Haemophilus influenzae from sputum. J Med Microbiol 2001:50: 
472-475. 

951. Nygren M, Reizenstein F, Ronaghi M, Lundeberg J. Polymorphism in the pertussis 
toxin prometer region affecting the DNA-based diagnosis of Bordetella infection. J 
Clin Microbiol. 2000;38:55-60. 

952. Oberhofer TR, Back AE. Biotypes of Haemophilus influenzae encountered in clini¬ 
cal laboratories. J Clin Microbiol 1979;10:168-174. 

953. O’Bryan TA. Whitener CJ, Katzman M, et al. Hepatobiliary infections caused by 
Haemophilus species. Clin Infect Dis 1992; 15:716-719. 

954. Ochiai K, Senpuku H, Kurita-Ochiai T. Purification of an immunosuppressive fac¬ 
tor from Capnocytophaga ochracea. J Med Microbiol 1998;47:1087-1095. 

955. Ochiai T. Ochiai K, Saito N, et al. Adoptive transfer of suppressor T-cells induced 
by Actinobacillus actinomycetemcomitans regulates immune response. J Perio¬ 
dontol Res 29; 1-8:1994. 

956. O’Connor SP, Dorsch M, Seigerwalt AG, et al. 16S rRNA sequences of Bartonella 
bacilliformis and cat-scratch disease bacillus reveal phylogenetic relation-ships 
with the a-2 subgroup of the class Proteobacteria. J Clin Microbiol 1991:29:2144- 
2150. 

957. Odeh M. Oliven A. Acute pancreatitis associated with brucellosis. J Gastroenterol 
Hepatol 1995;10:691-692. 

958. Odeh M, Pick N, Oliven A. Deep venous thrombosis associated with acute bruce¬ 
llosis: a case report. Angiology 2000:1:253-256. 

959. Ogilvie C, Omikunle A, Wang Y, et al. Capsulation loci of non-serotype b encapsu¬ 
lated Haemophihls influenzae. J Infect Dis 2001:184:144-149. 

960. O’Halloran HS, Draud K, Minix M et al. Leber’s nenroretinitis in a patient with 
serologic evidence of Bartonella elizabethae. Retina 1998:18:276-278. 



Referencias 515 


•!*!' ME. Spach DH. Bartonella quintana and urban trench fever. Clin Infect Dis 

Oil! PA. Chow AW. Guze LB. Adult bacteremic Haemophilusparainfluenzae infet- 
aoov: ^ven reports of cases and a review of the literature. Arch Intern Med 
19"9:139:985-988. 

-r ■' Oiukwu 1C. Chisty C, Rat bite fever in children; case report and review. Scand J 
Imect Dis 2002;34:474-477. 

^ CMtada K. Leda K, Morokuma K, et al. Comparison of antibody titers in eleven-to 
rweiiie-year old Japanese school children six years after administration of acellular 
jnd whole cell pertussis vaccines combined with diphtheria-tetanus toxoids. Pediatr 
Infect Dis 1998:17:1167-1168. 

^65 Olin P. Rasmussen F, Gustafsson L, et al. Randomised controlled trial of two-com- 
pooent. three-component, and five-component acellular pertussis vaccines compa- 
rrd with whole-cell pertussis vaccine. Lancet 1997;350:1569-1570. 

Oh\eira S. Splitter GA. Immunization of mice with recombinant L7/L12 ribosomal 
protein confers protection against rucella abortus infection. Vaccine 1996; 14:959- 

Oik DG. Hamill RJ. Procter RA. Case report: Haemophilus parainfluenzae verte¬ 
bral osteomyelitis. Am J Med Sci 1987;294; 114-116. 

56e Olopoenia LA. Mody V, Reynolds M. Eikenella corrodens endocarditis in an intra¬ 
venous drug user: case report and literature review. J Natl Med Assoc 1994;86:313- 
•15 

Olsen 1. Recent approaches to the chemotaxonomy of the Actinobacillus- 
Haemophilus-Pasteurella group (Family PasteureUaceae). Oral Microbiol Immunol 
1993:8:327-336. 

Omikunle A, Takahashi S, Ogilvie CL, et al. Limited genetic diversity of recent 
tnxasive isolates of non-serotype b encapsulated Haemophilus influenzae. J Clin 
Microbiol 2002;40:1264-1270. 

! O Reilly KL. Bauer RW, Freeland RL, et al. Acute clinical disease in cats following 
infection with a pathogenic strain of Bartonella henselae (LSU16). Infect Immun 
1999:67:3066-3072. 

^2 Orenstein WA. Pertussis in adults: epidemiology, signs, symptom, and implications 
for vaccination. Clin Infect Dis 1999;28(Suppl 2);S147-S150. 

V"- Orle KA.Gates CA, Martin DH, et al. Simultaneous PCR detection of Haemophilus 
ducrevi. Treponema pallidum, and herpes simplex virus types 1 and 2 from genital 
ulcers. J Clin Microbiol 1996;34:49-54. 

Orv JM, Chuard C. Regamey C. Pasteurella multocida pneumonia with empyema. 
Scand J Infect Dis 1998:30:313 314. 

-~5 Osawa R. Rainey F, Fujisawa T. et al. Lonepinella koalarum gen. nov,, sp. nov,, a 
new tannin-protein complex degrading bacterium. Syst Appl Microbiol 
1995;18:368-373. 

•9“* Oscherwitz SL. Brucellar bacteremia in pregnancy. Clin Infect Dis I995;21:714- 
■”15. 

Osoba AO. Balkhy H, Memish Z, et al. Diagnostic value of Brucella ELISA IgG 
and IgM in bacteremic and non-bacteremic patients with brucellosis. J Chemother 
2001:l3(Suppl l);54-59. 

Ozkurt Z, Erol Z, Tasyaran MA, Kaya A. Detection of Brucella melitensis by the 
BacTj*.Alert automated system and Brucella broth culture. Clin Microbiol Infect 
:yX)2;8:749-752. 

Paavonen J, Lehtinen M, Teisala K, et al. Haemophilus influenzae causes purulent 
>alpingitis. Am J Obstet Gynecol 1985;151:338-339. 

98^1 Paju S. Carlson PO. Jousimies-Somer H, Aiskainen S Heterogeneity of 
\crinohacillus actinomycetemcomitans strains in various human infections and 
relationships between serotype, genotype, and antimicrobial susceptibility. J Clin 
Microbiol 2000:38:79-84. 

-? Pajukanta R, Asikainen S. Saarela M, et al. In vitro activity of azithromycin com¬ 
pared with that of erythromycin against Actinobacillus actinomycetemcomitans. 
.Antimicrob Agents Chemother 1992;36;I241-1243. 

Pajukanta R, Asikainen S, Saarela M, et al. Evaluation of the E test for antimicro¬ 
bial susceptibility testing of Actinobacillus actinomycetemcomitans. Oral Microbiol 
Immunol 1992;7:376-377. 

Pajukanta R. Asikainen S, Saarela M, et al. In vitro amimicrobial susceptibility of 
different serotypes of Actinobacillus actinomycetemcomitans. Scand J Dent Res 
1993:101:299-303. 

palanduz A. Palanduz S, Guler K. Guler N, Brucellosis in a mother and her yuoung 
infant: probable transmission by breast milk. Int J Infect Dis 2000;4:55-56. 

985 Parenti DM, Snydman DR. Capnocytophaga species: infections in nonimmu- 
nocompromised and imnunocompromised hosts. J Infect Dis 1985:151:140- 
147. 

Parsons LM, Shayegani M, Waring AL, et al. DNA probes for the identification of 
Haemophilus ducreyi. J Clin Microbiol 1989:27:1441-1445. 

Patel A, Asirvatham S. Sebastian C, et al. Polymicrobial endocarditis with 
Haemophilus parainfluenzae in an intravenous drug user whose transesophageal 
echocardiogram appeared normal. Clin Infect Dis 1998:26:1245-1246. 

Patel IS. Seemungal TA, Wilks M, et al. Relationship between bacterial coloniza- 
Don and the frequency, character, and severity of COPD exacerbations. Thorax 
2002:57:759-764. 

989 Paton HG, Ormerod LD. Peppe J, et al. Evidence for a feline reservoir for dysgonic 
fermenter 2 keratitis. J Clin Microbiol 1988;26:2439-2440. 

9913 Paul K. Patel SS. Eikenella corrodens infections in children and adolescents: case 
reports and review of the lilerature. Clin Infect Dis 2001;33:54-61. 

991 Paul RV. Rostand SG. Cat bite pritonitis: Pasteurella multocida peritonitis following 
feline contamination of peritoneal dialysis tubing. Am J Kidney Dis 1987; 10:318- 
319 


992. Paulsen IT, Seshadri R, Nelson KE, et al. The Brucella suis genome reveals funda¬ 
mental similarities between animal and plant pathogens and symbium. Proc Natl 
Acad Sci USA 2002;99:13148-13153. 

993. Pavicic MJAMP van Winkelhoff AJ. DeGraff J. In vitro susceptibilities of 
Actinobacillus actinomycetemcomitans to a number of antimicrobial combinations. 
Antimicrob Agents Chemother 1992:36:2634-2638. 

994. Peake IE, Slaughter BD. Hemorrhagic conjunctivitis and invasive Haemophilus 
influenzae type b infection. Pediatr Infect EHs J 1994:13:230-231. 

995. Peek RM, Truss C. Secretory diarrhea following a dog bite. Dig Dis Sci 
36;1991;1151-1153. 

996. Peel MM. Dog-associated bacterial infections in humans: isolates submitted to an 
Australian reference laboratory, 1981-1992. Pathology 1993:25:379-384. 

997. Peel MM, Homidge KA, Luppino M. et al. Actinobacillus spp. and related bacteria 
in infected wounds of humans bitten by horses and sheep. J Clin Microbiol 
29:2535-2538, 1991. 

998. Pel tola H. Prophylaxis of bacterial meningitis. In: Schaad UB. ed. Infectious 
Disease Clinics of North America. Vol 13. Bacterial Meningitis. Philadelphia: 
Saunders, 1999:685-710. 

999. Peltola H. Worldwide Haemophilus influenzae type b disease at the beginning of the 
2P' century: global analysis of the disease burden 25 year after the use of the poly¬ 
saccharide vaccine and a decade after the advent of conjugates. Clin Microbiol Rev 
2000:13:302-317. 

1000. Perez-Calvo J, Matamala C, Sanjoaquin I, et al. Epidural abscess due to acute Bru¬ 
cella melitensis infection. Arch Intern Med 1994;154:1410-1411. 

1001. Perkins MD. Mirrett S. Reller LB. Rapid bacterial antigen detection is not clinically 
u.seful. J Clin Microbiol 1995;33:1486-1491. 

1002. Perkocha LA, Geaghan SM, Benedict TS, et al. Clinical and pathological feamres 
of bacillary peliosis hepatis in association with human imnunodeficiency virus 
infection. N Engl J Med 1990;323:1581 1586. 

1003. Pers C, Gahrn-Hansen B. Frederiksen W. Capnocytophaga canimorsus septicemia 
in Denmark, 1982-1995: review of 39 cases. Clin Infect Dis 1996;23:71-75. 

1004. Peruski AH, Johnson LH III, Peruski LF Jr. Rapid and sensitive detection of biolo¬ 
gical warfare agents using time-resolved fluorescence assays. J Immunol Methods 
2002;263:35-41. 

1005. Peter G, Hall CB, Halsey NA. et al. Haemophilus influenzae infections. In: 1997 
Red Book: Report of the Committee on Infectious Diseases 24th ed. Elk Grove 
Village. IL: American Academy of Pediatrics, 1997:222-231. 

1006. Peters VB, Sood S. Immunity to Haemophilus influenzae type b polysaccharide cap¬ 
sule in children with human immunodeficiency virus infection immunized with a 
single dose of Haemophilus vaccine. J Pediatr 1994; 125:74-77. 

1007. Petrocheilou Pashou, Georgilis K, Kostis E, et al. Bronchitis caused by Bordetella 
bronchiseptica in an elderly woman. Clin Microbiol Infect 2000;6:147-148. 

1008. Pettigrew MM, Foxman B, Marts CF, Gilsdorf JR. Identification of the lipooligo- 
saccharide biosynthesis gene lic2B as a putative virulence factor in strains of nonty- 
peable Haemophilus influenzae that cause otitis media. Infect Immun 2002;70: 
3551-3556. 

1009. Phillips IE, Genus III. Actinobacillus Brumpt 1910, 849AL. In: Krieg NR, Holt JG, 
eds. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Vol. 1. Baltimore: William & 
Wilkins, 1984:570-575. 

1010. Phipps SE, Tamblyn DM, Badenoch PR. Capnocytophaga canimorsus endophthal¬ 
mitis following cataract surgery, Clin Exp Ophthalmol 2002;30:375-377. 

1011. Pichichero ME, Casey JR, Otitis media. Expert Opin Pharmacother 2002;3;I073- 
1090. 

1012. Pichichero ME, Deloria MA. Rennels MB, et al, A safety and immunogenicity com¬ 
parison of 12 acellular pertussis vaccines and one whole-cell pertussis given as a 
fourth dose in 15- to 20-month old children. Pediatrics 1997;100:772-788. 

1013. Pillai A, Mitchell JL, Hill SL, Stockley RA. A case of Haemophilus parainfluenzae 
pneumonia. Thorax 2000:55:623-624. 

1014. Pins MR. Holden JM, Yang JM, et al. Isolation of presumptive Streptobacillus moni¬ 
liformis from abscesses associated with the female genital tract. Clin Infect Dis 
1996;22:471-476. 

1015. Pittman M. Genus Bordetella Moreno-Lopez 1952, In; Krieg NR. Holt JG, 

eds. Bergey’s Manual of Determinative bacteriology. Vol 1. Baltimore. Williams & 
Wilkins, 1984,388-393 

1016. Pittman T, Williams D, Friedman AD. A shunt infection caused by Francisella tula- 
rensis. Pediatr Neurosurg 1996:24:50-51. 

1017. Plettenberg A, Lorenen T. Burtsche BT, et al. Bacillary angiomatosis in HIV-infec¬ 
ted patients: an epidemiological and clinical study. Dermatologv 2(XX):201:326- 
331, 

1018. Plourde PI, Embree J, Friesen F, et al. Glandular tularemia with typhoidal features 
in a Manitoba child. Can Med Assos J 1992:146:1953-1955 

1019. Pohl S, Bertschinger U, Fredericksen W, et al. Transfer of Haemophilus pleurop- 
neumoniae and the Pasteurella haemolytica-\ike organism causing porcine necrotic 
pleuropneumonia in the genus Actinobacillus (Actinobacillus pleuropneumoniae 
comb, nov.) on the basis of phenotypic and deoxyribonucleic acid relatedness. Int J 
Syst Bacteriol 1983;33:510-514. 

1020. Porter JF, Connor K, Donachie W. Isolation and characterization of Bordetella para- 
pertussis-like bacteria from ovine lungs. Microbiology 1994;140:255-261. 

1021. Portnoy BL, Satterwhite TK, Dyckman JK. Rat bite fever misdiagnosed as Rocky 
Mountain spotted fever. South Med J 1979:72:607-609. 

1022. Porto MHO, Noel GJ, Edelson PJ, et al. Resistance to serum bactericidal activity 
distinguishes Brazilian purpuric fever (BPF) case strains of Haemophilus influenzae 
biogroup aegyptius (H. aegyptius) from non-BPF strains. J Clin Microbiol 
1988;27:792-294. 




516 GAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


1023. Postels-Multani S. Schmitt HJ. Wirsing Von Konig CH, et al. Symptoms and com¬ 
plications of pertussis in adults. Infection 1995;23:139-142. 

1024. Potts TV, Zambon JJ, Genco RJ. Reassignment of Actinohacillus actinomycetemco 
mirans to the genus Haemophilus as Haemophilus actinomycetemcomitans comb, 
nov. Int J Syst Bacteriol 1985;35:337-341. 

1025. Pouedras P, Donnio PY. Le Tulzo Y, et al. Pasteurella stomatis infection folloowing 
a dog bite. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993:12:65. 

1026. Prasadarao NV, Lysenko E, Wass CA, et al. Opacity-associated protein A contribu¬ 
tes to the binding of Haemophilus influenzae to Chang epithelial cells. Infect 
Immun 1999;67;4153-4160. 

1027. Pratt J, Cooley JD. Purdy CW, Straus DC. Lipase activity from strains of Pasteurella 
multocida. Curr Microbiol 2000;40:306-309. 

1028. Preus HR, Sunday GJ, Haraszthy VI, et al. Rapid identification of Actinobacillus 
actinomycetemcomitans based on analyis of 23S ribosomal RNA. Oral Microbiol 
Immunol 1992;7:372-375. 

1029. Prior RB, Spagna VA, Perkins RL, Endocarditis due to a strain of Cardiobacterium 
hominis resistant to erythromycin and vancomycin. Chest 1979;75:85-86. 

1030. Pritchard TM, Foust RT, Cantey JR. et al. Prosthetic valve endocarditis due to 
Cardiobacterium hominis occurring after upper gastrointestinal endoscopy. Am J 
Med 1991:90:516-518. 

1031. Privitera A, Licciardello L, Giannino V, et al. Molecular epidemiology and phylo¬ 
genetic analysis of Haemophilus parainfluenzae from chronic obstructive pulmo¬ 
nary disease exacerbations. Eur J Epidemiol 1998;14:405-412. 

1032. Progulske A, Mishell R, Trummel C, Holt SC, Biological activities of Eikenella 
corrodens outer membrane and lipopolysacharide. Infect Immun 1984;43:178-182. 

1033. Provenza JM. Klotz SA, Penn RL, Isolation of Francisella tularensis from blood. J 
Clin Microbiol 1986;24:453-455. 

1034. Purdy D, Khardon N, Abbas F, et al. Postoperative pancreatic abscess due to 
Haemophilus influenzae. Clin Infect Dis 1993;17:49-51. 

1035. Quentin R. Dubarry 1, Martin C, et al. Evaluation of four commercial methods for 
identification and biotyping of genital and neonatal strains of Haemophilus species. 
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1992; 11:546-549. 

1036. Quentin R. Goudeau A, Wallace RJ Jr, et al. Urogenital, maternal, and neonatal iso¬ 
lates of Haemophilus influenzae: identification of unusually virulent serologically 
non-typeable clone families and evidence for a new Haemophilus species. J Gen 
Microbiol 1990:136:1203-1209. 

1037. Quentin R, Manin C, Musser JM, et al. Genetic characterization of a cryptic genos- 
pecies of Haemophilus causing urogenital and neonatal infections J Clin Microbiol 
1993:31:1111-1116. 

1038. Quentin R, Musser JM, Mellouett M, et al. Typing of urogenital, maternal, and neo¬ 
natal isolates of Haemophilus influenzae and Haemophilus parainfluenzae in corre¬ 
lation with clinical course of isolation and evidence for a genital specificity of 
Haemophilus influenzae biotype IV. J Clin Microbiol 1989;27:2286-2294. 

1039. Quile I, Blazquez JC, De Teresa L, et al. Vertebral osteomyelitis due to Pasteurella 
aewgenes. Scand J Infect Dis 2000;32:566-567. 

1040. Raab MG, Lutz RA. Stauffer ES. Eikenella corrodens vertebral osteomyelitis: a case 
report and literature review. Clin Orthop 1993;293:144-147 

1041. Raad I, Rand K, Gaskins D. Buffered charcoal yeast extract medium for the isola¬ 
tion of brucellae. J Clin Microbiol 1990:28:1671-1672. 

1042. Radolf JD. Brucellois: don’t let it get your goat. Am J Med Sci 1994;307:64 75. 

1043. Raffi F, Bamer J, Baron D, et al. Pasteurella multocida bacteremia: report of 13 cases 
over 12 years and review of the literature. Scand J Infect Dis 1987;19:385-393. 

1044 Rahman A, Burma O, Felek S, Yeiteler H. Atrial septal defect presenting with 
Brucella endocarditis. Scand J Infect Dis 2001:33:776-777. 

1045. Ramdeen GD, Smith RJ, Smith EA, et al. Pasteurella multocida tonsillitis; case 
report and review. Clin Infect Dis 1995:20:1055-1057. 

1046. Ramos JM, Pacho E, Garcia-Valle B, et al. Splenic abscess due to Eikenella corro¬ 
dens Postgrad Med J 1994:70:848-849. 

1047. Rank EL, Matadour M, Zimmerman SE, Problems with species identification of 
Pasteurella sp new species 1: two case reports. Clin Microbiol Newslett 
1984:6:166-167. 

1048. Raoult D, Birtles RJ, Montoya M, et al. Survey of three bacterial louse-associated 
diseases among rural Andean communities in Peru: prevalence of epidemic typhus, 
trench fever, and relapsing fever. Ciin Infect Dis 1999;29:434-436. 

1049. Raoult D, Drancourt M, Cana A, Gastaut JA. Bartonella (Rochalimaea) quintana 
isolation in a patient with chronic lymphadenopathy, lymphopenia, and a cat. 
Lancet 1994;343:977. 

1050. Raoult D, Fournier PE, Drancourt M, et al. Diagnosis of 22 new cases of Bartonella 
endocarditis. Ann Intern Med 1996;125:646-652. 

1051. Raucher B, Dobkin J, Mandel L, et al. Occult polymicrobial endocarditis with 
Haemophilus parainfluenzae in intravenous drug abusers. Am J Med 1989;86:169-172. 

1052. Rechtman DJ, Nadler JP. Abdominal abscess due to Cardiobacterium hominis and 
Clostridium bifermentans. Rev Infect Dis 1991;13:418-419. 

1053. Redfield DC, Overturf GD, Ewing ND, et al. Bacteria, arthritis, and skin lesions due 
to Kingella kingaeArch Dis Child 1980;55:411-414. 

1054. Redkar R. Rose S, Bricker B, DelVecchio V. Real-time PCR detection of Brucella 
abortus, Brucella melitensis, and Brucella suis. Mol Cell Probes 2001; 15:43-52. 

1055. Refai M. Incidence and control of brucellosis in the Near East region. Vet Microbiol 
2002;90:81-110. 

1056. Regan J, Lowe F, Enrichment medium for the isolation of Bordetella pertussis. J 
Clin Microbiol 1977;6:303-309. 

1057. Regnery RL, Anderson BE, Clarridge JE. et al. Characterization of a novel 
Rochalimaea species, R. henselae sp. nov., isolated from blood of a febrile, human 
immunodeficiency virus-positive patient. J Clin Microbiol 1992;30:265-274 


1058. Regnery RL. Martin M, Olson J. Naturally occurring “Rochalimaea henselae” 
infection in domestic csts. Lancet 1992;340:557-558. 

1059. Regnery RL, Olson JC, Perkins BA. Bibb W Serological response to “Rochalimaea 
henselae” antigen in suspected cat-scratch disease. Lancet 1992;339:1443-1445. 

1060. Reina J, Bassa A, Llomparl I, et al. Pneumonia caused by Bordetella bronchisepti- 
ca in a patient with a thoracic trauma. Infection 1991; 19:46-48. 

1061. Reintjes R, Dedushaj I, Gjini A, et al. Tularemia outbreak investigation in Kosovo: 
case control and environmental studies. Emerg Infect Dis 2002;8:69-73. 

1062. Reitman CA, Watters WC 111. Spinal brucellosis: case report in the United States. 
Spine 2002;27:E250-E252. 

1063. Reizenstein E, Lindberg L, Mollby R. Hallander HO. Validation of nested 
Bordetella PCR in pertussis vaccine trial. J Clin Microbiol 1996;34:810-815. 

1064. Reiman DA, Dontenighini M, Tuomanen E, et al. Filamentous hemagglutinin of 
Bordetella pertussis nucleotide sequence and crucial role in adherence. Proc Natl 
Acad Sci USA 1989:86:2637 2641 

1065. Reiman DA, Falkow S, LeBoit PE. ei al. The organism causing bacillary angioma¬ 
tosis, peliosis hepatis, and fever and bacteremia in immunocompromised patients. 
N Engl J Med 1991,324:1514. 

1066. Reiman DA, Loutit JS, Schmidt TM, et al. The agent of bacillary angiomatosis: an 
approach to the identification of uncultured pathogens. N Engl J Med 
1990;323:1573-1580. 

1067. Reyn A, Birch-Anderson A, Murray RGE. The fine structure of Cardiobacterium 
hominis. Acta Pathol Microbiol Scand 1971:79:51-60. 

1068. Rhyan JC, Gidlewski T, Ewait DR. et al. Seroconversion and abortion in cattle expe¬ 
rimentally infected with Brucella sp. isolated from a Pacific harbor seal (Phoca vitu- 
lina richardsi). J Vet Diagn Invest 2001;13:379-382, 

1069. Ribeiro GA, Carter GR. Frederiksen W, et al. Pasteurella haemolytica-Wlat bacte¬ 
rium from a progressive granuloma of cattle in Brazil. J Clin Microbiol 
1989;27:1401 1402, 

1070. Ribeiro GS. Reis JN, Cordeiro SM. et al. Prevention of Haemophilus influenzae 
type b (Hib) meningitis and emergence of serotype replacement with type a 
strains after introduction of Hib immunization in Brazil, J Infect Dis 
2003;187:109-116. 

1071. Riggio MP, Lennon A. Rapid identification of Actinobacillus actinomycetemcomi¬ 
tans, m Haemophilus aprhophilus, and Haemophilus paraphrophilus by restriction 
enzyme analysis of PCR-amplified 16S rRNA genes. J Clin Microbiol 1997;35: 
1630-1632. 

1072. Riley LK, Robertson DR. Ingestion and survival of Brucella abortus in human and 
bovine polymorphonuclear leukocytes. Infect Immun 1984;46:224-230. 

1073. Riley UB, De P. Pasteurella multocida: an uncommon cause of obstetric and gyna¬ 
ecological sepsis. J Infect 1995;31:51-53. 

1074. Risi GF, Plombo DJ. Relapse of tularemia after aminoglycoside therapy: case report 
and discussion of therapeutic options. Clin Infect Dis 1995;20:174-175 

1075. Ristic M, Kreier JP. Family II. Bartonellaceae Gieszczykiewicz 1939, 25*^. In: 
Krieg NR, Holt JG, eds. Bergey’s Manual of Systematic Baceriology. Vol. 1. 
Baltimore: Williams & Wilkins, 1984:717-719. 

1076. Rivera M, Hunter GC. Brooker J, et al. Aortic graft infection fue to Pasteurella hae- 
molytica and group C P-hemolytic streptococcus. Clin Infect Dis 1994:19:941-943. 

1077. Robinson-Dunne B. The microbiology laboratory’s role in response to bioterrorism. 
Arch Pathol Lab Med 2002;126:291-294. 

1078. Roblot P, Bazillou M, Grolier G, et al. Septicemia due to Capnocytophaga cani- 
morsus after a dog bite in a cirrhotic patient. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1993;12:302-303. 

1079. Rodgers BL, Duffield RP, Taylor T, et al. Tularemic meningitis. Pediatr Infect Dis J 
1998:17:439 441. 

1080. Rodriguez-Barradas MC, Hamill RJ, Houston ED, et al. Genomic fingerprinting of 
Bartonella species by repetitive element PCR for distinguishing species and isola¬ 
tes. J Clin Microbiol 33: 1995:1089-1093. 

1081. Roe DE, Braham PH. Weinberg A, et al. Characterization of tetracycline resistance 
in Actinobacillus actinomycetemcomitans. Oral Microbiol Immunol 1995; 10:227- 
232. 

1082. Roebuck JD, Morris JT. Chronic outis media due to EF4 bacteria. Clin Infect Dis 
1999;29:1343-1344. 

1083. Rogers BT, Anderson JC, Palmer CA, et al. Septicaemia due to Pasteurella pneu- 
motropica. J Clin Pathol 1973;26:396-398, 

1084. Roggen EL, Pansaens R. Van Dyck E, et al. Antigen detection and immunological 
typing of Haemophilus ducreyi with a specific rabbit, polyclonal serum. J Clin 
Microbiol 1993;31:1820-1825. 

1085. Rohrbach BW, Westerman E, Istre GR. Epidemiology and clinical characteristics of 
tularemia in Oklahoma, 1979-1985. South Med J 1991;84:1091-1096. 

1086. Roiz MP, Peralta FG, Arjona R. Kingella kingae bacteremia in an immunocompe¬ 
tent adult host. J Clin Microbiol 1997:35:1916. 

1087. Rolle U, Schille R, Hormann D, et al. Soft tissue infection caused by Kingella kin¬ 
gae in a child. J Pediatr Surg 2001;36:946-947. 

1088. Ronald AR, Albritton W. Chancroid and Haemophilus ducreyi In: Holmes KK, 
Mardh P-A, Sparling PF, et al., eds. Sexually Transmitted Diseases, 3'‘' Ed. New 
York: McGraw-Hill, 1999:515-523. 

1089. Ronnevik PK, Neess HC. Septicemia caused by Cardiobacterium hominis a case 
report. Acta Pathol Microbiol Scand Sect B 1981;89:243-244. 

1090. Rordorf T. Zuger C, Zbinden R, et al. Streptobacillus moniliformis endocarditis in 
an HIV-positive patient, infection 2002;28:393-394. 

1091. Roscoe DL, Zemcov SJV, Thomber D, et al. Antimicrobial susceptibilities and (3- 
lactamae characterization of Capnocytophaga species. Antimicrob Agents 
Chemother 1992;36:2197 2200. 



Referencias 517 


l -W2 Rosenau A. Cattier B, Gousset N, et al. Capnoytophaga ochracea chracterization of 
a plasmid-encoded extended spectrum TEM-17 p-lactamase in the phylum 
Flavobacter-Bacteroide. Antimmcrob Agents Chemother 2000;44:760-762. 

1 Rosenau A, Labigne A. Escande F, et al. Plasmid-mediated ROB-I p-lactamase in 
Pasteurella multocida from a human specimen. Antimicrob Agents Chemother 
1991;35:2419-2422. 

1 094. Rosenau A, Sizarel PY, Musser JM, et al. Adherence to human cells of a cryptic 
Haemophilus genospecies responsible for genital and neonatal infections. Infect 
Immun 1993:61:4112-4118. 

1095 Rosenbach KA, Poblete J, Larkin I. Prosthetic valve endocarditis caused by 
Pasteurella dagmatis. Soath Med J 2001;94:1033-1035. 

1096 Rosenbaum GS, Calubiran O. Cunha BA. Haemophilus parainjluenzae bacteremia 
associated with a pacemaker wire localized by gallium scan. Heart Lung 
1990;19:271-273. 

1097. Rosenfeld JA, Clarity G. Acute otitis media in children. Prim Care 1996;23:677- 
686 . 

I'li98. Roson B. Carratala J, Verdaguer R, et al. Prospective study of the usefulness of the 
Gram stain in the initial approach to community-acquired pneumonia requiring hos¬ 
pitalization. Clin Infect Dis 2000;31:869-874. 

1099. Rossau R, Duhamel M. Jannes G, et al. The development of specific rRNA-derived 
oligonucleotide probes for Haemophilus ducre\i the causative agent of chancroid. J 
Gen Microbiol 1991 ;137;277-285 

1100. Rossau R, Vandenbussche G, Thielemans S, et al. Ribosomal ribonucleic acid cis- 
tron similarities and deoxyribonucleic acid homologies of Neisseria Kingella. 
Eikenella Simonsiella. Alysiella and Centers for Disease Control Groups EF4 and 
M-5 in the emended family Neisseriaceae. Int J Syst Bacteriol 1989;39:185-198. 

1101. Rothstein EP, Anderson EL, Decker MD. et al. An acellular pertussis vaccine in 
healthy adults: safety and immunogenicity. Pennridge Pediatrc Associates. Vaccine 
1999;17:2999-3006. 

1102. Roux V, Eykyn SJ, Wyllie S, Raoult D. Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii as an 
agent of afebrile blood culture-negative endocarditis in a human. J Clin Microbiol 
2000:38:1698-1700. 

1103. Roux V, Raoult D. Body lice as tools for diagnosis and surveillance of reemerging 
diseases. J Clin Microbiol 1999;37:596-599. 

1104. Rowbotham TJ. Rapid identification of Streptohacillus moniliformis. Lancet 
1983:2:567. 

1105 Rubin LG, Gloster ES. Carlone GM, el al. An infant rat model of bacteremia with 
Brazilian purpuric fever isolates of Haemophilus influenzae biogroup aegyptius. J 
Infect Dis 1989;160:476-482. 

1106. Rubsamen PE, McLeish WM, Pflugfelder S. et al. Capnocytophaga endophthalmi 
tis. Ophthalmology 1993;100:456-459. 

1107 Ruddock TL, Rindler JM, Bergfeld WF. Capnocytophaga canimorsus septicemia in 
an asplenic patient. Cutis 1997;60:95-97. 

1108. Ruiz-Irastorza G, Carea C. Alonso JJ, et al. Septic shock due to Pasteurella multo¬ 
cida subspecies multocida in a previously healthy woman. Clin Infect Dis 
1995;21:232-234. 

1109. Rummens I-L. Gordls B, Van Landuyt HW. In vitro susceptibility of 
Capnocytophaga species to 29 antimicrobial agents. Antimicrob Agents Chemother 
1986:30:739-742. 

1110. Rupp ME. Streptohacillus moniliformis endocarditis: case report and review. Clin 
Infect Dis 1992;14:769-772. 

1111. Rydkina EB, Rou V, Gagua EM, et al. Bartonella quintana in body lice collected 
from homeless persons in Russia. Emerg Infect Dis 1999;5:176-178. 

1112. Rygg M. Bruun CF. Rat bite fever (Streptohacillus moniliformis) with septicemia in 
a child. Scand I Infect Dis 1992;24:535-540. 

1113. Saab M, Corcoran IP, Southworth SA. Randell PE. Fatal septicemia in a previously 
healthy man following a dog bite. Int J Clin Pract 1998;52:205. 

1114. Saadati M, Gibbs HA. Parton R. Coote JG. Characterisation of the leukotoxin pro¬ 
duced by different strains of Pasteurella hoemohtica. J Med Microbiol 
1997;46:276-284. 

1115. Saadeh AM, Abu-Farsakh NA, Omari HZ. Infective endocarditis and occult splenic 
abscess caused by Brucella melitensis infection: a case report and review of the lite¬ 
rature. Acta Cardiol 1996;51:279-285. 

1116. Saarela M, Asikainen S. Jousimies-Somer H. et al. Hybridization patterns of 
Actinohacillus actinomycetemcomitans serotypes a-e detected with an rRNA gene 
probe. Oral Microbiol Immunol 1993;8:111-115. 

1117. Saarela M, Dogan B, Alaiuusua S, et al. Persistence of oral colonization by the same 
Actinohacillus actinomycetemcomitans s,\X 2 Lm(&). J. Periodontol 1999:70:504-509. 

1118. Sacco RE, Register KB, Nordholm GE Restriction enzyme analysis and ribolyping 
distinguish Bordetella avium and Bordetella hinzH isolates. Epidemiol Infect 
2000:124:83-90. 

1119. Saez-Llorens X, McCracken GH Jr. Antimicrobial and anti-inflammatory treatment 
of bacterial meningitis. In: Schaad UB. ed. Infectious Disease Clinics of North 
America. Vol. 13. Bacterial meningitis. Philadelphia; Saunders, 1999:619-636. 

1120. Saito A, Hosaka Y, Nakagawa T, et al. Significance of serum antibody against sur¬ 
face antigens of Actinohacillus actinomycetemcomitans in patients with adult perio¬ 
dontitis. Oral Microbiol Immunol 1993;8:146-153. 

1121. Salgado F, Grana M. Ferrer V, et al. Splenic infarction associated with acute 
Brucella melitensis infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2002;21:63-64. 

1122. Sanden GN, Cassiday PK. Barbaree JM. Rapid immunoblot technique for identif¬ 
ying Bordetella pertussis. J Clin Microbiol 1993;31:170-172. 

1123. Sander A. Buhler C, Pelz K, et ai. Detection and identification of two Bartonella 
henselae variants in domestic cats in Germany. J Clin Microbiol 1997:35:584- 
587. 


1124. Sander A, Penno S. Semiquantitative species-specific detection of Bartonella hen 
selae and Bartonella quintana by PCR-enzvme immunoassay. J Clin Microbiol 
1999;37:3097-3101. 

1125. Sander A, Posselt M, Oberle K. Bredt W. Seroprevalence of antibodies to Bartonella 
henselae in patients with cat scratch disease and in healthy controls: evaluation and 
comparison of two commercial serological tests. Clin Diagn Lab Immunol 
1998;5:486-490. 

1126. Sander A, Zagrosek A. Bredt W, et al. Characterization of Bartonella clarridgeiae 
flagellin (FlaA) and detection of antiflagellin antibodies in patients with lymphade- 
nopathy. J Clin Microbiol 2000;38:2943-2948. 

1127. Sandstrom C, Lofgren S, Tamvik A. A capsule-deficient mutant of Francisella tula- 
rensis. LVS exhibits enhanced sensitivity to killing by serum but diminished sensi¬ 
tivity to killing by polymorphonuclear leukocMes. Infect Immun 1988:56:1194- 
1202 . 

1128. Sandstrom G, Sjosledt A, Forsman M, et al. Characterization and classification of 
strains of Francisella tularensis isolaled in the central Asian focus of the Soviet 
Union and Japan. J Clin Microbiol 1992;30:172-175. 

1129. Sandstrom G, Sjostedt A. Johansson T, et al. Immunogenicity and toxicity of lipo- 
polysaccharide from Francisell tularensis LVS. FEMS Microbiol Immunol 
1993;5:201-210. 

1130. Sane SM, Faerber RN, Belani KK. Respiratory foreign bodies and Eikenella corro- 
dens brain abscess in two children. Pediatr Radiol 1999;29:327-330. 

1131. Sanford JP. Brucella pneumonia. Semin Respir Infect 1997;12:24-27. 

1 132. Santini C, Baiocchi P, Berardelli A, et al. A case of brain abscess due to Brucella 
melitensis Clin Infect Dis 1994; 19:977-978. 

1133. Santos R. Cardoso O, Rodrigues P, et al. Bacillary angiomatosis by Bartonella quin¬ 
tana in an HIV-infected patient. J Am Acad Dermatol 2000;42:299-301. 

1134. Sarangi J, Cartwright K, Stuart J, et al. Invasive Haemophilus influenzae disease in 
adults. Epidemiol Infect 2000;124:441-447. 

1135. Sari R, Buyukberber N, Sevinc A. et al. Brucellosis in the etiology of febrile neu¬ 
tropenia: case report. J Chemother 2002;14:88-91. 

1136. Sarria JC. Vidal AM, Kimbrough RC III. Haemophilus influenzae osteomyelitis In 
adults: a report of 4 frontal bone infections and a review of the literature. Scand J 
Infect Dis 2001:33:263-265. 

1137. Sarria C, Vidal M, Kimbrough C III, Figuroe E. Fatal infection caused by 
Francisella tularensis in a neutropenic bone marrow transplant recipient. Ann 
Hematol 2003;82:41-43. 

1138. Sato T, Fujita H. Ohara Y, et al. Microagglutination test for early and specific sero- 
diagnosis of tularemia. J Clin Microbiol 1990;28:2372-2374. 

1139. Sawmiller CJ, Dudrick SJ, Hamzi M. Postsplenectomy Capnocytophaga canimor¬ 
sus sepsis presenting as an acute abdomen. Arch Surg 1998;133:1362-1365. 

1140. Scannapieco FA, Millar SJ, Reynolds HS, et al. Effect of anaerobiosis on the surfa¬ 
ce ultra structure and surface proteins of Actinaohacillus actinomycetemcomitans 
(Haemophilus actinomycetemcomitans). Infect Immun 1987;55:2320-2323. 

1141. Schalla WO, Sanders LL, Schmid CP, et al. Use of dot immunobinding and fluo¬ 
rescence assays to investigate clinically suspected cases of chancroid. J Infect Dis 
1986;153:879-887. 

1142. Scheel O, Hoel T, Sandvik T, et al. Susceptibility pattern of Scandinavian 
Francisella tularensis isolated with regard to oral and parenteral antimicrobial 
agents. APMIS 1993;101:33-36. 

1143. Scheel O. Reierson R, Hoel T. Treatment of tularemia with ciprofloxacin. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis 1992; 11:447-448. 

1144. Schlater LK, Brenner DJ, Steigerwalt AC, et al. Pasteurella cahalli, a new species 
from equine clinical specimens. J Clin Microbiol 1989;27;2169-2174. 

1145. Schlosser RJ, London SD. Gwaltney JM Jr, Gross CW. Microbiology of chronic 
frontal sinusiti. Laryngoscope 2001:111:1330-1332. 

1146. Schmidt ME, Smith MA. Levy CS. Endophthalmitis caused by unusual gramnega¬ 
tive bacilli: three case reports and review. Clin Infect Dis 1993; 17:686-690. 

1147. Schmitt HJ, Wirsing Von Konig CH, Neiss A, et al. Efficacy of acellular pertussis 
vaccine in early childhood after household expvsure. JAMA 1946;275:37-41 

1148. Schmitt-Grohe S, Cherry JD, Heininger U, et al. Pertussis in German adults. Clin 
Infect Dis 1995;21:860-866. 

1149. Schonheyder H, Ejlertson T, Frederiksen W. Isolation of a dysgonic fermenter (DF 
3) from urine of a patient. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1991;10:530-531. 

1150. Schools LM, van de Pol I, Rijpkema SCT, Schot CS. Detection and identification of 
Ehrlichia, Borrelia burgdorferi sensu lato, and Bartonella species in Dutch Ixodes 
ricinus ticks. J Clin Microbiol 1999;37:2215-2222. 

1151. Schwartz RA, Gallardo MA, Kapila R, et al. Bacillary angiomatosis in an HIV 
seronegative patient on systemic steroid therapy. Br J Detmatol 1996:135:982-987. 

1152. Schwartzman WA, Patnaik M. Angulo FJ. et al. Bartonella (Rochalimaeai antibo¬ 
dies, dementia, and cat ownership among men infected with human immunodefi¬ 
ciency virus. Clin Infect Dis 1995:21:954-959. 

1153. Schwartzman WA, Patnaik M. Barka NE, et al. Rochalimaea antibodies in HIV- 
associated neurologic disease. Neurology 1994:44:1312-1316. 

1154. Sedlacek I, Gerner-Smidt P. Schmidt J, et al. Genetic relationship of Haemophilus 
aphrophilus, H. paraphrophilus, and Actinohacillus actinomycetemcomitans studies 
by ribotyping. Int J Med Microbiol Virol Parasitol Infect Ehs 1993;279:51-59. 

1155. Seger RA, Hollis DG, Weaver RE, Hitzig WH. Chronic granulomatous disease: fatal 
septicemia caused by an unnamed gram-negative bacterium. J. Clin Microbiol 
1982;16:821-825. 

1156. Seger RA, Kloeti J, Von Gravenitz A, et al. Cerxical abscess due to Capnocytophaga 
ochracea. Pediatr Infect Dis 1982;1:170-172. 

1157. Senol M, Ozcan A, Karincaoglu Y, et al. Tularemia: a case transmitted from a sheep. 
Cutis 1999:63:49-51. 



518 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


1158. Sen MA, Brown EW, Wilson LR. Crocker TP. Fatal Streptobacillus moniliformis 
infection in a two-month-old infant. Am J Clin Pathol 1989;91;612-616. 

1159. Sethi S, Murphy TF. Bacterial infection in chronic obstructive pulmonary disease in 
2000: a state-of-the-art review. Clin Microbiol Rev 2001:14:336-363. 

1160. Setta F, Baecke M, Jacquy J, et al. Cerebellar ataxia following whooping cough. 
Clin Neurol Neurosurg 1999:101:56-61. 

1161. Severien C. Teig N. Riedal F, et al. Severe pneumonia and chronic lung disease in a 
young child with adenovirus and Bordetella pertussis infection. Pediatr Infect Dis J 
1995:14:400 401. 

1162. Sevinc A, Kutlu NO, Kuku I, et al. Severe epistaxis in brucellosis-induced isolated 
thrombocytopenia: a report of two cases. Clin Lab Haematol 2000;22:373-375. 

1163. Shah GM, Winer RL. Glomerulonephritis asociated with endocarditis caused by 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Am J Kidney Dis 1981; 1:113-115. 

1164. Shanson DC, Gazzard BG. Kingella kingae septicaemia with a clinical presentation 
resembling disseminated gonococcal infection. BMJ 1984:289:730-731. 

1165. Shanson DC. Gazzard BG. Midgley J, et al. Streptobacillus moniliformis isolated 
from blood in four cases of Haverhill fever: first outbreak in Britain. Lancet 
1983;2:92-94. 

1166. Shanson DC, Pratt J. Greene P. Comparison of media with and without “Panemede” 
for the isolation of Streptobacillus moniliformis from blood cultures and observa¬ 
tions on the inhibitory effect of sodium polyanethol sulfonate. J Med Microbiol 
1985;19:181-186. 

1167. Shapira L, Soskolne WA, Sela MN, et al. The .secretion of PGE2, IL-lf3, lL-6, and 
TNF-a by adherent mononuclear cells from early onset periodontitis patients. J 
Periodontal 1994;65:139-146. 

1168. Shapiro DS, Brooks PE, Coffey DM, Browne KF. Peripartum bacteremia with CDC 
group HB-5 (Pasteurella bettyae) Clin Infect Dis 1996;22; 1125-1126. 

1169. Shawar R, Sepulveda J, Clarridge JE. Use of the RaplD-ANA system and sodium 
polyanetholsulfonate disk susceptibility testing in identifying Haemophilus ducre¬ 
yi. J Clin Microbiol 1990;28;108-111. 

1170. Sheng WS, Hsueh PR, Hung CC, et al. Clinical features of patients with invasive 
Ekenella corrodens infections and microbiological characteristics of the causative 
isolates. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2001;20:231-236. 

1171. Shenoy S, Kavitha R, Lasmi V, et al. Septic arthritis due to Actinobacillus acti¬ 
nomycetemcomitans. Indian J Pediatr 1996:63:569-570. 

1172. Shimshony A. Epidemiology of emerging zoonoses in Israel. Emerg Infect Dis 
1997;3:229-238. 

1173. Shoshan Y, Maayan S, Gomori MJ, Israel Z. Chronic subdural empyema: a new pre¬ 
sentation of neurobrucellosis. Clin Infect Dis 1996;23:400-401. 

1174. Shurin SB, Socransky SS, Sweeney E, et al. A neutrophil disorder induced by 
Capnocytophaga, a dental microorganism. N Engl J Med 1979;301:849-854. 

1175. Sicherer SH. Asturias EJ, Winkelstein JA, et al. Francisella philomiragia sepis in 
chronic granulomatous disease. Pediatr Infect Dis J 1997:16:420-422. 

1176. Sikkema DJ, Murphy TF. Molecular analysis of the P2 porin protein of nontypeable 
Haemophilus influenzae Infect Immun 1992;60:5204-5211. 

1177. Simon MW. Mitchell BL, O’Connor WN, et al. Glomerulonephritis, pulmonary 
hemorrhage, and coagulopathy associated with Haemophilus para influenzae endo¬ 
carditis. Pediatr Infect Dis J 1985;4:183-185. 

1178. Simonsen JN, Cameron DW, Gakinya, MN, et al. Human immunodeficiency virus 
infection in men with sexually transmitted diseases: experience from a center in 
Africa. N Engl J Med 1988;319:274-278. 

1179. Singhi SC, Mohankumar D, Singhi PD, et al. Evaluation of polymerase chain reac¬ 
tion (PCR) for diagnosing Haemophilus influenzae type b meningitis. Ann Trop 
Paediatr 1999;22:347 753. 

1180. Sinnott JT, Blazejowski C, Bazzini MD. Bordetella bronchiseptica endocarditis: a 
tale of a boy and his dog. Clin Microbiol Newslelt 1989:11:111-112. 

1181. Siverio CD Jr, Whitcher JP. Haemophilus influenzae corneal ulcer associated with 
atopic keratoconjunctivitis and herpes simplex keratitis (letter). Br J Ophthalmol 
2002;86:478-479. 

1182. Sjostedt A, Eriksson U, Berglund L. Tamvik A. Detection of Francisella tularensis 
in ulcers of patients with tularemia by PCR. J Clin Microbiol 1997;35:1045-1048. 

1183. Sjostedt A, Sandstrom G, Tamvik A. Several membrane polypeptides of the live vac¬ 
cine strain Francisella tularensis LVS stimulate T cells from naturally infected indi¬ 
viduals. J Clin Microbiol 1990;28:43-48. 

1184. Slater LN, Coody DW, Woolridge LK, et al. Murine antibody responses distinguish 
Rochalmaea henselae from Rochalimaea quintana. J Clin Microbiol 1992:30:1722- 
1727. 

1185. Slater LN, Min KW. Polypoid endobronchial lesion: a manifestation of bacillary 
angiomatosis. Chest 1992; 102:972-974. 

1186.Slater LN. Pitha JV, Herrera L, et al. Rochalmaea henselae infection in acquired 
immunodeficiency syndrome causing inflammatory disease without angiomatosis 
or peliosis. Arch Pathol Lab Med 1994;1 18:33-38. 

1187. Slater LN, Welch DF, Hensel D, et al. A newly recognized fastidious gramnegative 
pathogen as a cause of fever and bacteremia. N Engl J Med 1990;323:1587-1593. 

1188. Slater LN. Welch DF. Min K-W. Rochalimaea henselae causes bacillary angioma¬ 
tosis and peliosis hepatis. Arch Intern Med 1992;152:602-606. 

1189. Slonim A, Walker ES, Mishori E, et al. Person-to-person transmission of Kingella 
kingae among day care center attendees. J Infect Dis 1998:178:1843-1846. 

1190. Slotnick IJ, Dougheny M. Further characterization of an unclassified group of bac¬ 
teria causing endocarditis in man: Cardiobacterium hominis gen. et sp. nov. Antonie 
Von Leeuwenho J Microbiol Serol 1964:30:261-272. 

1191. Smith HM. Reporter R, Rood MP, et al. Prevalence study of antibody to ratbome 
pathogens and other agents among patients using a free clinic in downtown Los 
Angeles. J Infect 2002;86:1673-1676. 


1192. Smith KJ. Skelton HC. Tuur S, et al. Bacillary angiomatosis in an immunocompe¬ 
tent child. Am J Dermatopathol 1996:18:597-600. 

1193. Smith S, Tilton RC. Acute Bordetella pertussis infection in an adult. J Clin 
Microbiol 1996:34:429-430. 

1194. Sneath PH A, Stevens M. Actinobacillus rossii sp. nov., Actinobacillus seminis sp. 
nov. nom. rev., Pasteurella bettii sp. nov., Pasteurella lymphagitidis sp. nov., 
Pasteurella mairi sp. nov.. and Pasteurella trehalosi sp. nov. Int J Syst Bacteriol 
40:148-153, 1990. 

1195. Snell JJS, Cenus IV. Kingella Henriksen and Bovre 1976, 449AL, In: Krieg NR, 
Holt JG, eds. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Vol. 1. Baltimore: 
Williams & Wilkins, 1984:307-309. 

1196. Snell JJS, LaPage SP. Transfer of some saccharolyiic Moraxella species to Kingella 
Henriksen and Bovre 1976, with descriptions of Kingella indologenes sp. nov. and 
Kingella denitrificans sp. nov. Int J Syst Bacteriol 1976;26:451-458. 

1197. Snipes KP, Biberstein EL. Pasteurella iestudinis sp. nov.: a parasite of desert tortoi¬ 
ses (Gopherus agassizi). Int J Syst Bacteriol 1982;32:201-210. 

1198. Sobraques M, Maurin M, Birtles RJ. Raoult D. In vitro susceptibilities of four 
Bartonella baciliformis strains to 30 antibiotic compounds. Antimicrob Agents 
Chemother 1999;43:2090-2092. 

1199. Socransky SS, Holt SC, Leadbetter EP, et al. Capnocytophaga: a new genus of gram¬ 
negative gliding bacteria. III. Physiological characterization. Arch Microbiol 
1979;122:29-33. 

1200. Sokol W. Epidemiology of sinusitis in the primary care setting: results from the 1999- 
2000 respiratory surveillance program. Am J Med 2001 ;11 l(Suppl 9A): 19S-24S. 

1201. Solera J, Lozano E, Maninez-Alfaro E, et al. Brucellar spondylitis: review of 35 
cases and literature survey. Clin Infect Dis 1999;29:1410-1449. 

1202. Sorbello AF, O’Donnell J, Kaiser-Smith J, et al. Infective endocarditis due to 
Pasteurella dagmatis: case report and review. Clin Infect Dis 1994:18:226-228. 

1203. Sordillo EM, Rendel M, Sood R, et al. Septicemia due to (3-lactamase-positive 
Kingella kingae. Clin Infect Dis 1993;17:818-819. 

1204. Sottnek FO, Albritton WL. Haemophilus influenzae biotype VIII. J Clin Microbiol 
1984;20:815-816. 

1205. Spach DH, Callis KP, Paauw DS, et al. Endocarditis caused by Rochalimaea quin¬ 
tana in a patient infected with human immunodeficiency virus. J Clin Microbiol 
1993;31:692-694. 

1206. Spach DH, Kanter AS, Daniels NA, et al. Bartonella (Rochalimaea) species as a cause 
of apparent “culture-negative” endocarditis. Clin Infect Dis 1995;20:1044-1047. 

1207. Spach DH, Kanter AS. Doughertry MJ, et al. Bartonella (Rochalimaea) quintana 
bacteremia in inner-city patients with chronic alcoholism. N Engl J Med 
1995;332:424-428. 

1208. Spach DH, Koehler JE. 5«r/orte//£j-associated infections. Infect Dis Clin N America 
1998;12:137-155. 

1209. Spach DH. Panther LA, Thoming DR, et al. Intracerebral bacillary angiomatosis in 
a patient infected with human immunodeficiency virus. Ann Intern Med 1992; 
116:740-742. 

1210. Spagnuolo PJ, Ellner JJ, Lemer PI, et al. Haemophilus influenzae meningitis: the 
spectrum of disease in adults. Medicine (Baltimore) 1982;61:74-85. 

1211. Spinola SM, Griffiths GE, Shanks KL, Blake MS. The major outer membrane pro¬ 
tein of Haemophilus ducrevi is a member of the OmpA family of proteins. Infect 
Immun 1993;61:1326-1351. 

1212. Spratt DA, Greenman J. Schaffer AG. Capnocytophaga gingivalis aminopeptidase: 
a potential virulence factor. Microbiology 1995:141:3087-3093. 

1213. Stahelin J, Goldenberger D, Gnehm HE, Altwegg M. Polymerase chain reaction 
diagnosis of Kingella kingae arthritis in a young child. Clin Infect Dis 
1998;27:1328-1329. 

1214. Steeper TA. Rogenstem H, Weiser J, et al. Bacillary angiomatosis involving the 
liver, spleen, and skin in an AIDS patient with concurrent Kaposi’s sarcoma. Am J 
Clin Pathol 1992;97:713-718. 

1215. Stefanelli P, Giuliano M, Bottone M, et al. Polymerase chain reaction for the iden¬ 
tification of Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis. Diagn Microbiol 
Infect Dis 1996;24:197-200. 

1216. Stefanelli P, Mastrantonio P, Haosman SZ, et al. Molecular characterization of two 
Bordetella bronchiseptica strains isolated from children with coughs. J Clin 
Microbiol 1997;35:1550-1555. 

1217. Steffens L. Franke S, Nickel S, et al. DNA fingerprinting of Eikenella corrodens by 
pulsed-field gel electrophoresis. Oral Microbiol Immunol 1994:9:95-108. 

1218. Stein A, Teysseire N, Capobianco C, et al. Eikenella corrodens a rare cause of pan¬ 
creatic abscess: two case reports and review. Clin Infect Dis 1993;17:273-275. 

1219. Steinemann TL, Sheikholeslami MR, Brown HH. Bradsher RW. Oculoglandular 
tularemia. Arch Ophthalmol 1999; 117:132-133. 

1220. Steinhoff MC, Auerbach BS, Nelson KE, et al. Antibody responses to Haemophilus 
influenzae type b vaccines in men with human immunodeficiency virus infection. N 
Engl J Med 1991;325:1837-1842. 

1221. Steitz A, Orth T, Feddersen A, et al. A case ot endocarditis with vaculitis due to 
Actinobacillus actinomycetemcomitans: a 16S rDNA signature for distinction from 
related organisms. Clin Infect Dis 1998;27:224-225. 

1222. Stevens PK, Czuprynski CJ. Pasteurella haemolytica leukotoxin induced bovine 
leukocytes to undergo morphnologic changes consistent with apoptosis in vitro. 
Infect Immun 1996;64:2687-2694. 

1223. Stevens-Krebbers AH, Schouten MA, Janssen J, Horrevorts AM. Nosocomial trans- 
mision of Bordetella bronchiseptica. J Hosp Infect 1999;43:323-324. 

1224. St Geme JW III, Cutter D. Evidence that surface fibrils expressed by Haemophilus 
influenzae type b promote attachment to human epithelial cells. Mol Microbiol 
1995;25:77-85. 



Referencias 519 


•125 Sii Geme JW III, Cutter D. The Haemophilus influenzae Hia adhesin is an auto- 
iransporter protein that remains uncleaved at the C terminus and fully cell associa- 
icd. J Bacteriol 2000;182:6005-6013. 

?216 Sc Geme JW III. Cutter D, Barenkamp JS. Characterization of the genetic locus 
encoding Haemophilus influenzae type b surface fibrils. J Bacteriol 1996; 178:6281 
628" 

! 12“ Si Geme JW III, De la Morena ML, Falkow SA. Haemophilus influenzae IgA pro- 
icase-like protein promotes intimate interaction with human epithelial cells. Mol 
Microbiol 1994;14:217-233. 

‘11-v Si Geme JW 111, Falkow S. Capsule loss by Haemophilus influenzae type b results 
m enhanced adherence to and entry into human cells. J Infect Dis 1992; 165 
(Suppl 1);S117-S118. 

•129 St Geme IW III, Falkow S. Isolation, expression, and nucleotide sequence of the 
pilin structural gene ot the Brazilian purpuric fever clone of Haemophilus influen- 
zae biogroup aegypius. Infect Irrunun 1993;61;2233-2237. 

il3'J St Geme JW III, Falkow S, Barenkamp SJ. High-molecular-weight proteins of 
nontypeable Haemophilus influenzae mediate attachment to human epithelial cells. 
Proc Natl Acad Sci USA 1993:90:2875-2879. 

1131. St Geme JW III, Gilsdorf JR, Falkow S. Surface structures and adherence proper¬ 
ties of diverse strains of Haemophilus influenzae biogroup aegyptius. Infect Immun 
1991;59:3366-3371. 

i 132. St Geme JW III, Pinkner JS, Krasan GP, et al. Haemophilus influenzae pili are com¬ 
posite structures assembled via the HifB chaperone. Proc Natl Acad Sci USA 
1996:93:11913-11918. 

1133 Sirebel PM, Cochi SL, Farizo KM, et al. Pertussis in Missouri: evaluation of nasop¬ 
haryngeal culture, direct fluonescent antibody testing, and clinical case definitions 
in the diagnosis of pertussis. Clin Infect Dis 1993;16:276-285. 

1234. Sturm AW. Hamophilus influenzae and Haemophilus parainfluenzae in non-gono- 
coccal urethritis. J Infect Dis 1986;153:165-167, 

1235. Sturm AW. Iron and virulence of Haemophilus ducreyi in a primate model. Sex 
Transm Dis 1997;24:64-68. 

1236. Sturm AW, Zanen HC. Characteristics of Haemophilus ducreyi in culture. J Clin 
Microbiol 1984;19:672-674. 

:237. Suda R, Lai CH, Yang HW, Hasegawa K. Eikenella corrodens in subgingival pla¬ 
que; relationship to age and periodontal condition. J Periodontal 2002;73:886- 
891. 

1238. Sumerkan B. Gokahmetoglu S, Esel D. Brucella detection in blood: comparison of 
the BacT/Alert standard aerobic bottle, BacT/Alert FAN aerobic bottle and 
BacT/Alert enhanced FAN aerobic bottle in simulated blood culture. Clin Microbiol 
Infect 2001:7:369-372. 

1239. Suzuki N, Nakano Y, Yoshida Y, et al. Identification of Actinobacillus actinomyce- 
lemcomitans serotypes by multiplex PCR J Clin Microbiol 2001;39:2002-2005. 

1240. Sykes SO, Riemann C, Santos Cl, et al. Haemophilus influenzae associated scleri- 
tis. Br J Ophthalmol 1999;83:410-413. 

1241. Sylvester DA, Bumstine RA, Bower JR Cat-inflicted comeal laceration: presenta¬ 
tion of two cases and a discussion of infection-related management. J Pediatr 
Ophthalmol Strabismus 2002;39:114-117. 

1242. Syrjala H, Koskela P, Ripatti T, et al. Agglutination and ELISA methods in the diag¬ 
nosis of tularemia in different clinical forms and severities of the disease. J Infect 
Dis 1986;153:142-145. 

1243. Syijala H, Kujala P, Myllyla V, et al. Airborne transmission of tularemia in farmers. 
Scand J Infect Dis 1985;17:371-375. 

12-14. Syijala H, Schildt R, Raisainen S. In vitro susceptibility of Francisella tularensis to 
fluoroquinolones and treatment of tularemia with norfloxacin and ciprofloxacin. 
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1991;10:68-70. 

1245 Taichman NS, Dean RT, Sanderson CJ. Biochemical and morphological characteri¬ 
zation of the killiing of human monocytes by a leukotoxin derived from 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Infect Immun 1980;28:258-268. 

1246. Takala AK, Eskola J, Leinonen M, et al. Reduction of oropharyngeal carriage of 
Haemophilus influenzae type b (Hib) in children immunized with an Hib conjugate 
vaccine. J Infect Dis 1991:164:982-986. 

1247. Takala AK, Meurman O, Kleemola M, et al. Preceding respiratory infection predis¬ 
posing for primary and secondary invasive Haemophilus influenzae type b disease. 
Pediatr Infect Dis J 1993;12:189-195. 

1248. Takala AK, Peltola H, Eskola J. Disappearance of epiglottitis during laryescale vac¬ 
cination with Haemophilus influenzae type b conjugate vaccine among children in 
Finland. Laryngoscope 1994:104:731-735. 

1249. Takwale VJ, Wright ED, Bate J, Edge AJ, Pasteurella multocida infection of a total 
hip arthroplasty following a cal scratch. J Infect 1997;34:263-264. 

1250. Talan DA, Citron DM, Abrahamian FM, et al. Bacteriologic analysis of infected dog 
and cat bites, N Engl J Med 1999;340:85-92. 

1251. Talbodec N, Bottelin E, Boruchowic A, et al. Splenic abscess associated with 
Pasteurella multocida in an immunocompetent patient. J Clin Gastroenterol 
1995;21:76. 

1252. Taleski V, Zerva L. Kantardjiev T, et al. An overview of the epidemiology and epi- 
zootiology of brucellosis in selected countries of Central and Southeast Europe. Vet 
Microbiol 2002;90:147-155. 

1253. Tamion F, Girault C, Chevron V, et al. Bordetella bronchiseptica pneumonia with 
shock in an immunocompetent patient. Scand J Infect Dis 1996;28:197-198. 

1254. Tan KS, Song KP, Ong G. Cytolethal distending toxin of Actinobacillus actinomy¬ 
cetemcomitans: occurrence and association with periodontal disease. J Periodontal 
Res 2002;37:268-272. 

1255. Tancik CA, Dillaha JA. Francisella tularensis endocarditis. Clin Infect Dis 
2000:30:399-400. 


1256. Tang CM, Conlon CP. Bronchitis and bronchiectasis. In; Root RK, Waldvodel F, 
Corey L, Stamm WE, eds. Clinical Infectious Diseases: A Practical Approach. New 
York; Oxford University Press, 1999:523-528. 

1257. Tang YW, Hopkins MK, Kolbert CP. et al. Bordetella holmesii-\)k.t organisms asso¬ 
ciated with septicemia, endocarditis and respiratory failure. Clin Infect Dis, 
1998;26:389-392. 

1258. Tanner ACR, Visconti RA, Socransky SS, et al. Classification and identification of 
Actinobacillus actinomycetemcomitans and Haemophilus aphrophilus by cluster 
analysis and deoxyribonucleic acid hybridiations. J Periodontal Res 1982;17:585-596. 

1259. Tanner K, Fitzimmons G, Carrol ED, et al. Haemophilus influenzae type b epiglot¬ 
titis as a cause of acute airway obstruction in children. BMJ 2002:325:1099-1100. 

1260. Tappero JW, Koehler JE, Brger TG, et al. Bacillary angiomatosis and bacillary sple¬ 
nitis in immunocompetent adults. Ann Intern Med 1993:118:363-365. 

1261. Taranger J, Trollfors B. Lagergard T, et al. Unchanged efficacy of a pertussis toxoid 
vaccine throughout the two years after the third vaccination of infants. Pediatr Infect 
Dis J 1997;16:180-184. 

1262. Tamvik A. Nature of protective immunity to Francisella tularensis. Rev Infect Dis 
1989:11:440-451. 

1263. Taskapan H, Oymak O, Sumerkan B, et al. Brucella peritonitis in a patient on con¬ 
tinuous ambulatory pentoneal dialysis with acute brucellosis. Nephron 
2002;91:156-158. 

1264. Tatum FM, Briggs RE, Sreevatsan SS, et al. Construction of an isogenic leukotoxin 
mutant of Pasteurella haemolytica a serotype 1: characterization and virulence. 
Microb Pathog 1998;24:37-46. 

1265. Taveras JM 111, Campo R, Segal N, et al. Apparent culture-negative endocarditis of 
the prosthetic valve caused by Cadiobacterium hominis. South .Med J 
1993:86:1439-1440. 

1266. Tay JS, Chusid MJ, Dunne WM Jr. Capnocytophaga ochracea pyonephrosis in an 
infant with obstructive nephropathy. Pediau Infect Dis 1985;4:555-556. 

1267. Taylor JP, Purdue JN. The changing epidemiology of human brucellosis in Texas, 
1976-1986. Am J Epidemiol 1989:130:160-165. 

1268. Tempro PJ, Slots J. Selective medium for the isolation of Haemophilus aphrophilus 
from the human periodontium and other oral sites and the low proportion of the 
organism in the oral flora. J Clin Microbiol 1986;23:777-782. 

1269. Testillano Tarrero M, Montejo Baranda M, et al. Peritonitis involving 
Capnocytophaga ochracea. Am J Gastroenterol 1989;84:206-207. 

1270. Thalhammer F, Eben G, Kopetzki-Kogler U. Unusual route of transmision for 
Brucella abortus. Clin Infect Dis 1998;26:763-764. 

1271. Tharmaseelan K, Morgan MS. Pasteurella multocida conjunctivitis. Br J 
Ophthalmol 1993;77;815. 

1272. Thomas R, Johansson A, Neeson B, et al. Discrimination of human pathogenic 
subsspecies of Francisella tularensis by using restriction fragment length poly¬ 
morphism. J Clin Microbiol 2003;41:50-57. 

1273. Thonsberry C, Ogilvie PT, Holley HP Jr Sahm DF, Survey of susceptibilities of 
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, and Moraxella catarrhalis 
isolates to 26 antimicrobial agents: a prospective U.S. study. Antimicrob Agents 
Chemother 1999;43:2612-2623. 

1274. Thorsen P, Moiler BR, Arpi M, et al. Pasteurella aerogenes isolated from stillbirth 
and mother. Lancet 1994;343:485-486. 

1275. Tilley PAG, Kanchana MV, Knight 1. et al. Detection of Bordetella pertussis in a cli¬ 
nical laboratory by culture, polymerase chain reaction, and the fluorescent antibody 
staining: accuracy and cost. Diagn Microbiol Infect Dis 2000;37; 17-23. 

1276. Tindberg Y, Blennow M, Grantrom M. A ten-year follow-up after immunization 
with a two-component acellular pertussis vaccine. Pediatr Infect Dis J 1999; 18:361 - 
365. 

1277. Tison DL, Latimer JM. Lysis centrifugation-direct plating technique for isolation of 
group DF-2 from the blood of a dog bite victim. J Infect Dis 1986;153:1001-1002. 

1278. Tobe TJ, Franssen CF, Zijlstra JG, et al. Haemolytic-uremic syndrome due to 
Capnocytophaga canimorsus bacteremia after a dog bite. Am J Kidnev Dis 
1999;33:e5. 

1279. Tollo K, Helgeland K. Fc-binding component: a virulence factor in Actinobacillus 
actinomycetemcomitans"! Oral Microbiol Immunol 1991;6:373-377, 

1280. Tonjum T, Bukholm G, Bovre K. Identification of Haemophilus aphrophilus and 
Actinobacillus actinomycetemcomitans by DNA-DNA hybridization and genetic 
tranformation. J Clin Microbiol 1990;28; 1994-1998. 

1281. Torok L, Viragh SZ, Borka I, et al. Bacillary angiomatosis in a patient with lymp¬ 
hocytic leukemia. Br J Dermatol 1994;130:665-668. 

1282. Torres A, Cuende E, De Pablos M, et al. Remitting seronegative symmetrical syno¬ 
vitis with pitting edema associated with subcutaneous Streptobacillus moniliformis 
abscess. J Rheumatol 2001;28:1696-1698. 

1283. Tohniwal R, Draghi TC, Kocka FE, Kallick CA. Manifestations of Kingella kingae 
infections in adults; resemblance to neisserial infections. Diagn Microbiol Infect 
Dis 1986;5:81-85. 

1284. Totten PA, Norn SV, Slamm WE. Characterization of the hemolytic activity of 
Haemophilus ducreyi. Infect Immun 1995;63;4409-44I6. 

1285. Totten PA, Stamm WE. Clear broth and plate media for culmre of Haemophilus 
ducreyi. J Clin Microbiol 1994;32:2019-2023. 

1286. Townsend KM, Boyce JD, Chung JY, et al. Genetic organization of Pasteurella mul¬ 
tocida cap loci and development of a multiplex capsular PCR typing system. J Clin 
Microbiol 2001;39:924-929. 

1287. Tran SD, Rudney JD. Improved multiplex PCR using conserved and species-speci¬ 
fic 16S rRNA gene primers for simultaneous detection of Actinobacillus actinomy 
cetemcomitans, Bacteroides forsvthus, and Porphxromonas gingivalis. J Clin 
Microbiol 1999:37:3504-3508. 



520 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


1288. Trollfors B, Taranger J, Lagergard T, et al. A placebo-controlled trial of a pertussis 
toxoid vaccine. N Engl J Med 1995;333:1045-1050. 

1289. Trollfor. B, Taranger GJ, Lagergard T, et al. Serum IgG antibody responses to per¬ 
tussis toxin and filamentous hemagglutinin in nonvaccinated and vaccinated chil¬ 
dren and adults with pertussis. Clin Infect Dis 1999;28:552-559. 

1290. Trujillano-Martin I, Garcia-Sanchez E, Martinez IM, et al. In vitro activity of six 
new fluoroquinolones against Brucella melitensis. Antimicrob Agents Chemother 
1999;43:194-195. 

1291. Tryland M, Kleviane L, Alfredsson A, et al. Evidence of brucella infection in mari¬ 
ne animal- in the North Atlantic Ocean. Vet Rec 1999;144:588-592. 

1292. Tsai PS. DeAngelis DD, Spencer WH, Seiff SR. Bacillary angiomatosis of the ante¬ 
rior orbit, eyelid, and conjunctiva. Am J Ophthalmol 2002; 134:433-434. 

1293. Tsukahua M, Tsuneoka H. lino H, et al. Banonella henselae infection as a cause of 
fever of unknown origin. J Clin Microbiol 2000;38:1990-1991. 

1294. Tunkel AR. Scheld WM. Pathogenesis and pathophysiology of bacterial meningitis. 
Clin Microbiol Rev 1993;6:118-116. 

1295. Tyndall MW, Agoki E, Plummer FA, et al. Single dose azithromycin for the treat¬ 
ment of chancroid: a randomized comparison with erythromycin. Sex Transm Dis 
1994;21;231-234. 

1296. Tyndall MW, Malisa M. Plummer FA, et al. Ceftriaxone no longer predictably cures 
chancroid in Kenya. J Infect Dis 1993;167;469 471. 

1297. Ueda N, Nishihua T, Ishihua Y, et al. Role of prostaglandin in the formation of oste¬ 
oclast induced by capsular-like polysaccharide antigen of Actinobacillus actinomy- 
cetemcomitans strain Y4. Oral Microbiol Immunol 1995;10:69-75. 

1298. Uhari M, Syrjala H, Salminen A. Tularemia in children caused by Francisella tula- 
rensis biovar palaearctica. Pediatr Infect Dis J 1990;9:80-83. 

1299. United States Department of Health and Human Services, Centers for Disease 
Control and Prevention, National Institutes of Health. Appendix. 1. Biosafety in 
microbiological and biomedical laboratories (BMnL). In Fleming DO. Hunt DL, 
eds,: Biological Safety: Principals and Practice. 3rd Ed. Washington. DC: ASM 
Press, 2000;609-700. 

1300. United States Department of Labor. Occupational Safety and Health. Occupational 
exposure to blood-borne pathogens: final rule (29 CFR Part 1910.1030). In: 
Fleming DO, Hunt DL, eds. Biological Safety: Principal and Practices. 3rd Ed. 
Washington, DC: ASM Press, 2000;701-712. 

1301. Urs S, D' Silva BSV, Jeena CP, et al. Kingella kingae septicaemia in association with 
HIV disease. Trop Doct 1994:24:127. 

1302. Valtonen M, Lauhio A, Carlson P. et al. Capnocytophaga canimorsus septicemia: 
fifth report of cat-associated infection and five other cases. Eur J Clin Microbiol 
Infect Dis 1995;14:520-523. 

1303. Vandamme P, Heyndrickx M, Vancanneyt M, et al. Bordetella trematum sp. nov., iso- 
laled from wounds and ear infections in humans, and reassessment of AJcaligenes 
denitrificans Ruger and Tan 1983. Int J Syst Bacteriol 1996;46:849-858. 

1304. Vandamme P. Hommez J. Vancanneyt M, et al. Bordetella hinzii sp. nov., isolated 
from poultry and humans. Int J Syst Bacteriol 1995:45:37-45. 

1305. Vandamme P, Vancanneyt M, Van Belkum A, et al. Polyphasic analysis of strains of 
the genus Capnocytophaga and Centers for Disease Control group DF-3. Int J Syst 
Bacteriol 1996;46:782-791. 

1306. Van den Berg BM, Beekhuizen H. Willems RJ, et al. Role of Bordetella pertussis 
virulence factors in adherence to epithelial cell lines derived from the human respi¬ 
ratory tract. Infect Immun 1999;67:1056-1062. 

1307. Van der Zee A, Agterberg C, Peeters M, et al. Polymerase chain reaction assay for 
pertussis: simultaneous detection and discrimination of Bordetella pertussis and 
Bordetella parapertussis. J Clin Microbiol 1993;31:2134-2140. 

1308. Van der Zee A, Croenendijk H. Peeters M. Mooi FR. The differentiation of 
Bordetella parapertussis and Bordetella bronchiseptica from humans and animals as 
determined by DNA polymorphism mediated by two different insertion sequence 
elements suggests their phylogenetic relationship. Int J Syst Bacteriol 1996:46:640- 
647. 

1309. Van Dyck E, Bogaens J. Smet H, et al. Emergence of Haemophilus ducreyi resis¬ 
tance to trimethoprim-sulfamethoxazole in Rwanda. Antimicrob Agents Chemother 
1994;38:1647-1648. 

1310. Van Dyck E, Piot P. Enzyme profiles of Haemophilus ducreyi strains isolated on dif¬ 
ferent continent. Eur J Clin Microbiol 1987;6:40-43. 

1311. Van Dyke TE, Bartholomew E, Genco RJ, et al. Inhibition of neutrophil chemotaxis 
by soluble bacterial products. J Periodontol 1982;53:502-508. 

1312. Van Erps J, Schmedding E, Naessens A, Keymeulen B. Kingella kingae. a rare cause 
of meningitis. Clin Neurol Neurosurg 1992;94:173-175. 

1313. Van Schilfgaarde M, Van Ulsen P, Eikj P. et al. Characterization of adherence of 
nontypeable Haemophilus influenzae to human epithelial cells. Infect Immun 
2000;68:4658-4665. 

1314. Van Steenbergan TJM, Bosch-Tijhof CJ, Van Winkelhoff AJ, et al. Comparison of 
six typing methods for Actinobacillus actinomycetemcomitans. J Clin Microbiol 
1994;32:2769-2774. 

1315. Van Winkelhoff AJ, Overbeek BP, Pavicic MJAMP, et al. Long-standing bacteremia 
caused by oral Actinobacillus actinomycetemcomitans in a patient with a pacema¬ 
ker. Clin Infect Dis 1993;6:216-218. 

1316. Van Winkelhoff AJ, Tijhof CJ. de Graff J. Microbiological and clinical results of 
metronidazole plus amoxicillin therapy in Actinobacillus atinomycetemcomitans- 
asociaied periodontitis. J Periodomol 1992;63;52-57. 

1317. Vartian CV, Septimus E. Endophthalmitis due to Pasteurella multocida and CDC 
EF-4. J Infect Dis 1989:160:733. 

1318. Vasquez JE, Ferguson SA Jr, Bin-Sagheer S, et al. Pasteurella multocida endocar¬ 
ditis: a molecular epidemiological study. Clin Infect Dis 1998;26:518-520. 


1319. Vasseur E, Joly P, Nouvellon M, et al. Cutaneos abscess: a rare complication of 
Streptobacillus moniliformis infection. Br J Dermatol 1993; 129 95-96. 

1320. Velasco J, Romero C, Lopez-Goni I, et al. Evaluation of the relatedness of Brucella 
spp. and Ochrobacterium anthropi and description of Ochrobacterium intermedium 
sp. nov., a new species with a closer relationship to Brucella spp. Int J Syst Bacteriol 
1998;48:759-768. 

1321. Velazco CH, Coelho C, Salazar F, et al. Microbiological features of Papillon-Lefevre 
syndrome periodontitis. J Clin Periodontal 1999;26:622-627. 

1322. Venkataramani A. Santo-Domingo NE, Main DM. Actinobacillus-actinomycetem- 
comitans pneumonia with possible septic embolization. Chest 1994:105:645-646. 

1323. Verdon R, Geffray L, Collet T, et al. Vertebral osteomyelitis due ta Bartonella hen¬ 
selae in adults: a report of 2 cases. Clin Infect Dis 2002;35:141-144. 

1324. Verger JM, Grayon M, Tiber A, et al. Differentiation of Brucella melitensis, B. ovis, 
and B. suis biovar 2 strains by use of membrane protein-or cytoplasmic protein-spe¬ 
cific gene probes. Res Microbiol 1998;149:5119-517. 

1325. Verger JM, Gnmont F, Grimont PAD, et al. Brucella, a monospecific genus as shown 
by deoxyribonucleic acid hybridization. Int J Syst Bacteriol 1985;35:292-295. 

1326. Verghese A, Hamati F, Berk S, et al. Subceptibility of dygonic fermenter 2 to anti¬ 
microbial agents in vitro. Antimicrob Agents Chemother 1988;32:78-80. 

1327. Viallard JF, Bonnet S, Couzi L, et al. Glomerulonephritis caused by Actinobacillus 
actinomycetemcomitans mimicking c-ANCA-positive vasculitis. Nephrol Dial 
Transplant 2002; 17:663-665. 

1328. Villar MT. Helber JT, Hood B, et al. Eikenella corrodens phase variation involves a 
posttranslational event in pilus formation. J Bacteriol 1999:181:4154-4160. 

1329. Villar MT. Hirschberg RL. Schaerer MR. Role ol the Eikenella corrodens pilA locus 
in pilus formation and phase variation. J Bacteriol 2001;183:55-62. 

1330. Vinogradov E, Perry MB. Conlan JW'. Structural analysis of Francisella tularensis 
lipopolysaccharide. Eur J Biochem 2002,269:6112-6118. 

1331. Virata M, Rosenstein NE, Hadler JL, et al. Suspected Brazilian purpuric fever in a 
toddler with overwhelming Epstein-Barr virus infection. Clin Infect Dis 
1999:27:1238-1240. 

1332. Visvanathan K, Jones PD. Ciprofloxacin treatment of Haemophilus paraphrophilus 
brain abscess. J Infect 1991;22:306-307. 

1333. Vitovski S, Dunkin KT, Howard AJ, Sayer JR. Nontypeahle Haemophilus influen 
zae in carriage and disease: difference in IgAl protease activity levels. JAMA 
2002;287:1699-1705. 

1334. Vizcaino N, Femandez-Lago L. A rapid and sensitive method for the identifica¬ 
tion of Brucella species with a monoclonal antibody. Res Microbiol 1992; 143: 
513-518. 

1335. Vogt K, Klefisch F, Hahn H, Schmutzler H. Antibacterial efficacy of ciprofloxacin 
in a case of endocarditis due to Cardiobacterium hominis. Int J Med Microbiol Virol 
Parasitol Infect Dis 1994;281:80-84. 

1336. Voss A, Van Zwam YH, Meis JF, et al. Sepsis puerperalis caused by a genotypically 
proven cat-derived Pasteurella multocida strain. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 
1998;76:71-73. 

1337. Wade NK, Levy L, Jone. MR, et al. Optic disk edema associated with peripapilary 
serous retinal detachment: an early sign of systemic Bartonella henselae infection. 
Am J Ophthalmol 2000;130:327-334. 

1338. Wade T, Booy R, Teare EL, Kroll S. Pasteurella multocida meningitis in infancy: a 
lick may be as bad as a bite. Eur J Paediatr 1999;158:875-878. 

1339. Wadowky RM. Laus S, Liben T, et al. Inhibition of PCR-based assay for Bordetella 
pertussis by using calcium alginate fiber and aluminum shaft components of a 
nasopharyngeal swab. J Clin Microbiol 1994;32:1054-1057. 

1340. Wadowsky RM, Michaels RH, Liben T, et al. Multiplex PCR-based assay for detec¬ 
tion of Bordetella pertussis in nasopharyngeal swab specimens. J Clin Microbiol 
1996:34:2645-2644. 

1341. Wagle A, Jones RM. Acute epiglottitis despite vaccinatiol with Haemophilus 
influenzae type b vaccine. Paediatr Anaesth 1999;9:549-550. 

1342. Wagner DK, Wright JJ, Ansher AF, Gill VJ. Dysgonic fermenter 3-associated gas¬ 
trointestinal disease in a patient with common variable hypogammaglobulinemia. 
Am J Med 1988;84:315-318. 

1343. Waldor M. Roberts D, Kaziinjian P. In utero infection due to Pasteurella multocida 
in the first trimester of pregnancy: case report and review. Clin Infect Dis 
1992;14:497-.500. 

1344. Wallace PL, Hollis DG, Weaver RE, Moss CW. Cellular fatty acid composition of 
Kingella species. Cardiobacterium hominis. and Eikenella corrodens. J Clin 
Microbiol 1988;26:1592-1594. 

1345. Wallace PL, Hollis DG, Weaver RE, Moss CW. Characterization of CDC group DF- 
3 by cellular fatty acid analysis. J Clin Microbiol 1989;27:735-717. 

1346. Wallace RJ, Baker CJ, Quinone F, et al. Nontypeable Haemophilus influenzae 
(biotype IV) as a neonatal, maternal, and genital pathogen. Rev. Infect Dis 
1983;5:123-136. 

1347. Wallet F, Toure F, Devalckenaere A, et al. Molecular identification of Pasteurella 
dagmatis peritonitis in a patient undergoing peritoneal dialysis. J Clin Microbiol 
2000;38:4681-4682. 

1348. Wanager RA. Primary pneumonic tularemia with positive blood cultures. Clin 
Microbiol Newslett 1984:6:120-122. 

1349. Warman ST, Reinitz E, Klein RS, Haemophilus parainfluenzae septic arthritis in an 
adult. JAMA 1981;246:868-869. 

1350. Warren K, Goldtein E, Hung VS, et al. Use of retinal biopsy to diagnose B hense¬ 
lae retinitis in an HIV-infect parient. Arch Ophthalmol 1998;! 16:937-940. 

1351. Washburn LK,O’Shea M, Gillis DC, et al. Response to Haemophilus influenzae type 
b conjugate vaccine in chronically ill premature infants. J Pediatr 1993:123:791 
794. 



Referencias 521 


'■‘l *js?ennaji D. Asbell PA. Friedman AJ, Bottone EJ. Capnocytophaga ochracea 
blepharoconjunctivitis. Cornea 1995:14:533-535. 

RW. Baker N. Lang S, Ment J. Eikenella corrodens infective endocarditis in 
1 prrkx>iisly healthy non-drug user. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2002:21:890- 

'5_ Vc^ber G. Abu-Shakra M, Hertzanu Y. et al. Liver abscess caused by 
Capnocytophaga species. Clin Infect Dis 1997;25:152-153. 

555 Wtciser J N. Chong STH, Creenberg D, Fong W. Identification and characterization 
:f a cell-envelope protein of Haemophilus influenzae contributing of phase varia- 
aoo in colony opacity and nasopharyngeal colonization. Mol Microbiol 
1995:17:555-564. 

'5^ Weiss E. Dasch GA. Differential characteristics of strains of Rochalimaea: 
Rochalimaea vinsonii sp nov., the Canadian vole agent. Int J Syst Bacteriol 1982; 
32: 305-314 

:55“ Weiss E. Moulder JW, Genus II. Rochalimaea (Macchiavello 1947) Krieg 1961. 
162' . In: Krieg NR. Holt JG, eds. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Vol 
1 Baltimore: Williams & Wilkins, 1984;698-701. 

Welch DF. Carroll KC. Hofmeister EK, et al. Isolation of a new subnspecies, 
Banonella vinsonii subsp. arupensis from a cattle rancher: identity with isolates 
lound in conjunction with Borrelia burgdorferi and Barbesia microti among natu¬ 
rally infected mice. J Clin Microbiol 1999;37:2598-2601. 

Welch DF. Hensel D. Evaluation of Bactigen and Phadebact for detection of 
Haemophilus influenzae type b antigen in cerebrospinal fluid. J Clin Microbiol 
1982:16:905-908. 

Welch DF. Hensel DM, Pickett DA. et al. Bacteremia due to Rochalimaea henselae 
in a child: practical identification of isolates in the clinical laboratory. J Clin 
Microbiol 1993:31:2381-2386. 

Welch DF. Pickett DA. Slater LN, et al. Rochalimae henselae sp. nov., a cause of 
s^pdcemia. bacillary angiomatosis, and parenchymal bacillary peliosis. J Clin 
Microbiol 1992:30:275-280. 

V*! Welch DF. Solthem PM, Schneider NR. Five cases of Haemophilus segnis appendi 
cius. J Clin Microbiol 1986;24:851-852. 

V>5 Wells L. Rutter N, Donald F. Kingella kingae endocarditis in a sixteen-month old 
child. Pediatr Infect Dis J 2001;20:454-455. 

: Wenger JD, Hollis Dg, Weaver RE, et al. Infection baused by Francisella philomi- 

ragia (formerly Yersinia philomiragia), a newly recognized human pathogen. Ann 
Intern Med 1989;110:888-892. 

. >'5 Westerman EL. McDonald J. Tularemia pneumonia mimicking legionnairesa disea¬ 
se: isolation of organism on CYE agar and successful treatment with erythromycin. 
South Med J 1983;76:1169-1170. 

?366 Westling K. Bygdeman S, Engkvist O, Jorup-Ronstrom C, Pasteurella multocida 
infection following cat bites in humans. J Infect 2000;40:97-98. 

Weyani RS. Bibb WF,. Stephens DS, et al. Purificattion an dcharacterization of a 
pihn specific for Brazilian purpuric fever-associated Haemophilus influenzae bio¬ 
group aegyptius (H. aegyptius) strains. J Clin Microbiol 1990;28:756-763. 

Wey ant RS, Burris JA, Nichols DK, et al. Epizootic feline pneumonia associated with 
Centers for Disease Control group EF-4 bacteria. Lab Anim Sci 1994:44:180-183. 

. 5->'* Weyant RS, Hollis DG, Weaver RE, et al. Bordetella holmesii sp. nov., a new gram¬ 
negative species associated with septicemia. J Clin Mirobiol 1995:33:1-7. 

?Weeyant RS, Quinn FD, Utt EA, et al. Human microvascular endothelial cell toxi¬ 
city caused by Brazilian purpuric fever-associated strains of Haemophilus influen¬ 
zae biogroup aegyptius. J Infect Dis 1994;169:410-433. 

'. 3“1 \Miite CB. Lampe RM. Copeland RL, et al. Soft tissue infection associated with 
Haemophilus aphrophilus. Pediatrics 1981;67:434-415. 

I ‘“2. NMiitehouse RL, Jackson H, Jackson MC. Ramji MM. Isolation of Simonsiella sp. 
from a neonate. J Clin Microbiol 1987;25:522-525. 

?373. Wliitelaw AC, Shankland IM, Elisha BG. Use of 16S rRNA sequencing for identi¬ 
fication of Aciinobacillus ureae isolated from a cerebrospinal fluid sample. J Clin 
Microbiol 2002;40:666-668. 

5'4 Wliitney AM. Farley MM. Cloning and sequence analysis of the structural pilin gene 
of Brazilian purpuric fever-associated Haemophilus influenzae biogropu aegyptius. 
Infect Immun 1993;61:1559-1562. 

i3“5 Wild BE, Pearman JW, Campbell PB, et al. Brazilian purpuric fever in Western 
.Australia. Med J Aust 1989;150:344-346. 

i376. Willems A. Coopman R. Gillis M. Phylogenetic and DNA-DNA hybridization 
analyses of Bradyrhisobium species. Int J Syst Evol Microbiol 2001;51:111-117. 

!3“^. Williams BL, Hammond BF. Capnocytophaga: new genus of gram-negative gliding 
bacteria. IV. DNA base composition and sequence hemology. Arch Microbiol 
1979;122:35-39. 

I3~8 N^llliams BL. Hollis D. Holdemann LV. Synonymy of strains of Centers for Disease 
Control group DF-1 with species of Capnocytophaga. J Clin Microbiol 
1979;10:550-556. 

1379. Wilson ME. Prosthetic valve endocarditis and paravalvular abscess caused by 
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Rev Infect Dis 1989:11:665-667. 

1 380 Wilson ME. Jonak-Urbanczyk JT, Bronson PM, et al. Capnocytophaga species: 
increased resistance of clinical isolates to serum bactericidal action. J Infect Dis 
1987;156:99-106. 

1381. Wilson R. Evidence of bacterial infection in acute exacerbations of chronic bron¬ 
chitis. Semin Respir Infect 2002;15:208-215. 

1382. Wilson WR. Karchmer AW. Dajani AS. et al. Antibiotic treatment of adults with 
mfective endocarditis due to streptococci, enterococci, staphylococci, and HACEK 
microorganisms. JAMA 1995;274:1706-1713. 

1383. Wine N. Lim Y, Fiener J. Pasteurella multocida epiglottitis. Arch Otolaryngol Head 
Neck Surg 1997;123:759-761. 


1384. Winn RE, Chase WF, Lauderdale PW. et al. Septic arthritis involving Capno¬ 
cytophaga ochracea. J Clin Microbiol 1983:19:538-540. 

1385. Wirsing Von Konig CH, Finger H. Role of pertussis toxin in causing symptoms of 
Bordetella parapertussis infection. Eur J Clin Microbiol Infec Dis 1994; 13:455- 
458. 

1386. Wirsing Von Konig CH, Gounis D. Laukamp S. et al. Evaluation of a single-sample 
serological technique for diagnosing pertussis in unvaccinaied children. Eur J Clin 
Microbiol 1999;18:341-345. 

1387. Wolak T, Ahu-Shakra M, Flusser D, et al. Kingella endocarditis and meningitis in a 
patient with SLE and associated antiphospholipid syndrome. Lupus 2000:9:393-396. 

1388. Wong DT, Thornton DC, Kennedy RC. Dolan MJ. A chemically-defined liquid 
medium that supports primary isolation of Rochalimaea tBarlonellal henselae from 
blood and tissue specimens. J Clin Microbiol 1995:33:742-744. 

1389. Wong EY, Berkowitz RG. Acute epiglottitis in adults: the Roval Melbourne Hospital 
experience. ANZ J Surg 2001;71:740-743. 

1390. Wong GWK, Oppenheimer SJ. Vaudry W. CSF shunt infection by unencapsulaled 
Haemophilus influenzae. Clin Infec Dis 1993;17:519-520. 

1391. Wong JD, Janda JM. Duffey PS. Preliminary studies on the use of carbon substrate 
utilization patterns for identification of Brucella species. Diagn Microbiol Infect 
Dis 1992;15:109-113. 

1392. Wong MT, Dolan MJ, Lattuada CP Jr, et al. Neuroretinitis a.septic meningitis, and 
lymphadenitis associated with Bartonella (Rochalimaea) henselae infection in 
immunocompetent patients and patients infected with human immunodeficiency 
type 1. J. Clin Infec Dis 1995;21:352-360. 

1393. Wong R. Tappero J, Cockerell CJ. Bacillary angiomatosis and other Bartonella spe¬ 
cies infections. Semin Cutan Med Surg 1997;16:188-199. 

1394. Wood GE. Dutro SM. Totten PA: Target cell range of Haemophilus ducrey i hemoly¬ 
sin and its involvement in invasion of human epithelial cells. Infect Immun 1999:67: 
3740-3749. 

1395. Woolfrey RR. Moody JA. Human infection associated with Bordetella bronchisep- 
tica. Clin Microbiol Rev 1991;4:243-255. 

1396. World Health Organization. WHO meeting on case definitions of pertussis. 
Minutes/EPI/PERT91.1.. January lO-ll. Geneva: World Health Organization. 
1991:4-5. 

1397. Wormser GP. Bottone EJ. Cardiobacterium hominis: review of microbiologic and 
clinical features. Rev Infect Dis 1983;5:680-691. 

1398. Wu T-H, Gu X-X. Outer membrane proteins as a carrier of detoxified lipooligosac- 
charide conjugate vaccines for montypeable Haemophilus influenzae. Infect Immun 
1999:67:5508-5513. 

1399. Wullenweber M, Streptobacillus moniliformis: a zoonotic pathogen: taxonomic con¬ 
siderations, host species, diagnosis, therapy, geographical distribution. Lab Anim 
1995:29:1-15. 

1400. Wust J, Gubler J. Mannheim W, et al. Actinobacillus hominis as a causative agent of 
septicemia in hepatic failure. Eur J Clin Microbiol Infec Dis 1991;10:693-694. 

1401. Yaari E, Yafe-Zimerman Y, Schwartz SB, et al. Clinical manifestations of Bordetella 
pertussis infection in immunized children and young adult. Chest 1999;115:1254- 
1258. 

1402. Yagupsky P. Detection of Brucella melitensis by BACTEC NR660 blood culture 
system. J Clin Microbiol 1994;32:1899-1901. 

1403. Yagupsky P, Dagan R. Kingella kingae: an emerging cause of invasive infections in 
young children. Clin Infect Dis 1997:24:860-866. 

1404. Yagupsky P, Dagan R. Population-based study of invasive Kingella kingae infec¬ 
tions. Emerg Infect Dis 2000:6:85-87. 

1405. Yagupsky P, Dagan R, Howard CW, et al. High prevalence of Kingella kingae in 
joint fluid from children with septic arthritis revelated by the BACTEC blood cul¬ 
ture system. J Clin Microbiol 1992;30:1278-1281. 

1406. Yagupsky P, Merires M, Bahar J, Dagan R. Evaluation of novel vancomycin-contai¬ 
ning medium for primary isolation of Kingella kingae from upper respiratory tract 
specimens. J Clin Microbiol 1995;33:1426-1427. 

1407. Yagupsky P, Peled N, Katz O. Epidemiological features of invasive Kingella kingae 
infections and respiratory carriage of the organism. J Clin Microbiol 2001:40:4180- 
4184. 

1408. Yagupsky P, Peled N, Press J. Use of BACTEC 9240 blood culture system for detec¬ 
tion of Brucella melitensis in synovial fluid. J Clin Microbiol 2001:39:738-739. 

1409. Yagupsky P, Peled N, Press J, et al. Rapid detection of Brucella melitensis from 
blood cultures by a commercial system. Eur J Clin Microbiol Infec Dis 
1997;16:605-607. 

1410. Yagupky P, Peled N, Pres J. el al. Comparison of BACTEC 9240 Peds Plus medium 
and Isolator 1.5 microbial tube for detection of Brucella melitensis from blood cul¬ 
tures. J Clin Microbiol 1997;35:1382-1384. 

1411. Yagupsky P, Peled N, Riesenberg K, Banal M. Exposure of hospital pesonnel to 
Brucella melitensis and occurrence of laboratoiy-acquired disease in an endemic 
area. Scand J Infect Dis 2000;32:31-35. 

1412. Yagupsky P, Press J. Use of the Isolator 1,5 microbial tube for culture of synovial 
fluid from patient with septic arthritis. J Clin Microbiol 1997:35:2410-2412. 

1413. Yamamoto P, Kajiura S, Hirai Y, Watanabe T. Capnocytophaga haemolytica sp. nov., 
and Capnocytophaga granulosa sp. nov., from human dental plaque. Int J Syst 
Bacteriol 1994:44:324-329 

1414. Yamazaki Y. Ebisu S. Okada H. Partial purification of a bacterial lecitin-like subs¬ 
tance from Eikenella corrodens. Infect Immun 1988:56:191-196. 

1415. Yaneza AL, Jivan H, Kumari P. Togoo MS. Pasteurella haemolytica endocarditis. J 
Infect 1991;23:65-67. 

1416. Yayli G, Isler M, Oyar O. Medically treated splenic abscess due to Brucella meli¬ 
tensis. Scand J Infect Dis 2002;34:133-135. 



522 CAPITULO 9 Otros bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales especiales 


1417. Yi K, Murphy TF. Importance of an immunodominant surface-exposed loop on 
outer membrane protein P2 of nontypeable Haemophilus influenzae. Infect. Immun 
Iportancc of 1997:65:150-155. 

1418. Yih WK, Silva EA, Ida J, et al. Bordetella homensii-WVje. organisms isolated from 
Massachusetts patients with pertussis-like symptoms. Emerg Infect Dis 1999:5:441- 
443. 

1419. Ying W, Nguyen MQ, Jahre JA. Brucella canis endocarditis: case report. Clin Infect 
Dis 1999;29:1593-1594. 

1420. Young EJ. Serologic diagnosis of human brucellosis: analysis of 214 cases by agglu¬ 
tination tests and review of the literature. Rev Infect Dis 1991;13:159-72. 

1421. Young EJ. An overview of human brucellosis Clin Infect Dis 1995;21;283-290. 

1422. Young EJ, Tarry A, Genta RM. et al. Thrombocytopenic purpura associated with bru¬ 
cellosis: report of 2 cases and literature review. Clin Infect Dis 2000:31:904-909. 

1423. Young SA, Anderson GL, Mitchel PD. Laboratory observations during an outbreak 
of pertussis. Clin Microbiol Newslett 1987;9:176-179. 

1424. Yu GV, Boike AM, Hladik IR, An unusual ca.se of diabetic cellulitis due to 
Pasteurella multocida. J Foot Ankle Surg 1995:34:91-95. 

1425. Yuan A, Yang PCh, Lee LN, et al. Actinobacillus actinomycetemcomitans pneumo¬ 
nia with chest wall involvement and rib destruction. Chest 1992;101:1450-1451. 

1426. Zambon JJ, Haraszthy VI, Hariharan G, et al. The microbiology of early-onset 
periodontitis: association of highly toxic Actinobacillus actinomycetemcomitans 
with localized juvenile periodontitis. J Periodontol 1996;67:282-290. 

1427. Zangwill KM, Hamilton DH, Perkins BA, et al. Cat scratch disease in Connecticut: 
epidemiology, risk factors, and evaluation of a new diagnostic test. N Engl J Med 
1993;329:8-13. 


1428. Zbinden R, Hochli M, Nadal D. Intracellular location of Bartonella henselae cocul¬ 
tivated with Vero cells and used in an indirect fluorescent antibody test. Clin Diagn 
Lab Immunol 1995;2:693-695. 

1429. Zbinden R. Michael N, Sekulovski A, et al. Evaluation of commercial slides for 
detection of immunoglobulin G against Bartonella henselae by indirect immune- 
fluorescent. Eur J Clin Microbiol 1997:16:648-652. 

1430. Zbinden R, Sommerhalder P, Von Wanburg U. Co-isolation of Pasteurella dagmatis 
and Pasteurella multocida from cat-bite wounds. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 
1988:7:203-204. 

1431. Zeaiter Z, Liang Z, Raoult D. Genetic classification and differentiation of 
Bartonella species based on comparison of partial fisZ gene sequences. J Clin 
Microbiol 2002;40:3641-3647. 

1432. Zerva L, Bouranlas K, Mitka S, et al. Serum is the preferred specimen form diag¬ 
nosis of human brucellosis by PCR. J Clin Microbiol 2001:39:1661 1664. 

1433. Zhao G, Galina L, Hanyanun W, et al. Human tonsillitis associated with porcine 
Pasteurella multocida ingestion. Lancet 1993:342:491. 

1434. Zijlstru EE. Swart GR. Godfroy FJM, et al. Pericarditis, pneumonia, and brain abs¬ 
cess due to a combined Actinomyces-Actinohacillus actinomycetemcomitans infec¬ 
tion. J Infect 1992;25:83-87. 

1435. Zimmer-Galler IE, Pach IM. Capnocytophaga canimorsus endophthalmitis. Retina 
1996:16:163-164. 

1436. Zwahlen A, Winkelstein JA, Moxon ER, Surface determinants of Haemophilus 
influenzae pathogenecity: comparative virulence of capsular transformants in nor¬ 
mal and complement-depleted rats. J Infect Dis 1983;148:385-394. 



CAPl'TULO 



Taxonomi'a y caracteristicas 
del genero Legionella 

Espectro cimico 
y anatomopatologico 
de la legionelosis 

Factores predisponentes 
Anatomia patologica y patogenia 

Aspectos epidemiologicos y 
ecologicos de la legionelosis 

Incidencia 

Legionellaceae en el medioambiente 
Habitats naturales 

Habitats acuaticos creados por el hombre 
(artificiales) 

Legionelosis en viajeros 

Brotes intrahospitalarios 
de legionelosis 

Diagnostico de laboratorio 

Seleccion, recoleccibn y transporte 
de muestras cimicas 

Examen directo de muestras cllnicas 

Examenes macroscopico y microscopico 
de materiales tefiidos 

Examen microscopico de materiales tefiidos 


Inmunofluorescencia directa (IFD) 

Deteccidn de antigeno en orina y liquidos 
corporales 

Deteccidn de Legionella 
en muestras cimicas 

Aislamiento de especies de Legionella 
en muestras cllnicas 

Biopsia, extirpacidn quirurgica y tejido 
de necropsia 

Liquido pleural y aspirados transtraqueales 

Procedimiento de descontaminacion 
por lavado acido para esputo y otras 
muestras contaminadas 

Hemocultivos 

Identificacibn de especies de Legionella 

Sensibilidad a los antibioticos 
y tratamiento 

Inmunofluorescencia indirecta 
Diagnostico molecular 

Estudios de microbiologia 
ambiental 

Aislamiento de Legionella de muestras 
ambientales 

Tipificacibn de cepas de Legionella 


523 








524 CAP1TULO10 Legionella 


D urante el verano de 1976, ocurrio un brote explosive 
de neumoma de etiologia desconocida entre las per¬ 
sonas que asistieron a una convencion de la 
American Legion en Filadelfia.^^ Se dijo que los individuos que 
sufrieron una enfermedad multisistemica (que incluia neumo¬ 
ma) tenian la enfermedad de los legionaries.^^ Se documento 
un total de 182 cases; 29 de estos pacientes fallecieron. Para 
enero de 1977, el doctor Joseph McDade, de los Centers for 
Disease Control (CDC), habia aislado del agente etiologico.'^ 
Por lo tanto, en 6 meses se resolvio un misterio clmico impor- 
tante y se descubrio una nueva familia de bacterias: 
Legionellaceae. La historia de la enfermedad de los legionaries 
fue revisada en 1988^^® y existen varias evaluaciones mas 
recientes.^®’^^^ Tambien se ha detallado la disponibilidad de 
sitios web.^^ 


Taxonomia y caractensticas del genera Legionella 

En 1979, Brenner, Steigerwalt y McDade clasificaron la bac¬ 
teria que produjo el brote de enfermedad de los legionaries en 
Filadelfia como Legionella pneumophila, en la familia 
Legionellaceae?^ En la actualidad, se han aislado 50 especies y 
subespecies y un total de 71 tipos serologicos de Legionella 
publicados en forma valida de muestras humanas o de muestras 
ambientales (cuadro 10-1).^®'^^^ Varias especies descritas 
recientemente son parasites intracelulares estrictos de amebas 
de vida libre y pueden aislarse solo mediante cocultivo con 
amebas.Estos patogenos de las amebas fueron reconocidos 
por primera vez por Rowbotham,^^^que los denomino patoge¬ 
nos de las amebas similares a Legionella. La mas frecuente de 
estas especies parece ser L. lytica (antes Sarcobiurn lyticum). 

Las especies de Legionella son bacilos gramnegativos no 
esporulados, estrechos, de 0,3 pm a 0,9 pm de ancho. Su lon- 
gitud varia desde formas cortas, de 1,5 a 2 pm, hasta formas 
filamentosas mas largas. En general, son cortos y delgados o 
cocobacilos cuando se los observa en extendidos directos de 
muestras clmicas, pero tienen una longitud mas variable des¬ 
pues del crecimiento en medios de cultivo, cuando las formas 
mas largas de 20 pm no son infrecuentes. Las legionelas se 
tinen mucho mas facilmente con las tinciones de Diff-Quik, 
Giemsa o Gram-Weigert que con la tincion de Gram tradicio- 
nal en los preparados de improntas de tejido fresco, frotis de 
liquido de lavado broncoalveolar o esputo. Sin embargo, el 
agregado de fucsina basica al 0,05% a la contratincion con 
safranina en el procedimiento de Gram tine mejor las especies 
de Legionella y de otros numerosos bacilos gramnegativos que 
se tinen poco. 

Salvo por tres especies que son inmoviles, L. oakridgensis, 
L. nautarum y L. londinensis, el resto de las especies de 
Legionella se mueven por medio de uno o mas flagelos polares 
o subpolares.*^^ Las legionelas son aerobias y tienen requeri- 
mientos nutricionales especiales. Necesitan L-cistema y sales 
de hierro para su crecimiento. R. E. Weaver cultivo por prime¬ 
ra vez L. pneumophila en agar de Mueller-Hinton con suple- 
mento de IsoVitalex al 1% y hemoglobina al 1%. Las cepas 
pueden crecer muy lentamente en agar chocolate utilizado tam¬ 
bien para el aislamiento de gonococos.^^ El medio optimo para 
el crecimiento es una variacion en agar carbon-extracto de 
levadura desarrollado por James Feeley.^^ El extracto de leva- 
dura aporta los nutrientes necesarios. El carbon activado elimi- 
na los radicales toxicos de oxfgeno producidos por la exposi- 
cion de muchos medios a la luz.^^ El buffer ACES tiene un pK 


Cuadro 10-1 Especies del genero Legionella (cantidad de 
serogrupos) 

ESPECIES AISLADAS DE SERES 

ESPECIES AISLADAS 

HUMANOSYDEL 

UNICAMENTE DEL 

MEDIOAMBIENTE 

MEDIOAMBIENTE 

L. anisa 

L. adelaidensis 

L. bozemanii (2) 

L. beliardensis 

L. birminghamensis 

L. brunensis 

L. cincinnatiensis 

L. cherrii 

L. dumoffii 

L. drozanskii 

L. erythra (2) 

L fairfieldensis 

L. feelei (2) 

L fallonii 

L. gormanii 

L. geestiana 

L. hackeliae (2) 

L. gratiana 

L. jordanis 

L. gresilensis 

L. lansingensis 

L. israelensis 

L. longbeacheae (2) 

L. jamestowneiensis 

L. lytica 

L. londiniensis 

L. maceachernii 

L. moravica 

L. miedadei 

L. nautarum 

L. oakridgensis 

L quateirensis 

L. parisiensis 

L. quinlivanii (2) 

L. pneumophila pneumophila (15) 

L. rowbothamii 

L. pneumophila fraseri 

L. rubrilucens 

L. pneumophila pascullei 

L. santicrucis 

L. sainthelensi (2) 

L. shakespearei 

L. tucsonensis 

L. spiritensis 

L. wadsworthii 

L. steigerwaltii 

L. taurinensis 

L. waltersii 

L. worsleiensis 
Genomoespecies 


de 6,9, el optimo para el crecimiento de especies de Legionella. 
El agregado de buffer ACES y a-cetoglutarato arroja el agar 
BCYEa.38 

El crecimiento en agar BCYEa sin ningun crecimiento en 
agar sangre es uno de los indicios presuntivos mas utiles de 
que una cepa podria ser una especie de Legionella. Otro micro- 
organismo gramnegativo que tambien crece en BCYEa, pero 
no en agar sangre comun es Francisella tularensis. A diferen- 
cia de las especies de Francisella, que producen acido a partir 
de hidratos de carbono, las especies de Legionella no fermen- 
tan ni oxidan hidratos de carbono. Algunos bacilos esporulados 
termofilicos y Bordetella pertussis tambien pueden crecer en 
agar BCYEa; las diferencias en morfologia, caractensticas 
serologicas y acidos grasos celulares ayudan a distinguirlos. 
Las especies de Legionella producen acidos grasos de cadena 
ramiflcada caracteristicos en sus paredes celulares.La mayo- 
ria de las especies son debilmente catalasa positivas y peroxi- 
dasa positivas. La prueba de hidrolisis de hipurato de sodio, 
que es positiva para L. pneumophila y negativa para la mayoria 
de otras especies de Legionella aisladas en muestras clmicas, 
proporciona un procedimiento presuntivo util para la diferen- 
ciacion entre L. pneumophila y las otras especies de Legio¬ 
nella. La caracterizacion fenotipica de las cepas de Legionella 
utilizando pruebas bioquimicas tiene solo un valor limitado 
para la identificacion presuntiva de especies. Sin embargo, la 
serotipificacion mediante pruebas de anticuerpos inmunofluo- 
rescentes es una forma practica de diferenciar presuntivamente 
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las especies de Legionella. La identificacion definitiva puede 
requerir estudios de acidos nucleicos y otros procedimientos de 
referenda quimiotaxonomicos.'^^ 


Espectro cimico y anatomopatologico de la legionelosis 

La enfermedad de los legionarios puede presentarse de 
manera esporadica, como una neumonia adquirida en la comu- 
nidad o en epidemias.^^*^"^-^^ Ademas de la enfermedad de los 
legionarios, hay una forma leve denominada fiebre de 
Pontiac.^^ La enfermedad tambien puede afectar regiones ana- 
tomicas extratoracicas. For lo tanto, en este capitulo se utiliza 
el termino legionelosis, que incluye la enfermedad de los legio¬ 
narios, la fiebre de Pontiac y la afectacion extrapulmonar por 
especies de Legionella, para referirse a cualquier infeccion cau- 
sada por bacterias de la familia Legionellaceae. Cerca del 85% 
de los casos documentados de legionelosis fueron causados por 
L. pneumophila. Los serogrupos 1 a 6 de L. pneumophila por si 
mismos han representado hasta el 75% de las legionelas de las 
que se comunica que causan enfermedad7^^ Ademas de L. 
pneumophila, se han aislado muchas otras especies de muestras 
clmicas recogidas de seres humanos (vease cuadro 10-1). En 
una vigilancia intemacional reciente de casos confirmados con 
cultivo, las especies mas frecuentes no pneumophila fueron L. 
longbeachae y L. bozemanii.^^^ L. micdadei89^^ y L. dumof- 
^yi45,82 tambien han sido responsables de enfermedad esporadi- 
ca y epidemica en algunos lugares. Se pueden presentar multi¬ 
ples especies o serogrupos en sistemas de agua, ambientales o 
potables, y el mismo paciente puede estar infectado por mas de 
un serogrupo o especie al mismo tiempo.^^ 

La legionelosis ha sido reconocida principalmenle como 
forma de neumonia. En los casos tipicos, los primeros sintomas 
son sensacion de agotamiento, mialgias y cefalea leve. Suele 
haber un comienzo rapido con tos seca, temperatura alta (p. ej., 
no es infrecuente 38,5 a 40 o mas) y escalofrios. Muchos 
pacientes presentan dolor abdominal y sintomas gastrointesti- 
nales (p. ej., nauseas, vomitos y diarrea). En el cuadro 10-2 se 
resumen las manifestaciones clmicas. Para los investigadores 
es dificil distinguir entre las distintas etiologfas de la neumonia 


sobre la base de la anamnesis, el examen fisico o las pruebas de 
laboratorio.^^^ 

Al comienzo, las radiografias de torax muestran infiltrados 
focales, que pueden progresar hasta una consolidacion de los 
cinco lobulos.^* Los infiltrados son bilaterales en dos ter- 
cios de los pacientes y pueden obser\arse cavidades absceda- 
das, sobre todo en los pacientes inmunodeprimidos. Los hallaz- 
gos del laboratorio suelen incluir, en distintas combinaciones, 
leucocitosis moderada con desviacion a la izquierda. proteinu¬ 
ria, hiponatremia, uremia, transaminasa glutamico oxalacetica 
(tambien llamada aspartato aminotransferasa o AST i en suero 
elevada y eritrosedimentacion alta. Como ya se dijo, la legio¬ 
nelosis tambien puede adoptar una forma leve y autolimitada 
de breve duracion, conocida como fiebre de Pontiac, con fiebre 
alta, mialgias, malestar general y cefalea, pero con pocos o nin- 
giin hallazgo respiratorio y sin neumonia.^" En el cuadro 10-2 
se comparan los aspectos clmicos de la enfermedad de los 
legionarios y la fiebre de Pontiac. Tanto la enfermedad neumo- 
nica como la no neumonica pueden ser el resultad-' de la expo- 
sicion a la misma fuente ambiental.^^ 

En los liltimos ahos, se ha ampliado el espectro clinico de la 
legionelosis. La enfermedad puede afectar cualquier aparaio o 
sistema organico, con neumonia o sin ella. A coniinuacion, 
damos ejemplos de algunas manifestaciones de afectacion 
extrapulmonar. Se ha comunicado bacteriemia. pero faltan 
datos sobre su frecuencia.^® Casi el 50% de los pacienicb con 
enfermedad de los legionarios muestra manifestaciones del sis¬ 
tema nervioso central, como cefalea, somnolencia. confusion, 
estupor y otras menos frecuentes, que incluyen ataxia, coma y 
convulsiones.^* Se ha comunicado una erupcion macular, dolo¬ 
rosa y no pruriginosa, limitada a las superficies preubiales de 
las piemas; sin embargo, las manifestaciones dermicas son 
infrecuentes.^^ Se ha demostrado L. pneumophila serogrupo I 
en ganglios linfaticos, bazo, rihdn y medula osea. \ ha sido 
documentada en miocarditis aguda,*^^*^^^ endocarditis de \ aJvu- 
la protesica,^®^ pericarditis*®^ e infecciones de fistulas de hemo- 
dialisis.^^ Arnow y cols.^ comunicaron el aislamienio de L 
pneumophila serogrupo 3, mezclado con multiples especies de 
bacterias anaerobias, de un absceso perirrectal. Se demostro L 
pneumophila serogrupo 4 mediante inmunofluorescencia mdi- 


Cuadro 10-2 Manifestaciones clinicas en dos tipos de legionelosis 



ENFERMEDAD DE LOS LEGIONARIOS 

FIEBRE DE PONTIAC 

Mortalidad 

15%-30% 

0% 

Penodo de incubacion 

2-10 dias 

1-2 dias 

Sintomas 

Fiebre, escalofrios, tos, mialgias, cefalea, dolor 
toracico, esputo y diarrea (y confusion u otros 
estados mentales en algunos casos) 

Similar a la gripe: fiebre, escalofrios y 
mialgias (y tos, dolor toracico y confu¬ 
sion en algunos casos) 

Pulmon 

Neumonia y derrame pleural (absceso pulmonar 
en algunos casos) 

Dolor pleuritico; sin neumonia. sin abs¬ 
ceso pulmonar 

Rinon 

Insuficiencia renal (proteinuria, uremia y hema¬ 
turia en algunos casos) 

Sin manifestaciones renales 

Higado 

Anomalias leves de la funcion pulmonar 

Sin anomalias de la funcion hepatica 

Aparato digestive 

Diarrea acuosa, dolor abdominal, y nauseas y 
vomitos 

Sin anomalias 

Sistema nervioso central 

Somonolencia, delirio, desorientacion, confusion 
y obnubilacion (pocas veces se documentan 
convulsiones) 

Sin manifestaciones del sistema ner\ ioso 
central 

Modificado de las referencias' 

\46M 
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recta en lesiones de pielonefritis aguda en un paciente que tenia 
tanto neumonia como pielonefritis asociadas con el microorga- 
nismo.^^ L micdadei fue el unico microorganismo aislado de 
un absceso cutaneo de la pierna de una mujer de 62 anos que 
habia recibido prednisona y ciclofosfamida por una glomerulo- 
nefritis rapidamente progresiva.^ Sin embargo, las comunica- 
ciones de manifestaciones extrapulmonares se ban asociado 
mas a menudo con L pneumophila que con otras especies. 
Fang*'^’**'^ y Muder^®^'^®* y cols, ban publicado revisiones de las 
manifestaciones de enfermedad producidas por especies de 
Legionella distintas de L. pneumophila. 

La prevalencia elevada de anticuerpos contra legionelas en 
algunas poblaciones sugiere que puede ser frecuente la infec- 
cion asintomatica o subclmica. Esta presuncion es reforzada 
por la documentacion de infecciones no reconocidas (defmidas 
por seroconversion) que ocurrieron incluso en un grupo de 
pacientes que babian sido sometidos a un trasplante renal. 

Factores predisponentes 

Tres factores son necesarios o aumentan la probabilidad de 
infeccion sintomatica: 

1. La presencia de legionelas virulentas en una fuente am- 
biental. 

2. Un mecanismo eficiente para la diseminacion de bacterias 
desde el medioambiente hacia los seres bumanos. 

3. La disminucion de los mecanismos de defensa del huesped 
que son eficaces contra este microorganismo. 

En general, las personas que tienen enfermedad de los legio- 
narios son de edad mediana o mayores (edad media, unos 55 
anos); sin embargo, puede ocurrir a cualquier edad, aun en los 
ninos. 

La legionelosis debe incluirse en el diagnostico diferencial 
de los pacientes inmunosuprimidos que presentan fiebre e infil- 
trados pulmonares; se desarrolla en los pacientes en los cuales 
la neumonia no responde a penicilinas, cefalosporinas o ami- 
noglucosidos; o en cualquier paciente con neumonia grave, 
sobre todo cuando no existe ningun otro diagnostico altemati- 
vo muy evidente. En los individuos que reciben bemodialisis, 
receptores de trasplantes de organos y otros pacientes quirurgi- 
cos, por ejemplo, la enfermedad de los legionarios ha sido una 
causa importante de morbimortalidad.’^^’^^ 

Otros posibles trastornos predisponentes son diabetes melli- 
tus, etilismo, enfermedad pulmonar obstructiva cronica y 
enfermedad cardiovascular. Tambien se sugirio el tabaquismo 
en el brote de Filadelfia y en algunos brotes ulteriores. Un pre- 
rrequisito es la exposicion a altas concentraciones de microor- 
ganismos virulentos del genero Legionella en el medioam* 
biente. Por lo tanto, ha ocurrido legionelosis con frecuencias 
mas altas en las personas que viajaron a un sitio con hiperen- 
demia progresiva (a menudo no reconocida).^’ En los ultimos 
anos, ese ha sido en ocasiones el vehiculo del viaje, ya que ban 
ocurrido epidemias repetidas veces en barcos cruceros, casi 
siempre asociadas con el uso de hidromasajes o banos de agua 
caliente.^® 

Como resultado de los prerrequisitos senalados, los proble- 
mas relacionados con esta bacteria se presentan en los sitios 
donde se congregan personas ancianas o debilitadas. Aunque se 
carece de estudios que correlacionen el “giro cama“ de los 
albergues turisticos con la frecuencia de legionelosis, no seria 
sorprendente que existiera esa correlacion, dada la frecuencia 
con la cual los hidromasajes y los banos de inmersion ban sido 


senalados como fuentes de infeccion. Por cierto, las instalacio- 
nes de los centros asistenciales ban constituido un problema 
importante, en parte gracias a la contribucion involuntaria de 
los ingenieros que ubican las torres de refrigeracion en las pro- 
ximidades de las tomas de aire de respiraderos, un diseno indu- 
dablemente fortuito que es preocupante por su reiteracion.^^ 

Anatomia patologica y patogenia 

Las caracteristicas anatomopatologicas de la infeccion 
Humana por varias especies de Legionella distintas de L pneu¬ 
mophila son similares a las halladas en las infecciones por L 
pneumophila. Una neumonia lobular multifocal muchas veces 
se vuelve confluente y puede adoptar un aspecto lobular. Son 
frecuentes los abscesos pequenos; menos a menudo, se presen¬ 
tan abscesos grandes que pueden verse en la radiografia. 

Desde el punto de vista histologico, se ban observado neu- 
trofilos, macrofagos y gran cantidad de espacios aereos llenos 
de fibrilla y vasculitis septica de pequenos vasos sangumeos. 
Puede haber fibrosis pulmonar y funcion pulmonar disminuida 
como secuelas a largo plazo.^^ Las legionelas no se tinen bien 
con hematoxilina y eosina en cortes con parafina fijados con 
formalina, pero pueden observarse si se presentan en cantidad. 
Los metodos de impregnacion argentica, como los de Dieterle, 
Steiner o Warthin-Starry, tinen confiablemente los microorga- 
nismos.’"*® Las tecnicas de impregnacion argentica son inespe- 
ciTicas y tinen a casi todos los microorganismos, ademas de 
Legionella. La tincion de Gram tisular de Brown-Hopps tam¬ 
bien demuestra las bacterias, pero es esencial una atencion cui- 
dadosa a los detalles, ademas de controles apropiados. 

Siempre que sea posible, se deben preparar improntas fres- 
cas de material de biopsia pulmonar, porque la visualizacion y 
el analisis de todas las bacterias son mas faciles en los frotis 
que en los cortes histologicos. Las legionelas se pueden demos- 
trar con los procedimientos de Giemsa, Gram-Weigert y Gram, 
sobre todo si se agrega fucsina basica al 0,05% a la contratin- 
cion tradicional con safranina en el procedimiento de Gram 
(vease lamina en color 10-1). Los microorganismos son pato- 
genos intracelulares facultativos y pueden hallarse dentro de 
los macrofagos y los neutrofilos o fuera de la celula. 

Una caracteristica definida de L. micdadei es la acido-al- 
cohol resistencia del material clmico, propiedad que se pierde 
despues del cultivo en agar. Puede ser necesaria una decolora- 
cion modificada, como se utiliza para especies de Nocardia. 
Se ban registrado algunos casos en los cuales se aislo L. pneu¬ 
mophila de una muestra en la cual se habian demostrado baci- 
los acido-alcohol resistentes.^^ Sin embargo, es dificil asegurar 
que no se presentaba una infeccion simultanea por L. micda¬ 
dei. ya que es mas complicado aislar esta especie que L. pneu¬ 
mophila. 

El conocimiento de la patogenia de la legionelosis ha pro- 
gresado considerablemente.^Las bacterias son pato- 
genos intracelulares facultativos y se reproducen en forma pre- 
dominante dentro de las celulas del sistema monocitos-macro- 
fagos, que incluye sobre todo macrofagos pulmonares. En el 
medioambiente natural distintas amebas de vida libre son los 
macrofagos de la naturaleza. Las legionelas a menudo son 
fagocitadas por neutrofilos polimorfonucleares, pero no pare- 
cen reproducirse en estas celulas. Dentro de los macrofagos, las 
lesiones inhiben la fusion de fagolisosomas y la acidificacion 
del fagosoma; se siguen multiplicando hasta que la celula del 
huesped se rompe y libera los microorganismos, que luego pue¬ 
den infectar otras celulas fagociticas. La patogenia detallada es 
tema de una investigacion progresiva e intensa. La inmunidad 
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ceiular y no la humoral parece desempenar un papel central en 
la defensa del huesped contra las legionelas. 


Aspectos epidemioldgicos y ecoldgicos 
de la legionelosis 

Las especies de Legionella estan difundidas tanto en el 
medioambiente natural como en el disenado por el hombre. La 
enfeimedad de los legionarios y la fiebre de Pontiac se pueden 
contraer por la exposicion a una amplia variedad de fuentes 
ambientales, pero no hay ninguna evidencia convincente de un 
estado de portador en seres humanos o de transmision persona 
a persona. Por lo tanto, no existe ninguna prueba de que los 
pacientes que tienen o han tenido una enfermedad de los legio¬ 
narios scan “contagiosos”. Mas aiin, no se ha probado que las 
especies de Legionella sean mas peligrosas para el personal 
que las bacterias aisladas de rutina en el laboratorio de micro- 
biologia clinica. Las fuentes mas probables de propagacion son 
la inhalacion de microorganismos aerosolizados desde fuentes 
ambientales o posiblemente la aspiracion de microorganismos 
presentes en agua o en contenido orofarmgeo. Sigue siendo de 
inieres la revision temprana efectuada por Broome,^^ 

Incidencia 

Si bien la legionelosis ha sido documentada en todo el 
mundo, la morbimortalidad asociada tanto con casos epidemi- 
cos como esporadicos esta subcomunicada en las estadisticas 
de salud publica. No solo la mayoria de los paises carecen de 
un sistema de vigilancia orientado a rastrear la enfermedad, 
sino que los medicos y los laboratorios de microbiologia pue¬ 
den pasar por alto la infeccion debido a la falta de conciencia 
por parte de los primeros o porque los laboratorios no utilizan 
metodos diagnosticos correctos.^® 

En general, se ha calculado que menos del 1-5% de los casos 
de neumonia son causados por especies de Legionella, pero es 
probable que esto sea una simplificacion exagerada.^^ En los 
brotes de la enfermedad de los legionarios (por oposicion a la 
fiebre de Pontiac), las tasas de ataque para la poblacion de alto 
riesgo expuesta suelen ser bajas, pero se han comunicado hasta 
del 30%.^ Las especies de Legionella (6,7% de los agentes cau- 
sales) se ubicaron como tercer agente etiologico (luego de 
Streptococcus pneumoniae, 15,3% y Haemophilus influenzae, 
10,9%) de la neumonia adquirida en la comunidad en 359 
pacientes internados en hospitales universitarios, comunitarios 
y de los Veterans Affaire examinados en un estudio multicen- 
trico de los Estados Unidos.^^ En otros paises, la frecuencia de 
casos esporadicos de neumonia adquirida en la comunidad cau¬ 
sados por especies de Legionella variaron del 2% en el Reino 
Unido al 3-4% en Alemania y el 10% en Francia3^^ La inci¬ 
dencia de fiebre de Pontiac en la poblacion general se desco- 
noce. Fuera de una circunstancia de brote, es probable que los 
casi esporadicos casos de fiebre de Pontiac no sean reconoci- 
dos. De todos modos, la definicion de fiebre de Pontiac es par- 
cialmente epidemiologica; la diferenciacion de los casos no 
neumonicos esporadicos de “enfermedad de los legionarios” y 
fiebre de Pontiac es clinicamente imposible. Se han comunica¬ 
do casos de las formas neumonica y no neumonica (fiebre de 
Pontiac) de la misma exposicion a las bacterias ambientales, 
que reflejan sobre todo diferencias en las defensas del huesped 
en la cantidad de las bacterias inhaladas. 

Cuando se evaluan estudios de incidencia, es importante 
reconocer el sesgo intrmseco introducido por los metodos ele- 


gidos por los investigadores, por la factibilidad de diagnosticar 
algunas causas de neumonia y probablemente tambien por los 
intereses intrinsecos de quienes recogen los datos. En un estu¬ 
dio extenso reciente de neumonia adquirida en forma ambula- 
toria, las especies de Legionella estaban muy abajo en la lista 
de agentes etiologicosJ^ En todos los estudios el agente causal 
mas frecuente fue “desconocido”. 

Legionellaceaeen el medioambiente 

Como ya se menciono, las especies del genero Legionella 
estan presentes en diversos habitats naturales y creados por el 
hombre. Numerosos estudios se han centrado en la ecologia de 
las especies que habitan en los espacios creados por el hombre, 
como las torres de enfriamiento que utilizan evaporacion de 
agua y los sistemas de agua potable (de bebida) dentro de los 
edificios, los cuales probablemente sirven como ‘'amplificado- 
res” o diseminadores de legionelas originadas en ambientes 
naturales. 

HABITATS NATURALES 

Se han hallado especies de Legionella en fuentes naturales 
de agua en todo el mundo, incluida el agua subteiTanea.*“‘ 
Estas especies estan distribuidas en lagos, charcas, arroyos y 
en manantiales tanto de aguas frias como tibias. Se las ha ais- 
lado de habitats acuaticos con temperaturas que varian desde 
5,7 °C hasta 63 y en aguas calientes de manantial utiliza- 
das para hidroterapia.^^ Parece existir una mayor concentra- 
cion de especies de Legionella en aguas mas calientes (30 °C 
a 45 °C) que en agua con temperaturas mas frias.^^‘ En Puerto 
Rico, se recuperaron legionelas de aguas marinas y de epifitos 
en los arboles.^^^ 

Aunque se afirmo que el suelo (p. ej., el polvo esparcido por 
el viento desde una excavacion) tuvo una participacion epide¬ 
miologica (pero que no fue estudiado desde el punto de vista 
microbiologico) como fuente de Legionella en uno de los pri¬ 
meros brotes de enfermedad de los legionarios, existen pocas 
comunicaciones de intentos de aislar especies de Legionella del 
suelo. L. pneumophila y L. bozemanii fueron aislados en mues- 
tras de suelos hiimedos poco despues del reconocimiento de los 
microorganismos.Mas recientemente, Steele y cols, aislaron 
L. pneumophila, L. longbeachae serogrupo 1 y L. micdadei en 
tierra de macetas en Australia. L longbeachae serogrupo I 
tambien fue aislado en suelos naturales y en aserrm de pino. 
Algunos estudios epidemiologicos y microbiologicos del sur 
de Australia relacionados con un brote de legionelosis debida a 
L longbeachae serogrupo 1 sugirieron que el suelo. y no el 
agua, podria ser el habitat natural de L longbeachae serogrupo 
1 y que el suelo podria ser la fuente de este microorganismo en 
la enfermedad humana. En este estudio, los trabajos de jardi- 
neria en el suelo, antes que la exposicion a agua coniaminada 
con L. longbeachae, parecieron ser el principal factor de riesgo 
ambiental.'^^ Se necesitan muchas mas investigaciones sobre la 
ecologia de las especies de Legionella en los habitats acuaticos 
y terrestres. 

HABITATS ACUATICOS CREADOS POR EL HOMBRE (ARTIFICIALES) 

Numerosos informes asociaron la presencia de L pneumop¬ 
hila en el agua potable caliente de edificaciones con la apari- 
cion de legionelosis. Las legionelas parecen sobrevivir a los 
procedimientos habituales de cloracion de las instalaciones de 
tratamiento de aguas municipals y, por lo tanto, no es inespe- 
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rada su presencia en el agua potable pro vista a hogares, edifi- 
cios de departamentos, hoteles, hospitales y otros edificios.^ 

En algunos casos se han hallado grandes concentraciones de Le¬ 
gionella en el agua potable caliente, sobre todo cuando no exce- 
dia de 55 °C. Ademas de la temperatura del agua. la construc- 
cion de los sistemas de plomeria parece desempenar un papel 
importante; por ejemplo, ciertos tipos de resinas en las juntas; 
extremos muertos o fondos de saco, donde existe estasis, obs- 
truccion o estancamiento del flujo de agua; y las biopelfculas o 
capas de limo sobre la superficie de canos que contienen otras 
bacterias comensales, protozoos y algas pueden favorecer la 
presencia de legionelas.^'^’^^^' Muchos de estos estudios fueron 
realizados antes de reconocerse la importancia de los protozoos 
ambientales y no esta claro si alguna de las asociaciones puede 
haber sido fortuita en lugar de causal. Se han deflnido algunos 
de los factores asociados con una mayor replicacion de las bac¬ 
terias en los hogares,pero abordar el problema a nivel resi- 
dencial es practicamente imposible. Cabe senalar que la infec- 
cion adquirida al parecer intrahospitalariamente, en realidad 
puede haber sido adquirida en el hogar del paciente.^^^ 

En la sociedad moderna los mecanismos por los cuales las 
bacterias del agua pueden dispersarse por aerosoles y transmi- 
tirse al aparato respiratorio son muchos. En 1990, los CDC 
comunicaron un brote de enfermedad de los legionarios adqui¬ 
rida en la comunidad que afecto a 33 personas, que se relacio- 
no con un atomizador ubicado en el deposito de un almacen.^^ 
La maquina generaba un aerosol de agua corriente (que presu- 
miblemente contema L. pneumophila) en gotitas inhalables (2- 
5 |im) sobre el mostrador de los productos. El sistema utiliza- 
ba transductores ultrasonicos ubicados en el reservorio de agua 
corriente del humidificador para crear la niebla. 

Otras fuentes publicas de infeccion son las fuentes omamen- 
tales.^^ Los bahos con hidromasajes se han asociado con fre- 
cuencia con casos de legionelosis.^“^^ La popularidad de estos 
banos, tan eficientes para diseminar bacterias a traves del agua, 
se extiende al alta mar, de modo que los marineros de aguas flu- 
viales no son los linicos en riesgo. Espectacularmente, la pes- 
quisa de un brote grande vinculado con una exposicion de flo- 
res en Holanda condujo a las piscinas de hidromasajes que se 
utilizaron en las exhibiciones.^^ Tambien se recupero una cepa 
de L. pneumophila de un rociador utilizado en las exhibiciones, 
pero el genotipo de esta cepa era diferente de aquel de las dos 
piscinas de hidromasajes y del de los pacientes infectados. Estas 
experiencias destacan la importancia del cultivo bacteriano y 
del analisis molecular de cepas clmicas y ambientales durante la 
investigacion de una epidemia. 

Aunque en varias ocasiones se han aislado legionelas en 
cabezales de ducha y en el agua de las duchas, la evidencia epi- 
demiologica de que las duchas o el uso del agua de las duchas 
conducen a la legionelosis ha sido algo debil.^^’^^^ Las pruebas 
de apoyo informadas por Breiman y cols, a partir de una inves¬ 
tigacion de un brote de enfermedad de los legionarios en un 
hospital en Dakota de Sur fortalecio la hipotesis de que el agua 
de ducha vaporizada puede servir como vehiculo para la pro- 
pagacion de Legionella pneumophila a los pacientes.^ Tal vez 
el caso mas extraho de enfermedad de los legionarios asociada 
con agua fue una infeccion neonatal que se adquirio durante un 
nacimiento ocurrido en la tina de hidromasaje de una casa.^^^ 

Los factores que promueven el crecimiento de legionelas en 
los sistemas y equipos de plomeria son poco conocidos a pesar 
de las numerosas publicaciones al respecto. Las legionelas son 
microorganismos con requerimientos nutricionales especiales 
que necesitan medios enriquecidos para crecer en el laborato- 
rio y es poco probable que el agua potable aporte todos sus 


requerimientos para el crecimiento y energeticos. Rowbotham 
fue el primero en comunicar que las especies de Legionella se 
multiplican en mtima asociacion con amebas acuaticas y te- 
rrestres de vida libre de los generos Acanthamoeha y Naegleria 
(vease cap. 22).^^"^ Otros autores han confirmado y ampliado 
estas observaciones, no solo con Acanthamoeha y Naegleria, 
sino tambien con otras amebas, como Hartmannella y los cilia- 
dos Tetrahymena.^^’^^^’^^^ Por lo tanto, las amebas o los ciliados 
fagocitan a las legionelas, como lo hacen otras bacterias en la 
naturaleza y luego las legionelas sobreviven y se multiplican en 
habitats nutricionalmente deficientes mediante una vida parasi- 
taria dentro de los protozoos. Ademas, se ha sugerido que las 
amebas, que forman quistes, podrian ofrecer una nueva protec- 
cion a las legionelas dentro de los quistes contra los efectos del 
cloro.^^’^^"^ Los cientificos han aprovechado esta asociacion para 
aumentar la recuperacion de legionelas del medioambiente y 
las cepas de una especie, L. lytica, solo crecen intracelular- 
mente en amebas. 

Legionelosis en viajeros 

Desde el brote de la enfermedad de los legionarios de 1976, 
que ocurrio en viajeros que iban a Filadeltia, se reconocieron 
casos epidemicos y esporadicos asociados con viajes en 
muchos paises de todos los continentes.^**’^^^ No esta clara la 
verdadera incidencia de la enfermedad asociada con los viajes. 
Es probable que los casos sean subcomunicados no solo debi- 
do al subdiagnostico y a la falta de conocimiento de su impor¬ 
tancia epidemiologica; tambien es concebible que se trate de 
las preocupaciones por el efecto adverse de la publicidad sobre 
el turismo. No obstante, todos los ahos ocurren casos agrupa- 
dos y casos esporadicos relacionados sobre todo con los siste¬ 
mas de agua de los hoteles contaminados con legionelas. No es 
sorprendente que los brotes puedan ser recurrentes y persisten- 
tes hasta que se detecte y se corrija la naturaleza del problema. 
Tambien se han observado casos agrupados en los viajeros que 
han estado a bordo de cruceros. 

Los casos aislados o agrupados de infeccion por Legionella 
asociados con viajes deben comunicarse a las oficinas de salud 
publica estatales y federales y conducir a investigaciones sobre 
la fuente y la magnitud del brote para evitar una mayor propa- 
gacion entre los viajeros. Como se demostro por primera vez en 
la epidemia de Filadelfia de 1976 y se confirmo en repetidas 
oportunidades, es posible que la recoleccion de multiples noti- 
ficaciones individuates de enfermedad en un sitio comun, como 
una institucion de salud publica, lleve al reconocimiento del 
problema. 

Al parecer, la enfermedad esporadica no ligada a viajes 
puede estar relacionada tambien con un foco epidemico no 
reconocido.^"^ Bhopal ha sugerido estrategias que pueden ser 
utiles para que las autoridades de salud publica detecten pro- 
blemas en sus areas de influencia.^^ 

Un cambio reciente sobre el tema de la infeccion asociada 
con los viajes ha sido el reconocimiento de que quienes viajan 
en cruceros de vacaciones estan expuestos al riesgo de contraer 
esta y otras infecciones.^^ Como ha sucedido con los complejos 
turisticos en “tierra firme”, estas infecciones han sido origina- 
das en los sistemas de agua contaminados, como las piscinas de 
hidromasajes. 

Brotes intrahospitalarios de legionelosis 

En las poblaciones hospitalizadas hay pacientes que pueden 
estar inmunodeprimidos y son muy vulnerables a las infeccio- 
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T)e> en general. Estos pacientes tienen el riesgo de adquirir 
leg^onelosis si estan expuestos a microorganismos virulentos. 

La ruente habitual de Legionella en los pacientes hospitali- 
zaLit>s es el agua*^^ (principalmente el sistema de agua calien- 
ic *. '•‘ibre todo de duchas o de bahos.^^ Ademas, los pacientes 
p»_*eaen infectarse de las torres de refrigeracion que forman 
pane del complejo sanitario o que estan adyacentes a el.*’^^ 
OiraN fuentes documentadas son las sondas nasogastricas (con 
nucroaspiracion de legionelas en agua contaminada), los humi- 
dificadores, el equipo de terapia respiratoria (p. ej., mascaras y 
nebulizadores manuales lavados con agua corriente contamina- 
0 - 11 . los hidromasajes y otras fuentes menos frecuentes. El diag- 
ni-'iico temprano de legionelosis y la vigilancia epidemiologi- 
ca de casos dentro del hospital son necesarios no solo para un 
iratamiento rapido y eficaz si no para ayudar a instituir medidas 
de control para evitar los casos ulteriores. Debido a la alta mor- 
laiidad de la enfermedad de los legionarios intrahospitalaria 
rango, 30-50%) seria prudente esforzarse por evitar la propa- 
gacion de las especies de Legionella del medioambiente hospi- 
lalario a los pacientes que esten mas predispuestos a adquirir la 
infeccion. 

La enfermedad de los legionarios intrahospitalaria ha sido 
ligada tambien especificamente al uso de agua corriente para 
hmpiar nebulizadores utilizados para la administracion de 
medicacion y a otro equipamiento de terapia respiratoria. En un 
informe de Mastro y cols., el agua corriente contaminada con 
L pneumophila usada para lavar nebulizadores fue una fuente 
de contaminacion importante que condujo a un brote intrahos- 
piialario de enfermedad de los legionarios en pacientes con 
enfermedad pulmonar obstructiva cronica.*^* En un niimero de 
casos agrupados particularmente ilustrativos, se observe que la 
enfermedad fue mas frecuente en los pacientes que recibfan 
corticosteroides y a su vez estaban expuestos a nebulizadores o 
humidificadores ambientales que utilizaban agua corriente.^ 

Es preocupante el hecho recienie de que algunos casos de 
enfermedad intrahospitalaria de los legionarios se hayan pro- 
ducido por microaspiracion de agua contaminada con especies 
de Legionella en pacientes con sondas nasogastricas. 

Un problema diferente se constato en el Stanford University 
Medical Center cuando algunos pacientes posquirurgicos que 
habian sido bahados con agua corriente desarrollaron infeccio- 
nes por legionelas en las heridas. Las bacterias ingresaron 
directamente a traves de las heridas,mientras que en los otros 
casos se constato que la diseminacion fue posterior a la intro- 
duccion a traves del aparato respiratorio. 

Debido a estos sucesos y a la relativa facilidad con la cual se 
puede utilizar agua esteril en individuos de alto riesgo, es difi- 
cil justificar o defender el uso de agua corriente en estos casos.^ 


Diagnostico de laboratorio 

La base para el diagnostico sigue siendo el cultivo, que es 
absolutamente especiTico y permite el aislamiento para el estu- 
dio epidemiologico y la tipificacion molecular. La deteccion de 
antigeno urinario es una tecnica auxiliar litil, sobre todo en los 
pacientes que no producen esputo suficiente para el cultivo. La 
deteccion de acidos nucleicos todavia no ha alcanzado una 
comercializacion amplia ni caracteristicas practicas, pero es 
probable que se convierta en un recurso diagnostico importan¬ 
te en el futuro.*^^ El diagnostico serologico requiere serocon¬ 
version y, por lo tanto, es retrospectivo; es util para la investi- 
gacion de epidemias, pero no tiene un papel primario en el 
diagnostico de infecciones en pacientes individuales. Las limi- 


taciones de las pruebas diagnosticas actuales han sido explica- 
das por Waterer y cols;^^^ sin embargo, Marrie ha expuesto las 
razones para continuar intentando la confirmacion de laborato¬ 
rio ante la sospecha clinica.^^ 

Seleccion, recoleccion y transpoiie de muestras cimicas 

El amplio espectro clinico y la morbimortalidad grave de la 
enfermedad de los legionarios destacan la necesidad de un 
diagnostico de laboratorio rapido y preciso. Cuando hay sospe¬ 
cha clinica de legionelosis, se deben recoger muestras de las 
vias respiratorias bajas, tanto para cultivo como para pruebas 
de inmunofluorescencia directa (IFD). Las muestras apropia- 
das son esputo obtenido por expectoracion, materiales recogi- 
dos mediante broncoscopio (p. ej., cepillado bronquial, biopsia, 
lavado o lavados), aspirado transtraqueal, material de biopsia a 
cielo cerrado y a cielo abierto, aspirados con aguja flna de pul- 
mon y liquido pleural. En la mayoria de las situaciones es apro- 
piado tomar cultivos para especies de Legionella solo ante una 
solicitud especifica. Sin embargo, seria conveniente incluir las 
legionelas en el espectro de patogenos que se investigan cuan¬ 
do se cultiva tejido pulmonar, tanto si se obtiene ante mortem 
como post mortem. Este cultivo de rutina puede servir como 
parte del sistema de advertencia de que estos patogenos aso- 
ciados con el agua constituyen un problema en una institucion 
particular. 

El aislamiento primario de legionelas en medios solidos ha 
sido exitoso a partir de biopsias pulmonares a torax cerrado y a 
torax abierto, liquido pleural y aspirados transtraqueales, 
muestras de lavado broncoalveolar y esputo. Se cuenta con un 
medio selectivo razonablemente semieficaz para el aislamiento 
primario de L pneumophila en esputo y muestras bronquiales 
contaminadas.^^’^^’^^^ 

Las muestras deben recogerse con cuidado para evitar los 
aerosoles y transportarse al laboratorio a temperatura ambiente 
en recipientes esteriles a prueba de perdidas, preferiblemente 
dentro de las 2 horas de la recoleccion. Las muestras que deben 
enviarse al laboratorio de referencia deben ser refrigeradas o 
conservadas en hielo humedo si se preve una demora de menos 
de 2 dias. Las que van a almacenarse durante dfas o semanas 
pueden enviarse en hielo seco. Las muestras que van a ser remi- 
tidas a un laboratorio de referencia deben empaquetarse y 
enviarse de acuerdo con las reglamentaciones federales (vease 
cap. 1). Si se las va a remitir solo para estudio anatomopatolo- 
gico y se las fija en formalina neutra con buffer antes de su 
envio, no es necesario refrigerarlas o congelarlas durante el 
transporte. 

Se ha aislado L. pneumophila de hemocultivos en algunas 
ocasiones utilizando medios convencionales con suplemento 
de L-cistema y pirofosfato ferrico, o utilizando medios aerobios 
y anaerobios radiometricos BACTEC (Becton Dickinson 
Instrument Systems, Sparks, MD) sin suplementos especia- 
les.'^^ El subcultivo a ciegas de los frascos para aerobios y ana¬ 
erobios de BACTEC en BCYEa parece ser necesario para el 
aislamiento de legionelas. Como ya se dijo, tambien se pueden 
hallar legionelas (pocas veces) en localizaciones extrapulmo- 
nares. Sin embargo, no se ha establecido el valor practico (o la 
relevancia clinica) de buscar especies de Legionella en hemo¬ 
cultivos o sitios extrapulmonares. Ademas de las muestras 
anteriores, se debe recoger orina (de preferencia una muestra 
matinal temprana) para la deteccion del antigeno de Legionella. 

Se debe recoger una muestra serica inicial de fase aguda 
como auxiliar de otras pruebas que hagan posible un diagnos¬ 
tico mas rapido. Se recoge una muestra serica de seguimiento 
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dentro de las 2 a 6 semanas despues de la recoleccion de la 
muestra de fase aguda, para poder demostrar una elevacion de 
cuatro veces en el titulo de anticuerpos contra Legionella. Por 
necesidad, el diagnostico sera retrospectivo, pero puede ser el 
unico medio para diagnosticar la infeccion en algunos pacien- 
tes, sobre todo en aquellos con minima secrecion de esputo.*^^ 
Lamentablemente, la elevacion diagnostica de cuatro veces en 
el titulo de anticuerpos puede ser lenia y ocurrir en no mas del 
75-80% de los pacientes en los que finalmente se comprueba 
que tienen enfermedad de los legionariosJ^^ Ademas, algunas 
personas que presentan seroconversion se mantienen asintoma- 
ticas (probablemente debido a la infeccion subclmica). 

Examen directo de muestras cimicas 
EXAMENES MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO 
DE MATERIALES TENIDOS 

El examen macroscopico de muestras de pulmon puede ayu- 
dar al patologo a seleccionar las mejores areas para el cultivo o 
el examen histologico. Se deben preparar frotis directos de exu- 
dados o preparados de improntas (frotis por contacto sobre un 
portaobjetos) de material fresco de biopsia pulmonar. Los cor- 
tes por congelacion de las muestras pulmonares tambien son 
utiles para el diagnostico. Los cortes por congelacion y los pre¬ 
parados de improntas deben colocarse en metanol para su fija- 
cion si se desea emplear tincion de Gram, hematoxilina y eosi- 
na, tincion de Giemsa, “Diff-Quik” o tincion acido-alcohol 
resistente modificada de Kinyoun. La tincion de Giemsa es util 
para observar legionelas y otras bacterias en preparados de 
improntas de material pulmonar o broncoscopico frescos. Sin 
embargo, tambien debe realizarse una tincion de Gram por su 
utilidad para el diagnostico diferencial. 

EXAMEN MICROSCOPICO DE MATERIALES TENIDOS 

La tincion de Gram puede utilizarse con distintas muestras 
(p. ej., aspirados transtraqueales, liquido pleural, aspirados de 
empiema toracico, puncion pulmonar con aguja fina y prepara¬ 
dos por improntas de material pulmonar). Es mejor la fijacion 
con metanol que la fijacion con calor; asimismo. se puede 
mejorar la intensidad de la tincion aumentando el tiempo de 
tincion con safranina a lO minutos o mis. Como alternativa, 
algunos investigadores ban agregado carbolfucsina al 0,05% a 
la safranina para mejorar la intensidad de la tincion con la con- 
tratincion. La tincion de Gram-Weigert. “Diff-Quik” o Giemsa 
puede poner de manifiesto mas microorganismos de los que se 
pueden ver con la tincion de Gram habitual. En los cortes his- 
tologicos embebidos en parafina y fijados con formalina, no es 
posible ver facilmente Legionella en los preparados tehidos 
con hematoxilina y eosina, Gram, Brown-Brenn, Brown y 
Hopps o MacCallum-Goodpasture. La tincion de metenamina 
plata de Gomori (GMS) y la tincion del acido peryodico de 
Schiff no son utiles para demostrar legionelas. Una tincion 
acido-alcohol resistente modificada, como la realizada para las 
especies de Nocardia, es litil para demostrar L. micdadei^^^ y 
posiblemente algunas cepas de L. pneumophila. Todas estas 
tinciones pueden realizarse en extendidos por impresion o cor¬ 
tes titulares, pero son mas satisfactorias en frotis de gota fma. 
Un metodo histoqufmico muy sensible para demostrar bacte¬ 
rias de todos los tipos es una de las tinciones de impregnacion 
argentica, creada originariamente para las espiroquetas. Al 
principio se utilizo una tincion de Dieterle modificada; los 
microorganismos se tihen de negro a pardo oscuro. Tambien 
funcionan otras tecnicas de impregnacion argentica, como los 
metodos de Steinert y de Warthin-Starry. Estas tinciones argen- 


ticas suelen realizarse en cortes histologicos y son cambiantes; 
la eleccion optima es la tincion que mejor realiza el laboratorio 
local. Aunque son sensibles, los granos de plata depositados en 
estas tinciones oscurecen la morfologia bacteriana y, por 
supuesto, no se puede determinar la reaccion de Gram. En la 
lamina en color 10-lA, B y D se muestra la morfologia de L 
pneumophila. 


INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD) 

Los ensayos de inmunofluorescencia directa, creados por 
Cherry y cols, en los CDC,^’^ se han utilizado con exito para la 
deteccion rapida de especies de Legionella en muestras cimicas 
del aparato respiratorio. Comparados con los cultivos, la IFD 
tiene baja sensibilidad (25-70%).^^^ La especificidad ha sido 
alta, pero cuando existe baja prevalencia de infeccion por 
Legionella, los resultados falsos positivos son inaceptablemente 
frecuentes. Ademas de las reacciones cruzadas inmunologicas 
potenciales, la contaminacion con bacterias ambientales parece 
haber causado algunos resultados falsos positivos, aun cuando 
se ejerza un cuidado escrupuloso al realizar la prueba. Por lo 
tanto, no se puede recomendar el uso de inmunofluorescencia 
para el diagnostico directamente en muestras del paciente. 

Sin embargo, la inmunofluorescencia es un metodo util para 
la identificacion de bacterias aisladas se comercializan antisue- 
ros polivalentes conjugados con isotiocianato de fluorescema 
(FITC), asi como sueros de control y otros reactivos para prue- 
bas de IFD de Legionella. Genetic Systems (Seattle, WA) ofre- 
ce un conjugado de anticuerpos monoclonales que tiene la ven- 
taja de disminuir la cantidad de resultados falsos positivos 
mientras retiene la capacidad de reaccionar con la mayoria de 
los serotipos de L. pneumophila.^^ Como nota de precaucion, 
cabe sehalar que el conjugado monoclonal de Genetic Systems 
para IFD no pudo detectar L. pneumophila en los tanques de 
almacenamienio de agua caliente y fria ni en muestras de hiso- 
pados de duchas y de un grifo de agua;'**^ por lo tanto, no se 
puede recomendar para los estudios de IFD de agua potable u 
otras muestras de sistemas de agua artificiales y su realizacion 
en estudios de agua de habitats naturales es incierta. 

Al realizar la prueba de IFD, los anticuerpos especificos en 
forma de antisuero polivalente marcado con FITC (conjugado) 
dirigido contra el/os antigeno/s por detectar se adquieren en el 
comercio. Se deben seguir exactamente las instrucciones del 
fabricante del equipo. El antigeno (presente en la superficie de 
Legionella o dentro de estos microorganismos) se fija sobre un 
portaobjetos y luego se recubre con anticuerpos marcados con 
FITC. El antigeno se une a la globulina en el anticuerpo mar¬ 
cado con FITC y forma un complejo antigeno-anticuerpo (que 
no se elimina cuando se lo enjuaga suavemente con buffer) 
que es visible por la excitacion del FITC con luz ultravioleta. 
Cuando el/os antigeno/s de una especie de Legionella ha reac- 
cionado con anticuerpos conjugados con FITC, la exposicion a 
la luz ultravioleta hace que el FITC emita longitudes de onda 
de luz mas largas en la region amarillo-verde del espectro de 
colores, y se pueden ver las bacterias (utilizando un microsco- 
pio de fluorescencia) como bacilos amarillo verdosos de fluo- 
rescencia brillante. 

DETECCION DE ANTIGENO EN ORINA Y LIQUIDOS CORPORALES 

Los procedimientos para detectar antigenos Legionella en 
orina, creados por Kohler y cols, en el Indiana University 
Medical Center, son radioinmunoanalisis, ensayo inmunosor- 
bente enzimatico y aglutinacion del latex.Los inmunoanalisis 
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jomerciales para la deteccion de antigenuria causada por L 
--'umophila serogrupo 1 tienen una sensibilidad de alrededor 
lid y una especificidad que se aproxima al 100%. En 

Cl pdsado. se utilizaron radioinmunoanalisis, inmunoanalisis 
enzimaticos y ensayos de aglutinacion de particulas. 
ALtualmente, tambien existe un ensayo en bandas inmunocro- 
mograficas (Binax NOW, Portland, Maine), que es muy util, 
-obre lodo en los pacientes que no producen un esputo sufi- 
ciente para el cultivo. Las limitaciones incluyen la restriccion a 
un linico serogrupo, si bien es el patogeno humano mas fre- 
cuente en el genero, y la excrecion prolongada de antigeno en 
algunos pacientes. En particular, es probable que los pacientes 
mmunosuprimidos que tienen una resolucion tardia de la fiebre 
excreien antigeno durante mas de 60 dias.*^^ Por lo tanto, la 
iieteccion de antigeno urinario debe correlacionarse en forma 
cuidadosa con la historia clmica antes de adjudicar la infeccion 
actual a Legionella Tambien se describieron reacciones cru- 
zadas ocasionales entre los serogrupos de L. pneumophila.^ 


Deteccion de Legionella en muestras cimicas 

Aislamiento de especies de Legionella en muestras cimicas 

El cultivo bacteriologico de Legionella es la forma preferida 
I > por lo tanto el patron de referenda) para el diagnostico de la 
legionelosis.*^^ Segiin Bridge y Edelstein, el cultivo es L5-3 
veces mas sensible que la prueba de IFD. No se aislan de ruti- 
na especies de Legionella de la flora normal de las vias respi- 
ratorias altas, aunque la prueba de DFA para L. pneumophila 
fue positiva en algunos individuos sanos,^* si bien no se esta- 
blecio la especificidad de la reaccion de DFA. 

El medio solido no selectivo recomendado para el aislamien- 
lo de legionelas es el agar cabon-extracto de levadura con bu¬ 
ffer (BCYEa), que contiene L-cistema, pirofosfato ferrico, 
buffer ACES (acido A^-[2-acetamidol-2-aminoetanosulf6nico), 
acido a-cetoglutarico y carbon activado (BCYEa) y se comer- 
cializa con diferentes marcas de diversos fabricantes. Ademas 
de BCYEa, se recomienda utilizar uno o mas medios selecti- 
vos para evitar el sobrecrecimiento exagerado de la flora nor¬ 
mal y la posibilidad de que otros microorganismos inhiban el 
crecimiento de Legionella. Se ban agregado antibioticos a la 
base BCYEa, lo que conduce a medios selectivos razonable- 
mente eficaces. Un medio selectivo util contiene base 
(BCYEa) con suplemento de cefamandol, polimixina B y ani- 
somicina (BMPAa); un segundo medio contiene glicina, van- 
comicina, polimixina B y anisomicina (denominado medio “de 
Wadowsky-Yee modificado” o medio de MWY). El cefaman¬ 
dol en BMPAa puede inhibir las especies de Legionella que no 
producen p-laciamasa, mientras que el medio MWY no es tan 
selectivo como BMPAa. Los medios selectivos con base de 
BCYEa se encuentran ampliamente disponibles en el comer- 
cio. Como los medios selectivos pueden inhibir a algunas 
legionelas, se los debe utilizar junto con BCYEa no selectivo. 

BIOPSIA, EXTIRPACION QUIRURGiCA YTEJIDO DE NECROPSIA 

Para inocular los medios BCYEa o BMPa, se debe tocar 
suavemente con la superficie fresca de corte del pulmon en el 
primer cuadrante y se utiliza un ansa de inoculacion esteril para 
transferir este inoculo a los otros cuadrantes para su aislamien¬ 
to primario. Como alternativa, se puede utilizar un molinillo 
tisular esteril para homogeneizar trozos de 1 a 2 mm de tejido 
picado en 0,5 a 1 mL de un caldo esteril (como caldo triptica- 
sa soja o medio de tioglicolato enriquecido). Despues de la 


homogeneizacion, se inocula el medio de siembra aproximada- 
mente con 0,1 mL del homogeneizado y se lo siembra en estria 
para su aislamiento. Ademas, se deben preparar portaobjetos pa¬ 
ra tincion de Gram de la misma muestra. 

LiQUIDO PLEURAL Y ASPIRADOS TRANSTRAQUEALES 

El liquido pleural y los aspirados transtraqueales se siem- 
bran directamente en los medios selecti\os y no selectivos 
como se hace para los homogeneizados tisulares. Se incuban 
las placas de BCYEa o BMPa en una incubadora con CO., al 
5-10% a 35 "C y se las examina diariamente durante 5 dias; se 
las puede examinar mejor cada 2 a 3 dias hasta durante 2 sema- 
nas. Se inoculan otros medios para las muestras de las vias res- 
piratorias bajas (p. ej., agar sangre de carnero, agar chocolate y 
agar de MacConkey) y se los incuba de la forma habitual. Se 
procesa mejor la misma muestra utilizada para el cultivo 
haciendo frotis para la tincion de Gram. 

PROCEDIMIENTO DE DESCONTAMINACION POR LAVADO ACIDO 
PARA ESPUTO Y OTRAS MUESTRAS CONTAMINADAS 

Los medios selectivos disponibles para el aislamiento pri¬ 
mario de legionelas no son completamente selectivos y, por lo 
tanto, permiten el crecimiento intercurrente de algunos micro¬ 
organismos no deseados (p. ej., especies de Bacillus o especies 
de Pseudomonas). Ademas, el crecimiento de legionelas en 
BCYEa puede ser inhibido por otras bacterias en las muestras 
cimicas, aun cuando se incorporen antibioticos en los medios 
selectivos. Se ha comunicado que el tratamiento de las muestras 
respiratorias contaminadas como esputo, lavados bronquiales y 
aspirados traqueales con una solucion acida de lavado antes de 
la inoculacion de placas de BCYEa y BMPa mejora el aisla¬ 
miento de Legionella."^ Se puede utilizar el protocolo explica- 
do en el recuadro 10-1 para el procesamiento de las muestras 
que contienen flora normal. Sin embargo, cabe senalar que no 
existe ninguna otra comunicacion que confirme ni refute la efi- 
cacia del tratamiento con acido, de modo que se debe evaluar 
el trabajo extra involucrado en cada laboratorio. El tratamiento 


Recuadro 10-1 Protocolo para la descontamlnaclon por 
lavado acido de esputo y otras muestras 
contaminadas 


1. Antes de realizar el tratamiento con acido de la muestra, preparar seis 
frotis para la prueba de IFD. 

2. Inocular una placa de BCYEa y una placa de BMPAa con tres a cinco 
gotas de la muestra respirator!a no tratada y sembrar en estria para el 
aislamiento. 

3. Agregar 0,5 mL de muestra respiratoria a 4,5 mL de solucion acida 
(KCl-HCl 0,2 M) en un tubo con tapa a rosea. 

a. Sellar apretadamente el tubo y mezclar con cuidado agiiando bajo 
una capucha de seguridad. 

b. Dejar reposar la suspension a temperatura ambiente durante 
5 minutos. 

4. Inocular un segundo conjunto de placas de BCYEa y BMPAa con tres 
a cinco gotas de la mezcla acido-muestra preparada en el paso 3 y sem¬ 
brar en estria para aislamiento. Marcar las placas con una “A” para 
identificar las placas inoculadas despues del tratamiento con acido. 

5. Colocar las cuatro placas inoculadas en bolsas de plastico permeables al 
CO, (dos por bolsa) e incubar en CO, a 35 “C durante 2 semanas. 
Examinar cada 2 a 3 dias para detec tar crecimiento. 
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de las muestras con calor solo mejoro en forma marginal el ais- 
lamiento de Legionella y no fue recomendado para su uso sis- 
tematico."* 


HEMOCULTIVOS 

En ocasiones, la recoleccion de sangre para el cultivo de Le¬ 
gionella es util en ciertas circunstancias chnicas. Se han utili- 
zado tanto metodos de cultivo en caldo como de lisis-centrifu- 
gacion. Se debe realizar un subcultivo a ciegas de los cultivos 
en caldo o la tincion con un metodo sensible como naranja de 
acridina, porque las legionelas no desencadenan regularmente 
indicadores de crecimiento en los sistemas comerciales. Los 
pacientes con hemocultivos positivos tuvieron concentraciones 
mucho mas altas de legionelas en las muestras respiratorias que 
aquellos con hemocultivos negativos. No esta clara la utilidad 
de realizar hemocultivos de rutina en los pacientes que no estan 
tan gravemente enfermos. 

Identificacion de especies de Legionella 

En los casos tipicos, las colonias de Legionella aparecen en 
BCYEa despues de 2 a 3 dias de incubacion en las areas que 
han recibido un inoculo importante. Sin embargo, si solo se 
presentan algunos microorganismos y si las placas han sido 
inoculadas ligeramente, pueden requerir varios dias mas para 
desarrollarse. Las colonias tienen un tamaho variable (punti- 
formes hasta 3 a 4 mm), son brillantes, convexas, circulares, 
ligeramente irregulares y tienen un margen entero (vease lami¬ 
na en color 10-1C). Cuando se las examina a traves de un 
microscopio de diseccion (7x a 15x) parecen tener estructuras 
internas cristalinas o un aspecto moteado opalescente similar al 
de Fusobacterium nucleatum (veanse cap. 16 y lamina en color 
10- 1C y D). Algunas especies muestran una fluorescencia bian¬ 
co azulada bajo luz ultravioleta de onda larga (366 nm) (vease 
lamina en color 10-IE); otras muestran una fluorescencia roja 
(cuadro 10-3). Las presentes colonias de Legionella deben sub- 
cultivarse en una placa de agar sangre de camero al 5% comun 
sin suplementos o BCYEa sin L-cistema y en medio BCYEa 
que contiene L-cistema. Los microorganismos que crecen en 
agar sangre de camero al 5%, en BCYEa sin L-cistema o en 
otros medios habituales (como agar de MacConkey) es proba¬ 
ble que no sean Legionella. Se pueden aislar cepas ocasionales 
de especies de Legionella en agar chocolate enriquecido. Se 
deben caracterizar las cepas de bacilos gramnegativos con 
caracteristicas tipicas de las colonias de Legionella que crecen 
en medio BCYEa o BMPa despues de 48 horas de incubacion 
o mas, pero no crecen en BCYEa que carece de L-cistema o en 
agar sangre de camero. La mayoria de estas cepas pertenecen a 
L pneumophila serogrupo 1, pero existe variacion geografica 
en las especies y los serogrupos recuperados. La prueba de 
laboratorio mas conveniente para confirmar Legionella ante un 
microorganismo sospechoso es la prueba IFD. Las colonias 
pueden ser evaluadas con los conjugados de anticuerpos fluo- 
rescentes mencionados antes para realizar el seroagrupamiento 
de la cepa aislada. 

En ocasiones, se encuentran microorganismos que se ase- 
mejan a Legionella, pero que no reaccionan con los reactivos 
serologicos utilizados en la prueba de IFD. Todas las pruebas 
bioquimicas tienen un uso limitado (cuadro 10-3); la caracteri- 
zacion de los acidos grasos celulares es util si el laboratorio 
esta preparado para realizar este analisis (cuadro 10-4). Sin 
embargo, para la mayoria de los laboratorios la conducta ade- 
cuada sera remitir la cepa a un laboratorio de referencia para 


determinar si representa un serogmpo para el cual no se dispo¬ 
ne de reactivos o incluso una especie o un serogrupo que antes 
no fue reconocido. Cabe sehalar que existen especies distintas 
de Legionella que requieren L-cistema, no crecen en agar san¬ 
gre y pueden asemejarse a Legionella en la morfologia de las 
colonias y microscopica.^^^ Las pruebas utilizadas para la 
caracterizacion definitiva de las especies de Legionella en algu¬ 
nos laboratorios de referencia o de investigacion comprenden 
pruebas serologicas, cromatografia gas-liquido de acidos gra¬ 
sos celulares y estudios geneticos de acidos nucleicos. Como 
ya se dijo, se demostro que la sonda de cDNA marcada con 
que se comercializa, disehada para detectar rRNA de legione¬ 
las, diferencia entre los microorganismos de genero Legionella 
y no Legionella que crecen en cultivo.En la lamina en color 
10-1 se muestran las caractensticas seleccionadas para el reco- 
nocimiento de laboratorio de las especies de Legionella. 

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento 

La mortalidad de los pacientes con legionelosis causada por 
L. pneumophila varia del 0% al 30%, segun la circunstancia 
clmica y la poblacion de pacientes. La eritromicina ha sido efi- 
caz para reducir la tasa de letalidad e historicamente ha sido el 
farmaco de eleccion para la legionelosis. La mortalidad de la 
infeccion por Legionella se correlaciono tanto con la demora 
en la iniciacion del tratamiento con eritromicina despues de la 
hospitalizacion como con la demora total para administrar el 
antibiotico.^'' 

Como las especies de Legionella son patogenos intracelula- 
res facultativos, que se reproducen dentro de los monocitos y 
los macrofagos, es muy probable que los antibioticos que son 
concentrados dentro de las celulas sean satisfactorios en el tra¬ 
tamiento. Los macrolidos mas nuevos (p. ej., azitromicina y cla- 
ritromicina) y las fluoroquinolonas (p. ej., ciprofloxacina y 
pefloxacina) son mas activos in vitro y en modelos experimen- 
tales que la eritromicina, aunque la experiencia clmica con 
estos agentes sigue siendo limitada. Se sabe que la rifampicina 
es muy activa in vitro^"^ y se podria administrar ademas de la 
eritromicina a algunos pacientes gravemente enfermos o que 
no responden a la eritromicina sola, pero no se debe adminis¬ 
trar rifampicina aislada. Como altemativa, se ha recomendado 
doxiciclina combinada con rifampicina para pacientes modera- 
da o gravemente enfermos. Otra posible opcion es trimetopri- 
ma-sulfametoxazol con rifampicina o sin ella. Las penicilinas 
(p. ej., penicilina, carbenicilina, oxacilina); las cefalosporinas 
de primera generacion (p. ej., cefalotina, cefazolina), de segun- 
da generacion (p. ej., cefamandol, cefoxitina) y presumible- 
mente las de tercera generacion; los aminoglucosidos (p. ej., 
gentamicina, tobramicina, amikacina) y la vancomicina no son 
eficaces para el tratamiento. La prueba de sensibilidad a los 
antibioticos in vitro de las cepas aisladas de Legionella no ha 
sido estandarizada y no se correlaciona con la respuesta clmi¬ 
ca a la antibioticoterapia en los pacientes. Por lo tanto, no se 
recomienda realizar pruebas de sensibilidad a los antibioticos 
in vitro cuando se isla Legionella en el laboratorio del diag- 
nostico del hospital porque los resultados no son interpretados 
facilmente por el microbiologo o el medico. 

Inmunofluorescencia indirecta 

La prueba de inmunofluorescenia indirecta (IFI) se reco¬ 
mienda como auxiliar para el diagnostico de legionelosis, sobre 
todo para pacientes que no pueden proporcionar muestras res¬ 
piratorias suficientes (como esputo) para cultivo. La sensibili- 



CuBdrO 10'3 Caracteristicas seleccionadas de especies de Legionella implicadas en enfermedades humanas* 


ESPECIES DE 
LEGIONELLA 

ACIDO-ALCOHOL 

RESISTENCIA 

MODIFICADA 

EN EL TEJIDO 

COLORACION PARDA 

DE LOS MEDIOS 
QUE CONTIENEN 
TIROSINA 

HIDROLISIS 

DE HIPURATO 

LIQUEFACCION 
DE GELATINA 

PRODUCCION 

DE P-LACTAMASA 

OXIDASA 

MOTILIDAD 

AUTOFLUO- 

RESCENCIA 

L. amisa 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

AB 

L. birminghamensis 

- 

- 

- 

+ 

+ 

± 

+ 

- 

L. hozemannii 

- 

+ 

- 

+ 

± 

± 

+ 

AB 

L. cincinnatiensis 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

L. dumoffii 

- 


- 

+ 

+ 

- 

+ 

AB 

L. feelei 

- 

+(d) 

± 

± 

- 

- 

+ 

- 

L gormanii 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

AB 

L. hackelii 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

L jordanis 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

L lansingensis 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

L longbeachae 

- 

+ 

- 

+ 

± 

+ 

+ 

- 

L. lytica 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

L maceachernii 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

L. miedadei 

+ 

_b 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

L. oakridgensis 

- 

+ 

- 

+ 

+(d) 

± 

- 

- 

L. parisiensis 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

AB 

L. pneumophila subespecie 


+ 


+ 

+ 

+/± 

+ 

- 

pneumophila 

L. pneumophila subespecie 

- 

+ 

± 

+ 

+ 

+/± 

+ 

- 

fraseri 

L pneumophila subespecie. 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/± 

+ 

- 

pascuUei 

L. sainthelcnsi 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

L. tuconsensis 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

AB 

L. wadsworthii 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 


*Toda\ las twiu'fit s son muestran jalta de crecimiento en agar sangre sin suplemento y requieren L-cistema (presente en agar BCYEa) para el aislamiento primario (excepto para cepas adaptadas en lahoratoria de 

L. oakridgcnsis. que pietden el tt i/neritniento de t eisteina). Son catalasa positivas o peroxidasa positivas. Ninguna reduce nitrate a nitrito, produce dcido a partir de D-glucosa ni produce ureasa. +: posiiivoi negative: 
reaceien dehil: ND: dale\ tut disfumihle.s: a cepa negativa: d\ dehil; h: negative en el aislamiento inicial; puede ser positive luege de transferencia a agar BCYEa; c\ raras cepas han side aisladas de casos con hacilos dcido alco 
hoi resistentes modificados en muesttits t Unicas: esias cepas no fueron divididas en subespecies; d: algunas cepas negatives; AB. autefluorescencia azulmblancuzca. Adaptado de referenda 
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Cuadro 10-4 Prindpales acidos grasos ceiulares de las espe- 
cies de Legionella aisladas en seres humanos*) 


ESPECIE 

ACIDOS GRASOS CELULARES^ 

L. anisa 

^"^15.0 

L. birminghamensis 


L bozemannii 


L cincinnatiensis 

^"^16:0’ ^“^16h 

L dumoffii 

^"^15:0 

L. feelei 

^"^15:0’ *^"^16:1 

L. gormanii 


L hackelii 

^“^15:0 

L. jordanis 

2-C,5:0 

L. lansingensis 


L. longbeachae 

'*^16 0 

L. maceachernii 

^-^15:0 

L. micdadei 

^-^150 

L. oakridgensis 


L, pneumophila 

^■^16:0 

L. sainthelensi 

^"^16:0 

L tucsonensis 


L. wadsworthii 

^"^15:0 


enumeran los prindpales dddos grasos ceiulares (determinados medianie crotna- 
tografia gas-Uquido) de las especies de Legionella aisladas de seres humanas. Estas 
hacterias son inusuales comparadas con las otras hacterias gramnegativas debido a 
sus cantidades relativamente grandes de dddos ceiulares de cadena ramificada. El 
dddo mas abundante de L. pneumophila >' algunas cepas de L. longbeachae es i-C 
Sin embargo, las cepas de L. longbeachae pueden lener o ^ como dddo 

principal o los dos dddos pueden estar presentes en cantidades aproximadamente 
iguales como los dos dddos mas abundantes. For oira parte, el principal dddo graso 
de L, bonzemanii, L. micdadei, L. dumoffii, L. goimanii, L. jordanis y algunos otros 
es un dddo saturado de 15 carbonos >' cadena ramificada (a-Cj^,J. 

'Los numeros antes de los dos pantos representan la cantidad de dtomos de carbono 
contenidos en cada uno de los diferentes dddos grasos: los numeros despues de los 
dos pantos es la cantidad de enlaces dobles; i_indica una rama metilo {-CH,} en el 
dtomo de carbono iso (proximo al ultimo); a indica una rama metilo en el dtomo de 
carbono anteiso (segundo desde el ultimo). 

Adaptado de la referenda'^^. 


dad de la prueba IFI es del 75-80% y la especificidad es del 
Sin embargo, los medicos deben esperar 2 a 6 
semanas para que se produzca una elevacion de cuatro veces en 
el titulo de anticuerpos en los pacientes. Los react!vos para las 
pruebas de serodiagnostico para Legionella deben detectar 
anticuerpos de las clases IgG, IgM e IgA. En algunos pacien¬ 
tes, puede ocurrir una elevacion en el titulo de IgM sin una ele¬ 
vacion detectable en los titulos de IgG o IgA o puede ocurrir 
antes en el curso de la enfermedad que una elevacion en el titu¬ 
lo de IgG.^^"^ Los anticuerpos IgM pueden persistir hasta duran¬ 
te un ano, de modo que su presencia no puede utilizarse para el 
diagnostico de infeccion reciente. 

Como lo documentaron Wilkinson y cols., la prueba de IFI 
en suero utilizando antigenos contra Legionella puede dar reac- 
ciones cruzadas con el suero de pacientes que tienen otras 
determinadas infecciones.^^’’^^^ Los sueros de pacientes que tu- 
vieron infecciones por Mycoplasma pneumoniae asociadas con 
brotes y pacientes con fiebre Q dan reacciones cruzadas con L. 
longbeachae serogrupo 2 y L jordanis. Tambien, se observaron 
reacciones cruzadas entre sueros de pacientes que tenian tula¬ 
remia asociada con brotes {Francisella tularensis) y antigeno 
de L. jordanis. Ademas, se ban observado reacciones falsas 
positivas en pacientes con Bacteroides fragilis, Proteus vulga- 
hs, especies de Rickettsia y especies de Citrobacter.^^ Se pue¬ 


den eliminar algunas reacciones cruzadas mediante absorcion 
de antisueros con E. coli, aunque con cierta disminucion en el 
titulo mti-Legionella.^^^ Es posible eliminar las reacciones cru¬ 
zadas con Campylobacter mediante la absorcion de sueros con 
esa bacteria. 

El serodiagnostico de una infeccion reciente por Legionella 
requiere seroconversion (aumento de cuatro veces en el titulo 
de anticuerpos) hasta titulos recfprocos de 1:128 o mayores. 
Los titulos recfprocos elevados unicos de 256 o mayores pue¬ 
den ser sugestivos durante un brote. Sin embargo, en casos 
esporadicos, un tftulo de 1:256 o mayor no siempre indica una 
infeccion reciente porque estos tftulos altos pueden persistir en 
personas sanas sin ninguna evidencia clmica simultanea de 
legionelosis. Como cuestion practica es poco probable que el 
seguimiento necesario para demostrar seroconversion ocurra 
en la mayorfa de los casos esporadicos. 

Diagnostico molecular 

Dada la necesidad de una confirmacion de laboratorio del 
diagnostico de enfermedad de los legionarios y lo inadecuado 
de los metodos tradicionales, no es sorprendente que se inves- 
tigue mucho para lograr un diagnostico molecular. Hasta este 
momento ese potencial no se ha cumplido, pero los estudios 
continuan. Un primer intento por utilizar sondas de DNA para 
el diagnostico clmico fue suspendido por problemas con la sen- 
sibilidad y la especificidad. Se han utilizado con exito metodos 
de amplificacion para detectar legionelas en muestras ambien- 
tales y el metodo comercial ha sido satisfactorio en muestras 
clmicas,^^^ pero no ha sido aceptado por la Food and Drug 
Administration para muestras humanas. Mas recientemente, la 
atencion se ha centrado en los ensayos de amplificacion en 
tiempo real (RT-PCR) para su uso en muestras clfnicas.^^^^^^’^^ 
Estos ensayos aiin estan en desarrollo, pero parecen promiso- 
rios como herramientas para el diagnostico rapido. Un indicio 
de que estas pruebas se encuentran en desarrollo es la notifica- 
cion de que un ensayo comercial de amplificacion de uso fre- 
cuente para la extraccion de DNA no es apropiado para la 
deteccion de especies de Legionella en muestras clfnicas.^'^^ 


Estudios de micmbiologia ambiental 

Aislamiento de Legionella en muestras ambientales 

Se ha observado repetidas veces la presencia creciente de 
especies de Legionella tanto en aguas naturales como artificia- 
les, en ausencia de pacientes con enfermedad clmica, lo que 
argumenta en contra del cultivo microbiologico sistematico del 
agua. Por otra parte, se han acumulado muchas pruebas que 
citan el agua potable como fuente del microorganismo en 
numerosos pacientes que han tenido una infeccion por L. pneu¬ 
mophila. La provision de agua caliente de los edificios ha sido 
implicada a menudo en la legionelosis; sin embargo, se necesi- 
tan mas estudios sobre la magnitud de la contaminacion por 
Legionella en los sistemas de agua potable domestica y de agua 
caliente y la frecuencia de la asociacion con la infeccion."^^ Por 
ejemplo, se defmieron los factores que aumentan la probabili- 
dad de que las especies de Legionella colonicen los sistemas de 
agua domesticos de provision de agua, pero estos factores no 
parecfan aumentar la incidencia de legionelosis adquirida en la 
comunidad. La probabilidad de que gran cantidad de personas 
sanas esten expuestas a menudo a estos microorganismos en la 
naturaleza, en el hogar, en el lugar de trabajo y en edificios pri- 
vados y publicos de todo tipo es alta, por lo que es posible que 
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muchas legionelas aisladas en fuentes naturales de agua y en el 
agua comente no sean altamente virulentas, que la exposicion 
al microorganismo sea de poca magnitud o que la mayona de 
las personas no sean huespedes susceptibles; o tal vez todas las 
alteraciones sean ciertas. For lo tanto, la enumeracion micro- 
biologica de las especies de Legionella en el agua potable o de 
otro tipo (como la de las torres de refrigeracion) no tiene nin- 
guna relevancia clmica ni epidemiologica para la enfermedad 
en los seres humanos a menos que se documenten casos clini- 
cos. Lamentablemente, no existen marcadores de virulencia 
adecuados para distinguir las cepas ambientales que son “pato- 
genas” de aquellas que es poco probable que lo sean, ni hay 
pruebas apropiadas que predigan en que huespedes humanos se 
desarrollara la legionelosis o quienes seran resistentes cuando 
esten expuestos a Legionella en el medioambiente. Mas aiin, no 
se puede medir con exactitud el grado ni la extension de la 
exposicion al microorganismo. For lo tanto, la vigilancia mi- 
crobiologica de las aguas ambientales es especialmente dificil 
de interpretar en ausencia de casos de la enfermedad (e incluso 
en presencia tambien de casos documentados). Asimismo, se 
recomienda la vigilancia clmica y epidemiologica de los 
pacientes (p. ej., por parte de enfermeras de control de infec- 
ciones hospitalarias) como parte de un programa para evitar la 
legionelosis hospitalaria. 

En los brotes de legionelosis intrahospitalaria, la hiperclora- 
cion del agua hospitalaria hasta un nivel de entre 2 y 6 mg/L de 
cloro residual libre y la elevacion de la temperatura del agua 
caliente hasta mas de 70 °C o una combinacion de hiperclora- 
cion y lavado con calor son metodos cuya eficacia para supri- 
mir el crecimiento de Legionella ha sido probada.^®^'^-^^’’^"^ Fara 
lograr el lavado por calor o la erradicacion por medios termi- 
cos, se hace circular el agua caliente en todo el sistema de agua 
del edificio a una temperatura de 70-75 °C. Se lavan con agua 
caliente todas las cabezas de duchas y los grifos con el objeti- 
vo de destruir las Legionella en estos sitios. Se han publicado 
en otros sitios protocolos de hipercloracion y erradicacion por 
medios termicos.'®^ Lamentablemente, existe el riesgo de 
sufrir escaldaduras por el agua caliente y se deben tomar las 
precauciones necesarias para reducir esta posibilidad (p. ej., 
colocar senales de advertencia, calentar el agua durante perio- 
dos relativamente cortos cuando la mayoria de los pacientes 
estan dormidos). (Las reglamentaciones de algunos estados 
exigen que la temperatura del agua en los hospitales sea infe¬ 
rior a 48,9 °C para evitar la escaldadura de los pacientes). La 
cloracion continua (hasta lograr concentraciones de cloro de 
1,5 partes por millon de cloro residual libre) puede ser excesi- 
vamente corrosiva y destructiva para algunos sistemas y equi- 
pos de plomeria; tambien existe el riesgo de exposicion toxica 
al triahalometano. Si no se realiza de forma continua trata- 
miento con calor, cloracion o ambos, el tratamiento debe ser 
recurrente porque la recolonizacion del agua es altamente pro¬ 
bable y tiende a recurrir luego de suspendido el calor o la clo¬ 
racion. Se estan investigando otros metodos, como esteriliza- 
cion con luz ultravioleta, ozonizacion, agregado de agentes 
amebicidas y de iones metalicos en pequehas cantidades (p. ej., 
plata, cobre) como tratamientos alternativos de los sistemas de 
agua. 

Si se documentan casos hospitalarios de infeccion por 
Legionella, se puede llevar a cabo una investigacion microbio- 
logica centrada especialmente en el muestreo ambiental para 
ayudar a determinar la fuente mas probable. Se pueden imple- 
mentar medidas de control por calor o cloracion para eliminar 
o suprimir el microorganismo y los cultivos ambientales de 
seguimiento pueden ayudar a determinar la eficacia de estas 


medidas. En los hospitales que presentan un brote o un proble- 
ma hiperendemico de Legionella, se debe considerar la vigi¬ 
lancia microbiologica periodica del ambiente, combinada con 
medidas de control continuas o repetidas, a menos que se 
pueda mostrar que no han ocurrido casos de legionelosis. 

Se recomiendan los metodos sehalados en el protocolo de 
Barbaree y cols.^ para las personas que desean aislar e identifi- 
car especies de Legionella en el agua ambiental. En este proto¬ 
colo, se recogen muestras de agua (1 a 2 L) y se concentran uti- 
lizando filtros de policarbonato de 0,2 pm (tamano de los 
poros). Se realizan recuentos viables con tratamiento acido pre- 
vio en BCYEa o sin el y el medio que contiene base de 
BCYEa con suplemento de glicina, polimixina B. vancomici- 
na y anisomicina. 

Tipificacion de cepas de Legionella 

Debido a la amplia distribucion de L. pneumophila serogru- 
po 1 en el medioambiente, el seroagrupamiento con los reacti- 
vos de IFD descritos antes ha tenido solo utilidad epidemiolo¬ 
gica limitada en la investigacion de la fuente de diferentes 
cepas. Algunos investigadores han creado metodos para tipifi- 
car o subagrupar cepas de L. pneumophila serogrupo 1. Se han 
investigado los analisis de subtipos dentro de L. pneumophila 
serogrupo 1 utilizando paneles de anticuerpos monoclona- 
les,«4,83 analisis estructural genetico de L pneumophila utili¬ 
zando tecnica de electroforesis enzimatica multilocus^^y 
determinacion del contenido de plasmidos^*"^ de diferentes ce¬ 
pas de distintas fuentes. Las tecnicas mas recientes incluyen 
electroforesis de protemas de la membrana externa de L pneu- 
mophila^^^ y un metodo de tipificacion basado en el uso de son- 
das de DNA biotiniladas clonadas para el analisis de polimor- 
fismos de longitud de los fragmentos de restriccion (RFLF).^^^ 
Uno de los metodos de tipificacion mas promisorios es la deter¬ 
minacion de perfiles de DNA polimorfo amplificado aleatorio 
de Legionella pneumophila mediante FCR; este metodo parece 
ser mas rapido y menos costoso que la tipificacion mediante 
RFLF. Se ha comunicado que la determinacion de perfiles de 
DNA polimorfo amplificado aleatorio es mas discriminatoria 
que la tipificacion mediante RFLF de algunas cepas de 
Legionella y puede detectar diferencias entre ellas con diferen¬ 
tes tipos de RFLF.'^^ La investigacion de una epidemia o el ana¬ 
lisis de casos aparentemente no relacionados puede reforzarse 
mediante la comparacion del patron molecular de las cepas ais¬ 
ladas de pacientes y del medioambiente. Aunque la secuencia- 
cion directa del acido nucleico de las muestras puede ser facti- 
ble para estudios epidemiologicos, se necesitan cepas aisladas. 
lo que destaca nuevamente la importancia del cultivo para el 
diagnostico de estas infecciones. Es importante recordar que la 
demostracion de cepas “identicas” de los pacientes y de un siiio 
ambiental significa que el sitio ambiental esta “en discusion'* 
como fuente de la infeccion, pero no prueba la asociacion. Es 
esencial un analisis epidemiologico cuidadoso y la considera- 
cion de todas las posibilidades. Lamentablemente. es posible 
que nadie aprecie algunas de estas posibles fuentes. Un ejem- 
plo clasico de este fenomeno fue el reconocimiento de que el 
agua potable era la fuente de infecciones en el Veterans Affairs 
Hospital despues de que se probo la falacia de las presunciones 
iniciales de que lo eran las torres de refrigeracion. 

En general, la caraclerizacion de los acidos nucleicos es mas 
discriminatoria que el analisis de la estructura antigenica utili¬ 
zando anticuerpos monoclonales. Es interesante senalar que los 
tipos antigenicos y las variantes genomicas no siempre con- 
cuerdan.^^ La prueba final para cualquier tecnica de tipificacion 
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Cuadro 10-5 Correlacion de los patrones de anticuerpos 
monoclonales con el analisis epidemiologico 

PATRON 

DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES 

CEPAS CLfNICAS 

CEPAS 

AMBIENTALES 

A 

Casos epidemicos 

Torres de refrigeracion 

B 

Casos intrahospitalarios 
esporadicos 

Agua potable del 
hospital 

C 

Caso comunitario espo- 
radico 

- 

Adaptado de la referencia^\ 


es discriminar las cepas en grupo con sentido epidemiologico. 
Los patrones deben mostrar suficientes diferencias como para 
separar las cepas en grupos relacionados, pero no tantas como 
para discriminar grupos absurdos de cepas. For una parte, 
cepas aparentemente similares podrian parecer diferentes si se 
utilizara otra herramienta de tipificacion. For otra, puede ser 
necesario un acuerdo de consenso para decidir cuantas y que 
tipo de diferencias definen realmente las diferencias del mundo 
real con una tecnica particular. Siempre que sea posible es Opti¬ 
mo analizar las cepas con mas de una tecnica. 

En el mejor de los casos, el analisis molecular o antigenico 
puede racionalizar un problema epidemico o endemico. El ana¬ 
lisis de un grupo de cepas clmicas y ambientales de un lugar en 
un penodo de anos produjo tres agrupamientos de cepas, como 
se resume en el cuadro 10-5. Estas cepas fueron caracterizadas 
con un panel de anticuerpos monoclonales, reactivos relativa- 
mente no discriminatorios. Un grupo de investigadores euro- 
peos ha utilizado con exito el analisis de polimorfismos de lon- 
gitud de fragmentos amplificados.^^ Se han definido y validado 
los tipos de polimorfismp de L pneumophila serogrupo 1 
mediante pruebas de eficacia.^^ Los autores de un estudio 
reciente de ribotipificacion automatizada, utilizando cepas de 
referenda, arribaron a la conclusion de que el procedimiento 
era util para el analisis genomico, pero no lo suficientemente 
discriminatorio para utilizarlo para el analisis epidemico. Sin 
duda se requieren mas investigaciones en esta tan importante 
area. 
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L a gonorrea fue reconocida ya en tiempos de Galeno 
(siglo II a.C.), quien la denomino con las palabras 
griegas gonor (“semen”) y rhoia (“flujo”), para suge- 
rir que la enfermedad estaba relacionada con el flujo de semen. 
Tambien se encontraron referencias a esta infeccion en el 
Antiguo Testamento y en historias escritas de varias culturas. 
Aunque bien reconocida como una enfermedad de transmision 
sexual en el siglo xiii, la gonorrea no se distinguio de la sifilis 
hasta mediados del siglo xix. En 1897, Albert Neisser, de la 
Universidad de Breslau, Alemania, observe por primera vez 
Neisseria gonorrhoeae, el agente etiologico de la gonorrea, en 
exudados purulentos del aparato genital y de la conjuntiva. El 
aislamiento posterior del microorganismo, la inoculacion en 
voluntaries humanos y su reaislamiento por Bumm en 1885 
permitieron establecer la relacion causal entre el microorganis¬ 
mo y la enfermedad (veanse los postulados de Koch, cap. 5). 

La meningitis cefalorraquidea epidemica fue conocida a 
principios del siglo xix, pero el agente causal no se describio 
hasta 1884, cuando Marchiofava y Celli lo observaron en exu¬ 
dados menfngeos. En 1887, Weichselbaum aislo el microorga¬ 
nismo, ahora llamado Neisseria meningitidis, en un cultivo 
pure y describio por primera vez sus caracteristicas y su papel 
etiologico en seis pacientes con meningitis aguda. Otros traba- 
jos realizados por Kiefer en 1896 y por Albretch en 1901 esta- 
blecieron la existencia del estado portador meningococico en 
individuos sanos.^^ 

Durante el periodo transcurrido desde 1929 hasta fines de 
1943, grandes brotes de enfermedad meningococica en Chile y 
ciudades de los Estados Unidos (p. ej., Detroit y Milwaukee) 
concentraron la atencion cientiTica en este microorganismo. 
Con los brotes ulteriores entre los reclutas militares en los 
Estados Unidos y otros paises se comenzo a adquirir un mejor 
conocimiento de la epidemiologfa, la patogenia, la quimiopro- 
filaxis, y las perspectivas para el desarrollo de vacunas.^^^^ A 
finales de 1930, se encontro que las sulfonamidas Servian para 
erradicar el estado de portador meningococico, lo que propor- 
ciono una forma de evitar la diseminacion de la enfermedad. 
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Durante principios de la decada de 1960, comenzo a aparecer 
resistencia de los meningococos a las sulfonamidas, junto con 
la enfermedad epidemica en dos instalaciones militares en 
California. Estos brotes estimularon la creacion de vacunas de 
polisacaridos eficaces contra meningococos de los serogrupos 
A y C. En la actualidad, la meningitis epidemica de N. menin¬ 
gitidis serogrupo A se presenta como un problema serio en 
regiones de Africa y la enfermedad meningococica todavfa se 
observa en poblaciones militares semicerradas,^^'^^^^’' Recien- 
temente, han ocurrido epidemias de enfermedad meningococi¬ 
ca en Norway, Canada, y en los paises de la ex Union Sovie- 
tica, y han surgido en Arabia Saudita enfermedades asociadas 
con el serogrupo W-135 de N meningitidis Tanto en 
los Estados Unidos como en Europa, la enfermedad meningo¬ 
cocica por el serogrupo C ha aumentado en la comunidad y en 
las universidades y colegios, lo que se tradujo en un incre- 
mento importante de su incidencia en adolescentes y adultos 
jovenes.^^^’^^^’^^®’^^^ Las tecnicas moleculares han permitido a 
los investigadores analizar los factores de virulencia meningo- 
cocicos y entender la “epidemiologfa molecular” de los sero¬ 
grupos, serotipos y subserotipos, meningococicos y la virulen¬ 
cia clonal. 

N, gonorrhoeae y N. meningitidis continuan siendo patoge- 
nos temibles y versatiles que constituyen una preocupacion 
tanto para los medicos como para los profesionales del labora- 
torio clinico. Aunque los metodos para el aislamiento y la iden¬ 
tificacion de las especies de Neisseria a partir de muestras cli- 
nicas no han cambiado demasiado, las tecnicas nuevas para la 
deteccion directa de N. gonorrhoeae basadas en la amplifica¬ 
cion de acidos nucleicos y en sondas de acidos nucleicos han 
modificado bastante el acceso del laboratorio al diagnostico de 
enfermedad gonococica. La resistencia a los agentes antimi- 
crobianos continua siendo una preocupacion importante en el 
nuevo milenio, en particular con la aparicion de gonococos 
resistentes a las fluoroquinolonas en todo el mundo.^^"^ N. 
meningitidis ha cobrado mayor importancia en estos ahos con 
la autorizacion de vacunas contra otros agentes causantes de 
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meningitis (p. ej., Haemophilus influenzae tipo b). El recono- 
•-'imiento, el tratamiento y el manejo de la enfermedad menin- 
^ x ocica en una comunidad requieren la cooperacion de medi- 
crvN. profesionales de laboratorio clmico y epidemiologos para 
cv-fKenar las intervenciones mas convenientes. A1 igual que los 
^ .mococos, las cepas raras de N. meningitidis ban adquirido 
informacion genetica para producir P-lactamasa, mientras que 
♦Mras ban desarrollado “sensibilidad disminuida” a algunos 
P-lactamicos debido a la adquisicion de protemas de union a la 
penicilina alteradas.^^^"^®^ A veces, la recuperacion de especies 
de Seisseria recien reconocidas y “no patogenas” de pacientes 
inmunodeprimidos tambien debe ser considerada por los 
nncrobiologos para acceder a la deteccion e identificacion de 
^ species de Neisseria y bacterias “tipo neisseria” en muestras 
cbnicas. 


Taxonomia de la familia Neisseriaceae y de la familia 
Moraxeliaceae 

En la edicion de 1984 del Manual de Bacteriologia Siste- 
mdtica de Bergey, la familia Neisseriaceae incluia cuatro gene- 
fos: Neisseria, Moraxella, Kingella y Acinetobacter}'^ En ese 
momento, el genero Neisseria consistia en 11 especies consi- 
deradas “neisseriae verdaderas” y tres especies animales, 11a- 
madas en grupo “neisseriae falsas” (N. caviae, N. ovis y N. 
cuniculi). consideradas species incertae sedis,^^^ El genero 
Moraxella fue subdividido en dos subgeneros: el subgenero 
Moraxella y el subgenero Branhamella}^ En el genero 
Moraxella subgenero Moraxella se ubicaron seis especies: M. 

3 M. I laciinata, M. (M.) hovis, M. (M.) nonliquefaciens, M. (M.) 
adantae, M. (M.) phenylpyriivica y M. {M.} osloensis, y en el 
subgenero Branhamella se colocaron cuatro especies: M.(B.) 
catharralis, M. (B.) caviae, M. (B.) ovis y M. (B.) cuniculi}^'^'^ 
"Moraxella urethralis"' fue considerado un microorganismo 
de filiacion incierta. La familia tambien incluyo tres especies de 
Kingella (K. kingae, K. denitriflcans y K. indologenes) y gru- 
pos fenotipicos Acinetobacter}^ Psychrobacter immobilis fue 
agregado a la familia Neisseriaceae en 1986.^^"^ 

En 1988, usando varias tecnicas moleculares nuevas para la 
taxonomia bacteriana, Stackebrandt y cols, describieron 
Proteobacteria y sus subgrupos RNA filogeneticos.^^^ La apli- 
cacion de tecnicas moleculares (p. ej., bibridacion de [rRNA] 
RNA DNA-ribosomico, bibridacion de DNA-DNA, analisis de 
secuencia 16S rRNA) condujo a varios cambios en la taxono¬ 


mia de la familia Neisseriaceae Las “neisseriae verdade¬ 
ras”, especies de Kingella y "Moraxella urethralis'' fueron 
asignadas al P-subgrupo de Proteobacteria y se recomendo la 
eliminacion de Acinetobacter, Moraxella, Branhamella y las 
falsas neisserias de la familia Neisseriaceae. A continuacion, 
“M. urethralis'^ fue reclasificada como Oligella urethralis, la 
variedad tipo del genero Oligella.^^^ Otro trabajo genetico tam¬ 
bien establecio que los generos Eikenella. Simonsiella y 
Alysiella y los grupos EF-4A, EF-4B. M-5 y M-6 de los 
Centers for Disease Control and Prevention iCDC) pertenecen 
asimismo a la enmendada familia Neisseriaceae '^" Los grupos 
M-5 y M-6 de los CDC, considerados en principio especies “de 
tipo moraxella” ban sido reclasificados como N. w eaveri y N. 
elongata subespecie nitroreducens, respectivamente.'‘ ‘ “ El 
genero Kingella permanece en la familia Neisseriaceae e K 
indologenes pertenece abora al genero Suttonella en la familia 
Cardiobacteriaceae como Suttonella indologenes (vease cap. 
9). Psychrobacter immobilis tambien fue excluida de la familia 
Neisseriaceae por el trabajo de Rossau y cols.^^"^ En la proxima 
edicion del Manual de Bergey, la Neisseriaceae es la linica 
familia en el orden propuesto “Neisseriales” dentro del p-sub- 
grupo de Probacteria, junto con Eikenella, Kingella y varios 
otros generos de origen animal y ambientales.^"^^ 

El estado taxonomico de M. (B.) catarrhalis, la otra especie 
Moraxella y la neisseria falsa ban sido objeto de debate y desa- 
cuerdo entre los microbiologos y los taxonomistas durante 
anos.^® En 1991, Rossau y cols, delinearon un grupo rRNA 
familiar nuevo dentro del y-subgrupo de Proteobacteria. Este 
grupo contenia el grupo Moraxella-Psychrobacter y el genero 
Acinetobacter. El primer grupo fue dividido en el “subgrupo 
Moraxella lacunata” (que contiene las moraxelas clasicas: M. 
lacunata subespecies lacunata, M. lacunata subespecies lique- 
faciens, M. boris, M. liquefaciens, las neisserias falsas y M. 
catarrhalis), el “subgrupo Moraxella osloensis'\ el “subgrupo 
Moraxella atlantae*' y el “subgrupo Psychrobacter-Moraxella 
phenylpyruvica'\ Estos investigadores propusieron una familia 
-Moraxeliaceae- nueva para este grupo rRNA.^^^ El mismo 
ano, Catlin propuso la familia Branhamaceae para incluir el 
genero Branhamella y el genero Moraxella.^^^ Este genero 
Branhamella propuesto abarcaba B. catarrhalis y las neisserias 
falsas, mientras que el genero Moraxella incluia todas las espe¬ 
cies de Moraxella (M. boris, M. lacunata y M. nonliquefaciens) 
y especies tipo moraxella (M. osloensis, M. phenylpyruvica y 
M. atlantae). El genero Acinetobacter no fue incorporado en la 
propuesta de Catlin. (Vease recuadro 11-1). 


Recuadro 11-1 Clasificacion de especies dentro de la familia Neisseriaceae y la familia MoraxeUaceae en el dominio 
Bacterla^^®"^^ 


Clase Orden Familia Genero Especies 


p-proteobacteria “Neisseriales” Neisseriaceae Neisseria N. gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N. subflava biova- 

riedades, N. mucosa, N. flavescens, N. cinerea, N. polysaccharea, N. 
elongata subespecies, N. weaveri, N. canis, N. macacae, N. denitrificans, 
N. iguanae, N. dentium 

■/-proteobacteria "Pseudomonadales” MoraxeUaceae Moraxella Grupo 1- Cuatro grupos: “Grupo M. lacunata" subespecies M. lacunata: 

“Grupo M. nonliquefaciens": M. nonliquefaciens: “Grupo M. bovis": M. 
bovis, M. ovis; “Grupo M. catarrhalis": M. catarrhalis, M. cuniculi, M. 
caviae 

Grupo II- M. osloensis, M. atlantae 
Grupo III- M. phenylpyruvica 
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La propuesta de la familia Moraxellaceae ha sido respalda- 
da con la aplicacion del analisis de secuencias del rDNA 
16S.^^^ Estos datos indican que los miembros de la familia 
Moraxellaceae constituyen un taxon monofiletico que forma 
una Imea distinta de descendencia dentro del y-subgrupo del 
Proteobacteria. El genero Moraxella se compone de cuatro 
grupos designados de I hasta IV. Los grupos de II hasta IV 
incluyen M. osloensis y M. atlantae (grupo II), M. phenylpyru- 
vica y el genero Psychrobacter (grupo III) y el genero 
Acinetobacter (grupo IV). El grupo I se compone de cuatro 
“grupos”, que incluyen el “grupo M. lacunata'' (subespecies M. 
lacunata), el “grupo M. nonliquefaciens'' (M. nonliquefaciens), 
el “grupo M. bovis’' (M. bovis y M. ovis) y el “grupo M. catarr- 
halis’\ El ultimo grupo incluye el diplococo M. catarrhalis y el 
primero, las falsas neisserias M. cuniculi y M. caviae. A pesar 
de la familiaridad del nombre ''Branhamella catarrhalis"' para 
los microbiologos clmicos, Moraxella catarrhalis ha sido 
aceptada como la nueva designacion para este microorganismo. 
M, catarrhalis y las “moraxella cocicas” se tratan en este capi- 
tulo junto con las especies de Neisseria debido a sus similitu¬ 
des bioquimicas y morfologicas. Las otras especies de 
Moraxella se consideran con los bacilos gramnegativos no fer- 
mentadores en el capitulo 5. 


Caractensticas generates del genero Neisseria 

Los miembros del genero Neisseria son microorganismos 
gramnegativos baciliformes o con forma de cocos que por lo 
general se encuentran en pares o cadenas cortas. Las especies 
de diplococos tienen caras adyacentes aplanadas, que les dan 
una apariencia de “grano de cafe”. Todas las especies del gene¬ 
ro Neisseria habitan en la superficie de las mucosas de huespe- 
des de sangre caliente. Estos microorganismos son inmoviles, 
no forman esporos y la mayoria de las especies crecen de modo 
Optimo a una temperatura de 35 °C a 37 °C. Son capnofilos y se 
desaiTollan mejor en ambientes humedos. Las especies de 
Neisseria producen acido a partir de hidratos de carbono en 
forma oxidativa y esta caracteristica constituye parte de la iden- 
tificacion de referenda de estas especies. Por lo general, las 
especies de Neisseria (excepto las tres subespecies N. elonga- 
ta y N. weaveri) son los cocos verdaderos de la familia 
Neisseriaceae. Las subespecies N. elongata y N. weaveri son 
bacilos gruesos medianos a grandes, que a veces se encuentran 
en pares o en cadenas cortas. 

Todas las especies del genero son oxidasa positivas y (excep¬ 
to N elongata subespecie elongata y N. elongata subespecie 
nitroreducens) son catalasa positivas.Los miembros del 
genero que se encuentran en los seres humanos son N. gonorr- 
hoeae, N. meningitidis, N. lactamica, N. sicca, N. subflava (que 
incluye las biovariedades subflava, flava y perflava), N. muco¬ 
sa, N flavescens, N. cinerea, N. polysaccharea y subespecies 
de N. elongata. ‘W. kochii", una cepa rara que algunos autores 
consideran una subespecie de N. gonorrhoeae, esta fenotipica 
y geneticamente relacionada con N. gonorrhoeae Entre las 
especies animales, se encontraron N. canis y N. weaveri como 
parte de la flora normal del aparato respiratorio de perros, N 
denitrificans esta presente en las vias respiratorias altas de 
cobayos y N. macacae, N. dentiae y N. iguanae se encontraron 
en la boca de macacos de la India (Macaca mulatta) vacas y 
lagartos iguanidos, respectivamente.^^ -'’^'*^’*^’^^^'^^^ La importan- 
cia clmica, las caracteristicas de los cultivos y los procedi- 
mientos para la diferenciacion de estos microorganismos se tra¬ 
tan mas adelante en este capitulo. 


La mayoria de las especies de Neisseria humanas son habi¬ 
tan tes normales de las vis respiratorias altas y no se consideran 
patogenos, aunque a veces se los puede aislar en procesos 
infecciosos, en particular durante el curso de una enfermedad 
subyacente y de inmunosupresion. N. gonorrhoeae siempre se 
considera un patogeno, sin tener en cuenta el lugar del aisla- 
miento. N. meningitidis causa enfermedad importante y a me- 
nudo grave, pero tambien puede colonizar la nasofaringe 
humana sin producir enfermedad. Aunque la mayoria de las 
especies de Neisseria no tienen requerimientos nutricionales 
especiales de crecimiento, las especies patogenas y N. gonorr¬ 
hoeae en particular, son mas exigentes desde el punto de vista 
nutricional. N. gonorrhoeae no crecera en ausencia del amino- 
acido cistema y de una fuente de energia utilizable (glucosa, 
piruvato o lactato). Algunas cepas muestran requerimientos de 
aminoacidos, pirimidinas y purinas como resultado de vias bio- 
sinteticas alteradas o defectuosas.*’^^ La demostracion de estos 
requerimientos de crecimiento constituye la base de un metodo 
de tipificacion de cepas de aislamientos gonococicos llamado 
auxotipificacion (tratado mas adelante en este capitulo). 

Las neisserias son aerobias, pero crecen en condiciones ana- 
erobias si esta presente un aceptor de electrones alternativo (p. 
ej., nitrites) en bajas concentraciones.^^^'^^^ Aunque las especies 
saprofitas de Neisseria pueden usar aminoacidos para el creci¬ 
miento, Neisseria patogena requiere glucosa u otra fuente de 
energia para el metabolismo mediante el ciclo de Krebs (vease 
cap. 5). El desarrollo de especies de Neisseria tambien se esti- 
mula con CO 2 y humedad. El CO^ atmosferico acorta la fase de 
retraso porque se asimila rapidamente para la biosmtesis inicial 
de protemas y acidos nucleicos. En el laboratorio clmico el uso 
de medios enriquecidos e incubacion de los cultivos en una 
atmosfera con CO 2 al 5-7% cumple con los requerimientos 
necesarios para que estos microorganismos presentes en las 
muestras clinicas se desarrollen en cultivo. 

N. gonorrhoeae y N. meningitidis pueden intercambiar infor- 
macion genetica mediante transformacion y conjugacion (vease 
cap. 5). Las neisserias tienen la capacidad de transformarse por 
accion del DNA plasmidico o cromosomico durante todo su 
ciclo de crecimiento y tomar el DNA aislado para incorporarlo 
posteriormente al cromosoma en las regiones con secuencias 
homologas de nucleotidos. Para que esta transformacion ocurra, 
son necesarias la expresion funcional de PilE (la protema pilus 
mayor) y PilC (la protema pilus menor) y la presencia de un fac¬ 
tor habilitante (factor de “competencia”), lo que sugiere que 
ambos estan involucrados en el reconocimiento o la captacion 
del DNA transformador (vease recuadro 1 Las es¬ 
pecies de Neisseria probablemente intercambien DNA in vivo 
por transformacion a partir del acido nucleico de las celulas, 
liberado por mecanismos autoliticos. La transformacion puede 
derivar en caracteristicas fenotipicas alteradas. Por ejemplo, se 
ha sugerido la adquisicion transformacional de un gen dihi- 
dropteroato sintasa mutado como el mecanismo para la resis- 
tencia de los meningococos a las sulfonamidas.-'’^^ Tambien 
sucede la transferencia de DNA plasmido pero no de DNA cro¬ 
mosomico por conjugacion. La conjugacion en los gonococos y 
los meningococos requiere la presencia de plasmidos conjugati- 
vos grandes de 24,5 a 25,2 MDa para que suceda la moviliza- 
cion de DNA (veanse recuadros 11-2 y 11-3). Estos plasmidos 
conjugativos existen solo en cepas de N. meningitidis, N. 
gonorrhoeae y N cinerea y pueden ser transferidos a celulas 
receptoras junto con genes que codifican la resistencia a los 
antimicrobianos. No se identificaron bacteriofagos gonococicos 
o meningococicos, de modo que la transferencia de elementos 
geneticos por transduccion no ocurre. 
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Becuadro 11-2 Factores de virulencia y antfgenos asociados con virulencia de Neisseria gonorrhoeas 


Factoies de Yirulencia Comentarios 


Lip-T-oligosacaridos Como otras bacterias gramnegativas, las especies de Neisseria tienen una membrana intema citoplasmatica, una capa delgada de 

peptidoglucano y una membrana externa que contiene lipopolisacaridos (LPS), protefnas y fosfohpidos (fig. 11-1). A diferencia 
de muchas otras bacterias gramnegativas (p. ej., las Enterobacteriaceae), los LPS gonococicos y meningococicos carecen de las 
cadenas laterales repetidas del antigeno somatico “O”, por fuera del nucleo de polisac^do; por lo tanto. esas estructuras se 11a- 
man mas exactamente lipooligopolisacaridos (LOS).^''^ Los polisacaridos nucleates del LOS gonococico sufren variacion antige- 
nica en la estructura molecular con una frecuencia bastante elevada (10^^ a 10"^), lo que deriva en la exposicion en la superficie 
celular de diferentes epitopos de LOS nucleates distintos todo el tiempo.^"^'^^^ Las estructuras terminales en el LOS gonococico se 
vuelven sialiladas in vivo por el agregado de acido neurammico del acido citidina-5'-monofosfato-N-acetil-neuraniinico (CMP- 
NANA)."^^^ La variacion estructural de LOS influye en la adherencia bacteriana y en la resistencia a los efectos bactericidas del 
suero humano normalEl LOS gonococico tambien estimula una respuesta inflamatoria r^pida, activa el complemento. esti- 
mula la produccion de citocinas e induce la lisis de los neutrofilos polimorfonucleares (PMN) y de las celulas epiteliales.'"' La 
induccion del factor de necrosis tumoral a (TNFa) por el LOS gonococico puede causar algunos de los danos en el lejido obser- 
vados en la enfermedad inflamatoria pelviana.^^^ Los gonococos tambien liberan fragmentos de peptidoglucano por autolisis in 
vivo e in vitro; estos fragmentos son toxicos para la mucosa del aparato genital y otros tejidos e intensifican la respuesta inflama- 
toria observada en las infecciones gonococicas.^^^ 

Fimbrias (pili) Los pili y otras superficies de N. gonorrhoeae ban sido investigados durante anos en el intento de identificar estructuras inmunoge- 

nicas para el desarrollo de vacunas gonococicas.^^ N. gonorrhoeae y N. meningitidis poseen pili o fiambriae, que median de 
modo parcial en la fijacion de los microorganismos a las superficies mucosas (vease cap. 5)}^ Los pili gonocdcicos estan com- 
puestos por subunidades de la protema pilina que tienen un peso molecular de 16,5 a 21,5 kDa.^^^ Los pili gonococicos tienen 
tres regiones distintas: una region de 53 residuos aminoacidos, conservada, adyacente a la membrana externa que funciona en 
conjunto, una region semi variable central y una region carboxiterminal variable. Los gonococos con pili se adhieren a las celulas 
sensibles para iniciar la infeccion; anticuerpos dirigidos contra los pili gonococicos pueden inhibit la adherencia.Los pili 
gonococicos funcionan durante parte de un proceso de fijacion en dos etapas ayudando a superar la repulsion electrostatica entre 
la superficie de la mucosa cargada negativamente y las celulas bacterianas con carga similar.^^^ La formacion del pili y la union 
de N. gonorrhoeae mediada por pili son prerrequisitos para la infeccion gonococica in vivo. 

Los pili gonococicos sufren variacion de fase y variacion antigenica. In vitro, la variacion de fase entre el estado con pili (P+ y 
P-i"t-) y sin pili (P ) sucede con una frecuencia elevada; en esta situacion, los genes pilE (genes estructurales para protefnas de 
pilus) pueden no estar expresados (las protefnas de pilus no se producen) o las protefnas de pilus no pueden ensamblarse en pili 
funcionales y se excretan en el medio. La variacion de fase reversible resulta de fabricar desvfos en la region que codifica el pep- 
tido senal de pilCl y pilC2, genes que codifican las protefnas que reunen los pili.^^° Los pili gonococicos tambien sufren varia¬ 
cion genetica. La mayorfa de las variedades de N. gonorrhoeae contienen una unica copia de pilE, que contiene el gen de la 
subunidad principal de pilina expresado y asociado con promotores y al menos 20 copias de pilS, transcripcionalmente silente, 
genes pilina incompletos que contienen secuencias que varian y que carecen de la region promotor y secuencias 5’ codificantes. 
La recombinacion entre los genes pili expresados y silentes se traduce en nuevos tipos antigenicos de pili. En una sola variedad 
en un tiempo dado, solo un unico gen pilus es funcional y se expresa solo en un tipo de pilus. El numero total de tipos de pilus 
que puede resultar de la recombinacion entre los 20 o mas genes pilS sugiere que la coleccion de tipos de pilus es teoricamenie 
grande. La expresion del gen pil cuantitativa en gonococos tambien responde a la regulacion transcripcional por protefnas trans- 
ductoras de senal que estan codificadas por pilA y pilB y que se forman en respuestas a estfmulos del medioambiente, como los 
niveles de nitrogeno. Otras protefnas asociadas con pilus (p. ej., PilV) se expresan en niveles bajos con respecto a la protefna 
estructural principal de pilus (PilE) e interactuan con protefnas que reunen pilus PilC.”^^^ Los estudios en voluntaries humanos 
han probado que la variacion antigenica en los pili suceden durante la infeccion clfnica, con distintas variantes pilina aisladas 
durante el curso de la infeccion.^^ Los pili intervienen en la fijacion gonococica a varios tipos de celulas, como las celulas epite- 
liales vaginales y bucales, eritrocitos, celulas amnioticas, neutrofilos y celulas espermaticas. Los pili tambien impiden la fagoci- 
tosis gonococica por los NPM. 

Protefnas de la mem- 

brana externa 

Porl-PorA/PorB Las paredes celulares de N. gonorrhoeae contienen protefnas que se ubican en la superficie de la membrana externa o que abarcan 

la membrana externa (protefnas integrales) (fig. 11-1). Las protefnas de la membrana externa gonococica (OMPl demuestran o 
imparten muchas actividades biologicas, entre ellas la produccion de respuestas inmunitarias humoral y mediada por celulas. la 
disminucion de asociacion leucocitaria y la resistencia a los efectos bactericidas del suero humano normal.^*^ Algunas de estas 
protefnas son especfficas de tipo, de variedad y de especie y han sido explotadas como posibles antfgenos para el desarrollo de 
vacunas.^^^ La protefna porina, o protefna I, ahora llamada Por, es una protefna de 34 a 36 kDa, termoestable. asociada con 
LOS. Los gonococos expresan una de las dos formas de protefnas relacionadas desde el punto de vista estructural. pero inmuno- 
logica y qufmicamente distintas, llamadas Por A (PIA) y PorB (PIB). Existe una unica copia del gen estructural p^ra esta protef¬ 
na en el cromosoma. lo que sugiere que los genes para Por.4 y PorB son alelos.’^^Una cepa de N. gonorrhoeae tiene Por.A o 
PorB pero nunca ambas. Las protefnas Por son protefnas integrales y funcionan como canales especfficos para aniones a traves de 
la membrana externa gonococica La protefna Por puede funcionar en la interaccidn celula-celula por colapso del potencial 
de membrana en contacto con las celulas epiteliales y puede influir en la mueite intracelular de microorganismos en los PMN 
mediante el impedimento de la fusion fagosoma-lisosoma y la disminucion del estallido oxidativo. Los anticuerpos monoclonales 
dirigidos contra epftopos de Por son la base de los esquemas de tipificacion gonococica serologica.' ' Los anticuerpos anti-Por 
tambien se usan en pruebas de coaglutinacion comerciales (GonoGen I® y Phadebact GC®) para identificacion de N. gonorrhoe¬ 
ae. Se ha desarrollado un sistema para la tipificacion de regiones variables del gen porB que usa sondas de oligonucleotidos que 
pueden detectar diferencias en porB entre los aislamientos pertenecientes a la misma serovariedad. 


( Continua) 
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Recuadro 11-2 Factores de virulencia y antfgenos asociados con virulencia de Neisseria gonorrhoeae (cont.) 


Factores de virulencia Comentarios 


N. gonorrhoeae expresa las protemas (Opa) de opacidad de la membrana externa que aumenta la adherencia mediada por pilus a 
las superficies mucosas.^*'’ Ciertas protemas Opa tambien facilitan la invasion celular a la mucosa por N. gonorrhoeae 
Estas protemas son termolabiles y tienen pesos moleculares de 24 a 28 kDa.*’^^ Las cepas de N. gonorrhoeae tienen 11 a 12 
genes Opa completos en el cromosoma; cada uno tiene su region promotor propia y se transcribe en mRNA de manera 
continua.^^ Una variedad gonococica puede expresar cuatro o cinco genes Opa diferentes en forma simultanea o no expresar nin- 
guno. La regulacion del gen Opa depende de la presencia de una secuencia de cinco nucleotides (CTCTT) que se encuentren en 
triplicado (o multiples de tres) en el extreme 3’ del gen estructural inmediatamente adyacente al codon “inicio” ATG.^-^ En una 
celula gonococica pueden estar presentes 7 a 28 repeticiones de esta secuencia pentamerica. Cuando estas repeticiones se 
encuentran en triplicado (o multiples de tres), los genes Opa se transcriben y traducen en bloque, lo que conduce a la expresion 
simultanea de varies genes Opa diferentes. Otros multiples de la repeticion pentamerica derivan en la transcripcion que esta 
fuera del bloque cuando se traduce, asi las protemas Opa no se producen. La variabilidad del numero de copias de esta secuencia 
de cinco nucleotides se genera durante la replicacion del DNA.'^’^’ Ademas, los dominios hipervariables dentro de cada gen 
Opa pueden recombinar con dominios homologos en otros loci Opa, lo que conduce a la evolucion de genes Opa y protemas 
nuevos. Las colonias gonococicas que expresan protemas Opa son opacas en ciertos medios de cultivo transparentes, mientras 
que las variedades Opa negativas producen colonias claras. Las protemas Opa tambien pueden variar durante una infeccion ure- 
tral no complicada y estan influidas por el ciclo menstrual.^^^ Los aislamientos endocervicales de mujeres que esten menstruando 
o de lugares normalmente esteriles (p. ej., sangre, liquidos articulares) a menudo carecen de protemas Opa. La variacion antige- 
nica de las protemas Opa durante las infecciones naturales permite que los gonococos evadan a los efectores de la respuesta 
inmunitaria. 

Una tercera proteina gonococica, llamada protema III o Rmp (protema modificable por reduccion) tiene un peso molecular de 30 a 
31 kDa, esta muy asociada con LOS y Por, muestra una pequena variacion intravariedad y es homologa a una proteina de la 
membrana externa de Escherichia coli, llamada OmpA.-^^-^^^ Los anticuerpos dirigidos contra Rmp en la superficie celular blo- 
quean la union de los anticuerpos anti-LOS y anti-Por. La union de estos anticuerpos disminuye en gran medida los efectos bac- 
tericidas del suero humano normal sobre los gonococos.^^^ 

Protema H.8 Las cepas de N. gonorrhoeae tambien tienen dos protemas H.8, llamadas a.sf porque tienen epitopos que reaccionan con el anti- 

cuerpo monoclonal H.8."^ Aunque la funcion de estas protemas que contienen cobre se desconoce, protemas similares en otros 
microorganismos estan involucradas en el transporte electronico.^"*^ Las protemas H.8 estan presentes en todos los gonococos y 
meningococos y en las cepas de N. lactamica y N. cinereal ^ - Los pacientes con IGD y con infecciones meningococicas tienen 
anticuerpos contra esos antigenos de membrana externa H.8,^* 

Se desecribieron muchas otras protemas de membrana externa en N. gonorrhoeae. A diferencia de las ya tratadas, estas otras se 
producen solo en condiciones de carencia de hierro o anaerobiosis.’*^ Se describieron varias protemas reguladas por hierro 
(FRP), incluida una protema de union ferrica de 37 kDa (Fbp), mas otras cuyo peso molecular oscila de 60 a mas de 100 kDa.'*^^ 
Se observaron Fbp de 37 kDa similares tanto en gonococos como en meningococos,"^’ Tambien se ha encontrado en gonococos y 
meningococos otra protema que transporta hierro, FrpB.^*-^^ Estas pequenas protemas de membrana externa reguladas por hierro 
son receptores para la transferrina, lactoferrina o hemoglobina que unen sus respect!vos ligandos y, durante la infeccion con las 
protemas integrales de la membrana externa, transportan hierro hacia el interior de la celula.^®^ 

IgAl Proteasa Todos los gonococos producen una IgAl proteasa, que hidroliza las moleculas de IgAl (pero no IgA2) en la regidn bisagra (vease 

cap. 3). Esta enzima actiia como un factor de virulencia por inactivacion de la IgAl en las superficies de las mucosas, con lo que 
se permite la fijacion inicial y la posterior invasion."^’ IgAl tambien promueve la supervivencia intracelular de los gonococos por 
modificacion enzimatica de una protema intracelular llamada LAMPl que esta involucrada en la fusion fagosoma/lisosoma."^ 
Otra investigacion ha documentado que esta exoenzima puede desencadenar la liberacidn de citocinas proinflamatorias de los 
monocitos humanos y puede activar los linfocitos T CD4(+) y CD8(+), lo que conduce a la produccion de interferon gamma 
(IFN-y) y TNF.^ La proteasa se sintetiza como una protema precursora de 169 kDa que se escinde enzimaticamente para formar 
la IgAl proteasa madura de 106 kDa y una protema exportable asociada con la membrana de 45 kDa. 

Plasmidos Los determinantes de virulencia llevados por plasmidos en N. gonorrhoeae estan asociados con la resistencia a los antibioticos. 

Aunque se describieron varies otros, los dos plasmidos principales que transportan los genes estructurales para las p-lactama.sas 
TEM-1 tienen pesos moleculares de 3,2 MDa y 4,4 MDa.’^'^ El plasmido de 3,2 MDa fue importado de Africa alrededor de 1976 
y se encontro en principio en Africa, Europa y el este de los Estados Unidos, mientras que el plasmido de 4,4 mDa probable- 
mente se origino en Asia y se transporto a grandes ciudades en el oeste de los Estados Unidos a fines de la decada de 1970. Las 
regiones del gen son homologas a TnA, un transposon de resistencia a la ampicilina encontrado en la familia 
Enterobacteriaceae. Sin embargo, mas del 60% de las secuencias de transposon encontradas en los plasmidos gonococicos son 
homologas a las secuencias de nucleotidos encontradas en los plasmidos de especies de Haemophilus. Los plasmidos de p-lacta- 
masa gonococicos pueden ser transferidos por conjugacion si la celula donante tambien tiene el plasmido conjugativo de 24,5 
MDa o de 25,2 MDa. Los ultimos plasmidos tambien transportan tetM, que desde el punto de vista fenotipico produce un eleva- 
do nivel de resistencia a las tetraciclinas (las concentraciones inhibitorias minimas [CIM] ^ 16 pg/mL). Estos plasmidos automo- 
vilizadores pueden transferirse por conjugacion a otro gonococo, meningococo, neisseria saprofita y a algunas especies de 
Haemophilus. La mayoria de las cepas gonococicas tambien llevan un plasmido “cnptico” de 2,6 MDa de funcion desconocida. 


Otras 

Protemas de la 
membrana externa 


Protemas Opa 
(Protema II, P.il) 


Protema Rmp 
{Protema III, PHI) 
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Recuadro 11-3 Factores de virulencia y antigenos asociados con la virulencia de Neisseria meningitidis 


Factores de virulencia 
y antigenos Comentarios 


Polisacaridos Las cepas de N. meningitidis con frecuencia son capsuladas y se describieron 13 serogrupos capsulares diferentes, designados 

capsulares serogrupos A, B, C, D, H, I, K, L, W125, X, Y. Z y 29E. Con la excepcion del polisacarido del serogrupo A. estas moleculas 

estan compuestas por derivados del acido A-acetil-neurammico (acido sialico). El polisacarido capsular del grupo A esta com- 
puesto por unidades repetidas de a-A-acetil-manosamina-l-fosfato. En los otros serogrupos imporianies. se sinietiza un precur¬ 
sor del polisacarido capsular, acido citosina-monofosfato-A-acetil-neuraminico (CMP-NANA). por el operon sia de nes genes. 

Un cuarto gen del operon de la biosintesis de la capsuia es responsable de las polisialiltransferasas que son unicas para cada 
serogrupo capsular meningococico.^^^’^^® Otro operon conservado entre los serogrupos meningococicos -el operon err de cuatro 
genes- codifica protemas necesarias para exportar el polisacarido capsular de la celula.^'’'^ Los aislamientos sistemicos de .V 
meningitidis por lo general son densamente capsulados, mientras que las cepas transportadas en la nasofaringe lienen menos 
material capsular o son no capsuladas (no agrupables). Los meningococos no agrupables se originan por subregulacion de la pro- 
duccion de la capsuia. Esto sucede por el agregado de una secuencia de insercion (p. ej., IS/i07) en el primer gen del c^ron sia 
o por recombinacion/inactivacion geneticas de los loci de polisialiltransferasa especiTica de serogrupo entre especies meningoco- 
cicas.“®^-^-^^ El desvio capsular (el cambio de un serogrupo por otro) tambien se ha demostrado in vivo e in vitro y sucede por mal 
apareamiento de hebras deslizadas en el gen polisialiltransferasa (siaD)}^^ Los polisacaridos capsulares meningococicos impiden 
la muerte del microorganismo por la accion de celulas fagociticas y mejora su supervivencia durante la invasion al SNC y al 
torrente circulatorio. Los polisacaridos capsulares meningococicos no intervienen en la adherencia a las celulas epiteliales y las 
1 celulas capsuladas se adhieren a las celulas de las mucosas menos facilmente que las celulas no capsuladas 

1 Lipooligosacaridos Como el LOS gonococico, el LOS de N. meningitidis carece de antigenos O repetidos y consiste en una region nuclear interna 

conservada compuesta por acido 3-desoxi-D-mano-2-octulos6nico (KDO) y heptosa unidos al lipido Los residuos de hidra- 
tos de carbono nucleares externos (glucosa, galactosa. A-acetilglucosamina y acido A-acetilneuraminico) estan unidos a las hep- 
tosas del nucleo intemo. En N. meningitidis, algunos de los residuos heptosas estan unidos a cadenas de oligosaemdos de com- 
posicion variable: estos residuos forman la base para la inmunotipificacion de las cepas meningococicas. Se describieron al 
, menos 12 inmunotipos LOS, designados LI hasta LI2.'^^^ La presencia del hidrato de carbono lacto-A-neotetrosa en el LOS se 

establecio como un determinante de virulencia meningococica. Las mitades de lacto-A-neotetrosa en posiciones teiminales en los 
LOS se asemejan a los componentes estructurales de los glucoesfingolipidos presentes en muchos tipos de celulas humanas, 
incluido el antigeno del eritrocito I humano."*^^ Ocho de los 12 inmunotipos LOS de N. meningitidis contienen la estructura de 
lacto-A^-neotetrosa.^^ En modelos animales, las cepas recuperadas de infecciones sistemicas expresan este determinante incluso 
cuando la capa usada originaimente para establecer la infeccion no lo hacia. Los aislamientos meningococicos sistemicos huma- 
nos tambien expresan este determinante, mientras que puede no hacerlo la misma cepa aislada de la nasofaringe del paciente.^^* 
Las mitades de lacto-A^-neotetrosa terminales en los LOS tambien son sustratos para las 2,3-sialiltransferasas endogenas.^^ La 
sialilacion de estos residuos enmascara su presencia y deriva en la subregulacion de la activacidn del complemento y la inhibi- 
cidn de !a actividad bactericida del suero. El LOS meningococico tambien estimula la liberacion de TNF-a, que causa dano pos¬ 
terior en la celula huesped. 

Fimbrias (pili) Los aislamientos frescos de meningococos tienen pili; los pili intervienen en la fijacion de los microorganismos a las celulas 

mucosas de la nasofaringe.^^ In vivo, los microorganism os en el LCR tienen pili, pero no se sabe si estos cumplen un papel en la 
capacidad del meningococo para atravesar la barrera hematoencefalica o para interactuar con tejidos menmgeos.^^^ Los pili de N, 
meningitidis se dividen en pili clase 1 y pili clase 2; los pili clase 1 se asemejan mucho a los de N. gonorrhoeae, mientras que 
los pili clase 2 estan compuestos por protemas subunitarias mas pequenas que comparten determinantes conformacionales con 
los pili clase 1 y los gonococicos.^^® Los pili estan compuestos por subunidades de la proteina pilina de 15 a 20 kDa codificadas 
por el locus pilE. El dominio C-tenninal de las protemas pilE contiene regiones variables que son responsables de la variacion 
antigenica de la pilina.'^^^ La formacion estable de pili en los meningococos requiere la panicipacion de dos protemas de 110 
kDa, llamadas PilCl y PilC2, que se encuentran en los extremos de los pili funcionales y en la superficie de la membrana exier- 
na La expresion de la proteina PilCl es necesaria para la adherencia, porque las cepas que carecen de locus pilCl y expre¬ 
san solo PilC2 no se adhieren a las celulas epiteliales a pesar de tener los pili intactos.^^^ En contacto con las celulas epiteliales. 
la expresion del gen pilCI se sobrerregula, lo que conduce a la smtesis de pilus adicionales.^^^ Una vez que sucede la adherencia 
mediada por pilus, otra proteina (PilT) inicia un contacto mas fntimo bacteria-superficie celular.^** Otros loci (p. ej.. pilG. pilQi 
codifican protemas involucradas en la exportacion de la proteina pilina y en la formacion del pilusLa proteina cofacior de 
membrana (CD46), una glucoprotema que participa en la regulacirin del complemento y que se encuentra en muchos tipos celu- 
lares, ha sido identificada como un receptor del pilus meningococico.^^^ 

Protemas de la 
membrana externa 

PorA y PorB Las protemas de la membrana externa (OMP, por sus siglas del ingles) de N. meningitidis se dividen en cinco clases sobre la base 

del peso molecular: clase 1 (44 a 47 kDa), clase 2 (40 a 42 kDa), clase 3 (37 a 39 kDa), clase 4 (33 a 34 kDai y clase 5 (26 a 30 
kDa).^"^^Estas protemas difieren en su sensibilidad a la hidrolisis enzimatica y desnaturalizacidn termica. Todas las cepas de N. 
meningitidis tienen OMP de clase 2 o de clase 3 que constituye ia proteina predominante de la membrana externa. Las protemas 
de clase 1 y de clase 2 son porinas y tambien son responsables de la especificidad de serotipo. Las proteinas de clase 1 y de clase 
5 se encuentran en la mayori’a de los meningococos, aunque se han senalado diferencias cualitativas y cuantitativas en su expre¬ 
sion. El sistema de tipificacidn serologica que se usa para estudios epidemiologicos de meningococos se basa en el antigeno 
polisaemdo de grupo junto con diferencias antigenicas entre las protemas de clase 2 o 3 y los determmantes LOS presentes. 

Los determinantes antigenicos encontrados en las proteinas 1 y 5, si estan presentes, se usan para designar subserotipos. Por 
ejemplo, un meningococo del serotipo C:2b:P1.3;P5.2;L3,7 es un meningococo del serogrupo C que expresa una proteina de 
clase 2 serotipo “b’'. una proteina de clase 1 serotipo 3, una proteina de clase 5 serotipo 2 y LOS tipos 3 y 1}^^ 


(Continua) 
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Recuadro 11-3 Factores de virulencia y antigenos asociados con la virulencia de Neisseria meningitidis (cont) 

Factores de virulencia 
y antigenos 

Comentarios 


Las protemas porina meningococicas son el resultado de la expresion de dos genes llamados porA y porB. La protema PorA se 
produce en todos los meningococos y es una porina de clase 1 (catidn-selectiva); aislamientos individuals pueden variar en las 
cantidades de protema PorA presentes en la membrana externa. PorB codifica protemas PorB clase 2 o clase 3. Estas son porinas 
anion-selectivas que constituyen el componente porina principal en la membrana externa meningococica. Las protemas clase 
2/clase 3 de N. meningitidis son analogas a las protemas PorA(PIA )/PorB(PIB) de N. gonorrhoeae. Las protemas Por B pueden 
insertarse por sf mismas en las membranas de las celulas diana y de los fagolisosomas e inducen apoptosis, con lo que facilitan 
la infeccion e invasion del huesped."^^^ 

Protemas Opa y Opc 

Las protemas Opa de clase 5 tambien se encuentran en la membrana externa de N. meningitidis. Sin embargo, en vez del repertorio 
de 12 genes Opa como en los gonococos, se ban identificado solo tres a cuatro genes Opa en los diferentes aislamientos de 
meningococos.Las protemas Opa meningococicas tambien facilitan la adherencia bacteriana a las celulas epiteliales y a los 
neutrofilos. Aislamientos de distintos lugares anatomicos (p. ej., sangre, LCR, nasofaringe) tambien pueden expresar protemas 

Opa diferentes.^^^ Las moleculas de adhesion CD66 humanas son receptores para las protemas Opa meningococicasOpc es 
otra protema de clase 5 de union a heparina y vitronectina. Opc funciona en la adherencia a las mucOvSas y en la invasion de c^lu- 
las endoteliales y tambien es una diana para los anticuerpos bactericidas.*®-^ 

Protemas de adquisi- 
cion/union al hierro 

Como los gonococos, N. meningitidis ha desarrollado mecanismos particulares para la adquisicion de hierro. Los tres sistemas de 
transporte de dos componentes, llamados TbpA/TbpB, LbpA/LbpB y HpuA/HpuB estan involucrados en la adquisicion de hierro 
de la transferrina, lactoferrina y hemoglobin a/haptoglobin a humanas, respectivamente.^®'^'^*®'^®^^'*^’®^^ Los sistemas TbpAATipB 
funcionan de modo optimo durante la infeccion inicial y la invasion, porque la lactoferrina es la principal fuente de hierro en las 
superficies mucosas, mientras que el sistema HpuA/HpuB se expresa de manera maxima durante la bacteriemia, cuando los com- 
plejos haptoglobina/hemoglobina representan la forma de hierro mas abundante. Los meningococos tambien tienen una protema 
de superficie llamada HmbR que puede extraer hemo de la hemoglobina unida a la superficie y transportarlo al interior de la 
c^lula.^®^ Todas estas proteinas son OMP integrates. 

IgAl Proteasa 

Todos los meningococos producen una IgA 1 proteasa similar a la encontrada en N. gonorrhoeae. Se postula que sirve como un 
factor de virulencia mediante la anulacion de la inmunidad de las mucosas. Los anticuerpos contra IgA 1 proteasa se producen y 
son detectables durante la enfermedad meningococica y aparecen tambi6n durante la portacion nasofanngea asintomatica.^ 

Plasmidos 

Los plasmidos no son comunes en N. meningitidis. Sin embargo, las cepas de N. meningitidis resistentes a la tetraciclina contienen 
el mismo plamido que lleva tetM de 25,2 MDa que el encontrado en N. gonorrhoeae resistente a la tetraciclina. Los plasmidos 
que codifican P-lactamasa de N. gonorrhoeae tambien pueden ser transferidos a N. meningitidis in vitro por el plasmido de 24,5 

0 de 25,2 kDa encontrado en algunos gonococos.La adquisicion meningococica del gen p-lactamasa tambien es posible que 
ocurra in vivo, en especial cuando ambos microorganismos estan presentes en el mismo lugar o muestra.^®^ Backman y cols, 
secuenciaron los plasmidos de dos cepas de N. meningitidis p-lactamasa positivas aisladas en pacientes en Espana.''^ El plasmido 
de 5 597 pares de bases fue el mismo en ambos aislamientos y fue virtualmente identico al plasmido p-lactamasa de 5 597 pares de 
bases encontrado en N. gonorrhoeae. 


Las especies patogenas de Neisseria tienen varios factores y 
caracteristicas que contribuyen a la virulencia. Las cepas de N. 
meningitidis aisladas en infecciones graves suelen tener capsu- 
las de polisacaridos por fuera de la membrana externa de la 
superficie celular bacteriana; se describieron 13 serogrupos 
capsulares diferentes (vease mas adelante). Las capsulas vuel- 
ven a los miroorganismos resistentes a la fagocitosis, en parti¬ 
cular en ausencia de anticuerpos opsonizantes.^^ Varios antige- 
nos proteicos de la membrana externa encontrados tanto en N. 
gonorrhoeae como en N. meningitidis tambien tienen funcio- 
nes asociadas con la virulencia (fig. 11-1; veanse recuadros 11- 
2 y 11-3). Los gonococos y los meningococos producen, ade- 
mas, una proteasa de inmunoglobulina A (Ig Al) capaz de 
hidrolizar la IgA 1 secretoria y humoral en los fragmentos Fab 
y Fc, que neutralizan los efectos de IgA secretoria y anulan la 
resistencia de la mucosa a la infeccion.'^^^ Las condiciones 
atmosfericas y nutricionales tambien contribuyen a la virulen¬ 
cia de los gonococos y los meningococos. La colonizacion y la 
infeccion ulterior de las superficies mucosas por estos micro- 
organismos requieren hierro y ambos tienen metodos enzimati- 
cos regulados geneticamente para liberarlo a partir de transfe- 
rrina y lactoferrina, haciendo accesible el hierro libre para el 
metabolismo bacteriano (veanse recuadros 11-2 y 11-3). Los 


requerimientos de las diferentes cepas gonococicas y meningo- 
cocicas de ciertos aminoacidos especificos u otros nutrientes 
tambien pueden limitar su capacidad de causar determinados 
smdromes clmicos. Las cepas de N. gonorrhoeae tambien pue¬ 
den crecer en anaerobiosis en presencia de nitrito como acep- 
tor de electrones.^^^^^ En estas condiciones, tambien se expre- 
san protemas de la membrana externa nuevas y diferentes regu- 
ladas geneticamente.Esta propiedad puede contribuir a la 
virulencia gonococica porque permite la proliferacion del 
microorganismo en ambientes anaerobios, como el endocervix, 
el recto, el aparato genital y la faringe, y tambien explicaria su 
papel fundamental en la enfermedad inflamatoria pelviana. 
caso en el cual se lo puede recuperar en cultivos junto con bac- 
terias anaerobias estrictas. 

Importancia cifnica de las especies de Neisseria 

Neisseria gonorrhoeae 

EPIDEMIOLOGIA 

N. gonorrhoeae es el agente causal de la gonorrea, una infec¬ 
cion bacteriana de gran importancia para la salud publica. En 
los Estados Unidos, la incidencia de gonorrea aumento de 
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“ gura 11-1 Esquema de la estnictura de la 
a^rncie de N. gonorrhoeae, que muestra ios 
rcsasiiMemes principales que contribuyen a la 
^iaioifetucidad y a la resistencia a los antibioticos. 
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minera constanle durante la decada de 1960 y principios de los 
aiios 1970, con la incidencia mas elevada -mas de 460 casos 
por 100 000 habitantes- que ocurrio en 1975.^^*^ La “gonorrea 
epidemica ‘ que sucedio durante esos anos se atribuyo a varios 
lactores. entre ellos, el incremento de la poblacion de adultos 
enes en riesgo, la importacion de variedades gonococicas 
menos sensibles que acompano el retomo de los soldados que 
prestaron el servicio militar en la guerra de Vietnam, el aumen- 
10 del uso de metodos anticonceptivos sin barrera (la pfldora 
anticonceptiva y los dispositivos intrauterinos), el mejora- 
miento de los metodos de deteccion y seguimiento de contac- 
los. En las decadas de 1980 y 1990, la incidencia de gono¬ 
rrea declino de modo sostenido. Esta declinacion se debio en 
gran parte a los cambios en las conductas sexuales, en particu¬ 
lar entre varones homosexuales o bisexuales, en respuesta al 
SIDA y a la deteccion mas eficaz de casos y contactos. En 
1994. se informo por primera vez que los casos de infeccion 
por Chlamydia trachomatis excedian los de infeccion gonoco- 
cica.'^* Sin embargo, la tendencia decreciente de la incidencia 
de infecciones gonococicas entre varones homosexuales y bise¬ 
xuales se ha revertido en los ultimos ahos. Los datos del Pro- 
yecto de vigilancia de aislamientos gonococicos {Gonococcal 
Isolate Surveillance Project) de los CDC muestran que la pro- 
porcion de infecciones en varones homo/bisexuales aumento 
de 4.5% en 1992 a 13,2% en \999P^ La incidencia de gono¬ 
rrea todavia es alta en los adolescentes sexualmente activos 
con edades desde 10 hasta 19 anos) y los adultos jovenes (con 
edades desde 20 hasta 24 anos) de todas las razas, y los indices 
mas altos estan entre los varones y las mujeres de 15 a 24 
ahos.^^^ Indices desproporcionadamente altos de infeccion 
gonococica tambien se encuentran en la poblacion afroameri- 
cana urbana, en particular en las mujeres de 15 a 19 ahos. La 
transmision de la gonorrea esta relacionada con un grupo social 
o “nucleo’’ de “transmisores de alta frecuencia”, que sirven 
como reservorio de la infeccion.Los factores de riesgo 
social (el nivel socioeconomico bajo, la residencia urbana. la 
falta de educacion y de acceso a la atencion sanitaria, el estado 
civil soltero, la raza/etnia, la homosexualidad masculina, la 
prostitucion, los antecedentes de otras enfermedades de trans¬ 
mision sexual [ETS]) y de conductas de riesgo (relaciones 
sexuales sin proteccion, parejas multiples, parejas de alto ries¬ 
go. consume de drogas) han sido identificados como dianas 


para la intervencion y los programas de control de las ETS. En 
los Estados Unidos, la infeccion gonococica se ha convertido 
cada vez mas en una enfermedad del pobre y del desprotegido 
y, como con la infeccion por HIV, las asociaciones epidemio- 
logicas han advertido una relacion entre gonorrea, el uso de 
crack de cocaina y drogas intravenosas, y el intercambio de 
sexo por dinero o drogas.Desde el punto de vista global, la 
mayor incidencia de gonorrea y sus complicaciones se encuen- 
tra en los paises en vias de desarrollo, como los de Africa y 
America latina. 

El riesgo de adquirir gonorrea es multifactorial y se relacio- 
na con la frecuencia y los sitios de exposicion. Para los varones 
heterosexuales, el riesgo de adquirir infeccion uretral de una 
mujer infectada es casi del 20% con una linica exposicion y de 
mas del 80% con cuatro exposiciones.^®^ Debido a considera- 
ciones anatomicas, el riesgo de infeccion del aparato genital 
femenino con una linica exposicion a un varon infectado es 
mucho mayor. La transmision de la infeccion rectal tambien 
es bastante eficaz y estudios recientes entre varones homose¬ 
xuales y bisexuales han demostrado que la infeccion uretral 
luego del sexo oral con una pareja infectada puede representar 
hasta el 26% de las infecciones uretrales diagnosticadas en esta 
poblacion.En las mujeres, el uso de metodos anticonceptivos 
hormonales esta asociado con un mayor riesgo de infeccion 
gonococica, mientras que los metodos de barrera. como con¬ 
dones o diafragmas usados con geles y espumas espenmicidas. 
(p. ej., nonoxinol 9), ejercen un efecto protector contra la infec¬ 
cion 


INFECCIONES CAUSADAS POR N. GONORRHOEAE 

En los varones, N. gonorrhoeae causa uretritis aguda con 
disuria y secrecion uretral (fig. 11-2).^^^'^'^ El periodo de incu- 
bacion entre la adquisicion del microorganismo y la aparicion 
de los smtomas oscila entre 1 y 14 dias o mas, con un prome- 
dio de 2 a 7 dias. Estas infecciones son asintomaticas durante 
el estadio prodromico y, a la inversa. 95-99% de los hombres 
con infeccion gonococica uretral experimentaran una secrecion 
alguna vez. La secrecion es purulenta en el 75% de los casos, 
turbia en el 20% y mucosa en alrededor del 5%; la consisten- 
cia de la secrecion en la presentacion esta afectada por el tiem- 
po de incubacion y si el paciente ha orinado recientemente. 
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Figura 11-2 Secrecidn uretral purulenta caracteristica de infeccidn por 
Neisseria gonorrhoeae. 


Casi el 2,5% de los hombres que consultan a centros de enfer- 
medades de transmision sexual estan completamente asintoma- 
ticos, y se estima que la prevalencia de gonoirea urogenital 
asintomatica en la poblacion masculina general puede ser de 
hasta el 5%. Este patron de enfermedad a menudo esta asocia- 
do con infecciones por ciertas serovariedades gonococicas Por 
lA y auxotipos de N. gonorrhoeae con arginina, hipoxantina y 
uracilo (AHU) y otros (vease mas adelante).*®^-^^^*^^'^^^ Si no se 
tratan, la mayoria de los casos de gonorrea se resuelven espon- 
taneamente, pero en menos del 10% de los pacientes la infec- 
cion ascendente puede derivar en epididimitis gonococica, epi- 
didimoorquitis, prostatitis, abscesos periuretrales y constric- 
cion uretral. Estas complicaciones se observan rara vez en la 
practica clmica en los Estados Unidos. 

En las mujeres, la infeccion gonococica primaria esta pre¬ 
sente en el endocervix y la infeccion uretral simultanea ocurre 
en el 70-90% de los casos. Despues de un periodo de incuba- 
cion de 8-10 dias, las pacientes pueden presentar con secrecion 
cervicovaginal anormal o sangrado intermenstrual y dolor ab¬ 
dominal o pelviano; esto ultimo sugiere la presencia de enfer¬ 
medad de los genitales intemos.^^^ La presencia de disuria indi- 
ca compromiso uretral importante. La infeccion gonococica del 
epitelio pavimentoso vaginal de mujeres pospuberales no es 
comun y en las que ban tenido histerectomias, la uretra es el 
sitio primario mas frecuente de infeccion. Aunque a menudo se 
ha establecido que la mayoria de las mujeres con infeccion 
gonococica son asintomaticas, esto no es verdad. Esta asevera- 
cion se basaba en que muchas mujeres infectadas fueron detec- 
tadas durante examenes de cribado masivo en lugares como cli- 
nicas de planificacion familiar, y no se tenia en cuenta que 
muchas mujeres consultaban a los medicos o a los servicios de 
emergencia por diversos smtomas del aparato genital (p. ej., 
secrecion vaginal, dispareunia, menorragia) o pelvianos.^^"^ Los 
smtomas de infeccion endocervical no complicada a veces se 
asemejan a los de otras afecciones, como cistitis o infecciones 
vaginales, y la sintomatologia de endocervicitis gonococica 


suele estar enmascarada por la coinfeccion con Chlamydia tra¬ 
chomatis, Trichomonas vaginalis o Candida albicans. Aunque 
el aparato genital puede parecer normal, un examen endocervi¬ 
cal cuidadoso revela ^eas de mucosa cervical friables que san- 
gran al limpiarlas. Sin embargo, solo 10-20% de las mujeres 
infectadas tienen secrecion endocervical mucopurulenta. La 
infeccion de las glandulas de Bertolino y de Skene puede 
observarse en casi un tercio de las mujeres con infeccion geni¬ 
tal. La manipulacion cuidadosa de estas areas puede a veces 
permitir la obtencion de material purulento para examen direc- 
to y cultivo. La gonorrea endocervical tambien puede compli- 
car el embarazo y es un cofactor reconocido para aborto espon- 
taneo, corioamnionitis, rotura prematura de membranas y parto 
prematuro.^®^’^^^ Los recien nacidos de madres con infecciones 
genitales estan expuestos a padecer conjuntivitis gonococica 
(“oftalmia neonatal) o infeccion gonococica farmgea. 

La infeccion gonococica ascendente puede suceder en el 10- 
20% de las mujeres infectadas y derivar en enfermedad infla- 
matoria pelviana (EIP) aguda que se manifiesta con salpingitis 
(infeccion de las trompas de Falopio), endometritis y abscesos 
tuboovaricos, que pueden causar cicatrices en las trompas de 
Falopio, embarazos ectopicos, esterilidad y dolor pelviano cro- 
nico.^®^’^^"* Los smtomas de EIP gonococica son dolor pelviano 
bilateral, secrecion cervical anormal y sangrado, dolor durante 
el movimiento, fiebre y leucocitosis periferica. La EIP causada 
por N. gonorrhoeae por lo general sucede temprana, mas que 
tardiamente, en la infeccion y a menudo poco despues del 
CO iienzo o durante la menstruacion. Se observa fiebre, leuco- 
cii jsis, eritrosedimentacion elevada y protema C reactiva en 
alrededor de dos tercios de las pacientes, mientras que los esca- 
lofrios, las nauseas y los vomitos son variables en la EIP. En las 
mujeres con salpingitis, tambien puede producir una perihepa¬ 
titis llamada smdrome de Fitz-Hugh-Curtis, caracterizado por 
la propagacion directa de los microorganismos desde las trom¬ 
pas de Falopio hasta el hfgado y el peritoneo, que provoca 
dolor en el hipocondrio derecho y el hallazgo laparoscopico de 
adherencias entre el higado y la pared abdominal anterior.^^"^’^^^ 
La aparicion de EIP esta intluida por diversos factores, entre 
ellos el diagnostico y tratamiento de otras infecciones genitales 
(p. ej., infeccion por C. trachomatis, vaginosis bacteriana), EIP 
anterior; el uso de anticonceptivos orales, dispositivos intraute- 
rinos, duchas vaginales; las caracteristicas de las cepas infec- 
tantes y el estado inmunitario del huesped. La obstruccion de 
las trompas de Falopio, que conduce a la esterilidad, sucede en 
el 10-20% de las mujeres despues de un episodio unico de EIP 
gonococica aguda y en el 50-80% de aquellas con tres episo- 
dios o mas. Entre las mujeres con embarazos ectopicos, mas 
del 80% tiene antecedentes de EIR^®^ En las mujeres embara- 
zadas, la infeccion gonococica esta asociada con un aumento 
del riesgo de complicaciones, como parto prematuro, rotura 
prematura de membranas fetales, aborto espontaneo y mortali- 
dad infantil. Las complicaciones debidas a las infecciones 
gonococicas son menos comunes despues del primer trimestre 
de embarazo. 

N. gonorrhoeae tambien puede causar infecciones anorrec- 
tales y farmgeas. La infeccion gonococica orofarmgea se 
observa en varones homosexuales y bisexuales y en mujeres 
heterosexuales, que adquieren la infeccion por contacto sexual 
orogenital con una pareja infectada. La gonorrea farmgea tam¬ 
bien se observa en ocasiones en varones heterosexuales, como 
resultado de la practica de sexo oral con una pareja infectada. 
Mas del 90% de las infecciones gonococicas orofarmgeas son 
asintomaticas y se diagnostican mediante el cultivo del micro- 
organismo de la garganta."^^ Las infecciones anorrectales suce- 
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□en en varones homosexuales y bisexuales que practical! rela- 
ciones sexuales anales receptivas sin proteccion. Las mujeres 
lambien adquieren infecciones rectales por coito anal recepti¬ 
on. pero la mayoria de las infecciones rectales en las mujeres 

deben a contaminacion perianal con secreciones cervicova- 
^inales infectadas. Las infecciones gonococicas rectales son a 
menudo asintomaticas, pero algunos individuos pueden experi- 
m^niar proctitis aguda con dolor anorrectal moderado y prurito, 
'C.recion mucopurulenta, sangrado, tenesmo y estrenimiento 5 
? ' dias despues de la infeccion.*^^^ El examen anoscopico del 
canal anal por lo general revela una mucosa rectal edematosa y 
eriematosa y secrecion purulenta en las criptas anales7^^ La 
tnieccion por Chlamydia, la infeccion por el virus del herpes 
simple y otras infecciones de transmision sexual estan inclui- 
en el diagnostico diferencial de la infeccion gonococica 
anorrectal. 

En un pequeno porcentaje (un 0,5-3%) de individuos infec- 
Uidos. los gonococos pueden invadir el torrente circulatorio y 
provocar una infeccion gonococica diseminada 
E'!a infeccion se caracteriza por fiebre poco elevada (rara vez 
por encima de 39 °C), lesiones cutaneas hemorragicas, tenosi- 
itis. poliartralgias migratorias y artritis franca. Las mujeres 
parecen tener un riesgo mayor para la IGD, en particular duran¬ 
te la menstruacion y durante el segundo y el tercer trimestre del 
embarazo. Las lesiones cutaneas suelen ser dolorosas y apare- 
cen como una papula que evoluciona hacia una pustula necro- 
tica sobre una base eritematosa (fig. 11-3). Por lo comun, se 
presentan unas pocas como 5 o mas de 30 lesiones y la mayo¬ 
ria de el las estan en las extremidades (dedos de los pies y de las 
manos)."^^^ (Vease lamina en color 11-lB). Los cultivos de las le¬ 
siones cutaneas y de los liquidos sinoviales de los pacientes 
con IGD pueden ser negativos, lo que sugiere que los procesos 
inmunes (p. ej., el deposito de complejos antigeno-anticuerpo) 
cirntribuyen a la patogenia de la IGD. A veces aparecen erup- 
Jiones petequiales. papulares o maculares extendidas. 
Mastrolonardo y cols, informaron una IGD en una mujer de 24 
ahos que consulto por lesiones vesiculares, hemorragicas y 
necroticas extensas en las nalgas y los miembros inferiores.*^^^ 
En el 30-40% de los casos. los microorganismos del torrente 
circulatorio pueden localizarse en una articulacion o mas y cau- 
sar una artritis gonococica destructiva y purulenta.El com- 
promiso de la articulacion es casi siempre asimetrico e involu- 
cra las articulaciones de la rodilla, el codo, la muneca, los 
dedos de la mano y el tobillo.^^^ Rara vez estan comprometidas 
c»tras articulaciones.^** El liquido sinovial infectado contiene 
enire 50.000 y 200.000 celulas/mm\ el 90% de ellas, neutrofi- 
los polimorfonucleares.*^*^’^^^ La tincion de Gram y el cultivo 
de los aspirados de la articulacion son positivos solo en el 
10-30% de los casos. La reaccion en cadena de la polimerasa 
'PCR) tambien se aplico para la deteccion de gonococos en el 
liquido sinovial.^^^"*^^ 

Las complicaciones de la IGD son dano articular permanen- 
le. endocarditis y rara vez, meningitis.^"*®’^®^ La endocarditis 
gonococica es una entidad clinica rara, con menos de 60 casos 
informados en la literatura desde 1938. Puede desarrollarse en 
alrededor del 1-2% de los pacientes con infeccion diseminada, 
suele comprometer la valvula aortica y sigue un curso destruc- 
tivo y rapido.^®^ En 1996, Thompson y Brantley informaron un 
caso de endocarditis gonococica en un varon de 23 ahos que 
necesito el empleo de protesis valvular como resultado de una 
insuficiencia aortica grave y prolapso de las valvas aorticas.^^^ 
En 1997, se diagnostico el primer caso de endocarditis gono¬ 
cocica asociada con lupus eritematoso sistemico en una mujer 
de 24 ahos con sintomas inespecificos de tos, dolor de pecho. 



Figura 11-3 Lesion cutanea caracteristica de infeccion gonococica disemi¬ 
nada en un dedo de la mano. Estas lesiones suelen ubicarse en las extremi¬ 
dades. 


fiebre y malestar sin signos ni smtomas de IGD.^-*^*^ Los electro- 
cardiogramas transesofagicos y transtoracicos mostraron una 
gran vegetacion en la valvula pulmonar y los hemocultivos fue- 
ron positivos para N. gonorrhoeae. La pericarditis y los derra- 
mes pericardicos tambien son complicaciones de la IGD y el 
smdrome de dificultad respiratoria del adulto se informo en 
asociacion con bacteriemia gonococica.^^ *^^"^*^ La meningitis 
gonococica es una complicacion rara de la infeccion disemina¬ 
da que tiene los rasgos tipicos de la meningitis causada por 
otros microorganismos.^^® Dentro de las entidades clmicas que 
se asemejan a la IGD estan el smdrome de Reiter, la artritis 
inducida por cristales y piogena, la artritis sifilitica y tubercu¬ 
losa, la artritis reumatoide, la enfermedad de Lyme y la fiebre 
reumatica.^'^^ Se han observado ataques repetidos de IGD en 
individuos con ciertas deficiencias del complemento.-**^-- La 
enfermedad diseminada puede aparecer despues de la infeccion 
en sitios genitales o extragenitales. Los estudios de cepas recu- 
peradas de casos de IGD han mostrado que esas cepas mas 
invasivas tienen caracteristicas atipicas, como requerimientos 
nutricionales especiales (p. ej., requerimientos de arginina, 
hipoxantina y uracilo para crecer [variedades AHU]). categori- 
zacion defmida de serovariedad Por lA, resistencia a la accion 
bactericida del suero humano normal y sensibilidad extrema 
a la penicilina.^®^’^^^'^^^’^*^ Con la declinacion en la prevalencia 
de la serovariedad Por lA/AHU en los liltimos ahos. el incre- 
mento del niimero de IGD se ha asociado con otras clases de 
auxotipo/serovariedad.*®^ 

En los liltimos ahos han aparecido en la literatura medica 
informes de presentaciones o infecciones gonococicas inusua- 
les. Las infecciones gonococicas oculares, vistas por primera 
vez en recien nacidos que adquirian el microorganismo duran¬ 
te el pasaje por el canal de parto infectado (oftalmia neonatal), 
se han informado en adultos que se infectan mediante secre¬ 
ciones genitales.^®^ El personal de laboratorio que trabaja con 
cultivos tambien puede infectarse accidentalmente si no toma 
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los recaudos para proiegerse los La infeccion ocular 

causa celulitis periorbital, secrecion purulenta profusa, inyec- 
cion conjuntival, edema y eritema de los parpados, y queratitis 
de la estroma y epitelial. Los tratamientos inadecuados de las 
infecciones oculares pueden conducir a queratitis ulcerativa, 
perforacion de la cornea y ceguera.^^^*^ Se ban publicado infor¬ 
mes de infeccion gonococica cutanea primaria, resultante de la 
inoculacion de una lesion preexistente, que incluye un caso de 
mastitis gonococica en un varon.^’^-''^^ Se ban comunicado abs- 
cesos gonococicos en el cuero cabelludo de recien nacidos 
como una complicacion de la monitorizacion fetal intrauteri- 
na.'^^ Se pueden observar presentaciones atipicas y cursos clmi- 
cos en pacientes con enfermedades subyacentes, como la infec¬ 
cion por HIV. Jacoby y Mady describieron un caso de sepsis 
gonococica aguda en una mujer de 35 afios HlV-posiliva que 
incluyo acidosis e bipotension profundas, ballazgos que no 
suelen observarse en pacientes con IGD.^’^ Risber y McFadden 
comunicaron un caso de un aneurisma micotico de la aorta 
ascendente por N. gonorrhoeae en una mujer de 38 afios con 
lupus eritematoso sistemico que necesito terapia antimicrobia- 
na prolongada con reseccion quiriirgica de las valvulas afecta- 
das.*^"^® Strongin y cols, informaron sobre un varon homosexual 
de 27 anos HIV-positivo con artritis gonococica de la cadera y 
de una sola articulacion esternoclavicular.^^^ Brook y cols, des¬ 
cribieron un "minibrote” de N. gonorrhoeae invasor de lejidos 
entre dos contactos sexuales masculinos y tres femeninos que 
derivo en infeccion asintomatica en uno de los bombres. EIP en 
una de las mujeres, IGD en otra mujer y linfadenopatia ingui¬ 
nal en dos de los pacientes.^^ En 1994, Bodswonb y cols, 
comunicaron el primer caso de infeccion gonococica de la 
‘'neovagina' de un transexual masculino a femenino.' Por ulti¬ 
mo, Burnett y cols, informaron un caso muy poco comiin de 
infeccion gonococica de una derivacion ventriculoperitoneal en 
una mujer de 17 anos.^®^ Los autores propusieron que el extre¬ 
me peritoneal de la derivacion, que producia el mayor creci- 
miento del microorganismo, pudo baberse contaminado con 
gonococos durante la menstruacion, cuando la sangre podia 
refluir a traves de las trompas de Falopio y entrar en la cavidad 
peritoneal. 

Historicamente, las infecciones gonococicas en los nines 
solo incluian la oftalmia neonatal, que es la gonorrea ocular 
transmitida al recien nacido durante el pasaje a traves del cue- 
llo uterino.^*^ Casi todos los cases de gonorrea en nines duran¬ 
te el periodo neonatal son el resultado de la contaminacion ocu¬ 
lar, aunque se ban informado infecciones mas graves por gono¬ 
cocos en recien nacidos.^^'^ La transmision de la gonorrea desde 
los adultos bacia los nines por fomites (p. ej., toallas comparti- 
das) se propuso como un modelo de transmision en los nines 
mayores. Sin embargo, abora se reconoce que las infecciones 
gonococicas, incluidas la conjuntivitis y otras enfermedades de 
transmision sexual en los nines mas alia del periodo neonatal 
inmediato, son indicadores de abuse sexual.^® Con un 

acercamiento multidisciplinario cuidadoso es posible obtener 
bistorias de contactos sexuales de los nines mayores. Cuando 
se identifica a un nine con gonorrea, la investigacion de ambos 
adultos tutores y de otros bermanos suele revelar la infeccion 
en adultos y otros nines. Las infecciones gonococicas infan- 
tiles se asemejan a las de los adultos, pero con algunas dife- 
rencias notables. N. gonorrhoeae causa vaginitis, mas que cer¬ 
vicitis, en las ninas prepuberes. El epitelio de la vagina prepu- 
beral esta compuesto por celulas epiteliales cilindricas, el tipo 
de celulas que N, gonorrhoeae infecta de preferencia. Con la 
aparicion de la pubertad. estas celulas se reemplazan por un 
epitelio pavimentoso estratificado que no es vulnerable a la 


infeccion gonococica. Las ninas con infeccion gonococica 
genital suelen tener secrecion vaginal. La infeccion uretral en 
los ninos varones, si se presenta, se asemeja a la observada en 
los adultos. Las infecciones gonococicas farmgeas y rectales, 
como en los adultos, son por lo comiin asintomaticas en los 
ninos. 

Neisseria meningitidis 
EPIDEMIOLOGiA 

N. meningitidis es un palogeno primario que causa un con- 
junto de procesos infecciosos, que van desde la sepsis oculta 
con rapida recuperacion hasta la enfermedad mortal fulminan- 
te.” En ciertos pacientes solo se manifiestan algunos aspectos 
de este espectro cbnico, mientras que en otros puede progresar 
a traves del espectro con alarmante rapidez. Un factor de viru- 
lencia importante de todos los aislamientos de N. meningitidis 
asociados con enfermedad es la capsula de polisacaridos. Se 
ban reconocido 13 serogrupos de polisacaridos capsulares 
meningococicos (A, B, C, D, H, I, K, L, X, Y, Z, W135 y 29E); 
la mayoria de las infecciones son causadas por microorganis- 
mos pertenecienies a los serogmpos A, B, C, Y y W135. Un 
porcentaje variable de cepas aisla. "s en portadores nasofarm- 
geos no pueden expresar un antigeno polisacarido capsular 
detectable (no agrupable). Por ejemplo, en un estudio reciente 
de transmision meningococica entre estudiantes universitarios 
en el Reino Unido, 43,9% de las 904 cepas aisladas en porta¬ 
dores fueron serologicamente no agrupables.^^ Las cepas 
meningococicas pueden estar subdivididas en 20 serotipos adi- 
cionales basados en los antigenos de clase 2 y 3 OMP (PorB), 
10 serotipos basados en los antigenos de clase 1 OMP (PorA) 
y 13 inmunotipos basados en la estructura del lipooligosacari- 
do (LOS) (vease recuadro 11-3). Aunque estos metodos sero- 
logicos son utiles para determinar el parentesco de las cepas 
en forma local y para definir el entorno clmico, ninguno de 
ellos permite discriminar y definir el parentesco genetico de 
variedades meningococicas para propositos epidemiologicos 
globales. A causa de la elevada frecuencia de variacion anti- 
genica en las protemas de la membrana externa y al fenomeno 
de “cambio capsular”, se han creado otros metodos para defi¬ 
nir, identificar y rastrear geneticamente las cepas de N. menin¬ 
gitidis patogenas en forma global.Tecnicas como la tipifi- 
cacion multilocular por electroforesis de isoenzimas (tipifica- 
cion ET) y la tipificacion multilocular de secuencias ban ayu- 
dado a cientiTicos y epidemiologos a identificar un niimero de 
grupos clonales definidos desde el punto de vista genetico que 
causan lanto la enfermedad endemica y esporadica, como la 
epidemica.’^^*'*^^ Estos grupos ET pueden, ademas, dividirse 
en subgrupos clonales. Por ejemplo, entre mas de 500 cepas 
del serogrupo A epidemicas coleccionadas en Africa desde la 
decada de 1960, se ban reconocido 84 tipos electroforeticos 
(ET) que son divisibles en nueve subgrupos. Tres de esos sub¬ 
grupos ban sido responsables de todas las epidemias impor- 
tantes ocurridas en la region.^^*"*^^ Complejos ET individuales 
incluiran cepas que llevan antigenos de serogrupos diferentes. 
Por ejemplo, mientras el complejo ET-37 incluye la mayoria 
de las cepas del serogrupo C y el complejo ET-5 contiene la 
mayoria de las cepas del serogrupo B, ambos complejos tam- 
bien abarcan otros serogrupos. Se describieron, ademas, meto¬ 
dos moleculares para la tipificacion epidemiologica meningo¬ 
cocica. Por ejemplo, la secuenciacion del gen del antigeno de 
serogrupo meningococico por PCR del gen sialiltransferasa 
puede usarse para confirmar los metodos de agrupamiento 
serologico y determinar el agrupamiento genetico de cepas 
“no agrupables” desde el punto de vista serologico que con- 
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tienen genes capsulares “inactivos”.^^^^^ Otros metodos de 
genetica molecular (p. ej., huellas de DNA, analisis del poli- 
rrb*>m<mo de longitud de los fragmentos de restriccion, elec- 
croforesis en gel de campo pulsado, ribotipificacion, analisis 
ie PCR basados en elementos repetitivos, PCR amplificada al 
iz »r. 'ccuenciacion del gen porA, y analisis de la endonuclea- 
del amplicon por PCR) tambien se ban creado para contro- 
iir la epidemiologia de las cepas patogenicas de N. meningiti- 
j*' en el mundo 52 . 276 , 277 , 347 . 368 . 495 . 535 , 629 . 658723,726 

El analisis clonal de N. meningitidis revelo muchas caracte- 
n^ncas inieresantes relacionadas con la virulencia y la enfer- 
medad. Los clones virulentos se distinguen por sus velocidades 
Je [Fansmision elevadas y por causar altas tasas de enfermedad 
por mtroduccion en una poblacion predispuesta. Se encuentran 
clones avirulentos en portadores asintomaticos y rara vez cau- 
san enfermedad, incluso cuando se transmiten con una veloci- 
jud 'imilar a la de los clones virulentos.^^^ La presencia de clo¬ 
nes \irulentos acoplados con altas tasas de transmision, una 
poblacion sensible, ciertos factores del huesped (p. ej., taba- 
quismo, inmunidad de las mucosas, coinfecciones virales, defi- 
ciencias del complemento adquiridas o congenitas) y factores 
je la conducta y del medioambiente (hacinamiento, contactos 
cercanos. exposicion al humo del cigarrillo) conducen a tasas 
elevadas de transmision y a menudo a la aparicion explosiva de 
la enfermedad. Finalmente, los grupos clonales virulen- 

io> circulantes sufren diversificacion genetica mediante trans- 
lormacion y varias presiones medioambientales selectivas; 
e>ios clones pueden desaparecer o resurgir mas tarde.*^^ 

\ arios clones palogenicos mundiales de N. meningitidis com- 
puestos por diferentes serogrupos, serotipos, subserotipos e 
mmunotipos causan tanto la enfermedad endemica como la epi- 
demica.^^^ La enfermedad meningococica endemica sucede en 
tasas de 1 a 3 casos por 100 000 personas en los Estados Unidos 

> de 10 a 25 casos por 100 000 personas en los paises en vias de 
ae>arrollo.^^® En los liltimos anos, la incidencia anual de enfer- 
medad meningococica en los Estados Unidos ha sido de 0,8 a I 
por 100 000 habitantes; los recien nacidos, los ancianos y los 
mmunodeprimidos tienen el mayor riesgo.^'^ Las tasas de ata- 
que son las mas altas entre los ninos de 3 meses a 1 ano de edad 

> entre adolescentes mayores y adultos jovenes. En ciertas 
regiones de Africa subsahariana denominadas el “cinturon de la 
meningitis”, la enfermedad meningococica causada en principio 
por las cepas del serogrupo A ocurre todo el aho, con inciden- 

de hasta 1 000 casos por 100 000 habitantes.Desde 
hnes de la decada de 1960, se diseminaron varios clones de N. 
meningitidis del serogrupo A por China, India y Medio Oriente, 
que culminaron en un gran brote de enfermedad debido a una 
cepa del serogrupo A subgrupo IIl-l entre musulmanes que 
hacian la peregrinacion anual a la Meca (HajJ) en 
Durante el ano siguiente y hasta fines de 1996, este mismo cion 
se disemino y causo epidemias en Sudan, Uganda, Kenya, 
Eiiopia, Arabia Saudita, Chad, Nigeria, Nepal y Sudafri- 
ca - W45i,506 cepas del serogrupo B pertenecientes al 

complejo ET-5 han causado brotes esporadicos en Inglaterra, 
Dinamarca, Noruega y los Raises Bajos desde mediados de 
1970 y se han documentado cepas similares en todo el Lejano 
Onente (p. ej., China, Japon, Tailandia), Sudamerica (p. ej., 
Brasil. Chile), el Caribe (p. ej., Cuba), Canada y los Estados 
Unidos (p. ej., Las cepas de M 

meningitidis del serogrupo B pertenecientes a otros tipos clo¬ 
nales (ET-24 y ET-25) tambien surgieron en Europa durante la 
decada de 1980 y se diseminaron a Finlandia, Noruega e 
Llandia durante la decada siguiente, con brotes en el Reino 
Unido y Belgica.^^^ 


Ciertos clones, como el complejo ET-37, han sido la causa 
de brotes esporadicos en Brasil. China, Sudafrica y los Estados 
Unidos.El complejo ET-37 incluye cepas que expresan los 
serogrupos B, C, Y y W-135. Durante la decada de 1980. las 
cepas del serogrupo B perteneciente a este complejo fueron 
reconocidas en China y en Sudafrica. mientras que las del sero¬ 
grupo C se aislaron en otras regiones de Africa y Europa.A 
fines de la decada de 1980 y durante la de 1990. las cepas del 
serogrupo C dentro del complejo ET-37 se establecieron en los 
Estados Unidos, Canada y otros paises. Estas cepas causaron 
un grupo de enfermedades esporadicas en Iowa. Illinois. Los 
Angeles, Ontario y Saskatchewan, Canada, y tambien se han 
aislado en el Reino Unido, Italia, Dinamarca y Bra- 

1,39.205,313.421.536.548,559.629 p^ismo tiempo. aparccio un com¬ 
plejo variante de ET-37, llamado complejo ET-15. y a princi- 
pios de 1990 emergieron las cepas del grupo C dentro de este 
complejo variante como la causa principal de las enfermedades 
esporadicas en los Estados Unidos, Canada. Inglaterra, 
Australia y Europa Oriental.^^’^^^^^^’^^^En los Estados Unidos. 
estas cepas estaban asociadas con brotes en escuelas e institu- 
tos correccionales.^^’^"^"’^^^ Tambien durante la primera mitad de 
la decada de 1990, aparecieron cepas de N. meningitidis del 
serogrupo Y en los Estados Unidos y ciertos clones complejos 
(p. ej., ET-508 y otros) que llevan este antigeno de serogrupo 
ahora son la causa de casi el 30% de las enfermedades menin- 
gococicas endemicas en ese pais. En Chicago, la prevalencia de 
cepas del serogrupo Y aumento de 6% en 1991 a 71% en 
1995.^^^ El equilibrio de la enfermedad en los Estados Uni¬ 
dos esta causado por las cepas ET-37 y ET-15 del serogrupo C, 
las del complejo ET-5 del serogrupo B y las del serogrupo 

En el nuevo milenio, los brotes meningococicos continuan 
afectando los paises en vias de desarrollo y los patrones de 
enfermedad en los Estados Unidos reflejan cambios significa- 
tivos en la epidemiologia meningococica domestica. Por pri¬ 
mera vez, se aislaron las cepas del serogrupo W-135 patogenas 
de mas de 300 musulmanes que concurrieron al Hajj del aho 
2000, que concluyo en marzo de 2000.^^^ Un examen de cua- 
tro aislamientos en peregrinos que volvian a los Estados 
Unidos encontro que esos meningococos pertenecian a ET-927, 
un grupo muy relacionado desde el punto de vista genetico con 
el complejo ET-37.Estas cepas se demostraron, ademas. en 
cuatro pacientes franceses con vinculos epidemiologicos con el 
Hajj del aho 2000.^^^ Estas cepas tambien mostraron patrones 
similares en la electroforesis en gel de campo pulsado y distin- 
tos de otras cepas del serogrupo W-135.‘'’^ En los Estados 
Unidos, los cambios en la epidemiologia meningococica 
durante la decada de 1990 incluyeron un aumento de la inci¬ 
dencia de infecciones con serogrupos C adquiridas en la comu- 
nidad, y un aumento de la enfermedad entre adolescentes y 
adultos jovenes tanto durante la escuela secundaria como en la 
universidad.'^'^’^*®’^^® ^^^ Algunos brotes han ocurrido en ciuda- 
des universitarias y se han asociado con la concurrencia a bares 
y discos, el consumo de alcohol y cigarrillos y la residencia en 
albergues estudiantiles.*^^ -^®’^*’ Un estudio reciente en colabora- 
cion documento que los estudiantes estadounidenses de primer 
aho de la universidad que residian en albergues universitarios 
tenian una tasa de incidencia anual de enfermedad meningoco¬ 
cica de 5,4 por 100 000, que es cinco veces la tasa nacional y 
solo la supera en incidencia la del grupo etario de nihos meno- 
res de 2 ahos.^^ Se han observado numerosos casos en estudian¬ 
tes que no eran del primer aho y en los que vivian fuera de las 
instalaciones universitarias.^*^-^®* Las razones para el aumento 
de la incidencia de enfennedad grupo C entre adolescentes y 
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residentes de albergues estudiantiles universitarios en particular, 
no se conocen. En respuesta a estos cambios en los patrones de 
incidencia y a la capacidad de evitar la enfermedad grave del 
serogrupo C con vacunas disponibles en la actualidad, el 
Advisory Committee on Immunization Practices (Comite 
Consultivo en Practicas de Inmunizacion) de los Estados 
Unidos ha recomendado que se brinden inmunizaciones menin- 
gococicas en el ingreso a la universidad a los estudiantes que 
viven en residencias universitarias, mientras que otros aconse- 
jan hacer accesible la vacunacion meningococica a todos los 
estudiantes universitarios aun no graduados.*^"* 

INFECCIONES CAUSADAS POR N. MENINGITIDIS 

N. meningitidis puede ser portada de modo asintomatico en 
la orofaringe y la nasofaringe por un porcentaje variable de 
individuos y la tasa de portacion esta relacionada con varios 
factores, como edad, clase socioeconomica y presencia de 
enfermedad real en la comunidad.^^^ La portacion de meningo- 
cocos en la nasofaringe puede ser transitoria, intermitente o 
persistente.^^ En general, las tasas de portacion tienden a ser 
casi del 8-20%; los ninos mayores y los adultos jovenes tienen 
tasas mas altas (20-40%) que los nihos pequenos.^^^-^^^ La dura- 
cion del estado de portador tambien puede variar con el indivi- 
duo y con el serogrupo de la cepa colonizante. Durante los 
periodos en que la enfermedad esta presente en la comunidad, 
las tasas de portacion pueden no ser diferentes de las observa- 
das cuando se estan informando enfermedades no clmicas, pero 
se ha notado que la proporcion de individuos que portan las 
variedades mas virulentas aumenta.” A1 contrario de lo que se 
ha afirmado durante anos, la tasa de portacion meningococica 
no parece ser estacional, aunque la mayor parte de las enfer¬ 
medades meningococicas en los paises en vias de desarrollo 
tiende a ocurrir durante el invierno tardio o principios de la 
primavera. Las condiciones de vida en hacinamiento facilitan 
la diseminacion respiratoria de los meningococos y afecta tanto 
la transmision del microorganismo como la ocurrencia de la 
enfermedad evidente. lo cual ha sido ampliamente demostrado 
por los grandes brotes ocurridos en las bases militares durante 
anos, donde gran cantidad de adultos jovenes susceptibles 
viven juntos en cuarteles cerrados por periodos prolongados. 
Entre tales poblaciones cerradas. las tasas de portacion se pue¬ 
den aproximar al 100%. Las cepas portadas pueden ser encap- 
suladas (agrupables) o no encapsuladas (no agrupables) y deri- 
van en la formacion de anticuerpos especificos de serogrupo y 
anticuerpos de amplia reaccion cruzada contra varios antigenos 
de la membrana externa. Incluso individuos que estan coloni- 
zados con cepas no agrupables desarrollan altos titulos de anti¬ 
cuerpos contra cepas agrupables, debido tal vez a la presencia 
de determinantes antigenicos compartidos. En un estudio de 38 
individuos que portaban cepas no agrupables en la nasofaringe, 
2-52% de los varones desarrollaron anticuerpos especificos de 
grupo, segiin el serogrupo analizado.^^^ En la mayoria de los 
huespedes, la colonizacion meningococica de las vias respira- 
torias altas deriva en la formacion de anticuerpos bactericidas 
del suero especificos de serogrupo dentro de los 7 a 10 dias.^^ 
Esta respuesta no elimina el estado de portador, pero puede 
proteger al huesped de la enfermedad sintomatica. 

En algunos individuos, la variedad meningococica que se 
establece en las vias respiratorias altas progresa para entrar en 
el torrente circulatorio e iniciar una enfermedad sistemica. 
Parece que la enfermedad invasiva de N. meningitidis sucede 
en personas que estan recien infectadas con una cepa contra la 
cual el individuo carece de anticuerpos especificos de serogru¬ 


po meningococicos bactericidas. En un estudio entre personal 
militar, Edwards y cols, encontraron que el 86% de los 31 
pacientes tenian cultivos negativos de nasofaringe durante las 
dos semanas anteriores al comienzo de la enfermedad y que 
cuatro pacientes tuvieron cultivos negativos el dia anterior al 
inicio de la enfermedad.-^ Sin embargo, en un informe recien- 
te, se documento un intervalo de 7 semanas ocurrido entre el 
contagio nasofaringeo del microorganismo y el inicio de la 
enfermedad meningea."^^^ La infeccion viral o micoplasmica 
simultanea de las vias respiratorias altas tambien puede facili- 
tar la invasion sistemica por el microorganismo porque tanto 
los brotes esporadicos como los epidemicos de enfermedad 
meningococica han sido asociados con brotes de infecciones 
respiratorias por virus y micoplasmas.'*^® El riesgo de enferme¬ 
dad meningococica tambien es mayor en los portadores con 
deficiencias de los componentes finales del complemento (p. 
ej., C5, C6, C7, C8 y C9) o en el sistema de la properdi- 
228,229,605 Qti'as afeccioucs subyacentes, como falla hepatica, 
lupus eritematoso sistemico, mieloma multiple y asplenia pue¬ 
den predisponer tambien a enfermedad meningococica grave.^^ 
La patogenia de la enfermedad meningococica no se conoce 
bien y, aunque se ha informado mucho acerca de la epidemio- 
logia descriptiva del microorganismo y sus estados de enfer¬ 
medad, se sabe muy poco acerca de la dinamica de la produc- 
cion de la enfermedad.**^^’^^^ Los seres humanos son el linico 
huesped natural para N. meningitidis y el microorganismo se 
disemina por las gotitas del aparato respiratorio. Los meningo¬ 
cocos colonizan la mucosa respiratoria superior y pueden luego 
invadir el torrente circulatorio. La fijacion inicial a la mucosa 
nasofarmgea esta mediada aparentemente por la interaccion de 
los pili con la protema cofactor de membrana (CD46).''’^^ La 
variacion antigenica a nivel del pilus regula la elusion de fac¬ 
tores del huesped no especificos durante la adherencia inicial a 
la mucosa epitelial.'^^^ Los factores medioambientales, como el 
habito de fumar, y las infecciones virales concurrentes de las 
vias respiratorias altas aumentan el riesgo de colonizacion 
debido a alteraciones en la mucosa o a la anulacion de la inmu¬ 
ni dad locaL^'^^^^^ Luego, las protein as de la membrana externa 
(OMP) de clase 5 se unen al receptor C46 y las proteinas Opa 
se unen a los receptores de proteoglucano heparansulfato sobre 
las celulas endoteliales y fagociticas, respectivamente.'^'^^ Esto 
estimula la liberacion de citocinas por estas celulas, con la 
endocitosis ulterior de los microorganismos por las celulas epi- 
teliales.^^^’^^^ Mas tarde, las proteinas PorB se insertan en la 
membrana del fagosoma e impiden la fusion con los lisoso- 
mas."^*^^ Asi, los meningococos pueden evitar los mecanismos 
inmunitarios humorales y sobrevivir en los leucocitos mononu- 
cleares en el subepitelio.*"^^ El principal factor de virulencia 
meningococica asociado con la invasion del toiTente circulato¬ 
rio es la capsula de polisacaridos. En ausencia de anticuerpos 
opsonizantes, la capsula impide la fagocitosis de los microor¬ 
ganismos y protege tambien contra la bacteriolisis mediada por 
complemento. Ademas, ciertas clases de OMP de clase 1 de N. 
meningitidis pueden reducir la expresion de varios receptores 
de complemento en los neutrofilos, con lo cual se inhibe la 
ingestion de los microorganismos.^^ La invasion del torrente 
circulatorio por los meningococos tambien se correlaciona con 
la liberacion sistemica de diversas citocinas inflamatorias (p. 
ej., inteiieucina-1, interleucina-6, factor de necrosis tumoral a) 
que contribuyen a la patogenia de la meningococemia y del 
shock septico meningoc6cico.^^’^'^-^^^’^^‘^ Algunas de estas citoci¬ 
nas pueden aumentar la permeabilidad de la barrera hematoen- 
cefalica y permitir la entrada de los meningococos en el liqui- 
do cefalorraqufdeo (LCR). Ademas, la invasion meningococica 
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de las celulas endoteliales con edema resultante e induccion de 
apoptosis puede liberar mircroorganismos hacia el interior del 
LCR y de otros espacios cerrados. 

Los meningococos pueden causar meningitis endemica y 
epidemica. y los serogrupos A, B y C provocan el 90% de los 
casos mundiales. En la actualidad. N. meningitidis es la segun- 
da causa importante de meningitis adquirida en la comunidad 
en 1«>5 Estados Unidos.^^®’^^^ La manifestacion clinica mas gra- 
de la enfermedad meningococica es la meningitis acompa- 
nada por sepsis meningococica aguda. Las presentaciones cli- 
nicas de la enfermedad pueden ser bastante variadas e incluyen 
T#eningoencefalitis, meningitis con meningococemia o sin ella, 
meningococemia sin meningitis y bacteriemia sin complicacio- 
nes septicas.^’^^^'^'^^^’^^^El inicio de la meningitis meningococi¬ 
ca aguda es repentino, con fiebre y escalofrios, mialgias y 
irtralgias.*^^ Los signos clasicos de meningitis, como confu¬ 
sion. cefalea, fiebre y rigidez de la nuca, se pueden observar en 
casi la mitad de los pacientes.^^ Los vomitos tambien pueden 
<er una parte de la presentacion clinica, en particular en los 
ninos. La meningococemia y la diseminacion de los microor- 
ganismos se anuncian por la aparicion rapida de exantema que 
M? observa en alrededor del 50-60% de los pacientes, y que co- 
mienza como una erupcion macopapular rosada que luego se 
vuelve petequial. A1 principio, las petequias aparecen en las 
mucosas (p. ej., la conjuntiva) y luego se extienden hacia el 
tronco y los miembros inferiores. Estas lesiones son indicado- 
res de complicaciones hemorragicas y coagulopatias causadas 
por el microorganismo. La enfermedad rapidamente progresiva 
tulminante puede derivar en la formacion de maculas y papu- 
las que progresan para formar areas purpureas o equimoticas 
con hemorragia y necrosis cutanea.^’^ La purpura fulminante 
se desarrolla en cerca del 10% de los pacientes con meningo¬ 
cocemia y causa areas extensas de destruccion tisular secunda¬ 
ria a la coagulopatia; el control intensivo de los parametros de 
la coagulacion y el reemplazo de los factores de la coagulacion 
pueden beneficiar a algunos pacientes.El compromise neu- 
rologico difuso, mas que los signos y los smtomas focales, y el 
compromiso miocardico se observan con mas frecuencia en la 
meningitis meningococica que en otros tipos de meningitis 
bacterianas. Las anormalidades cardiacas, incluida la pericar¬ 
ditis purulenta con taponamiento, son complicaciones de la 
enfermedad meningococica que suelen aparecer durante la con- 
valecencia.^^^ El informe de un caso de sepsis por un meningo- 
coco del grupo B desencadeno un infarto agudo de miocardio en 
un hombre de 42 anos con arterias coronarias sanas.^^° 

El shock meningococico fulminante a menudo domina el 
cuadro clinico de meningitis meningococica y sepsis meningo¬ 
cocica aguda.^^ El paciente se vuelve insensible, con ausencia 
d^reflejos tendinosos superficiales y profundos y sensorio 
deprimido. Debido a la vasoconstriccion periferica, se pueden 
notar cambios gangrenosos en las extremidades. La presencia 
de shock, bajo recuento de leucocitos, exantema y estado men¬ 
tal alterado se asocian con mala evolucion.^^ La mortalidad del 
shock septico meningococico tambien esta asociada con nive- 
les bajos de sodio serico y un exceso de bases negative, lo que 
refleja anormalidades metabolicas generalizadas, y los niveles 
bajos de plaquetas y de proteina C reactiva estan asociados con 
la duracion de las petequias y la purpura y pronostican coagu¬ 
lacion intravascular diseminada (CID) inminente.^^^ La muerte 
puede sobrevenir como resultado de la CID. En estos cases, la 
necropsia revela miocarditis terminal o lesiones de la CID, con 
microtrombos y trombosis en muchos organos. Se ha docu- 
mentado una necrosis avascular del hueso debida a trombosis 
en los vasos sangumeos intraoseos secundaria a la CID en 


cases de enfermedad meningococica grave.El hallazgo cla- 
sico de necrosis hemorragica aguda de las glandulas suprarre- 
nales representa el rasgo caracteristico del smdrome de 
Waterhouse-Friederichsen.^ A pesar de contar con excelentes 
agentes terapeuticos, la meningitis con sepsis causada por N. 
meningitidis tod avia puede tener una mortalidad superior al 
30%. Casi el 10% de los sobrevivientes de la infeccion tendran 
sordera sensorioneural.*^^^ 

N. meningitidis tambien puede causar infeccion en el torren- 
te circulatorio (meningococemia) sin meningitis.^^ Los pacien¬ 
tes con bacteriemia meningococica sin sepsis, por lo comun 
presentan fiebre, cefalea, malestar general y leucocitosis peri¬ 
ferica. Tambien puede haber smtomas de infeccion respiratoria, 
pero no smtomas y signos meningeos. Se aislan meningococos 
en los hemocultivos, pero el paciente esta clmicamente bien en 
ese momento, y no se administra ningiin tipo de terapia. En los 
casos de meningococemia cronica el paciente esta casi siempre 
sintomatico, con fiebre escasa, exantema y, a veces, artritis. Es¬ 
ta presentacion clinica es muy similar al smdrome de dermati- 
tis-artritis gonococica. Tambien se describieron manifestaciones 
cutaneas menos comunes, como eritema nudoso, en asociacion 
con meningococemia cronica.^^^ Esta forma de enfermedad 
meningococica, con meningitis o sin ella, se repite en algunos 
pacientes, quienes con frecuencia han heredado deficiencias 
subyacentes de C3, properdina, C5, C8 y otros componentes 
tardios del complemento.^*^^'^^®’^^^ Los individuos con afeccio- 
nes subyacentes asociadas con estados hipocomplementemi- 
cos, como lupus eritematoso sistemico, estan expuestos a 
enfermedad meningococica grave y se ha documentado menin¬ 
gococemia cronica en pacientes infectados por En 

un caso informado, la meningococemia sucedio como compli- 
cacion de una endoscopia digestiva alta. El microorganismo 
probablemente fue introducido en el torrente circulatorio desde 
las vias respiratorias altas mediante una lesion provocada en la 
mucosa por el pasaje del endoscopio a traves de la boca hacia 
el tubo digestive. La sepsis por N. meningitidis tambien se ha 
comunicado como una complicacion del parto premature en 
una mujer de 19 ahos, aunque no se realizaron los estudios 
complementarios.'^^'^ 

N. meningitidis tambien puede causar otras infecciones, 
algunas de las cuales resultan por diseminacion hematica. Esta 
diseminacion puede infectar otros organos y Ilevar a complica¬ 
ciones como osteomielitis, artritis, celulitis, pericarditis, endof- 
talmitis y peritonitis bacteriana espontanea.^^’^^^’^^’^*^"^ En 
ocasiones, N. meningitidis se afsla en sitios distantes del cuer- 
po sin evidencia clinica de meningitis, meningococemia u otro 
foco de infeccion meningococica. Por ejemplo, Baevsky infor- 
mo un caso de pericarditis meningococica pri maria con tapo¬ 
namiento en un varon de 18 anos que se complied por el desa- 
rrollo de CID y daho renal y hepatico debido a hipotension 
inducida por taponamiento cardiaco."^^ En otro caso informado, 
se aislo N. meningitidis del serogrupo B en el liquido articular 
aspirado de la rodilla de un niho de 13 anos sano sin evidencia 
de infeccion meningococica.^^' Por ultimo, N. meningitidis es 
uno de los microorganismos de una larga lista que han sido 
recuperados de pacientes con peritonitis y bacteriemia compli- 
cada por dialisis peritoneal ambulatoria continua.^^^ 

La neumonia meningococica es infrecuente, pero se presen- 
ta en principio como una neumonia adquirida en la comunidad 
indistinguible clmicamente de otras neumonias bacterianas 
agudas.^^’^'^ La patogenia de la neumonia puede involucrar la 
diseminacion hematogena o la aspiracion seguida de invasion 
directa del parenquima pulmonar. Esta infeccion sucede en per¬ 
sonas de mediana edad a mayores con enfermedades preexis- 
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tentes, entre ellas, infecciones virales del aparato respiratorio, 
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfermedad arterial 
coronaria, diabetes, infeccion por HIV y lupus eritematoso sis- 
temico.^^"*’’® En un estudio de 68 reclutas militares con neumo- 
nia meningococica probada por cultivos de aspirados transtra- 
queales, fueron hallazgos comunes fiebre, estertores e infiltra- 
dos lobulares.^^^ Los pacientes tuvieron una enfermedad mode- 
rada, pero no bubo casos mortales. En una revision de mas de 
25 anos de 58 casos de neumonia meningococica adquirida en 
la comunidad se encontraron hemocultivos positivos en el 
79,3% de los pacientes, aunque los smtomas y las secuelas aso- 
ciadas con meningococemia no se desarrollaron en estos 
casos7^^ Los cultivos de esputo fueron positivos en 15 (83,3%) 
de los 18 casos en los que se recolectaron muestras de esputo, 
y 5 de los 58 pacientes murieron a causa de la infeccion. El 
diagnostico de neumonia meningococica se distorsiona por la 
presencia del microorganismo en la nasofaringe, que provoca 
la contaminacion orofarmgea de las muestras de esputo. 
Ademas de la neumonia, se informo supraglotitis bacteriemica 
fulminante en asociacion con infecciones meningococicas de 
los serogrupos B, C e Estas infecciones se carac- 

terizan por angina, disfagia, tejidos supragloticos inflamados y 
celulitis cervical. Cinco de seis pacientes descritos con esta 
afeccion requirieron intubacion o traqueotomia de urgencia, lo 
que indica que la supraglotitis meningococica es una infeccion 
fulminante potencialmente mortal. 

La conjuntivitis meningococica primaria se ha reconocido 
como una entidad clinica distinta.^®'^‘° La mayoria de los casos 
suceden como parte de la infeccion sistemica con A. meningi¬ 
tidis y la enfermedad meningococica sistemica asociada con 
infeccion conjuntival se presenta en el 10-18% de los pacien- 
tes.50,210 1 ^^ conjuntivitis primaria causada por N. meningitidis 
se informo en recien nacidos, ninos mayores y adultos. En dos 
tercios de los casos, la infeccion se limita a un solo ojo. En una 
revision de 84 casos de conjuntivitis menigococica primaria, 
17,8% de ellos tuvieron enfermedad meningococica sistemica 
(meningitis o meningococemia); entre estos pacientes, la mor- 
talidad fue del 13,3%.^° La infeccion sistemica sucede con mas 
frecuencia en los enfermos que recibieron terapia antimicro- 
biana topica en vez de sistemica; en efecto. el riesgo de enfer¬ 
medad sistemica fue casi 20 veces mayor en los pacientes que 
recibieron terapia topica que en los que recibieron terapia sis¬ 
temica. Las complicaciones de la infeccion que estuvieron 
limitadas al ojo fueron ulceras de cornea, queratitis, hemorra- 
gia subconjuntival e iritis. En un informe de tres casos de con¬ 
juntivitis meningococica primaria en el Reino Unido, se men- 
ciono que un hermano menor del caso inicial sufrio meningitis 
meningococica, por lo que los autores de esta comunicacion 
recomendaron que siempre se encare la protecion profilactica 
de los contactos cercanos de casos de conjuntivitis meningoco¬ 
cica primaria.^^® Saperstein y cols, tambien informaron un caso 
de endoftalmitis meningococica exogena. en el cual el micro¬ 
organismo entro en el ojo a traves de una fistula posterior a una 
cirugia de cataratas y no por diseminacion hematica.^^^ Ademas 
de la infeccion del ojo, ya sea en forma primaria o secundaria, 
se ha informado el desarrollo de cataratas transitorias junto con 
la aparicion de exantema y fiebre en asociacion con enferme¬ 
dad meningococica.^®^ En 1998, Garcia-Lechuz y cols, dieron a 
conocer el primer caso de conjuntivitis meningococica prima¬ 
ria en un paciente infectado por HIV-l.^"^’ 

N. meningitidis puede en ocasiones aislarse en la uretra mas- 
culina, el aparato genital femenino y el conducto anal. En esos 
sitios, puede causar infecciones clinicamente indistinguibles de 
las gonococicas, como uretritis purulenta aguda, cervicitis, sal¬ 


pingitis y proctitis.cree que las practicas sexua- 
les oroanales, anogenitales y orogenitales son responsables de 
la presencia de meningococos en esos sitios.^^'*^^’^^^ 

PROFILAXiS MENINGOCOCICA Y VACUNAS MENINGOCOCICAS 

El riesgo de enfermedad meningococica secundaria en los 
contactos cercanos de la casa de un caso primario de meningi¬ 
tis o meningococemia es 500-800 veces mayor que el de la 
poblacion generaL*^^ Por lo tanto, la norma de la practica medi- 
ca es proveer terapia antimicrobiana quimioprofilactica para 
esos contactos lo antes posible despues de la exposicion. Los 
casos secundarios de enfermedad meningococica entre los con¬ 
tactos cercanos de un caso inicial suelen suceder dentro de los 
10 dias de la exposicion. La profilaxis admimstrada dos sema- 
nas o mas despues de la exposicion no es eficaz para evitar los 
casos secundarios. Durante las decadas de 1940 y 1950, las sul- 
fonamidas fueron eficaces para erradicar el estado de portador 
meningococico y evitar la enfermedad. Sin embargo, durante 
los anos sesenta se desarrollo la resistencia a las sulfonamidas 
en las cepas de N. meningitidis. De modo transitorio, altas 
dosis de penicilina eliminaron los meningococos de la nasofa¬ 
ringe, pero los microorganismos se restablecieron con rapidez 
al suspender el tratamiento. En la actualidad, se administran 
dosis orales de rifampicina (adultos, 600 mg cada 12 horas 
durante 2 dias; ninos de menos de un mes, 5 mg/kg durante dos 
dias; ninos mayores de un mes, 10 mg/kg durante dos dias) 
para erradicar la portacion, aunque este farmaco puede fracasar 
en la erradicacion del microorganismo en el 10-20% de los por- 
tadores."^^^ Se ha notado un surgimiento rapido de resistencia a 
la rifampicina entre los meningococos, incluso durante el tiem- 
po en que se administra. Se informo un caso de meningitis 
meningococica causada por una cepa resistente a la rifampici¬ 
na en un nino que la habia recibido en forma profilactica en el 
comienzo de la enfermedad.La ciprofloxacina (adultos, 500 
mg en una dosis unica) y la ofloxacina (400 mg en una sola 
dosis) tambien se utilizaron con exito para erradicar la portacion 
meningococica nasofarmgea, lo que se confirmo en todos los 
casos entre las 2 y las 5 semanas.^"^^’^^^*^^^ La ceftriaxona, admi- 
nistrada como una unica dosis intramuscular (ninos, 125 mg; 
adultos, 250 mg) erradicara la portacion meningococica por 
casi dos semanas.^^®'^ La azitromicina (500 mg en dosis unica) 
tambien se ha probado para erradicar el estado de portador 
meningococico en adultos.^^^ La profilaxis deberia administrar- 
se a los contactos convivientes de la casa y de los centros de 
atencion y a cualquier persona expuesta de modo mtimo a las 
secreciones orales del paciente. Esto tambien puede incluir a 
los individuos que duermen o comen con frecuencia en la 
misma vivienda con el paciente del caso inicial. Lo ultimo tam¬ 
bien incluye a los miembros del equipo medico que puedan 
haber realizado reanimacion cardiopulmonar o intubacion 
endotraqueal en ese paciente. Los contactos intimos dentro de 
poblaciones cerradas, como dormitorios de estudiantes univer- 
sitarios, barracas militares, salas de cuidados especiales pro- 
longados, tambien deberian recibir profilaxis. 

Dado que la virulencia de N. menigitidis esta asociada con 
los polisacaridos capsulares especificos de grupo del microor¬ 
ganismo, ha sido posible la creacion de vacunas contra la enfer¬ 
medad meningococica. Las vacunas de polisacaridos de los 
grupos A y C univalentes se han desarrollado como una vacu- 
na cuatrivalente que incorpora material capsular de los grupos 
A, C, Y y W135. Estas vacunas pueden producir una respuesta 
inmunitaria en ninos mayores y adultos. Sin embargo, las vacu¬ 
nas por lo general son poco inmunogenicas en los ninos meno- 
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re> de 2 a 3 anos e inducen respuestas inmunitarias de corta 
duracion en los nines may ores. Ademas, los titulos 

de anticuerpos producidos decaen con bastante rapidez con el 
aempo.^ En los nines menores de 12 meses de edad que fue- 
ron *■ acunados con el polisacarido del grupo A, se mantuvo una 
re ^c^jesta detectable de anticuerpos solo durante ! 2 meses, y en 
nines inmunizados en edades de 12 a 17 meses, los titulos 
rueron detectables durante dos anos. En un estudio reciente 
realizado en Montana, solo el 18% de los nines de un ano de 
edad. el 32% de los nines de 2 anos y el 50-60% de los nines 
de - y 5 anos producian titulos de anticuerpos bactericidas en 
re^puesta a la vacuna de polisacarido del serogrupo 
Ademas. las vacunas de polisacarido del grupo C native pue- 
ien mducir hiposensibilidad (tolerancia) inmunitaria cuando se 
arlican dos dosis durante los primeros seis meses de vida.^^^ En 
ia actualidad, se recomienda la vacuna cuatrivalente para indi- 
Mduos de alto riesgo, como los que tienen deficiencias del 
eomplemento o asplenia, los que viajan hacia zonas que son 
aiiamente endemicas para enfermedad meningococica, los 
reclutas militares y los que viven en areas que padecen brotes. 
La \ acuna tambien puede adminisirarse para controlar los bro- 
les y para profilaxis de los contactos de la enfermedad y ahora 
utiliza cada vez mas en los estudiantes de primer ano que 
viven en los albergues universitarios.'^^ Los CDC tambien 
recomiendan la vacunacion para el personal de laboratorio cli- 
nico, industrial y de investigacion expuestos habitualmente a 
los meningococos que pueden diseminarse por aerosoles. Con los 
recientes informes de infecciones por N. meningitidis mortales 
en irabajadores del laboratorio clinico de un hospital que habi- 
an manipulado cultivos de meningococos de pacientes hospita- 
lizados, los CDC estan considerando recomendar la vacuna¬ 
cion para los trabajadores de laboratorio con exposicion ocu- 
pacional a N. meningitidis En algunas instituciones, la 
vacuna cuatrivalente se ofrece a los empleados de laboratorio 
en forma voluntaria. A causa del bajo riesgo total para la infec- 
cion en los Estados Unidos y del fracaso en proveer inmunidad 
duradera, no se recomienda su uso en los ninos. 

Con la disponibilidad de vacunas relativamente eficaz contra 
los serogrupos meningococicos A, C. Y y W135, y la vacuna 
conjugada contra H. influenzae tipo b, el serogrupo B de N. 
meningitidis se ha convertido en la causa principal de meningi¬ 
tis bacteriana en el mundo. Las vacunas de polisacaridos pre- 
paradas de las cepas del grupo B son muy poco inmunogenicas, 
tanto para los nihos como para los adultos. Esta falta de anti- 
genicidad es el resultado de la semejanza del material capsular 
del grupo B con los antigenos encontrados en tejidos cerebra¬ 
tes humanos; la capsula es reconocida como “propia” por el 
sistema inmunitario, de modo que no hay respuesta inmunita¬ 
ria contra el material capsular del microorganismo del grupo 
B.-^^ La respuesta inmunitaria que se produce es transitoria y 
esta compuesta predominantemente por IgM.*^ Los esfuerzos 
para crear vacunas del grupo B se han centrado en los antige¬ 
nos OMP del microorganismo. Las OMP de los meningococos 
del grupo B son inmunogenicas tanto en los nihos como en los 
adultos, pero en un estudio doble ciego controlado con placebo 
se demostro que esta inmunidad es suboptima.^^^ Para compli- 
car los problemas, la inmunidad hacia las OMP del grupo B es 
especiTica de tipo mas que especifica de grupo, por lo tanto, 
cualquier posible vacuna tendria que incluir las OMP de varios 
serotipos y subserotipos del grupo B que producen la enferme¬ 
dad. Otra propuesta es modificar la estructura del polisacarido 
capsular del serogrupo B mediante el reemplazo de los grupos 
N-acetilo del material de acido sialico con grupos N~ propioni- 
los antes de la conjugacion con la protema. En ese sentido, se 


ha creado una vacuna meningococica del serogrupo B (Npr- 
GBMP-rPorB) que contiene un polisacarido modificado (poli¬ 
sacarido meningococico del grupo B-acido sialico A-propioni- 
lado [NPr-GMBPJ ) con a una protema transportadora de clase 
3 recombinante (rPorB) altamenie inmunogenica y segura para 
uso humano.^"^ 

Se han desaiTollado pocas vacunas contra meningococos del 
serogrupo B y se han probado en partes del mundo con tasas 
elevadas de enfermedad endemica y epidemica.^En un 
intento por controlar un brote epidemico del grupo B en gran 
parte de San Pablo, estado del Brasil, se administro una vacu¬ 
na producida en Cuba a mas de 2 millones de nihos de 3 meses 
a 6 ahos de edad durante 1989 y 1990. Esta vacuna. llamada 
vacuna cubana BC, esta compuesta por OMP del serogrupo 
purificadas, de peso molecular 65 a 95 kDa, carenles de LOS. 
El polisacarido del grupo C purificado tambien fue incluido 
para proporcionar proteccion contra los meningococos del 
grupo C y para ayudar a solubilizar las proteinas del grupo B. 
Como se informo con las primeras vacunas, la eficacia \ariaba 
segun la edad a la que se las aplicaba. Entre los nihos de 48 
meses y mayores, el 74% tenia una respuesta inmunitaria pro- 
lectora, mientras que solo el 37% de los menores de 24 meses 
tenian una respuesta inmunitaria eficaz con la vacuna. En 
Noruega, se llevo a cabo un ensayo de eficacia de la vacuna del 
grupo B usando una vacuna que contenia el polisacarido del 
grupo B, antigenos proteicos de subserotipo (clase I) y seroti- 
po (clase 3), y antigenos de inmunotipo LOS.^^ Los receptores 
de la vacuna fueron 171 800 personas de 13 a 21 ahos de edad. 
La vacuna tuvo solo el 57,2% de eficacia para evitar la enfer¬ 
medad meningococica. 

Para aumentar la inmunogenicidad de los antigenos capsula- 
res tipo B y las OMP y los polisacaridos de otros serogrupos 
meningococicos, se estan investigando y desarrollando vacunas 
conjugadas.^^-^^ *^^ Algunas vacunas conjugadas del grupo B no 
logran inducir una respuesta inmunitaria o inducen anticuerpos 
bactericidas que no reaccionan con el polisacarido nativo.^^"^’^^^ 

Sin embargo, cuando el polisacarido se conjuga con una pro- 
teina transportadora mediante un enlace dihidrazida adipico 
(ADH), se puede detectar una respuesta inmunitaria contra el 
poliscarido de grupo B, la protema transportadora, y el epito- 
po que se crea por el enlace ADH.^^ Tambien se han creado y 
probado vacunas conjugadas contra meningococos de los 
serogrupos A y C. Estas vacunas contienen el polisacarido 
conjugado con una protema. como el toxoide del tetanos o 
Las vacunas conjugadas contra meningococos 
del serogrupo C indujeron niveles de anticuerpos bactericidas 
con titulos dos veces mas altos que los obtenidos con el polisa¬ 
carido nativo, mientras que no se observaron diferencias entre 
los generados por la vacuna conjugada del grupo A y el polisa¬ 
carido nativo del grupo A.^^‘ Ademas, cuando los nihos que ya 
habian sido vacunados con la vacuna conjugada del serogrupo 
C o con la vacuna de polisacarido nativo del serogrupo C fue¬ 
ron revacunados con la vacuna conjugada del serogrupo C, 
desarrollaron respuestas de anticuerpo antiserogrupo C signifi- 
cativamente mas altas los que antes habian recibido la vacuna 
conjugada.^*® Por otra parte, no se observo diferencia en la res¬ 
puesta anamnesica en la revacunacion con una vacuna conju¬ 
gada del serogrupo A en nihos que habian recibido la vacuna de 
poliscacarido del grupo A o la vacuna conjugada de polisacari¬ 
do del serogrupo Un ensayo reciente de una vacuna con¬ 
jugada del grupo C-CRMj^^ (mutante de la toxina difterica) 
capsular meningococico en 182 lactantes sanos encontro que la 
vacuna fue segura, inmunogenica y generadora de memoria 
inmunitaria cuando se daba junto con otras vacunas para lac- 
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tantes de 2, 3 y 4 meses de edad."^^® Otra propuesta para el desa- 
rrollo de vacunas involucra el uso de otros antigenos que no 
son parte del complejo de la membrana externa. Por ejemplo, 
las proteinas de union a la transferrina meningococicas Tbp-1 
y Tbp“2, que se expresan por los meningococos durante el cre- 
cimiento in vivo, son inmunogenicas en ratones y los sueros de 
ocho pacientes convalecientes de enfermedad meningococica 
causada por N. meningitidis grupos A, B y C reaccionan inmu- 
nitariamente con la protema purificada Tbp-2 de las dos cepas 
homologas y con cepas heterologas representativas.^^ 

Otras especies de Neisseria 

Neisseria lactamica es un microorganismo de interes espe¬ 
cial porque puede crecer en un medio selectivo para gonococos 
y meningococos y debe diferenciarse de ellos. N. lactamica se 
encuentra con mayor frecuencia en la orofaringe de los ninos 
que en la de los adultos. En un estudio de 2 969 lactantes y 
ninos, Gold y cols, encontraron que la tasa de portadores de N. 
lactamica aumentaba de 3,8% a los 3 meses de edad hasta una 
tasa pico del 21% a los 18 meses de edad, seguida de una dis- 
minucion a 1,8% para las edades de 14 a 17 anos.^^' Los mis- 
mos investigadores tambien mostraron que la portacion de N. 
lactamica puede estimular la produccion de anticuerpos bacte- 
ricidas contra N. meningitidis de los grupos A, B y C a causa 
de la reactividad cruzada antigenica entre ambos microorganis- 
mos.^^' N. lactamica fue aislada como causa rara de meningitis 
y sepsis tanto en adultos como en ninos; el caso adulto se aso- 
cio con una fractura de la lamina cribosa.‘^^’^^^ Este microorga- 
nismo fue asociado con otitis media recurrente y septicemia en 
un nino de 7 anos sometido a terapia inmunosupresora por una 
leucemia linfocitica aguda.'^®^-^^^ Tambien se lo ha recuperado 
del aparato genital femenino en asociacion con secrecion vagi¬ 
nal persistente.^^ Las cepas de N. lactamica resistentes a la 
penicilina contienen una protema de union a la penicilina (PBP 
2) alterada que es similar a la PBP 2 encontrada en las cepas de 
N. meningitidis relativamente resistentes a la penicilina, lo que 
sugiere que las especies comensales, como N. lactamica (y N 
polysaccharea), son las fuentes de los determinantes de resis- 
tencia genetica que por lo comun se encuentran en los menin¬ 
gococos. 

Neisseria subflava (biovariedades flava, subflava y perfla- 
va), N. mucosa, N sicca y N. flavescens se han informado con 
mucha frecuencia como causas poco frecuentes de endocardi¬ 
tis de valvulas nativas y En los 

casos de endocarditis de valvula nativa, las anormalidades 
estructurales cardfacas causadas por infecciones pasadas (p. ej., 
fiebre reumatica) o cirugia previa estan presentes con frecuen¬ 
cia. En algunos informes, el uso de drogas intravenosas fue un 
factor de riesgo significativo para endocarditis, porque pueden 
usarse las secreciones orales para disolver las drogas o limpiar 
la piel antes de la inyeccion.^^^’^^^ En un caso reciente, se desa- 
rrollo endocarditis por N mucosa en una mujer de 20 anos sin 
historia de enfermedad cardiaca un mes despues de haberse 
perforado la lengua para colocarse un arete.Se document© la 
formacion de abscesos miocardicos como una complicacion de 
endocarditis por N. mucosaP^ Ademas de la endocarditis, estos 
microorganismos normalmente saprofiticos fueron aislados de 
otras infecciones importantes. N. subflava fue aislada del liqui- 
do articular de un nino con artritis septica, de abscesos de la 
glandula de Bartolino y como causa de bacteriemia y meningi¬ 
tis primaria en huespedes inmunodeprimidos."’^ ^*^’’^^'^^^ En la 
Illinois Lfniversity, una cepa de N. subflava subvariedad perfla- 
va fue recuperada varias veces de cultivos de orina de un nino 


de 10 anos con anormalidades estructurales congenitas de la 
vejiga urinaria.^^^ Se ha informado peritonitis por N. subflava 
subvariedad perflava como complicacion de la dialisis perito¬ 
neal ambulatoria cronica.^^^ N. mucosa se ha aislado como 
causa inusual de meningitis, abscesos pulmonares, infecciones 
oculares, artritis, bursitis, celulitis crepitante, bacteriemia rela- 
cionada con dialisis y peritonitis asociadas con dialisis perito¬ 
neal ambulatoria."^’ N. sicca ha sido aislada 
como causa rara de neumonia, bronquiectasia, meningitis en 
huespedes inmunodeprimidos, infeccion de derivaciones de 
liquid© cefalorraquideo (LCR), sinusitis, osteomielitis, artri- 
tis/bursitis septica, absceso de la glandula de Bartolino y peri¬ 
tonitis en pacientes mantenidos en dialisis peritoneal prolonga- 

59,193,251,258,273,281,304,448.473.576^ sujyfiava biovariedad perflava y 

N. sicca tambien han sido aisladas de hemocultivos de pacien¬ 
tes con SIDA en estadios terminales.'^^^ Estos microorganismos 
pueden presentar dilemas terapeuticos porque algunas cepas 
pueden ser resistentes a la penicilina a causa de la elaboracion 
de enzimas de |3-lactamasa o de proteinas de union a la penici¬ 
lina alteradas. En esos casos, deben identificarse las especies 
de las cepas aisladas y realizarse pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos. 

Neisseria cinerea es una especie saprofita de las vias respi- 
ratorias alias, de particular interes a causa de su semejanza en 
las caracteristicas de cultivo con N. gonorrhoeae, su recupera- 
cion ocasional de los sitios genitales y su asociacion con los 
sindromes similares a los causados por gonococos, como oftal- 
mia neonatal y proctitis."^^’®^’^^’^^^’^^^-^^* N. cinerea tambien ha 
sido identificada como causa de neumonia hospitalaria en un 
paciente con SIDA y como causa de linfadenitis.^^’^^^ Se ha 
documentado bacteriemia por N. cinerea en un nino con neu¬ 
monia y otitis media, en un hombre alcoholic© con enfermedad 
intraabdominal, en un paciente que recibia hemodialisis y en 
un varon de 17 anos despues de una pelea a punetazos en la que 
sufrio un trauma facial importante.^^^-^"^^’^*® En este ultimo caso, 
el microorganism© tambien se hallo en el LCR. N. cinerea tam¬ 
bien ha sido aislada en casos de conjuntivitis purulenta, oftal- 
mia neonatal y peritonitis asociada con dialisis peritoneal 
ambulatoria cronica."^®’*^’*^^-^^^ 

La “especie” N gonorrhoeae subespecie kochii (o N. koc- 
chii) ha sido aislada en pacientes con conjuntivitis en zonas 
rurales de Egipto; no se describieron aislamientos de los 
Estados Unidos."^^^ N. polysaccharea se encontro en las vias 
respiratorias alias de casi el 0,5% de los individuos y no se des- 
cribio como parte de un proceso patologico.*"^ canis, N. 

denitrificans, N. iguanae y N. dentiae son cepas animales ais¬ 
ladas de la cavidad bucal y de las vias respiratorias alias de 
gatos, cobayos, iguanas y vacas, respectivamente.^*’^®® N. canis 
se ha aislado en heridas humanas producidas por mordeduras 
de gatos. 

Los miembros baciliformes del genero Neissera incluyen 
tres subespecies de N. elongata (subesp. Elongata, subesp. gly- 
colytica y subesp. nitroreducens) y N. weave 
Hasta 1990, N. elongata solo incluia dos subespecies: N. elon¬ 
gata subesp. elongata y N. elongata subesp. glycolytica. Estos 
microorganismos se encuentran normalmente en las vias respi¬ 
ratorias alias humanas. Ninguna de estas subespecies ha estado 
implicada en infecciones humanas hasta 1995, cuando se aislo 
N elongata subesp. glycolytica de muestras de herida de tres 
pacientes y de hemocultivos de un hombre de 57 anos con 
endocarditis bacteriana subaguda e insuficiencia aortica.^^ En 
1996, Nawaz y cols, informaron otro caso de endocarditis cau- 
sado por N. elongata subesp. elongata que se complied por un 
aneurisma micdtico roto de la arterial braquial derecha."^^® N 
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t longata subesp. nitroreducens, fue llamada en principio grupo 
M-6 de los Se demostro que esta bacteria “tipo mora¬ 

xella" esta relacionada con las especies de Neisseria en gene¬ 
ral y con las subespecies N, elongata en particular sobre la base 
de estudios geneticos, composicion de acidos grasos celulares 
y propiedades fenotipicas. N. elongata subesp. nitroreducens 
se encuentra normalmente en la orofaringe de los seres huma- 
nos y ha sido mencionada como un agente oportunista de 
bacteriemia y endocarditis, y como causa de osteomielitis 
posterior a una cirugia Tambien se la ha 

aislado en orina y tejido apendicular.^^^ N. weaveri, un micro- 
organismo baciliforme llamado en un principio grupo M-5 de 
los CDC. es parte de la flora de las vias respiratorias altas de 
perros y gatos y puede ser aislado en heridas humanas y hemo- 
cultivos asociados con mordeduras de animales.^-''’^^’^^^ En 
2002, N. weaveri fue aislado en lavados bronquiales y esputo 
de un hombre de 60 ahos con bronquiectasias y en una infec- 
cion de herida en una niha de 7 ahos posterior a una mordedu- 
ra de tigre.^‘^'^^^ 


Importancia cimica de Moraxella catarrhalis 

Durante los ultimos 10 ahos, el microorganismo en principio 
llamado "'Neisseria catarrhalis'^, luego ""Branhamella catarr¬ 
halis" y ahora M. catarrhalis ha sido objeto de mucha atencion 
como un patogeno humano emergente.^^^’^"^’ Antes de 1990, se 
pensaba que M. catarrhalis era parte de la flora normal de las 
vias respiratorias altas; durante ahos se mantuvo esta idea en 
muchos libros de texto y en informes de casos sin ninguna evi- 
dencia que la avalara. Estudios realizados por Vaneechoutte y 
cols, y por Knapp y Hook han mostrado que el microorganis¬ 
mo se encuentra en las vias respiratorias altas en alrededor del 
1.5-5,4% de los adultos sanos y que es mas comun en el apara- 
to respiratorio de nihos sanos (50,8%) y de adultos de edad 
avanzada (26.5%).^^^'^^^ En un estudio realizado luego en 
Dinamarca tambien se encontro que M. catarrhalis no era un 
miembro importante de la flora nasofarmgea de los adultos y 
que rara vez estaba presente en los nihos menores de un mes 
de vida.^^^ Sin embargo, el 36% de los nihos de 1 a 48 meses de 
edad tenian M. catarrhalis como parte de la flora del aparato 
respiratorio y, en este mismo grupo etario, la prevalencia del 
microorganismo en nihos con infecciones respiratorias era del 
68 %. Un estudio sobre colonizacion nasofaringea con M. 
catarrhalis durante los primeros dos ahos de vida mostro que 
el 66% de 120 nihos cultivados en forma seriada se coloniza- 
ron durante el primer aho de vida y que el 77,5% fueron colo- 
nizados cerca del final del segundo aho de vida.^^^ En este 
estudio tambien se encontro que, en nihos individuals, se 
adquirian de tres a cuatro cepas diferentes de M. catarrhalis y 
despues se depuraban durante los dos primeros ahos de vida. 
Las mayores tasas de colonizacion se observaron en los nihos 
en edad preescolar con asma (70%) en comparacion con los 
nihos sanos (33%).^^"^ En los adultos sanos, la colonizacion de 
M. catarrhalis cercana al 4% es indicativa de las bajas tasas de 
infeccion observadas en los adultos respecto de los nihos. 
Cuando se aisla en adultos con enfermedad respiratoria, es mas 
frecuente encontrar el microorganismo en muestras representa- 
tivas de las secreciones de las vias respiratorias bajas que en las 
muestras con abundante contaminacion orofarmgea. Las tasas 
crecientes de colonizacion del aparato respiratorio en los adul¬ 
tos estan asociadas con bronquitis cronica, bronquiectasias y 
enfermedad pulmonar obstructiva cronica.^^^’’^"^ En un grupo de 


adultos con enfermedad cronica de las vias aereas que fueron 
seguidos por un periodo mayor de 27 meses, Klingman y cols, 
hallaron que el 42,9% estaba colonizado con M. catarrhalis y 
que cada paciente fue colonizado con una a cuatro cepas dife¬ 
rentes, cada una de las cuales persistio alrededor de 2,3 
meses.Entre los pacientes con bronquitis cronica analizados 
en Buffalo, Nueva York, las tasas de colonizacion con M. 
catarrhalis excedian el 10%."^^^ El hecho de que el aislamiento 
de este microorganismo sea mas frecuente en el aparato respi¬ 
ratorio de nihos y ancianos con enfermedad respiratoria croni¬ 
ca sehala su papel en ciertas infecciones de la infancia y en las 
infecciones de las vias respiratorias bajas obser\adas en las 
personas mayores. 

Las infecciones de las vias respiratorias y de las areas anato- 
micas adyacentes dan cuenta de la mayoria de las afecciones 
clmicas que sehalan a M. catarrhalis como el agente etiologi- 
co. Estas infecciones son otitis media, sinusitis, bronquitis y 
neumonia.^*^’^'*^’^^^’'^*'*’^^^ Aunque la otitis media causada por este 
microorganismo puede contraerse a cualquier edad. la mayoria 
de los estudios se han centrado en su papel en las infecciones 
pediatric as. En un estudio realizado por Van Hare y cols.. A/. 
catarrhalis fue el unico patogeno bacteriano aislado en el liqui- 
do del oido medio de 40 (11%) de 355 nihos con otitis media 
aguda y fue aislado junto a //. influenzae o Streptococcus pneu¬ 
moniae en 21 (6%) de los pacientes.Estudios in vitro han 
mostrado que las cepas de M. catarrhalis presentan mayor 
adherencia a las celulas epiteliales nasofarmgeas de los nihos 
propensos a las otitis que a las celulas de los nihos sin esa pro¬ 
pension.Estudios de cultivos seriados de nihos propensos a 
la otitis durante los primeros 2 ahos de vida demostraron que 
esos nihos tienen tasas de colonizacion con M. catarrhalis con- 
siderablemente mayores que otros nihos.Ademas, estudios 
serologicos indicaron que los nihos con otitis media debida a 
M. catarrhalis producen anticuerpos contra una variedad de 
antigenos proteicos de M. catarrhalis (p. ej., UspA, TpbB y 
CopB) y LOS (recuadro 11-4).‘^^^ Estos antigenos estan siendo 
investigados para el desarrollo de vacunas, en particular para el 
grupo etario pediatrico. Los hallazgos bacteriologicos de la oti¬ 
tis media aguda se reflejan en los estudios de sinusitis aguda en 
los mismos grupos etarios. M. catarrhalis puede ser aislado 
en los aspirados de senos maxilares recolectados con cuidado en 
nihos con sinusitis aguda en cultivos puros o mixtos en el 2- 
16% de los pacientes.'^^'^ En los adultos, las sinusitis agudas se 
asocian con este microorganismo pero con menos frecuencia 
que en los nihos. A pesar de su participacion en la otitis media 
y la sinusitis en los nihos, M. catarrhalis es una causa poco 
comiin de infecciones de las vias respiratorias bajas adquiridas 
en la comunidad en este grupo etario.En los nihos con neu- 
monia, M. catarrhalis puede comportarse como un patogeno 
primario o secundario superpuesto en una infeccion viral pre- 
cedente (p. ej., virus sincitial respiratorio).En raras ocasio- 
nes, causa traqueitis fulminante y enfermedad de las vias res¬ 
piratorias bajas en nihos aparentemente sanos.^*-^^ 

Las infecciones respiratorias bajas debidas a M. catarrhalis 
en adultos ocurren por lo general en ancianos y en paciente 
inmunodeprimidos, en particular en aquellos con enfermedad 
pulmonar obstructiva cronica, bronquiectasias, insuficiencia 
cardiaca congestiva y predisposicion a la aspiracion.^^^’"^^®'*^* 
Tambien son factores contribuyentes importantes las anormali- 
dades inmunitarias a causa de enfermedades subyacentes (p. 
ej., diabetes, alcoholismo, infeccion por HIV, trasplantes)."^’^’^^^ 
En los adultos, M. catarrhalis suele asociarse con hallazgos cli- 
nicos de bronquitis aguda y la neumonia es menos frecuente.^^^ 
Los pacientes con bronquitis tienen mayor produccion de espu- 
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Recuadro 11-4 Factores de virulencia y anti'genos asociados con ia virulencia de Moraxella catarrhalis 


Factores de virulencia 
y antigenos Comentarios 


Lipooligosacarido Estudios con anticueqjos monoclonales han mostrado que la estructura del LOS de M. catarrhalis esta relativamente conservada. 

Vaneechoutte y cols, analizaron 302 cepas de M. catarrhalis e identificaron tres serotipos LOS, designados A, B, y C, con los 
anticuerpos monoclonales dirigidos al LOS.^®^ Los serotipos A, B y C del LOS dan cuenta del 6L3%, el 28,8% y el 5,3%, res- 
pectivamente. de las 302 cepas examinadas. Gu y cols, prepararon una vacuna de LOS conjugado por union de un LOS de seroti- 
po A al toxoide del tetanos o a las OMP de elevado peso molecular de H. influenzae no tipificable y la probaron en ratones.^'^'^ En 
forma sorprendente, desarrollaron en los ratones anticuerpos que tenian actividad bactericida dependiente del complemento. En 
leoria, las vacunas conjugadas de LOS preparadas con los tres serotipos LOS deberian provocar respuestas de anticuerpos que 
podrian tener eficacia en la prevencion de infecciones con al menos el 90% de las cepas. Los posibles problemas con las vacunas 
que contienen componentes de LOS son la necesidad de la destoxificacion previa del LOS y el desarrollo de un metodo conjuga- 
tivo que no altere la antigenicidad del LOS necesaria. 

Fimbrias (pili) Se han demostrado fimbrias en algunas cepas de M. catarrhalis. Las microfotografias electronicas de cepas piliadas muestran fibri- 

llas superficiales de 20 a 146 nm de longitud.'- Una sonda genica dirigida contra el pili de tipo 4 de Moraxella bovis hibrido con 
DNA genomico de cuatro cepas de M. catarrhalis, con lo que se refuerza la estrecha relacidn genetica de M. catarrhalis con las 
oiras Moraxellas Los pili de clase 4 tambien se encuentran en Neisseria, Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae patoge- 
nos. Como las fimbrias de otros microorganismos, las de M. catarrhalis aparentemente funcionan como adhesinas y se ha identi- 
ficado un receptor especifico de fimbrias glucoesfingolipido en celulas epiteliales respiratorias.*^ 

Hemoaglutininas Se cree que las hemoaglutininas producidas por M. catarrhalis contribuyen a la adherencia. La hemoaglutinina mejor defmida es 

una proteina de 200 kDa que se une al glucolfpido globotriaosilceramida.^^"^ Esta hemoaglutinina es serologicamenie variable y 
se conoce poco acerca de su antigenicidad o su potencial para producir anticuerpos bactericidas u opsonizantes. Las hemoagluti¬ 
ninas no se encuentran en todas las cepas. Los aislamientos que expresan hemoaglutinina a menudo son de pacienies infectados 
mas que de pacientes colonizados. y existe una relacion entre la expresion de la hemoaglutinina y la resistencia a la actividad 
bactericida del suero humano normaL^ 

Protemas de la 

membrana externa 

Protemas UspA Dos protemas bacterianas de superficie, UspAl y UspA2, han sido identificadas en M. catarrhalis. En un principio se penso que 

estas protemas eran una protema sola debido a la presencia de un dominio conservado en cada una que reaccionaba con el 
mismo anticuerpo monoclonal y por la comigracidn en la electroforesis en gel de poliacrilamida -dodecil sulfato de sodio 
(SDA-PAGE)."*^- Los loci UspA I y UspA2 comparten un alto grado de homologia en la secuencia y codifican protemas que tie- 
nen dominios conservados o semiconservados.^^^ Los dominios N-terminales conservados se reconocen con el mismo anticuerpo 
monoclonal, mientras que los dominios C-terminales diferencian a las dos protemas y contienen sus regiones funcionales pani- 
culares. Las protemas UspA se encuentran en todas las cepas, aunque sus pesos moleculares pueden variar de una cepa a otra. 
UspAl tiene un peso molecular de casi 88 kDa y es una adhesina, porque los mutantes UpsAl no pueden adherirse a las celulas 
epiteliales y los anticuerpos anii-UspAl bloquean la adherencia celular.^'^^^UspAl tambien se une a la protema matriz extracelu- 
lar del huesped, la fibroneciina. La protema UspA2 influye en la resistencia al suero no inmune, desempena un papel en la 
mediacion de la adherencia a las mucosas y se une a la protema vitronectina del huesped, un regulador del sistema del comple¬ 
mento. ^ La inmunizacion de ratones o cobayos con cualquier proteina deriva en la formacion de anticuerpos que son bacterici¬ 
das tanto para las cepas de M. catarrhalis homologas como para las heterologas."*^^ El suero de humanos adultos sanos contiene 
iitulos altos de anticuerpos anti-UspA bactericidas. mientras que el de los ninos de 6 a 36 meses de edad tienen titulos bajos.*"^^ 
Estos datos, ademas de los estudios realizados en animales, brindan respaldo para continuar las investigaciones de las protemas 
UspA como antigenos para vacunas de M. catarrhalis. 

Protema CD La protema CD de M. catarrhalis es una OMP integral de 45 kDa, conservada que funciona como una protema porina."**^ CD 

puede actuar como un factor de virulencia por union especifica a las mucinas oticas y nasales, pero no a las mucinas salivales.^^-^ 
Las mucinas son glucoprotemas complejas y la union de esas moleculas a la protema CD puede facilitar la fijacion y el transpor- 
te de los microorganismos hacia e! interior del oido medio mediante la irompa de Eustaquio, donde pueden causar otitis media. 
La inmunizacion de ratones con protemas CD recombinantes o purificadas engendra una respuesta fuerte de anticuerpo que deri¬ 
va en la depuracion de microorganismos M. catarrhalis homologos y heterologos del aparato respiratorio en estudio.^*^^ Los 
mecanismos inmunitarios involucrados en la depuracion de microorganismos del aparato respiratorio no se conocen bien porque 
los anticuerpos anti-CD carecen de actividad bactericida dependiente de complemento y no son opsoninas. La depuracion de los 
microorganismos puede ser el resultado de la inhibicion de la union a la mucina por la protema CD asociada con la superficie. 

Protemas LpbA LpbA y LpbB son protemas que se unen a la lactoferrina de pesos moleculares 111 kDa y 99 kDa, respectivamente, que extraen 

y LpbB hierro de la lactoferrina cuando los microorganismos se desarrollan en condiciones limiiantes en hierro.^^ Estas protemas estan 

relacionadas con las protemas que unen lactoferrina de especies de Neisseria y estan altamente conservadas entre cepas de M. 
catarrhalis diferentes. A continuacion de la infeccion humana, se detectan los anticuerpos contra LpbB, pero no LpbA, lo que 
sugiere que la LpbA no esta expuesta sobre la superficie del microorganismo.^^- LpbB esta siendo caracterizada como un antige- 
no posible para vacuna. 

Protemas TbpA TbpA y TbpB son protemas que se unen a la transferrina con pesos moleculares de 105 kDa y 74 kDa, respectivamente.^®^ *'*® ^^^ 

y TbpB Como las protemas que se unen a la lactoferrina, estas protemas tienen homologia con protemas similares encontradas en 

neisserias, Haemophilus y otras bacterias. TbpA recombinante o purificada produce anticuerpos bactericidas en animales, pero 


(Continua) 
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Recuadro 11-4 Factores de virulencia y antrgenos asociados con la virulencia de Moraxella catarrhatis (cont.) 


Factores de virulencia 
y antigenos Comentarios 


solo contra cepas homologas. Los anticuerpos contra TbpA no se producen a continuacion de la infeccion natural en seres huma- 
nos.”'^^ En los ratones, TbpB (tambien llamada B 1 y proteina 74 K) estimula la produccion de anticuerpos que reaccionan con 
cepas homologas y, con alguna extension, con cepas heterologas, como se evidencio por analisis de inmunoprecipitacion Western 
blot7‘^'^’^'^^ La secuenciacion de la protema de TbpB de diferentes cepas se documento en secuencias identificaiorias que van del 50 
al 70%. Las variaciones en la respuesta inmunitaria a las proteinas TbpB de diferentes cepas de M. catarrhalis (arabien se e\'iden- 
ciaron por diferencias en la actividad bactericida dependiente del complemento y en la eficacia de la depuracidn pulmonar en 
estudios respiratorios con M. catarrhalis en ratones.En los seres humanos, los anticuerpos contra TbpB reaccionan con 
cepas homologas y heterdlogas, pero carecen de actividad bactericida dependiente del complemento. 

Protema CopB La protema CopB es una OMP integral expuesta a la superficie de 81 kDa que esta conservada entre las variedades de M catarrha¬ 

lis y que esta codificada por el gen copB.^ Esta protema es homologa con la protema FrpB encontrada en las neisserias \ funciona 
en la adquisicion de hierro para el crecimiento y el metabolismo. Estudios con anticuerpos monoclonales contra diferentes epito- 
pos CopB de distintas cepas de M. catarrhalis indican que existen al menos dos serotipos CopB.*^ Tambien existen diferencias en 
las respuestas bactericidas de ratones inmunizados con anticuerpos monoclonales contra la protema CopB de diferentes cepas de 
M. catarrhalis}^^ Esto es sorprendente dado que los antigenos CopB de diferentes cepas tienen el 97% de homologia en sus 
secuencias de aminoacidos. Las diferencias en las respuestas de anticuerpos pueden deberse a la exposicion limitada de epitopos 
antigenicos claves en la superficie celular.'’ 

Protema E La protema E es una protema de la membrana externa de 47 a 50 kDa de funcion incierta, aunque podria ayudar en el transpone de 

acidos grasos hacia el interior de la celula.^ Usando un anticuerpo monoclonal anti-E especifico llamado 1 B3, se han identifica- 
do al menos dos serotipos de protema E, como quedo evidenciado por la reactividad de 82% de las cepas con este reactive. Las 
proteinas E de cepas de M. catarrhalis que fallan al reaccionar con 1 B3 todavia tienen el 97% de homologia en la secuencia con 
las cepas 1 B3 reactivas, lo que indica que los serotipos de la proteina E estan altamente conservados. La infeccion con M. catarr¬ 
halis conduce a la formacion de anticuerpos anti-E, pero su actividad biologica y su funcionalidad no han sido investigadas. 


to purulento y dificultad respiratoria moderada sin fiebre. El 
compromiso neumonico esta anunciado por la aparicion de fie¬ 
bre de bajo grado, disnea y produccion de cantidades crecien- 
tes de esputo purulento. En algunos pacientes se ha observado 
la progresion hacia la falla respiratoria. Desde el punto de vista 
radiologico, la enfermedad aparece como infiltrados “en par¬ 
ches” en ambos pulmones, aunque tambien se ha documentado 
el compromiso lobular con formacion de absceso subpleural o 
no.^°® La epiglotitis causada por M. catarrhalis se ha informa- 
do como una complicacion de la leucemia mieloide aguda en 
un hombre diabetico de 65 ahos.^^^ Se comunico la bacteriemia 
por M. catarrhalis como complicacion de infecciones respira- 
torias. La mayoria de los casos pediatricos de bacteriemia por 
M. catarrhalis ocurren en forma secundaria a otitis media, si¬ 
nusitis o neumonia en pacientes inmunodeprimidos debido a 
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, linfo- 
ma, SIDA, hipogammaglobulinemia, anemia drepanocitica, pre- 
maturidad y anormalidades neurologicas congenitas.^’^^^'^^^'^^^' 
En una revision de 53 casos de bacteriemias por M catarrha¬ 
lis, la neutropenia o el cancer estuvieron presentes en el 30,2% 
de los pacientes y el 24,5% tema enfermedad respiratoria sub- 
yacente.^^^ Sin embargo, el 28,3% de los casos ocurrieron en 
individuos inmunocompetentes. La bacteriemia en adultos 
puede provenir de un foco primario, como sinusitis o neumo- 
ma, pero en pacientes inmunodeprimidos, la puerta de entrada 
puede ser poco clara."*^^ 

M. catarrhalis tambien ha sido aislado en pacientes con 
endocarditis, meningitis, infecciones oculares, infecciones uro- 
genitales, infecciones de heridas, artritis septica, infecciones 
respiratorias hospitalarias y peritonitis asociadas con dialisis 
peritoneal ambulatoria Se ha 

informado endocarditis en individuos sanos sin enfermedad 
valvular anterior, en pacientes inmunodeprimidos con afeccio- 
nes subyacentes (p. ej., leucemia, linfoma, estados de deficien- 


cia de inmunoglobulinas, SIDA) y posteriores a varios tipos de 
procedimientos invasivos (p. ej., angioplastia).^^^’^’"^’^^®”^^^ Han 
ocurrido casos raros de meningitis y ventriculitis por M. cata¬ 
rrhalis luego de procedimientos quirurgicos que involucran la 
cabeza y el cuello o de derivaciones ventriculoperitoneales o 
drenajes ventriculares extemos.^^'^^^’^^^ Viagappan y cols, co- 
municaron un caso atipico de absceso cerebral por M. cata¬ 
rrhalis en un varon de 36 anos posterior a una lesion orbitaria 
penetrante con un taco de billar y se describio una meningitis 
neonatal mortal en un recien nacido de 26 dias dos semanas 
despues de sufrir una cirugia abdominal. Las infecciones 
conjuntivales causadas por M. catarrhalis se han documentado 
tanto en el periodo neonatal como en la infancia tardia. Se han 
documentado infecciones de explantes esclerales por M. 
catarrhalis, endoftalmitis secundaria a la cirugia filtrante de 
glaucoma y celulitis periorbitaria con sepsis.La oftal- 
mia neonatal causada por M. catarrhalis proviene de la trans- 
mi sion del microorganismo durante el nacimiento por el tracto 
genital colonizado de la madre o por las secreciones del apara- 
to respiratorio de los cuidadores del niho. El aislamiento de 
este microorganismo en el aparato genital masculino o femeni- 
no es raro, pero en algunos casos se informo como causa de una 
uretritis similar a la gonorrea.^^"^ La neumonia intrahospital aria 
debida a M. catarrhalis puede ocurrir en unidades respiratorias 
y en unidades pediatricas de cuidados intensivos.^^^-^^^ 


Aislamiento de especies de Neisseria 

Neisseria gonorrhoeae 

FROTIS DIRECTOS TENIDOS CON GRAM 

El diagnostico de uretritis goncocica en varones adultos 
suele efectuarse por la observacion de diplococos gramnegati- 
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VOS dentro de leucocitos polimorfonucleares o estrechamente 
asociados con ellos en un frotis de la secrecion uretral (vease 
lamina en color 11-1 A). Cuando se realiza en forma adecuada, 
la tincion de Gram tiene una sensibilidad del 90-95% y una 
especificidad del 95-100% para diagnosticar gonorrea genital 
en varones sintomaticos.^^® En las mujeres, la tincion de Gram 
de muestras endocervicales recolectadas bajo visualizacion 
directa del cuello uterino (con un especulo) tambien puede ser 
muy util para el diagnostico (vease apartado sobre recoleccion 
de la muestra). Los frotis tenidos con Gram de esas muestras 
tienen una sensibilidad del 50-70%, segiin la adecuacion de la 
muestra y la poblacion de pacientes. Un frotis endocervical que 
muestra diplococos intracelulares gramnegativos, en particular 
de una mujer con otros signos y smtomas de infeccion gono- 
cocica, es muy predictivo.^^* Sin embargo, en una mujer asin- 
tomatica, el valor predictivo de la tincion de Gram es mucho 
menor. En pacientes con proctitis sintomatica, los frotis de 
muestras recolectadas bajo visualizacion directa mediante un 
anoscopio pueden proporcionar un diagnostico en el 70-80% 
de las pacientes, al contrario de lo que sucede con los frotis de 
muestras obtenidas a ciegas, que tenidos con Gram tienen una 
sensibilidad de solo el 40-60%7*^ Los frotis tenidos con la 
coloracion de Gram no tienen valor en el diagnostico de infec¬ 
cion gonococica faringea. No se deberia confiar el diagnostico 
de gonorrea en estos frotis y se deben usar Junto con pruebas 
mas especificas. 

Los frotis directos para la tincion de Gram se deben preparar 
de sitios endocervicales y uretrales y recoleciarse con distintos 
hisopos. Para la preparacion del frotis, el hisopo se hace rodar 
con cuidado sobre la superficie de un portaobjetos en una sola 
direccion. Esta tecnica reduce la deformacion y la rotura de los 
leucocitos polimorfonucleares (PMN) y preser\’a el aspecto de 
los microorganismos (lamina en color 11-1 A). Los frotis pre¬ 
parados con muestras sometidas a medios de transporte pueden 
ser mas dificiles de interpretar a causa de la deformacion de los 
PMN o a la presencia de sustancias que provocan interferencias 
(p. ej., carbon). Tambien deben obtenerse frotis de lugares nor- 
malmente esteriles o muy poco contaminados (p. ej.. hquido 
articular, lesiones cutaneas). 

RECOLECCION DE LA MUESTRA 

Del mismo modo que para otros microorganismos patoge- 
nos, el exito del aislamiento depende de la recoleccion de las 
muestras apropiadas, lo cual es particularmenie importante 
para la deteccion de N. gotwrrhoeae. Debido a que este micro- 
organismo puede causar infeccion en diversos sitios del cuer- 
po, la recoleccion de las muestras apropiadas para el cultivo y 
el diagnostico depende del sexo. de las practicas sexuales del 
paciente y del cuadro de presentacion cimica. En todos los 
casos, deben recolectarse muestras de sitios genitales (uretra 
masculina, endocervix femenino). Si el paciente tiene antece- 
dentes de contactos sexuales anogenitales u urogenitales, tam¬ 
bien es adecuada la recoleccion de muestras del conducto anal 
u orofaringeas. En los casos sospechosos de infeccion gonoco¬ 
cica diseminada, se deben obtener muestras de sangre para 
hemocultivos y muestras de sitios genitales y extragenitales. 
Los lugares del cuerpo que son apropiados para tomar cultivos 
se resumen en el cuadro 11 -1. 

Las muestras deben recolectarse con hisopos de dacron o 
rayon. El alginato calcico usado para preparar algunos lotes de 
hisopos puede ser toxico para los gonococos.^’^ Se pueden usar 
hisopos de algodon; sin embargo, algunas marcas de este mate¬ 
rial contienen acidos grasos que pueden ser inhibitorios para el 


Cuadro 11-1 Obtencion de muestras para cultivo de Neisseria 
gonorrhoeae 


SITIO(S) 

SITIO(S) 

PACIENTE 

PRIMARIO(S) 

SECUNDARIO(S) 

Mujer 

Endocervix 

Recto, uretra, faringe 

Vardn, heterosexual 

Uretra 

Faringe 

Varon, heterosexual o 

Uretra, recto, faringe 


bisexual I 

Mujer con infeccion 

Sangre, endocervix. 

Faringe, lesiones 

diseminada 

recto 

cutaneas*. Ifquido 
articular** 

Varon con infeccion 

Sangre, uretra 

Faringe, recto, lesio- 

diseminada 


nes cutaneas, liqui- 
do articular** 

* Si esta presente. 

** Cidtivar si hay presencia de artritis. 



desarrollo de los gonococos. Por lo tanto, los hisopos de algi- 
naio calcico y algodon deberian utilizarse solo si las muestras 
se inoculan directamente en el medio de cultivo o se transpor- 
tan en un medio no nutritivo. Algunas formulaciones de medios 
de transporte contienen carbon para inactivar los materiales 
toxicos presentes en el hisopo o en la misma muestra. Los ins- 
trumentos usados para ayudar en la recoleccion apropiada de 
las muestras (p. ej., especulo vaginal) deben estar lubricados 
con agua caliente o solucion fisiologica porque varios lubri- 
cantes a base de agua y aceite tambien pueden inhibir el creci- 
miento del microorganismo. En el recuadro 11-5 se describen 
los procedimientos de recoleccion para el aislamiento de N. 
gonorrhoeae en diferentes lugares anatomicos. 

La funcion que cumple el laboratorio de microbiologia cli- 
nica en el diagnostico de las infecciones gonococicas en nihos 
es crucial e involucra la manipulacion adecuada de las muestras 
recolectadas en forma apropiada y la identificacion exacta de 
los microorganismos aislados.^® En el caso de mujeres 
prepuberes, las muestras deben obtenerse de la vagina o la ure¬ 
tra, la orofaringe y el recto e inocularse en medios de cultivo 
como se describe mas adelante. En los nihos varones, se deben 
recolectar muestras con hisopo de la uretra, la orofaringe y el 
recto e inocularlas en medios de cultivo. 


TRANSPORTE DE LA MUESTRA 

Aunque la recuperacion maxima de los gonococos se obtie- 
ne cuando las muestras se cultivan directamente en el medio 
despues de la recoleccion, esta tecnica no siempre es posible o 
practica, en particular en clmicas muy ocupadas o salas de 
emergencia hospitalarias.^^^ Para estas situaciones, se cuenta 
con varios sistemas de transporte: 

Sistemas de transporte de hisopos no nutritivos. Los 
medios de transporte semisolidos bufferados de Stuart o de 
Amies se usan para el transporte de las muestras con hisopos 
de N. gonorrhoeae. Estos medios estan disponibles en la mayo- 
ria de las clmicas y los hospitales y no requieren equipamiento 
ni condiciones de almacenamiento especiales7^* Sin embargo, 
las muestras enviadas al laboratorio en sistemas de transporte 
con hisopo deben permanecer a temperatura ambiente y proce- 
sarse lo antes posible despues de la recoleccion. En 1997, Perry 
y cols, realizaron un estudio sobre el aislamiento cuantitativo 
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Recuadro 11-5 Procedimientos de recoleccion de muestra para el diagnostico de infecciones gonococicas 


Muestra 


Uretra masculina 


Endocervix 


Recto 


Orofaringe 

Sangre 


Liquido articular 
Lesiones cutaneas 
Conjuntiva 


Procedimiento de recoleccion 


La secrecion purulenta se puede extraer presionando la parte anterior del pene y recoleciando el material con un hisopo. 

Las muestras de varones asintomaticos se obtienen por insercion de un hisopo nasofaringeo de alginato calcico en el interior de la 
uretra. El hisopo se rota con cuidado para retirarlo. 

Despues de que el especulo esta colocado, eliminar algun moco cervical con algodon o gasa. Insertar el hisopo y recoger la muestra 
con un movimiento suave. Dar tiempo para que los microorganisrnos se absorban en el hisopo. Tomar cualquier secrecion cer\ ical 
presente. 

Insertar el hisopo 4-5 cm er el conducto anal y moverlo con suavidad de un lado a otro para tomar la muestra de las criptas anales. 
Dar algunos segundos para que los microorganisrnos se absorban en el hisopo y rotar despacio mientras se retira. Si se observe 
una densa contaminacion fecal en el hisopo, recoger otra muestra con un hisopo nuevo. 

Con la ayuda de un bajalenguas, hisopar con firme/a las areas de las amigdalas y la faringe posterior. 

Despues de la puncion venosa, inocular la sangre en el medio de cultivo adecuado (caldo triptica.sa soja, caldo de Columbia*^ r que 
contenga polianetosulfonato de sodio (SPS). Si se usan los tubos Vacutainer SPS® para la recoleccion de la muestra. transtenr la 
muestra de sangre del tubo al medio de cultivo lo mas rapido posible, porque la exposicion a altas concentraciones de SPS puede 
inhibir a los gonococos. 

El liquido articular se puede aspirar con una aguja y jeringa e inocular en un frasco de hemocultivo aerobio. 

Las muestras de puncion biopsia se recogen y se colocan en un recipiente esteril con una pequena cantidad de caldo o solucion 
fisiologica esteril y se remiten al laboratorio. 

La secrecion conjuntival se recoge de la cara interna del parpado inferior con un pequeno hisopo nasofaringeo. Preparar frotis para 
tinciones de Gram como se describe en el texto. 


de N. gonorrhoeae usando dos sistemas de transporte con hiso- 
pos -hisopos Copan® (Copan Diagnostics, Inc., Corona, CA; 
ahora con la marca BBL CultureSwabs Plus®, BD Biosciences, 
Sparks, MD) e hisopos Starswab® (Starplex Scientific, 
Etobicoke, Ontario, Canada)- que contenian medio de trans¬ 
porte liquido de Stuart.*^®* En estos sistemas el hisopo esta en 
contacto con una esponja de poliuretano (Copan®) o de celulo- 
sa (Starplex®) que se embebe en el medio de Stuart. Estos 
investigadores hallaron que el aislamiento cuantitativo de N. 
gonorrhoeae disminuia cerca de un 30% en el sistema Copan® 
y de un 100% en el sistema Starswab® despues de cuatro horas 
de incubacion a temperatura ambiente. Los autores senalaron 
que los materiales de las esponjas en algunos sistemas de trans¬ 
porte con hisopos pueden contener sustancias (p. ej., azufre, 
compuestos de amonio cuaternario) que pueden inhibir o danar 
a los microorganisrnos con requerimientos nutricionales espe- 
ciales. Aunque estos problemas fueron derivados a los fabri- 
cantes de sistemas de transporte a partir de la publicacion de 
estos estudios, la importancia de los dispositivos de recoleccion 
confiables para el mantenimiento de la viabilidad del microor- 
ganismo tiene implicancias para otros microorganisrnos y 
muestras mas alia de los recolectados para el aislamiento de N. 
gonorrhoeae. 

La naturaleza del medio de transporte tambien es central 
para el aislamiento de N. gonorrhoeae y otros microorganis- 
mos. Thompson y French evaluaron varios medios de transpor¬ 
te comerciales para el aislamiento de 30 cepas clmicas frescas 
de A. gonorrhoeae y encontraron que la formulacion Amies sin 
carbon usada en los dispositivos Copan Transystem® (incluidos 
CultureSwab®, fabricado por Copan para Difco) fueron supe- 
riores y preservaron la viabilidad de 29 de las 30 cepas duran¬ 
te mas de 48 horas.^^‘ Los hisopos de transporte BBL 
Culturette® (BD Biosciences) y Starswab® fueron de calidad 


inferior, con declinaciones mayores en la viabilidad del micro- 
organismo entre 24 y 48 horas. En otro estudio, tanto los 
medios de transporte de gel Copan® y Amies® con y sin carbon 
detectaron el 95% de las cepas de N. gonorrhoeae que se detec- 
taron por cultivo directo de la muestra; el medio Copan® con 
carbon detecto el 98% de las cepas obtenidas por cultivo direc¬ 
to despues de haber sido mantenidas en el medio de transporte 
durante 6 horas."^*® Los sistemas de transporte inoculados con 
muestras que pueden contener N. gonorrhoeae deben mante- 
nerse a temperatura ambiente, porque la exposicion a tempera- 
turas extremas (p. ej., refrigeracion) comprometera el exito del 
aislamiento del microorganismo. 

Sistemas de transporte en medios de cultivo. El transpor¬ 
te de muestras en medios de cultivo presenta ciertas ventajas y 
se comercializan varios sistemas para este proposito. Entre 
ellos estan las placas JEMBEC® (Camara de ambiente biologi- 
co de James E. Martin) que contienen varias formulas de 
medios selectivos, el sistema Gono-Pak® (BD Biosciences) y el 
sistema Intray GC® (BioMed Diagnostics, Inc.. San Jose, 
Ca ).^2 184,417 Mientras JEMBEC y Gono-Pak requieren almace- 
namiento refrigerado antes de usarlos, el sistema InTray® per- 
mite el almacenamiento del medio a temperatura ambiente 
durante mas de un aho. Con estos sistemas. los medios se ino- 
culan con la muestra y se colocan en una bolsa plastica imper¬ 
meable con un granulo de bicarbonato-acido citrico. El contac¬ 
to del granulo con la humedad (mediante la evaporacion del 
medio [JEMBEC] o por la rotura de una ampolla de agua adya- 
cente al granulo [Gono-Pak]) genera un ambiente enriquecido 
en CO 2 dentro de la bolsa. La incubacion de al menos 18 a 24 
horas a 35 ®C antes de transportarlo a un laboratorio de refe- 
rencia permite el crecimiento inicial de los microorganisrnos y 
reducir la perdida de viabilidad que puede ocurrir con la utili- 
zacion de hisopos de transporte. 
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MEDIOS DE CULTIVO SELECTIVOS; INOCULACION 
E INCUBACION 

Se dispone de diversos medios selectivos enriquecidos para 
el cultivo de N, gonorrhoeae, entre los que se incluyen el 
medio de Thayer-Martin modificado (MTM), el medio de 
Martin-Lewis (ML), el medio GC-Lect® (BD Biosciences) y el 
medio New York City® (NYC). MTM, ML y GC-Lect son 
medios en base a agar chocolate suplementados con factores de 
crecimiento para microorganismos con requerimientos nutri- 
cionales especiales, mientras que el medio NYC® es una base 
de agar almidon de maiz-peptona purificado que contiene leva- 
dura dializada, plasma equino citratado y eritrocitos de caballo 
lisados.^^*Estos medios contienen antibioticos que inhiben el 
desarrollo de otros microorganismos y permiten el aislamiento 
select!VO de N. gonorrhoeae, N. meningitidis y N. lactamica 
(cuadro 11-2). La vancomicina y la colistina, antibioticos pre- 
sentes en las cuatro formulaciones, inhiben el desarrollo de 
bacterias grampositivas y gramnegativas (incluidas las especies 
saprofitas de Neisseria), respectivamente. El agar GC-Lect (BD 
Biosciences) tambien contiene lincomicina. La trimetoprim se 
agrega para inhibir las especies Proteus presentes en las mues- 
tras rectales y, en ocasiones, cervicovaginales. Nistatina, anfo- 
tericina B o anisomicina se agregan para inhibir levaduras y 
hongos filamentosos. Estos medios permiten el aislamiento 
selectivo de N, gonorrhoeae de sitios del cuerpo que hospedan 
una gran flora bacteriana endogena. El medio NYC tambien 
sustentara el crecimiento de micoplasmas y ureaplasmas geni- 
tales. Estos medios se comercializan ya sea en placas de Petri 
o en placas de JEMBEC. Sus formulas estan disponibles en las 
referencias generales de medios de cultivo. 

Los medios selectivos comerciales varian en su capacidad 
para sustentar el crecimiento de especies de Neisseria patoge- 
nas y para inhibir el crecimiento de neisserias no patogenas y 
otros contaminantes."^^® El fracaso de algunos medios selectivos 
para sustentar el desarrollo gonococico tambien puede deberse 
a la sensibilidad de algunas cepas de N. gonorrhoeae a la van¬ 
comicina. Estas cepas explican el porcentaje variable de aisla- 
mientos que depende del area geografica.^^® Por ese motivo, es 
prudente inocular muestras genitales femeninas y masculinas 
tanto en medios selectivos (p. ej., MTM) como no selectivos 
(agar chocolate). La inoculacion en medios no selectivos per- 
mite el aislamiento de otros posibles patogenos del aparato 
genital, como las especies de Haemophilus o Pasteurella bett- 
yae (cap. 9). 

Los medios de cultivo para el aislamiento de Neisseria 
deben estar a temperatura ambiente antes de la inoculacion y 


Cuadro 11-2 

Antibioticos en los medios selectivos 
Neisseria 

para 

ANTIBIOTICO 

FORMULA DEL MEDIO (pg/mL) 

MTM 

mL 

NYC 

GC-LECT 

Vancomicina 


3 

4 

2 

2 

Lincomicina 


- 

- 

- 

1 

Colistin 


7,5 

7,5 

5,5 

7,5 

Nistatina 


12,5 

- 

- 

- 

Anfotericina B 



20 

- 

- 

Anisomicina 


- 

- 

1,2 

1,5 

Trimetoprim 


5 

5 

5 

5 


no deben estar humedos o secos en exceso. Si la humedad es 
excesiva en la tapa de las placas, se coloca la parte de arriba de 
estas hacia abajo y se entreabren levemente en una estufa de 
incubacion aireada a 35 °C durante 20 a 30 minutos. El “apila- 
dor de placas” (BD Biosciences) tiende a cerrarse si la hume¬ 
dad es excesiva y el crecimiento de los microorganismos se 
retarda. Las muestras recolectadas en los hisopos se hacen 
rodar firmemente en forma de “Z” sobre el medio selectivo y 
se siembra en estria con un ansa bacteriologica. Si tambien se 
inocula en medios no selectivos, estas placas se siembran en 
estria para el aislamiento. Las placas se incuban en una estufa 
de CO 2 o en una jarra de anaerobiosis por extincion con vela a 
una temperatura de 35 °C a 37 °C. El nivel de CO 2 de la estufa 
debe ser 3-7%; concentraciones mas altas de CO 2 pueden inhi¬ 
bir el crecimiento de algunas cepas. Las jarras de anaerobiosis 
por extincion con vela proveen un nivel de CO 2 de 3-4%. La 
atmosfera debe ser humeda y, para las jarras de anaerobiosis, la 
humedad de evaporacion del medio de cultivo durante la incu¬ 
bacion es suficiente para el desarrollo del microorganismo. Las 
estufas de CO 2 que no estan equipadas con humidificadores 
pueden mantener la humedad mediante la colocacion de un 
recipiente con agua sobre el estante inferior. Si se usan jarras 
de anaerobiosis con vela, las velas deben estar fabricadas con 
cera blanca o cera de abejas; mientras estan encendidas y 
durante la extincion, las velas coloreadas o con esencias libe- 
ran productos volatiles que pueden inhibir el desarrollo de 
microorganismos. Las placas se inspeccionan a las 24, 48 y 72 
horas antes de la emision del informe final “no desarrolla”. Las 
colonias sospechosas se subcultivan en agar chocolate, se incu¬ 
ban y se usan como inoculo para los procedimientos de identi- 
ficacion. 


Neisseria meningitidis 
SEGURIDAD EN EL LABORATORIO 

N. meningitidis se clasifica como un microorganismo de 
nivel 2 de bioseguridad, lo que significa que se debe usar un 
gabinete de seguridad biologica para la manipulacion de las 
muestras que tienen un riesgo sustancial por la generacion de 
aerosoles (p. ej., pulverizacion, centrifugacion, mezclado con 
agitadora vorticial). Los informes de infecciones meningococi 
cas adquiridas en el laboratorio sugieren que la manipulacion 
de los cultivos, mas que la de las muestras, aumenta el riesgo 
de infeccion para los tecnicos y profesionales del laboratorio 
microbiologico.^^ 141.674 j^les manipulaciones incluyen la pre- 
paracion de las suspensiones concentradas de microorganismos 
para la inoculacion de los sistemas de identificacion y para el 
seroagrupamiento de los aislamientos meningococicos median¬ 
te aglutinacion en portaobjetos. El uso de un gabinete de segu¬ 
ridad biologica cuando se manipulan cultivos podria garantizar 
la proteccion del personal del laboratorio con respecto a los 
microorganismos aerosolizados. Se estan implementando otras 
medidas de proteccion alternativa (p. ej., protectores de salpi- 
caduras, mascaras). La educacion y el cumplimiento de las 
medidas de seguridad impartidas por el laboratorio deberian 
reducir al mmimo el riesgo de infecciones meningococicas pa¬ 
ra el personal del laboratorio de microbiologia clinica. Tambien 
se deben establecer pautas de laboratorio para situaciones que 
puedan requerir la implementacion de medidas de profilaxis 
para empleados expuestos a meningococos. Los directores de 
laboratorio tambien pueden considerar el ofrecimiento de la 
vacuna meningococica cuatrivalente al equipo de trabajo, 
medida que disminuiria pero no eliminaria el riesgo de infec¬ 
ciones meningococicas. 
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FROTIS DIRECTOS TENIDOS CON GRAM Y PRUEBAS DIRECTAS 
PARA ANTIGENOS CAPSULARES 

Sobre los frotis tenidos con Gram preparados a partir de 
muestras clinicas, en particular de LCR, los meningococos 
aparecen como diplococos gramnegativos tanto fuera como 
deniro de los leucocitos PMN. Los microorganismos pueden 
exhibir una considerable variacion de tamano y tienden a resis- 
tir la decoloracion. Las cepas encapsuladas pueden tener un 
halo rosado claro alrededor de las celulas. Como la presencia 
de celulas inflamatorias tiene valor pronostico (p. ej., en el ca- 
so de una enfermedad fulminante rapidamente mortal, estan 
presentes muchos microorganismos y unas pocas celulas infla¬ 
matorias), el informe al medico de la tincion de Gram debe 
incluir la cuantificacion de microorganismos y de PMN. 

Ademas de la tincion de Gram y el cultivo de LCR, el labo- 
ratorio puede realizar pruebas directas de deteccion de antige- 
no para los polisac^idos capsulares meningococicos.^^^ Las 
pruebas de antigeno directas usan aglutinacion de latex sensi- 
bilizado con anticuerpo o coaglutinacion para detectar antige- 
nos capsulares de los grupos A, B, C, Y y W135. Estos reacti- 
vos se pueden obtener de distintos proveedores (pruebas de 
latex: Hynson®, Westcott® y Dunning®, Baltimore MD; Murex 
Diagnostics®, Dartford, Reino Unido; pruebas de coaglutina¬ 
cion: Boule Diagnostics® AB, Huddinge, Suecia). Si bien los 
resultados positives de las pruebas con estos reactivos son uti¬ 
les para el diagnostico temprano, una prueba negativa no des- 
carta la meningitis causada por cualquiera de los microorganis¬ 
mos que se encuentran comiinmente. Estas pruebas siempre se 
deben realizar junto con la tincion de Gram y cultivos en 
medios de agar enriquecidos. 

Una modificacion reciente de la prueba de aglutinacion 
manual modifica el rendimiento de este ensayo por la presen¬ 
cia de una onda sostenida de ultrasonido. Las particulas de 


latex recubiertas de anticuerpos inmersas en la onda se some- 
ten a fuerzas fisicas erne aumentan el contacto entre particulas 
y se produce una mejoria de la aglutinacion en presencia del 
antigeno, lo que lleva a un aumento de la sensibilidad de la 
prueba. La aglutinacion de latex mejorada con ultrasonido para 
la deteccion de serogrupos meningococicos A. B, C, Y y W135 
ha mostrado una mayor sensibilidad con muestras clinicas sin 
ninguna perdida de especificidad.^^-^’® Este ensayo se ha usado 
para mejorar la deteccion de polisacaridos meningococicos en 
suero y para cuantificar la concentracion de antigeno en sangre. 
En un estudio realizado por Sobanski y cols, se detecto una 
concentracion de tan solo 0,05 ug/mL de antigeno con el ensa¬ 
yo mejorado con ultrasonido en comparacion con L98 pg/mL 
con el ensayo de aglutinacion de latex convencional, lo que 
representa unas 30 veces de mejoria en la sensibilidad de la 
prueba.^^^ 

RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA 

Las muestras utiles para el diagnostico de enfermedad 
meningococica son LCR, sangre, muestras de biopsia y mate¬ 
rial de aspiracion, e hisopados nasofanngeos y orofaringeos. A 
veces se solicita la deteccion de meningococos en esputo y 
aspirados transtraqueales. Los procedimientos de recoleccion y 
procesamiento de las muestras a los que puede someterse N. 
meningitidis se presentan en el recuadro 11-6. Los aislamien- 
tos genital, rectal y orofaringeo de N. meningitidis se pueden 
obtener usando los procedimientos de recoleccion e inocula- 
cion descritos para N. gonorrhoeae en el recuadro 11-5. Las 
condiciones de incubacion para el medio inoculado con las 
muestras son las mismas que las ya detalladas para N. gonorr¬ 
hoeae, Los meningococos crecen bien en todos los medios 
selectivos para las neisserias patogenas, y no se describieron 


Recuadro 11-6 

Procedimientos de recoleccion de muestra para el aislamiento de Neisseria meningitidis 

Muestra 

Procedimiento de recoleccion 

LCR 

En los casos de meningitis meningococica sospechosa, se debe enviar al laboratorio tanto LCR como sea posible (como mmimo 1 mL) 
para cultivar, porque pueden estar presente escasos microorganismos. La muestra de LCR se debe transportar manualmente al labora¬ 
torio despues de su recoleccion y no debe refrigerarse. Una alicuota del LCR debe centrifugarse para la tincion de Gram. Si hay canti- 
dad suficiente de LCR, la muestra debe centrifugarse y el “bot6n” aglutinado debe ser inoculado en agar sangre y agar chocolate. 

Sangre 

La sangre debe cultivarse como se describib en el recuadro 11-5. Se prefiere la inoculacion directa de la sangre en los frascos de hemo- 
cultivo mas que en los tubos SPS Vacutainer® debido a los reconocidos efectos inhibitorios del SPS sobre los meningococos. Esia 
inhibicion puede superarse por el agregado de gelatina esteril al 1% (volumen final) al medio del hemocultivo. El uso del sisiema 
Isolator® para hemocultivos evita el problema de la inhibicion del SPS. 

Petequias 

Las muestras de lesiones cutaneas petequiales pueden recolectarse por inyeccion y aspiracion de pequenas cantidades de solucion salina 
esteril en el borde de la lesion, usando una jeringa de tuberculina. Los aspirados se cultivan directamente en agar sangre y agar choco¬ 
late. Debido a que algunas lesiones son el resultado del fenomeno inmunitario, el cultivo de lesiones cutaneas puede no contribuir 
para el diagnostico. 

Hisopados naso- 
faringeos 

Los hisopados nasofarmgeos son importantes, en particular, para detectar colonizacion de individuos que son contacios cercanos a los 
casos de infeccion meningococica y para el reconocimiento de portadores. Para estas muestras, se pasa un hisopo fino en un hilo de 
metal flexible (p. ej., un hisopo nasofari'ngeo de alginato de calcio) a travbs de la orofaringe y detras de la uvula. Por lo general, los 
hisopados de fauces recolectados con cuidado proveeran la misma informacibn. Estas muestras se inoculan en un medio selectivo, 
como MTM. 

Biopsias 

Las muestras de biopsia deben enviarse al laboratorio en recipientes esteriles. Deben humedecerse con solucibn salina o caldo esteriles 
y no se deben refrigerar. En el laboratorio, las muestras deben ser sembradas aparte y cultivadas en agar sangre y agar chocolate. 

Aspirados 

Los aspirados de espacios cerrados se recolectan con aguja y jeringa. En el laboratorio, estas muestras se inoculan en agar sangre y agar 
chocolate. 
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cepas sensibles a la vancomicina. Contrariamente a las creen- 
cias sostenidas durante mucho tiempo, la mayoria de las cepas 
de N. gonorrhoeae creceran en agar sangre de carnero comer- 
cial, aunque no tan bien como en agar chocolate. El aislamien- 
to de gonococos y meningococos en los hemocultivos puede 
estar afectado de modo adverso por el anticoagulante poliane- 
tolsulfonato de sodio (SPS) presente en los medios de hemo- 
cultivo. Este efecto se puede neutralizar por el agregado de 
gelatina esteril (1% de concentracion final) al medio o por el 
procesamiento de la muestra de sangre mediante lisis por cen- 
trifugacion (Isolator®).^^^’'*^'^-'^^^ 

AISLAMIENTO E INCUBACION 

Para el aislamiento de N. meningitidis, las muestras de LCR 
deben cultivarse en agar chocolate no selectivo y en agar san¬ 
gre de carnero como se describe en el recuadro 11-6. mientras 
que las muestras que pueden contener otros microorganismos 
(p. ej., muestras de hisopados orofaringeo y nasofaringeo) 
deben inocularse en medios selectivos (p. ej.. agar MTM. 
Martin-Lewis, NYC o GC Lect) y en medios no selectivos. Las 
placas se incuban en 5-7% de CO. a 35 °C (estufa de CO. o 
jarra de anaerobiosis por extincion con vela) y se inspeccionan 
despues de 24, 48 y 72 horas antes de emitir un informe final 
que indique “no desarrolla’’. Las colonias sospechosas se sub- 
cultivan en agar sangre y agar chocolate para la identificacion 
posterior. 


Identificacion de especies de Neisseria 

Morfologia de las colonias 

Los gonococos producen varies tipos de colonias en los cul- 
tivos. En el esquema de Kellogg, estos tipos se denominan des- 
de T1 hasta T5 y se describen en funcion del tamano de la co- 
lonia y de otras caracteristicas (coloracion, topografia de las 
colonias, reflexion de la luz, etc.).^"^^ A nivel celular individual, 
los microorganismos que constan de colonias tipo P^ y P+^ 
(antes T1 y T2. respectivamente) tienen pili sobre la superficie 
celular, mientras que las celulas de las colonias tipo P^ (T3, T4 
y T5) carecen ellos. Los aislamientos obtenidos de cultivos pri- 
marios son en su mayoria colonias del tipo P^ y P^^. Estas colo¬ 
nias tienden a ser pequenas, brill antes y elevadas (lamina en 
color 11-lC). Se puede mantener el cultivo con este tipo colo¬ 
nial subcultivando colonias con pili. Las suspensiones de 
microorganismos preparadas a partir de cultivos de 18-24 horas 
que contienen en principio colonias del tipo P"^ y P^^ tienden a 
ser uniformes y homogeneas. Con subcultivos en medios no 
selectivos (un “barrido’' de desaiTollo), los otros tipos de colo¬ 
nias se haran mas evidentes, con todas las colonias por ultimo 
convertidas en variedades sin pili. Estos tipos de colonias son 
mas grandes, mas aplanadas y no tienen el brillo caracteristico 
de las colonias con pili. Los cultivos en los que predominan los 
tipos de colonias grandes con frecuencia no forman suspensio¬ 
nes uniformes, porque las colonias se vuelven gomosas debido 
a la autolisis y la liberacion de DNA celular. La presencia de 
todos los tipos de colonias en un subcultivo de una placa pri- 
maria a menudo puede dar la apariencia de un cultivo mixto. La 
observacion cuidadosa y el subcultivo con el uso de un micros- 
copio de diseccion (lOx) permiten familiarizarse con este tipo 
de colonias (lamina en color 11 - ID). La variacion en el tipo de 
colonia se observa con aislamientos frescos de N. gonorrhoeae. 
Los gonococos atipicos (aquellos con requerimientos nutricio- 


nales multiples, como las cepas que requieren AHU) tambien 
producen varios tipos de colonias, pero estas crecen mas lenta- 
mente y requieren la observacion con un microscopio de disec¬ 
cion para la deteccion y caracterizacion del tipo de colonia."^^^ 

Otro sistema descriptivo considera las caracteristicas de opa- 
cidad de las colonias de los gonococos determinadas por exa- 
men del desarrollo en un medio transparente mediante amplifi- 
cacion e iluminacion desde la parte inferior del microscopio. 
Las colonias opacas, sin tener en cuenta la forma, se denomi¬ 
nan 0-1- y 0-I--K, mientras que las transparentes se llaman O^. 
Los tipos T de colonias descritos por Kellogg y cols.^"^^ pueden 
reconocerse en cultivos habituales en agar chocolate o MTM; 
sin embargo, el medio transparente apropiado para determinar 
la opacidad caracteristica de las colonias no siempre es acce- 
sible. 

Los meningococos crecen bien tanto en agar sangre como en 
agar chocolate, asi como en medios selectivos para las 
Neisserias patogenas (lamina en color 11-IF). Las cepas cap- 
suladas de N. meningitidis pueden aparecer mucosas en agar. 
La mayoria de los aislamientos meningococicos son grisaceos 
y pueden mostrar una reaccion verdosa difusa en ^eas de cre- 
cimiento confluente. Algunos pueden tener una pigmentacion 
levemente amarillenta. La variacion en los tipos de colonias 
puede observarse con algunos aislamientos frescos. 

Tincion de Gram y prueba de la oxidasa 

Las placas primarias para el aislamiento de N. gonorrhoeae 
debe examinarse de spues de 24, 48 y 72 horas de incubacion 
usando una lupa o, de preferencia, un microscopio de disec¬ 
cion. Los frotis de colonias sospechosas deben examinarse con 
la tincion de Gram y debe realizarse la prueba de la oxidasa. 
En la tincion de Gram de la colonia deben verse diplococos 
gramnegativos caracteristicos, uniformes. Algunos de los 
microorganismos pueden aparecer como tetradas, en particular 
en los frotis de colonias jovenes. Los microorganismos en los 
frotis de cultivos viejos pueden parecer hinchados y mostrar 
una amplia variacion en la intensidad de la contratincion. Los 
frotis de colonias parcialmente autolisadas pueden presentar 
dificultades de interpretacion. El examen de la tincion de 
Gram es esencial para la identificacion presuntiva porque en 
los medios selectivos tambien pueden crecer otros microorga¬ 
nismos, en particular de las muestras orofaringeas (tratadas 
mas adelante). 

Los resultados de las pruebas de la oxidasa se obtienen con 
el derivado tetrametilo del reactivo de oxidasa (A,A,A,A-tetra- 
metil-1,4-fenilendiamina al 1% en solucion acuosa). Esta solu- 
cion se coloca sobre un trozo de papel de filtro y una porcion 
del desarrollo de la colonia se frota en el reactivo con un ansa 
de platino, un hisopo de algodon o un palillo aplicador de 
madera. En cultivos jovenes aparecera un color violeta oscuro 
dentro de los 10 segundos. Se obtienen excelentes resultados 
con los reactivos de oxidasa envasados en ampollas de vidrio 
rompibles (p. ej., BACTIDROP® Oxidase, Remel Laboratories). 

Prueba de Superoxol® 

El Superoxol®, otra prueba util para la identificacion presun¬ 
tiva rapida de N. gonorrhoeae, es peroxido de hidrogeno al 
30% (no la solucion al 3% usada para la prueba de la catalasa). 
Las cepas de N. gonorrhoeae producen de inmediato un burbu- 
jeo efervescente cuando algo del material de la colonia se 
emuisiona con el reactivo sobre un portaobjetos de vidrio. 
Tanto N. meningitidis como N. lactamica, la otra especie que 
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crece en medios selectivos, producer! burbujeo demorado y 
debil. En un estudio que usa esta prueba en microorganismos 
aislados en medios selectivos, 201 gonococos probados produ- 
cian de inmediato un burbujeo vigoroso en Superoxol, mientras 
que 241 de 242 meningococos y una de dos cepas de N. lacta- 
mica producian reacciones positivas debiles, demoradas o 
negativas.^^^ 

Diferenciacion de otros microorganismos en medios selectivos 

Tanto la identificacion presuntiva como la confirinatoria de 
las especies de Neisseria dependen de la capacidad de diferen- 
ciar estos microorganismos de otros que tambien pueden crecer 
en medios selectivos. Estos son Kingella denitrificans, especies 
de Moraxella (ademas de M. catarrhalis), especies de 
Acinetobacter y especies de Capnocytophaga. K. denitrificans 
crece bien en el medio MTM y produce tipos de colonias que 
se asemejan a las de N. gonorrhoeaer^^ Una prueba litil para 
identificar en forma presuntiva los gonococos y diferenciarlos 
de K. denitrificans es la prueba de la catalasa. Los gonococos 
producen un burbujeo vigoroso cuando el desarrollo de la placa 
se sumerge en una solucion de peroxido de hidrogeno al 3% 
(H.O 2 ): K. denitrificans produce una reaccion catalasa negati- 
va. M. catarrhalis y otras especies de Moraxella, como los 
gonococos, son oxidasa positivas y catalasa positivas. Estos 
microorganismos pueden diferenciarse de Neisseria por la 
prueba del disco de penicilina.'^^ El microorganismo se sub- 
cultiva en una placa de agar sangre tripticasa soja y se siembra 
para obtener un desarrollo confluente. Luego se coloca un 
disco de sensibilidad de penicilina (10 unidades) sobre el ino- 
culo. Despues de una incubacion de toda la noche en CO^, se 
prepara una tincion de Gram a partir del desarrollo en el borde 
de la zona de inhibicion. Las especies de Neisseria y M. catarr¬ 
halis retendran su morfologia de diplococos, aunque las celu- 
las pueden aparecer hinchadas. Las especies de Moraxella 
cocobacilares formaran filamentos largos o celulas en forma de 
huso bajo la influencia de las concentraciones subinhibitorias 
de la penicilina. Las especies de Acinetobacter pueden diferen¬ 
ciarse por su reaccion oxidasa negativa. Las especies de 
Capnocytophaga aparecen como bacterias fusiformes, leve- 
mente curvadas, gramnegativas, con tincion palida, y tanto la 
reaccion de la oxidasa como la de la catalasa son negativas. 
Durante la incubacion prolongada (mayor de 48 horas) estos 
microorganismos tienden a diseminarse debido a su movilidad 
deslizante y pueden impedir la recuperacion de los gonococos 
de muestras orofaringeas. 

Criterios presuntivos para la identificacion de N. gonorrhoeae 

Todos los diplococos gramnegativos y oxidasa positivos que 
se aislan en sitios urogenitales y que crecen en medios selecti¬ 
vos pueden ser identificados como N. gonorrhoeae. El 
Superoxol, descrito antes, proporciona una prueba presuntiva 
adicional para identificar estos microorganismos. Sin embargo, 
las pruebas de identificacion confirmatoria se recomiendan 
para todas las cepas y son necesarias para la identificacion de 
los aislamientos de sitios extragenitales (faringe, recto, sangre, 
liquido articular, LCR). Ademas, los gonococos sospechosos 
aislados en ninos deben confirmarse por al menos dos metodos 
diferentes que involucren principios distintos.^^^^^ Estos pue¬ 
den incluir las pruebas de utilizacion de hidratos de carbono, 
metodos inmunologicos (p. ej., pruebas de fluorescencia con 
anticuerpos monoclonales; pruebas de coaglutinacion), proce- 
dimientos enzimaticos (p. ej., deteccion cromogenica de activi- 


dades enzimaticas especiTicas) o la prueba de confjrmacion del 
cultivo con sondas de DNA (vease mas adelante). Esta es extre- 
madamente importante debido a ciertas consecuencias medico- 
legales y sociales que ocurren tras la publicacion de los resul- 
tados. 

Pruebas de identificacion para especies de Neisseria 

Las pruebas confirmatorias para gonococos, meningococos 
y otras especies de Neisseria incluyen las pruebas de uiiliza- 
cion de hidratos de carbono, las pruebas cromogenicas de enzi- 
ma sustrato, las pruebas inmunologicas (p. ej.. anticuerpos 
fluorescentes, coaglutinacion estafilococica y otras 1 . sistemas 
de identificacion multiprueba y pruebas con sondas de DNA. 
Las pruebas de utilizacion de hidratos de carbono y los siste¬ 
mas de identificacion multiprueba se pueden usar para identifi¬ 
car N. gonorrhoeae, N. meningitidis y otras especies de 
Neisseria. Los procedimientos de identificacion con sustratos 
cromogenicos se limitan a identificar aislamientos que crecen 
en medios selectivos {N. gonorrhoeae, N. meningitidis, N. lac- 
tamica y algunas cepas de M. catarrhalis). Los anticuerpos 
fluorescentes, la coaglutinacion, otras pruebas inmunologicas y 
la prueba de confirmacion de cultivo con sondas de DNA son 
accesibles solo para la identificacion de N. gonorrhoeae. Los 
procedimientos mas nuevos de amplificacion de acidos nuclei- 
cos e hibridacion de acidos nucleicos estan aprobados solo para 
la deteccion directa de N. gonorrhoeae del aparato genital y de 
muestras de orina. 

Pruebas de utilizacion de hidratos de carbono 

MEDIO CTA CONVENCIONAL CON HIDRATOS DE CARBONO 

La tecnica convencional para la identificacion de especies de 
Neisseria usa un medio semisolido de agar base cistina-tripti- 
casa (CTA) que contiene 1% de hidratos de carbono y un indi- 
cador de pH rojo de fenol (lamina en color 11 - IE). La serie de 
pruebas mas comun incluye CTA-glucosa, -maltosa-sacarosa y 
-lactosa, mas un control CTA sin hidratos de carbono. El ana- 
logo estructural de la lactosa, o-nitrofenil-p-D-galactopiranosi- 
do (ONPG), puede ser sustituido por el tubo de lactosa y el 
agregado de fructosa a la serie de pruebas es util para la iden¬ 
tificacion de varias biovariedades de N. subflava. Algunas for¬ 
mal aciones comerciales de CTA pueden ser suplementadas con 
liquido ascitico para sustentar el desarrollo de microorganis¬ 
mos con requerimientos nutricionales especiales. Los medios 
CTA se inoculan con una suspension densa de los microorga¬ 
nismos para ser identificados a partir de un cultivo puro de 18 
a 24 horas en agar chocolate. El inoculo se prepara en 0,5 mL 
de solucion fisiologica y se divide entre los tubos o cada tubo 
se inocula en forma individual con una ansa del microorganis¬ 
mo. El inoculo esta limitado a los 1,25 cm superiores de los 
tubos profundos de agar. Los tubos se colocan en una estufa sin 
CO, a 35 °C con las tapas bien apretadas. Con un inoculo car- 
gado, la mayoria de los aislamientos producen un cambio de 
color detectable en el indicador rojo de fenol dentro de las 24 
horas. Si el inoculo esta suficientemente cargado, muchas 
cepas cambiaran el indicador dentro de las 4 horas. Sin embar¬ 
go, algunas cepas gonococicas con requerimientos nutriciona¬ 
les especiales pueden necesitar 24 a 72 horas para producir 
acido suficiente para cambiar el indicador. Como el medio 
CTA que contiene 1% de hidratos de carbono se usa en princi- 
pio para la deteccion de acido producido por microorganismos 
fermentadores, la escasa cantidad de acido producido en forma 
oxidativa por algunas cepas de especies de Neisseria no puede 
detectarse. 
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PRUEBA RAPIDA DE UTILIZACION DE HIDRATOS DE CARBONO 

Esta prueba es un metodo dependiente de la falta de creci- 
miento para detectar la produccion de acido a partir de los 
hidratos de carbono. En este metodo, se fraccionan pequenos 
volumenes de una solucion salina equilibrada (BSS; pH 7,0) 
con indicador rojo de fenol en tubos no esteriles a los cuales se 
les agrega unas gotas de una solucion de hidratos de carbono al 
20% esterilizada y filtrada (lamina en color 11-lG). Se prepa¬ 
ra una suspension densa del microorganismo en BSS con un 
ansa bacteriologica; esta suspension puede mezclarse en un agi- 
tador vorticial para dispersar las aglutinaciones. Se agrega una 
gota de suspension a cada tubo que contiene hidratos de carbo¬ 
no. Los tubos se incuban durante 4 horas a 35 °C en una estufa 
sin CO 2 o en un bano de agua. Este metodo es muy economi- 
co, los reactivos son faciles de preparar e inocular, y los resul- 
tados son bien definidos. Los detalles de este metodo se pre- 
sentan en el protocolo 11-1. La clave de esta tecnica es el uso 
de hidratos de carbono de “grado reactivo”. La maltosa produ¬ 
ce resultados positivos o ambiguos para N. gonorrhoeae en la 
prueba de degradacion rapida de hidratos de carbono, debido 
tal vez a la presencia de glucosa contaminante. Los inoculos 
para este procedimiento pueden obtenerse del cultivo primario 
si hay suficientes colonias y si el desarrollo tiene un tiempo 
menor de 24 horas. Como el crecimiento bacteriano no sucede 
en el medioambiente de prueba, los escasos contaminantes que 
pueden estar presentes no interfieren en los resultados. Sin 
embargo, la incubacion no puede continuarse durante toda la 
noche. 

PRUEBA Wm-NEiSSERim (METODO RAPiDO DE IDENTIFICACION 
DE NEiSSERiA) 

En el sistema de este equipo (Remel Laboratories), se agre- 
gan pequenas cantidades (dos a tres gotas) de soluciones de 
hidratos de carbono (glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa) y rojo 
fenol al 2% bufferadas y un buffer control sin hidratos de car¬ 
bono a cinco microtubos bufferados no esteriles incluidos en el 
equipo. Los inoculos de un cultivo puro de 18 a 24 horas de 
diplococos gramnegativos, oxidasa positivos, que se desarro- 
llaron en un medio selective o de un subcultivo en agar choco¬ 
late, se disponen en cada uno de los tubos con pequenas ansas 
plasticas provistas en el equipo. Despues de la inoculacion, los 
tubos se colocan en un agitador vorticial durante 10 segundos 
y se incuban al aire a 35 °C durante una hora. La produccion 
de acido se indica por un cambio en el indicador rojo de fenol de 
rojo rosado a amarillo o amarillo naranja. En las reacciones 
negativas de los hidratos de carbono permanece el color rojo 
rosado o se vuelve levemente rosa anaranjado. En una evalua- 
cion de este sistema realizada en la University of Illinois, el sis¬ 
tema RIM-Neisseria identificaba el 98% de 176 N. gonorrhoe¬ 
ae, el 99% de 173 N. meningitidis, el 94% de 48 N. lactamica, 
y el 100% de 12 M. catarrhaiis dentro de los 60 minutos.^^‘ De 
los microorganismos identificados correctamente despues de 
una hora, 94% de los gonococos, 99% de los meningococos y 
84% de las cepas de N. lactamica fueron identificados dentro 
de los primeros 30 minutos. Otros investigadores tambien in- 
formaron una buena concordancia de la prueba RIM-Neisseria 
con los metodos convencionales.**® Tambien se co- 

mercializa una prueba similar de DNasa inoculada para la con- 
firmacion de M. catarrhaiis. 

OTROS METODOS DE UTILIZACION DE HIDRATOS DE CARBONO 

El equipo de la prueba Neisseria-Kv^ik® (Micro-Biologics, 
St Cloud MN) y el Gonobio-Test® (I.A.F. Production. Inc., 


Laval, Quebec, Canada) tambien son modificaciones comer- 
ciales del procedimiento de la prueba rapida de hidratos de car¬ 
bono. El Neisseria-Kv^ik® usa una cubeta que contiene hidra¬ 
tos de carbono deshidratados en pocillos separados. Se inocula 
cada pocillo con una suspension cargada del microorganismo 
preparada en buffer y los resultados se leen despues de 3 a 4 
horas registrando cambios en el color de los indicadores. El 
Gonobio-Test es un metodo de 2 horas que requiere una inocu¬ 
lacion cargada en los microtubos que contienen como sustratos 
los hidratos de carbono. Estos dos sistemas fueron evaluados y 
comparados con los metodos convencionales.^®* 

Pruebas cromogenicas de enzima sustrato 

Los sistemas de identificacion enzimaticos usan sustratos 
bioquimicos especiTicos que, despues de la hidrolisis por enzi- 
mas bacterianas, producen un producto final coloreado que se 
detecta directamente (p. ej., amarillo de nitrofenol o producto 
de nitroanilina) o despues de la adicion de un diazorreactivo 
acoplador de color (reactivo cinamaldehido para la deteccion 
de p-naftilamida). El uso de estos sistemas esta limitado a 
especies capaces de crecer en medios selectivos: N. gonorrho¬ 
eae, N. meningitidis y N. lactamica. Como algunas cepas de N. 
catarrhaiis se desarrollan en medios selectivos, estos sistemas 
tambien proveeran una identificacion presuntiva de este 
microorganismo. Las pruebas de identificacion con sustratos 
cromogenicos no deben usarse para identificar meningococos 
sospechosos que crecen en agar sangre o agar chocolate sin 
antes subcultivarlos en medios selectivos. Las actividades en- 
zimaticas que se detectan en estos sistemas son P-galactosidasa, 
y-glutamil aminopeptidasa y prolil-hidroxiprolil aminopeptida- 
sa (cuadro 11-3). p-galactosidasa y y-glutamil aminopeptidasa 
son especificas para N. lactamica y N. meningitidis, respecti- 
vamente. En ocasiones, las cepas de N. meningitidis carecen de 
actividad y-glutamil aminopeptidasa; en 2002, se encontro una 
cepa meningococica aislada de un portador que carece de esta 
enzima a causa de la presencia de una mutacion de insercion en 
el gen ggt.^ La ausencia de estas actividades y la presencia de 
prolil-hidroxiprolil aminopeptidasa identifican un microorga¬ 
nismo como N. gonorrhoeae. M. catarrhaiis carece de las tres 
actividades enzimaticas. Los sistemas comerciales que usan 
este enfoque son el Gonochek II®, el BactiCard Neisseria® y el 
Neisstrip®. 

GONOCHEK II® 

El Gonochek II (EY Laboratorios, San Mateo, CA) es un 
unico tubo que contiene tres sustratos cromogenicos deshidra¬ 
tados (lamina en color 11-lH). Despues de la rehidratacion con 
gotas de solucion salina buffer-fosfato (pH 7,4), se emulsionan 
en el tubo con un palillo aplicador de madera 5 a 10 colonias 
de diplococos gramnegativos, oxidasa positivos de un cultivo 
puro que se desarrolla en un medio selectivo o de un subculti¬ 
vo disponible. Se tapa el tubo y se incuba a 35 durante 30 
minutos. Las reacciones de color especificas en la suspension 
bacteriana confirman el aislamiento como N. meningitidis 
(hidrolisis de y-glutamil-p-nitroanilida: amarillo) o N. lactami¬ 
ca (hidrolisis de 5-bromo-4-cloro-3-indoiI-p-D-galactopiran6- 
sido; azul). Si la suspension es incolora al final del periodo de 
incubacion. el tapon se separa y su parte superior se inserta en 
el tubo. El tubo se invierte de modo que la suspension bacte¬ 
riana se ponga en contacto con el diazorreactivo acoplador de 
color (sal de o-aminoazotolueno diazonio [Fast Garnet®] pre¬ 
sente en el tapon. La deteccion de P-naftilamina liberada por la 
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Cuadro 11-3 Actividades enzimaticas usadas para la identificacion de especies de Neisseria patogenas 


ESPECIES 

P-GALACTOSIDASAS 

(Y-GLUTAMIL 

AMINOPEPTIDASA 

HIDROXIPROLIL 

AMINOPEPTIDASA 

BUTIRATO 

ESTEARASA 

N. lactamica 

+ 

- 

+ 


N. meningitidis 

- 

+ 

V 

- 

N. gonorrhoeae 

- 

- 

+ 

- 

M. catarrhalis 

- 

- 

- 


+; reaccion positiva; 

reaccion negativa: V: reaccion variable. 





actividad hidroxipropil aminopeptidasa bacteriana (rojo) iden- 
tifica el microorganismo aislado como N. gonorrhoeae. La 
ausencia de un producto de color cuando se completa la prue- 
ba y los pasos de lectura provee una identificacion presuntiva 
de M. catarrhalis. En una gran evaluacion de este sistema, el 
Gonochek II identified el 99% de 176 gonococos, el 97% de 
173 meningococos y el 100% de 48 N. lactamica y 10 M. 
catarrhalis, respectivamente.^^^ Otros investigadores ban eva- 
luado tambien el Gonochek II y lo han encontrado confiable 
para la identificacion de estos microorganismosJ®®^^^ 

BACTICARD NEISSERIA^ 

El BactiCard Neisseria® (Remel Laboratorios, Lenexa KA) 
usa cuatro sustratos cromogenicos que estan impregnados en 
cuatro circulos de pruebas individuales dentro de una tarjeta de 
carton (lamina en color 11-2A). Despues de humectar cada uno 
de los cuatro circulos con una unica gota de liquido de rehidra- 
tacion, se frotan varias colonias de los microorganismos toma- 
das de medios selectivos (o de un subcultivo de medios selec- 
tivos) en cada una de las cuatro areas de la prueba. Luego de 2 
minutos de incubacion sobre la mesada, se inspecciona el cir- 
culo del sustrato de indoxil butirato estearasa (IB; 5-bromo-4- 
cloro-3-indolil butirato) para observar la aparicion de un color 
azul a azul verdoso. Si la prueba es positiva, el microorganis¬ 
mo puede ser identificado como M. catarrhalis y no es necesa- 
ria otra prueba. Si la prueba IB es negativa, la tarjeta se incuba 
en la mesada durante unos 13 minutos mas (tiempo total de la 
prueba, 15 minutos). Pasado ese tiempo, se inspecciona el cir- 
culo del sustrato de p-galactosidasa (BGAL; 5-bromo-4-cloro- 
3-indolil-P-i)-galactopiran6sido) para observar la presencia de 
color azul verdoso. Si la prueba es positiva, el microorganismo 
puede identificarse como N. lactamica y no se necesitan prue¬ 
bas adicionales. Si la prueba BGAL es negativa, se coloca una 
sola gota del reactivo que desarrolla color sobre los circulos de 
las pruebas del prolilaminopeptidasa (PRO; L-prolina-p-nafti- 
lamida) y de y-glutamil aminopeptidasa (GLUT; y-glutamil-p- 
naftilamida). Estas dos pruebas son rojas cuando son positivas 
si aparece un color rosa o rojo definido dentro de los 30 segun- 
dos del agregado del reactivo. Una reaccion PRO positiva iden- 
tifica al microorganismo aislado como N. gonorrhoeae. mien- 
tras que una reaccion GLUT positiva la identifica como N. 
meningitidis. La reaccion PRO tambien puede ser positiva para 
algunas cepas de N. meningitidis. En la University of Illinois, 
la prueba BactiCard Neisseria se compare con los procedi- 
mientos de identificacion convencionales para 558 aislamien- 
tos. BactiCard Neisseria identified el 100% de 254 N. gonorr¬ 
hoeae. el 100% de 125 N. meningitidis, el 98,2% de 54 N. lac¬ 


tamica y el 98,4% de 125 cepas de M. catarrhalis. - Un tercer 
producto, Neisstrip® (Lab M Ltd., Bury, Reino Unidoi es muy 
similar a BactiCard Neisseria, pero no tiene el reactivo indoxil 
butirato para identificar M. catarrhalis. Deader y cols, infor- 
maron que el Neisstrip identified 93 de 95 cepas gonocdcicas y 
2 de 400 cepas no gonocdcicas fueron mal identificadas con 
esta tira.^"^® 


Metodos inmunologicos para la confirmacion del cultivo 
de N. gonorrhoeae 

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA CON ANTICUERPOS 
MONOCLONALES 

Por lo general, el procedimiento de confirmacion de cultivos 
con inmunofluorescencia directa (IFD) usa anticuerpos mono- 
clonales que reconocen epitopos en la protema de la membra- 
na externa PorA (la antigua protema I), la principal protema de 
la membrana externa de N. gonorrhoeae. La prueba de IFD 
(Neisseria gonorrhoeae Culture Confiramation Test®; Wam- 
pole Laboratorios, Cranberry, NJ) se realiza mediante la prepa- 
racidn de una tenue suspensidn de microorganismos en 5 pL de 
agua en un portaobjetos para IFD; se permite secar la suspen¬ 
sidn, se fija la muestra al calor, se cubre el frotis con el reacti¬ 
vo para IFD y se incuba durante 15 minutos. El frotis se lava, 
se seca al aire, se cubre con un cubreobjetos y se observa con 
un microscopio de fluorescencia. Los gonococos aparecen 
como diplococos fluorescentes color verde manzana (lamina en 
color 11-2B). 

Cuando esta prueba fue comercializada por Syva en 1986, se 
informaron sensibilidades y especificidades del 
En 1989, Walton informd el aislamiento de dos cepas de N. 
gonorrhoeae p-lactamasa positivas, IFD negativas de dos pare- 
jas sexuales.^^^ Boehm y cols, comunicaron el 100% de sensi- 
bilidad y de especificidad para la prueba. pero mencionaron 
que se habia aislado una cepa p-lactamasa positiva, IFD nega¬ 
tiva luego de completar sus estudios.^^ En 1993, Janda y cols, 
hallaron que la prueba IFD identificaba en forma correcta el 
95,4% de 151 cepas p-lactamasa negativas. pero sdlo el 74,4% 
de 43 cepas p-lactamasa positivas.^^^ En otro estudio de 1993, 
Beebe y su equipo de trabajo encontraron que 18 (4,6%) de 395 
cepas de gonococos aisladas durante 1991 y 1992 eran IFD 
negativas; 6 de 18 cepas eran p-lactamasa positivas.^^ Los datos 
de serotipificacion y electroforesis en gel de campo pulsado 
indican que las variedades productoras y no productoras de p- 
lactamasa que eran negativas con el reactivo para IFD pertene- 
cen a diversas serovariedades.^^ El '‘coctel” de anticuer¬ 

pos monoclonal es anti-Por comiin usados en el producto Syva 
original es fabricado por Trinity Biotech (Wicklow, Irlanda) y 
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no ha sido cambiado desde que el producto fue vendido a 
Wampole Laboratories. A la luz de los estudios citados con 
anterioridad, los anuncios del 99,6% de sensibilidad y de 100% 
de especificidad ya no eran validos. Por ese motive, los aisla- 
mientos que fracasan en la tincion con el reactive de IFD deben 
ser identificados por otros metodos. Esta advertencia limita las 
ventajas reales del procedimiento de IFD, que incluyen su rapi- 
dez, la capacidad para probar colonias directamente de cultivos 
primarios y el escaso crecimiento requerido para realizar la 
prueba. La prueba de IFD no esta destinada a la deteccion e 
identificacion directa de los microorganismos en frotis de 
muestras de pacientes. 

PRUEBAS DE COAGLUTINACION 

Las pruebas de coaglutinacion hacen uso de la capacidad de 
la protema A en las cel ulas de Staphylococcus aureus para 
unirse a moleculas de IgG por su region Fc. La union del anti- 
cuerpo antigonococico a las celulas muertas de S. aureus y la 
mezcla posterior con una suspension de gonococos causa una 
aglutinacion visible de la suspension. En la actualidad se ven- 
den dos pruebas de coaglutinacion para la identificacion de N. 
gonorrhoeae, el Phadebact Monoclonal GC® y la prueba Go- 
noGen I®. El Phadebact Monoclonal GC® (Boule Diagnostics 
AB. Huddinge, Suecia) usa anticuerpos monoclonales para Por 
gonococica (protema I). A diferencia de la prueba GC OMNI® 
comercializada antes por Boule Diagnostics, la prueba mono¬ 
clonal GC contiene un reactivo que reacciona con el serogrupo 
WI de las cepas de N. gonorrhoeae y un segundo reactivo que 
reacciona con las cepas del serogrupo WIIAVIII. Como no esta 
incluido un reactivo de control negative, los aislamientos gono- 
cocicos reaccionaran con el reactivo WI o con el reactivo 
WIIAVIII, segun la composicion del antigeno Por del aisla- 
miento individual. La falta de aglutinacion en cualquiera de los 
reactivos constituye una prueba negativa. Para realizar la prue¬ 
ba, se prepara una suspension (0,5 del estandar de McFarland) 
en un buffer salino (pH 7,2 a 7,4) y se hierve durante 5 minu¬ 
tes. Despues que se enfria, la suspension se mezcla con reacti¬ 
vos control y prueba sobre un portaobjetos con la tarjeta de car¬ 
ton. La aglutinacion dentro de un minuto es un resultado posi¬ 
tive de la prueba. Se incorpora un colorante azul en los reacti¬ 
vos para ayudar a visualizar la aglutinacion contra el fondo 
bianco de la tarjeta. Es necesario prestar atencion a los detalles 
del procedimiento para evitar resultados falsos negatives y fal- 
sos positives. Las evaluaciones de la prueba GC (i)MNI dispo- 
nible con anterioridad informaron una sensibilidad del 98- 
100% y una especificidad del 99-100%.'^®'^^^’^^^ Las suspensio- 
nes de microorganismos mas concentradas que la densidad 
McFarland especificada pueden dar resultados falsos posili- 
vos. Ademas, se ha informado que el uso de solucion salina 
con pH menor o mayor de 7,4 produce resultados falsos posi¬ 
tives con algunas cepas de N. lactamica, N. cine re a y M. ca^ 
tarrhalis}^^'^^^ 

La prueba GonoGen I (New Horizons Diagnostics, Colum¬ 
bia MD) tambien usa celulas estafilococicas recubiertas con 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la protema de la 
membrana externa Por de varias serovariedades gonococicas."^ 
Se realiza usando una suspension hervida (McFarland 3) del 
microorganismo. Los resultados por lo general son bien defini- 
dos y aparecen dentro de los 15 a 30 segundos de la mezcla de 
los reactivos de la prueba y la suspension. El equipo contiene 
reactivos de coaglutinacion de control y de prueba, ademas de 
suspensiones de control positivas y negativas para la prueba 
gonococica. Las evaluaciones de esta prueba han informado 


una sensibilidad del 86-100% y una especificidad del 99- 
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PRUEBA GONOGEN 11® 

El GonoGen II® (New Horizons Diagnostics, Columbia 
MD) usa anticuerpos monoclonales anti-Por conjugados con 
oro coloidal como reactivo de deteccion. Se prepara una sus¬ 
pension (McFarland 1) en 0,5 mL de una solucion de microor¬ 
ganismos lisados y se agrega una gota del reactivo anticuerpo. 
Despues de 5 minutos, se pasan dos gotas de la suspension a 
traves de una membrana filtrante que retiene los complejos 
antigeno-anticuerpo. La retencion y la concentracion del com- 
plejo en el filtro vuelven el filtro de color rojo, identificador del 
microorganismo como N. gonorrhoeae. En los aislamientos no 
gonococicos el filtro permanece bianco o rosa palido. Janda y 
cols, observaron que el GonoGen II identificaba el 91,8% de 
194 cepas de N. gonorrhoeae', cinco fueron negativas y 11 pro- 
dujeron reacciones de color dudosas en la membrana. Ademas, 
una variedad menigococica y dos cepas de N. lactamica pro- 
dujeron en forma repetida resultados falsos positives. 
Kellogg y Orwing hallaron que el GonoGen II identificaba 
99,6% de 248 cepas gonococicas, pero 7 de 22 cepas de N. 
meningitidis producian resultados falsos positives. Estos inves- 
tigadores sugirieron que los resultados positives de la prueba 
GonoGen II necesitan la confirmacion con otro metodo.^*^^ 

Sistemas de identificacion multipruebas 

Se comercializan cuatro sistemas de equipos que pueden 
usarse no solo para identificar especies de Neisseria sino tam¬ 
bien para otros gramnegativos con requerimientos nutriciona- 
les especiales. Estos son: el sistema rapID NH® (Neisseria- 
Haemophilus) (Remel Laboratories: lamina en color 11-2C), la 
tarjeta Vitek NHI® (Neisseria-Hemphilus Identification) 
(bioMerieux, Inc., Hazelwood MO), el panel de identificacion 
Haemophilus-Neisseria (HNID®) (Dade/American Microscan, 
Sacramento CA; lamina en color 11-2D) y el sistema API NH® 
(bioMerieux, Inc,, La Balme-les-Grottes, Francia)."^^ 

Vease la lamina en color 11-2E y F. Todos estos sistemas usan 
pruebas convencionales modificadas (p. ej., produccion de 
acido a partir de hidratos de carbono, ureasa, indol, ornitina 
descarboxilasa) y sustratos cromogenicas para proporcionar 
identificaciones de 2 o de 4 horas de Neisseria, Haemophilus y 
otras bacterias gramnegativas con requerimientos nutricionales 
especiales encontradas en muestras clinicas. La tarjeta NHI de 
bioMerieux, brinda por lo general excelentes resultados para 
las especies de Neisseria patogenas y tambien identifica N. 
cinerea.^^^ Sin embargo, las cepas de M. catarrhaiis no pueden 
diferenciarse de otras especies de Moraxeiia con las pruebas 
actuales de la tarjeta. El panel MicroScan HNID no incluye N. 
cinerea en su base de datos y estos microorganismos se identi- 
fican mal como N. gonorrhoeae o M. catarrhaiis cuando se 
probaron con este sistema.Ademas, algunas cepas de N. 
meningitidis no producen reacciones defmidas con pruebas cla¬ 
ves de identificacion en el panel (produccion de acido de mal- 
tosa o actividad de y-glutamil aminopeptidasa), lo que da lugar 
a identificaciones erroneas. El RapID NH contiene pruebas (p. 
ej., reduccion de nitrito y un sustrato de estearasa) que se pre¬ 
sume permitiran la identificacion confiable tanto de N. cinerea 
como de M. catarrhaiis. Una sola evaluacion de este sistema 
indico que RapID NH fue confiable para la identificacion de 
las especies de Neisseria, pero que algunas reacciones fueron 
dificiles de interpretar.^*^^ En el estudio de Barbe y cols., el sis- 
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lema API NH identifico gonococos, meningococos, N. lacta- 
mica y M. catarrhalis dentro de las 2 horas, mientras que otras 
especies de Neisseria requenan pruebas adicionales para la 
identificacion correcla de las especies.**^ 

Pruebas de sondas de DNA para la confirmacion del cultivo 
de N. gonorrhoeae 

La prueba de confirmacion de cultivos de N. gonorrhoeae 
Accuprobe® (GenProbe®) identifica N. gonorrhoeae por la 
deteccion de secuencias rRNA especificas de especie. En la 
prueba, se lisan los niicroorganismos que crecieron en un 
medio con agar y se mezclan con una sonda de DNA monoca- 
tenario marcada con quimioluminiscencia complementaria al 
rRNA gonococico. Despues que sucede la hibridacion, el com- 
plejo sondas DNA/rRNA bicatenario se selecciona por un pro- 
ceso quimico, y la presencia de la sonda en el material bicate¬ 
nario se detecta por el agregado de reactivos de deteccion que 
hidrolizan la marca quimioluminiscente en la sonda, con lo que 
se libera energia lumfnica. Esta energia se detecta en un instru- 
mento llamado quimioluminomelro y el resultado se informa 
como negativo o positive. En una evaluacion llevada a cabo en 
la University of Illinois que examino los procedimientos de 
coaglutinacion con anticuerpos monoclonales, la inmunofluo- 
rescencia directa y el AccuProbe® para la identificacion de N. 
gonorrhoeae, la ultima prueba fue el unico procedimiento que 
luvo el 100% de exactitud en la identificacion N. gonorrhoe¬ 
ae Otros investigadores ban informado resultados similares 
para la prueba AccuProbe.^®^^-^* Esta prueba puede ser muy util 
para determinar cepas que no se identifican con facilidad por 
otros procedimientos confirmatorios. 

Pruebas de amplificacion e hibridacion de acidos nucleicos 
para N. gonorrhoeae 

La tecnica de hibridacion con sondas tambien se usa en las 
pruebas de deteccion de N. gonorrhoeae en muestras urogeni- 
tales. El sistema PACE 2 (del ingles, ensayo quimioluminis¬ 
cente con sonda mejorado) (GenProbe®, San Diego, CA) es una 
sonda quimioluminiscente no isotopica de DNA que hibrida en 
forma especiTica con rRNA gonococico multicopia. Las mues¬ 
tras se recolectan como para cultivo y se colocan en una solu- 
cion lisanie de transporte. Una porcion de la muestra se mezcla 
con la sonda unida mediante union ester a la acridina. Despues 
de la incubacion, el acido nucleico hibridado se separa del 
material no hibridado. El complejo rRNA-sonda marcada con 
ester de acridina se procesa en un quimioluminometro semiau- 
lomatizado con el agregado de una solucion alcalina de peroxi- 
do de hidrogeno. Esta hidroliza el enlace ester de la sonda mar¬ 
cada y libera luz, que se detecta en el quimioluminometro y se 
informa como unidades relativas de luz (RLU). La canlidad 
de luz liberada es directamente proporcional a la cantidad de 
rRNA gonococico presente en la muestra. El ensayo requiere 
casi 2 horas para su realizacion. 

La evaluacion del sistema PACE 2 de hibridacion de acidos 
nucleicos indican que esta sonda puede ser mas sensible que el 
cultivo, debido a las caracteristicas de los microorganismos con 
requerimientos nulricionales especiales.*^^’^*®-^^"*’^^^ Este proble- 
ma es mas critico para los laboratorios que reciben cultivos de 
gonococos de lugares distantes, como centros municipales de en- 
fennedades de transmision sexual. En todos los estudios, los 
ensayos de comparacion con sonda (probe competition) se usa- 
ron para confirmar si las muestras con cultivo negativo/sonda 
positiva se debian a cultivos falsos negatives o a resultados fal- 


sos positives de la sonda. Chapin-Robinson y cols, compararon 
el PACE 2 con el cultivo en 795 muestras endocervicales y 
encontraron que la sensibilidad y la especificidad determinadas 
eran del 100% y del 99,5%, respectivamente.’^^ Un estudio 
similar fue llevado a cabo por Hale y cols, en 271 muestras 
endocervicales y 165 muestras ureirales masculinas.^"" Veinte 
de las 27 muestras con sonda positiva/cultivo negativo se defi- 
nieron como cultivos falsos negatives mediante la comparacion 
con la sonda; la sensibilidad y la especificidad determinadas de 
PACE 2 fueron 99,4% y 99,6%, respectivamente. Por ultimo, 
un gran estudio del sistema de deteccion PACE 2. que tuvo 
lugar en los Paises Bajos en I 750 muestras. informo una sen¬ 
sibilidad del 97,1% y una evSpecificidad del 99,1%"“’ En gene¬ 
ral, la sensibilidad del sistema PACE 2 ha aumentado desde 
85,5% hasta 100% para muestras endocervicales femeninas y 
desde 91,5% hasta 100% para muestras uretrales masculinas.’**" 
La especificidad correspondiente ha cambiado del 93.5% hasta 
el 99,7% para muestras endocervicales y del 82.2% hasta el 
99,9% para muestras uretrales masculinas.'’^* Otros estudios 
han informado datos de sensibilidad y especificidad similares 
para el sistema PACE Hanks y cols, evaluaron el sis¬ 

tema PACE 2 como prueba de curacion y encontraron que fue 
confiable para esta aplicacion tan pronto como 6 dias despues 
del tratamiento.^®^ Koumans y cols, revisaron varias evaluacio- 
nes publicadas del sistema PACE 2 y observaron que la sensibi¬ 
lidad global es del 92,1% y del 96,4% para muestras endocervi¬ 
cales y uretrales, respectivamente.^^* Algunos investigadores 
recomendaron que todas las muestras con resultados positivos 
con la sonda o las muestras que den valores de RLU dentro de 
cierto rango se confirmen con un ensayo de comparacion con 
sonda.^^^ Para muestras positivas, la reduccion del 70% o mas 
de la senal RLU en el tubo de reaccion PCA comparada con la 
senal generada en el tubo estandar con la sonda marcada sola 
constituye un positivo confirmado. 

El sistema PACE 2 se ha evaluado para la deteccion de N. 
gonorrhoeae en muestras farmgeas y rectales. Lewis y cols, 
hallaron que la exactitud total del sistema PACE 2 por evalua¬ 
cion de estas muestras era del 99,4%, con una sensibilidad del 
87,5% y una especificidad del 99,7%.^*^ Segun Young y cols., 
la sensibilidad de PACE 2 para la deteccion de infecciones 
gonococicas farmgeas y rectales fueron del 86,4% y del 94,1% 
y la especificidad del 100%.^^^ La sensibilidad global del siste¬ 
ma PACE 2 para la deteccion de infecciones gonococicas oro- 
faringeas y rectales fue del 77,4% y del 96,4%, respectivamen¬ 
te. En la actualidad, el sistema PACE 2 no esta aprobado por la 
FDA para el diagnostico de infecciones gonococicas extrageni- 
tales. 

Ademas de la deteccion directa con sondas, ahora se cuenta 
con varios ensayos basados en la amplificacion de acidos 
nucleicos para la deteccion directa de N. gonorrhoeae en mues¬ 
tras clinicas. Por lo general, las pruebas disponibles usan varios 
tipos de procedimientos de amplificacion. incluidos PCR 
(AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae PCR y el COB AS 
AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae PCR. Roche Diagnostics 
Systems, Branchburg. NJ), amplificacion de desplazamiento de 
hebra (SDA) (BD ProbeTecET®, BD Biosciencies) y amplifica¬ 
cion mediada por la transcripcion (APTIMA COMBO 2®, Gen¬ 
Probe, San Diego). Estos metodos ampliflcan de algiin modo las 
dianas y son detectados por quimioluminiscencia. La reaccion 
en cadena de la ligasa (LCR), otro metodo de amplificacion de 
dianas, se uso en los ensayos LCx para N. gonorrhoeae y C. tra¬ 
chomatis?^^ A pesar de los buenos resultados obtenidos en los 
laboratorios clinicos, este sistema fue retirado del mercado des¬ 
pues de que varios lotes de reactivos no lograron satisfacer las 
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expectativas analiticas anticipadas por los fabricantes.^'^^ Otro 
metodo, la prueba de captura Digene® (Digene, Silver Spring, 
MD), es un ensayo basado en una sonda quiniioluminiscente 
que usa hibridacion y captura del hibrido, seguida de la ampli- 
ficacion de la senal.^*^ Estas pruebas estan aprobadas para la 
evaluacion de muestras de hisopados genitales y muestras de 
orina, tanto en hombres como en mujeres. 

El ensayo AMPLICOR Neisseria gonorrhoeae PCR y los 
sistemas automatizados COBAS AMPLICOR utilizan la 
amplificacion basada en la PCR convencional. El ensayo origi¬ 
nal no automatizado usa el termociclador PerkinElmer 9600 
con la deteccion ulterior por enzimoinmunoanalisis que utiliza 
placas de micropocillos recubiertas con un oligonucleotido pa¬ 
ra capturar los productos del amplicon biotinilados. El COBAS 
AMPLICOR es un sistema automatizado en el cual el DNA 
diana se amplifica por una reaccion de PCR convencional que 
usa termocicladores construidos dentro del instrumento. Para 
ambos ensayos AMPLICOR, la secuencia diana de amplifica¬ 
cion en N. gonorrhoeae es un fragmento de 201 pares de bases 
del gen citosina DNA meliltransferasa. Los productos de 
amplificacion biotinilados son captados por particulas magne- 
licas recubiertas con sondas de oligonucleotidos con secuen- 
cias especiTicas de amplicon y se detectan colorimeiricamente 
con peroxidasa de rabano conjugado con avidina.^^^ 

Varios estudios ban analizado el desempeno del ensayo 
AMPLICOR para gonorrea. Crotchfeldt y cols, evaluaron el 
ensayo de micropocillos AMPLICOR de Roche con 344 mues¬ 
tras de hisopado uretral y orina de varones y 192 muestras de 
hisopado endocervical y de orina de mujeres. La sensibilidad 
del ensayo fue del 94,4% para muestras de orina y del 97,3% 
para muestras de hisopado uretral masculino. La sensibilidad 
del ensayo para las muestras de orina y de hisopado endocervi¬ 
cal de mujeres fue del 90% y del 100%, respectivamente. La 
especificidad del ensayo se extendio del 95,9% hasta el 98,5% 
para muestras de orina y del 97,0% hasta el 99.4% para mues¬ 
tras de hisopados.Paladino y cols, evaluaron el ensayo de 
PCR con muestras de orina de 73 varones y encontraron que el 
ensayo tuvo 100% de sensibilidad y de especificidad en com- 
paracion con el cultivo.^^® En una gran evaluacion multicenlri- 
ca del ensayo de micropocillos AMPLICOR semiautomatizado 
y del ensayo COBAS AMPLICOR automatizado se analizaron 
2 192 muestras pareadas de hisopado endocervical y de orina 
de mujeres y muestras pareadas de orina y de hisopados ure- 
trales de 1 981 varones."^*^ El ensayo de micropocillos AMPLI¬ 
COR y el COBAS AMPLICOR produjeron resultados concor- 
dantes en el 98% de las muestras y exhibieron sensibilidades 
identicas del 99,5% y del 99,8% para hisopado endocervical y 
muestras de orina de mujeres, respectivamente, y del 98.9% y 
el 99,9% para hisopados uretrales y muestras de orina de hom¬ 
bres, respectivamente. Livengood y Wrenn observaron, en un 
estudio de 618 muestras de hisopado endocervical, que el sis¬ 
tema COBAS AMPLICOR tenia una sensibilidad y especifici¬ 
dad analiticas del 96,3% y el 100%, respectivamente.En un 
estudio que analizo la especificidad del ensayo de micropocillos 
AMPLICOR, Parrel encontro que 6 de 15 cepas de N. subflava 
producian resultados positivos, incluida una que fue aislada de 
una muestra vaginal.^^® Otros estudios, asi como el fabricante, 
tambien han reconocido que las neisserias saprofitas (p. ej., A. 
cinerea, N. subflava, N. sicca y N. flavescens) pueden producir 
resultados de reaccion cruzada en el ensayo de micropocillos 
AMPLICOR Neisseria gonorrhoeae 

El sistema BD ProbeTec ET® usa amplificacion de desplaza- 
miento de hebra mas que PCR por amplificacion. de modo que 
toda la prueba se realiza en forma isotermica sin necesidad de 


un termociclador.El sistema tiene una operatividad mayor 
que otros metodos de amplificacion, con una capacidad de 
realizar 300 ensayos en un turno de 8 horas. Tambien tiene 
opciones para la realizacion y la interpretacion de la prueba con 
control de amplificacion o no, y usa reactivos que pueden 
almacenarse a temperatura ambiente. En este ensayo, la diana 
de amplificacion esta en el homologo de la protema de inver¬ 
sion del cromosomico de la pilina, que esta presente en copias 
multiples en la celula gonococica.^^^ Van der Pol y cols, eva¬ 
luaron el sistema ProbeTec ET con muestras de hisopado y de 
orina de hombres y mujeres.Para las muestras de mujeres, la 
sensibilidad del sistema fue del 96,6% y el 84,9%, respectiva¬ 
mente. Para las muestras de hombres, la sensibilidad fue del 
98,5% y el 97,9%, respectivamente. La especificidad aumento 
desde el 94,4% hasta el 100% para las muestras de orina y del 
94,8% hasta el 99,6% para las muestras de hisopado. En otra 
evaluacion del ProbeTec ET con 733 muestras de hisopado 
endocervical de prostilutas en Belgica, el procedimiento SDA 
se realizo con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 
100% comparadas con el cultivo.^®^ En un estudio de 3 544 
muestras de orina en las que se hicieron pruebas para N. 
gonorrhoeae, Akduman y cols, encontraron que la sensibilidad 
y la especificidad del ProbeTec ET fueron del 99,2% y el 
99,3%, respectivamente, en una poblacion con una prevalencia 
del 3,6% por cultivo.*^ Otra evaluacion realizada en Canada 
con muestras de orina de 825 hombres y 399 mujeres comparo 
ProbeTec ET con COBAS AMPLICOR PCR y hallo que el 
procedimiento SDA fue 100% sensible y 99,7%, especiTico.*"*^ 
Como los ensayos AMPLICOR para N. gonorrhoeae, el BD 
ProbeTec ET tambien puede producir reacciones falsas posit- 
vas con varias especies de Neisseria no gonococicas.**^^ 

El APTIMA Combo 2 es un ensayo mas nuevo que usa la 
amplificacion mediada con transcripcion para la deteccion de 
gonococos y clamidias en muestras de hisopado y de orina. 
Gaydos y cols, lo evaluaron con ambas muestras, hisopado 
endocervical y orina, somelidas a la deteccion de N. gonorrho¬ 
eae La sensibilidad y la especificidad del sistema APTIMA 
fueron del 99,2% y del 98,7%, respectivamente, para muestras 
de hisopado endocervical, y del 91,3% y el 99,3%, para la pri- 
mera muestra de orina. Este ensayo se esta sometiendo a otras 
evaluaciones, incluido el uso de hisopados vaginales para la 
deteccion de microorganismos autorrecolectados o recolecta- 
dos por el medico. Las pruebas APTIMA tambien parecen 
menos sensibles a los inhibidores de la amplificacion, que a 
menudo se encuentran en las muestras de orina, que otros ensa¬ 
yos de amplificacion.^'*’® 

El ensayo de captura del hibrido Digene®, como ya se men- 
ciono, usa amplificacion de senal en lugar de amplificacion de 
la diana para aumentar su sensibilidad de deteccion. En este 
ensayo, el DNA diana se hibrida a las sondas RNA especiTicas 
de secuencia, provistas con el ensayo. Los productos hibridos 
se transfieren a los pocillos de una cubeta de microtitulacion, 
donde se inmovilizan por los anticuerpos en un pocillo micro- 
titulador. Luego, se agrega a cada micropocillo un reactivo de 
deteccion, que consiste en un anticuerpo conjugado especifico 
para hibridos RNA/DNA. Las enzimas multiples se conjugan 
con cada una de estas moleculas de anticuerpo y muchas mole- 
culas de anticuerpo se unen a cada hibrido RNA/DNA, lo que 
deriva en una amplificacion de la serial marcada ademas de la 
del sustrato enzimatico quimioluminiscente. En un estudio rea- 
lizado con muestras de hisopado endocervical de 1 370 muje¬ 
res, el ensayo Digene demostro una sensibilidad del 92,6% y 
una especificidad del 98,5% comparado con el cultivo.^^‘^ En un 
analisis de 669 muestras endocervicales, la prueba Digene tuvo 
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un 92.2% de sensibilidad y mas del 99% de especificidad para 
la deteccion de N. gonorrhoeae cuando se compare con el cul¬ 
tivo.Van der Pol y cols, encontraron que el ensayo Digene se 
realizaba con una sensibilidad del 100% y una especificidad 
del 99% para la deteccion de N. gonorrhoeae en muestras de 
hisopado endocervical.^^^ 

Ademas de las pruebas comerciales de amplificacion mole¬ 
cular para N. gonorrhoeae, se ban creado los ensayos de PCR 
en “tiempo real" que usan la plataforma de LightCycler®. En 
un estudio de 152 muestras de orina, se compare la prueba 
LightCycler con una prueba PCR casera para N, gonorrhoe- 
ae.'^' El metodo del LightCycler tuvo una sensibilidad del 94% 
y su especialidad fue comparable con la de las pruebas de auto- 
aplicacion. Li y cols, tambien inventaron una prueba 
LightCycler que detecto tanto el microorganismo como las mu- 
taciones en el gen gyrA responsables de la resistencia a las qui- 
nolonas.^^ 

El uso de metodos basados en acidos nucleicos para la detec¬ 
cion de N. gonorrhoeae en muestras clmicas tiene ventajas y 
desventajas. Las ventajas son la capacidad de evaluar muestras 
de facil recoleccion (orina), la velocidad del procedimiento, 
cada vez mas rapido, y el aumento demostrado en la sensibili¬ 
dad de estos metodos comparados con los cultivos. Las des¬ 
ventajas son el costo de las pruebas (equipamiento e insumos), 
la necesidad de un lugar especial dedicado al procesamiento de 
la muestra y a la realizacion de la prueba, y los cambios en las 
rutinas de trabajo del laboratorio para impedir la contamina- 
cion con amplicon del instrumental y del medioambiente. Un 
lado oscuro del uso generalizado de estos ensayos basados en 
el no cultivo es el desaprovechamiento de los aislamientos 
gonococicos para la vigilancia de la resistencia emergente a los 
antibioticos. A pesar de la alta especificidad de estas pruebas, 
su desempeho en poblaciones con baja prevalencia requiere 
otro estudio; algunos especialistas han recomendado pruebas 
confirmatorias con metodos moleculares mas especificos (p. 
ej., 16S rRNA PCR) para los resultados positivos de las prue¬ 
bas amplificadas obtenidos en poblaciones con baja prevalen¬ 
cia de gonorrea.^^^ Todavia se requiere el cultivo para el diag- 
nostico de infecciones gonococicas extragenitales y para el 
registro y la documentacion de infecciones gonococicas geni- 
tales, rectales u orofarmgeas en los nihos. 

Metodos moleculares para la deteccion de N. meningitidis 

Tambien se describieron metodos moleculares para la detec¬ 
cion directa de N. meningitidis en muestras clmicas, pero nin- 
guno se comercializa. Lansac y cols, describieron pruebas 
identificacion con PCR especiTicas de especie y de genero 
usando pares de cebadores derivados del gen aspartato p-se- 
mialdheido (asd) de especies de Neisseria y del gen de una pro- 
tema de la membrana externa conservada {ctrA) de N. meningi¬ 
tidis, respectivamente.^^^ El primer ensayo fue 100% especifico 
para la identificacion de 321 de 322 cepas que representaban 13 
especies de Neisseria, mientras que el segundo ensayo amplifi¬ 
ed el DNA de 256 aislamientos de V. meningitidis pertenecien- 
tes a nueve serogrupos diferentes. Tambien se describieron 
varios ensayos de PCR para la deteccion directa de meningo- 
cocos en muestras clmicas. Durante una epidemia de enferme- 
dad causada por el serogrupo B que comenzd en Chile en 1987, 
Saunders y su equipo de investigacidn desarrollaron un ensayo 
de PCR anidada que amplified el gen porA que codifica la pro- 
teina especiTica de subserotipo.*’^^ El uso de este ensayo en 
muestras de LCR durante la epidemia tuvo una sensibilidad de 
prueba del 96,7% y una especificidad del 100%.'*’’ Tambien se 


describieron metodos de PCR que amplifican los genes de los 
polisacaridos capsulares multiples (ensayo PCR ctrA) o que 
amplifican los genes especificos de serogrupo (ensayo PCR 
Taha describid un ensayo de PCR realizado di- 
rectamente sobre LCR para la deteccidn meningocdcica y el 
seroagrupamiento simultaneos. El ensayo de deteccidn ampli¬ 
fied un gen conservado involucrado en la regulacidn de la adhe- 
rencia meningocdcica a las celulas diana (crgA), mientras se 
realizaba un ensayo de PCR multiple simultaneo con oligonu- 
cledtidos en los genes siaD para la deteccidn de los serogrupos 
B, C, Y y W135 y en el casete del gen orf-2 requerido para la 
deteccidn del serogrupo A por biosintesis del serogrupo capsu¬ 
lar A.^^^ Orvelid y cols, describieron un metodo basado en PCR 
para la deteccidn de meningococos del serogrupo A en LCR."^^^ 
Este ensayo usd cebadores y sondas especificos para el gen 
casete que codifica la (a 1 -6) V-acetil-D-manosamina que corn- 
pone el polisacarido capsular del serogrupo A. Tambien se han 
desarrollado ensayos LightCycler basados en PCR que pueden 
detectar, identificar y realizar la subserotipificacidn del gen 
porA de N. meningitidis directamente de muestras clmicas.^ 


Caracteristicas del cultivo de especies de Neisseria 

Las secciones siguientes presentan aspectos utiles para la 
caracterizacidn e identificacidn en el laboratorio de los cocos 
gramnegativos. Se resehan las sugerencias para la realizacidn 
de pruebas confirmatorias y diferenciales descritas en detalle 
en la seccidn anterior y los procedimientos de pruebas adicio- 
nales. En el cuadro 11 -4 se muestran las caracteristicas para la 
identificacidn de especies de Neissera y M. catarrhalis. 

Neisseria gonorrhoeae 

Aunque los sistemas de identificacidn tratados en la seccidn 
anterior de este capitulo y las caracteristicas bioquimicas del 
cuadro 11-4 son confiables para la identificacidn habitual de N. 
gonorrhoeae en el laboratorio clinico, otras tecnicas han con- 
tribuido mucho al conocimiento de la biologia y la epidemio- 
logia de los gonococos. Tecnicas como la auxotipificacidn y la 
serotipificacidn han sido utiles para determinar la virulencia 
potencial, la invasividad, la sensibilidad a los antibidticos y la 
constitucidn genetica de diferentes cepas de gonococos. Las 
cepas de gonococos con requerimientos nutricionales especifi¬ 
cos por ciertos factores del crecimiento se conocen como auxo- 
tipos.'^"^ Aun cuando en estudios de auxotipificacidn se pueden 
determinar hasta 15 factores del crecimiento diferentes (como 
requerimientos por valina, leucina, lisina. arginina. prolina, 
hipoxantina, citrulina u otros), las cepas que requieren la triada 
de arginina, hipoxantina y uracilo (cepas AHU) han sido las 
mas estudiadas. Estas cepas son de particular interes porque, 
por lo general, se aislan en pacientes con infeccidn gonocdcica 
diseminada y son muy sensibles a la penicilina.^^^'^^^ Las cepas 
AHU halladas en infecciones sistemicas a menudo son resis- 
tentes a la accidn bactericida normal del suero humano, lo que 
puede explicar en parte su capacidad para entrar en el torrente 
circulatorio.'^^^ Las cepas AHU tambien estan asociadas con 
infecciones uretrales asintomaticas en los varones; en un estu¬ 
dio, 96% de los varones asintomaticos estaban infectados con 
este auxotipo.’^^ Las capas que requieren AHU crecen como 
colonias atipicas en agar; algunas pueden requerir 72 horas mas 
de incubacidn antes de que se observe un crecimiento visi- 
ble."^^^ Ademas de las cepas AHU, los auxotrofos que requieren 
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Cuadro 11-4 Caractensticas para la identificacion de especies de Neisseria, Moraxella catarrhalis y la “falsa Neisseria^'* 





CRECIMIENTO EN 


producciOn de gas de 

ESPECIES 

OXIDASA 

CATALASA 

Medio 
selective, 35 

Agar chocolate, 

«C 22"C 

Agar 

nutritive, 35 ”C 

Glucosa 

Maltosa 

Fructosa 

N. gonorrhoeae 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

N. meningitidis 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

N. lactamica 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

N. cinerea 

+ 

+ 


- 

- 

- 

- 

- 

N. polysaccharea 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

N. sicca 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

N. siihflava 









bv. subflava 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

bv. flava 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

bv. perflava 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 


N. mucosa 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

N. flavescens 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

**N. kochii" 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

N. elongata 









subesp. elongata 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

subesp. glycolytica 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 


- 

- 

subesp. nitroreducens 

+ 

- 


+ 

+ 

-/•f* 

- 

- 

N. weaveri 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

N. canis 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

- 

N. denitrificans 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

+ 

- 

+ 

N. macacae 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

+ 

+ 

+ 

N. caviae 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

- 

N. ovis 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

- 

N. cuniculi 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

- 

N. iguanae 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

V 

- 

ND 

Moraxella catarrhalis 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ , reaccion positiva; reaccion negaliva; V: reaccion variable; 
*Las reacciones mostradas estdn en medios con 0,1% nitrito, N. 
*Algimas cepas recuperadas en medios selectivos. 

* Algunas cepas desarrolladas en medios selectivos. 

+^‘. reaccion positiva debil; V+‘^: negativa a reaccion positiva debit; ND: datos no 
gonorrhoeae reducird 0,01% de nitrito. 

disponibles. 



prolina, citrulina y uracilo han sido asociados con infecciones 
asintomaticas en varones en los Estados Unidos, Canada y 
Suecia.^®^ 

Los estudios de las caractensticas inmunologicas del gono- 
coco incluyen la caracterizacion de las proteinas de la mem- 
brana externa del microorganismo y el desarrollo de anticuer- 
pos monoclonales contra epitopos de la protema Por (proteina 
I), la principal protema de la membrana externa de N. gonorr- 
Estos anticuerpos se pueden adsorber sobre celulas 
estafilococicas para usarlos como reactivos de coaglutinacion. 


Las diferencias en Por dividen las cepas en tres grupos: el sero- 
grupo WI contiene Por AI, mientras que los serogrupos WII y 
Will contienen Por IB. Los serotipos WI se asocian con infec¬ 
ciones diseminadas, infecciones asintomaticas en los varones y 
resistencia mediada por complemento a la actividad bacterici- 
da del suero humano normal. La exploracion de varios epitopos 
de Por IA y IB ha llevado a la subdivision de Por IA (serotipo 
WI) en mas de 18 serovariedades y de Por IB (serotipos 
WIIAVIII) en mas de 28 serovariedades.^^ Las determinacio- 
nes de serovariedades a menudo se logran mediante tecnicas de 
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ESPECIES 

PRODUCCION 

DE GAS DE 

POLISACARIDO 

DE SACAROSA 

REDUCCION DE 
NO, NO 2 * 

DNASA 

HIDROLISIS 

DE TRIBl TIRINA 

HABIT.XTS 

Sacarosa 

Lactosa 

N.gonorrhoeae 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Seres humanos 

N. meningitidis 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

Seres humanos 

N.lactamica 

- 

+ 

- 

- 

V 

- 

- 

Seres humanos 

N. cinerea 

- 

, - 

- 

- 

V 

- 

- 

Seres humanos 

N. polysaccharea 

- 

- 

+ 

- 

V 

- 

- 

Seres humanos 

N. sicca 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

N. siibflava 









bv. siibflava 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

bv. flava 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

bv. perflava 

+ 


+ 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

N. mucosa 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

N. flavescens 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

‘W. kochii" 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Seres humanos (raro) 

N. elongata 









subesp. elongata 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

subesp. glycolytica 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

subesp. nitroreducens 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

Seres humanos 

N. weaveri 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Perros 

N. canis 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

- 

Perros 

N. denitrificans 

-1- 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

- 

Cobayos 

N. macacae 

+ 

ND 

+ 

- 


ND 

ND 

Primates 

N. caviae 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

Cobayos 

N. ovis 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

+ 

Ovejas/vacas 

N. cuniculi 

- 

- 

- 

- 

- 

NA 

+ 

Conejos 

N. iguanae 

V 

ND 

+ 

+ 

V 

ND 

ND 

Iguanas 

Moraxella catarrhalis 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Seres humanos 



coaglutinacion, aunque los reactivos de tipificacion monoclo¬ 
nal tambien ban sido adaptados a un formato de enzimoinmu- 
noanalisis con resultados menos subjetivos y mas reproduci- 
bles.^^'^Las aplicaciones de estos esquemas de tipificacion ban 
incluido 1) el estudio de las diferencias regionales y los cam- 
bios temporales en los gonococos de todo el pais y dentro de 
comunidades, 2) el analisis de las relaciones serovariedad- 
auxotipo, 3) el estudio de serovariedades gonococicas como 
indicadores o predictores de virulencia, 4) el uso de la deter- 
minacion de serovariedades para definir una recidiva o una 


reinfeccion en pacientes individuales, y 5) el uso de la deter- 
minacion de serovariedades como una herramienta de la pato- 
logfa forense relacionada con asaltos y abusos sexuales.^^^ 

Los metodos moleculares mas nuevos ban sido desarrollados 
para aumentar y extender la capacidad de discriminacion de la 
auxotipificacion y la serotipificacion. Estas tecnicas incluyen 
perfiles de antibiograma, analisis de plasmidos, tipificacion de 
Opa, secuenciacion del gen PorB, ribotipificacion, analisis de 
isoenzimas, analisis de endonucleasas de restriccion, electrofo- 
resis en gel de campo pulsado, PCR cebada arbitrariamente. 
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analisis de restriccion de RNA ribosomico amplificado, huellas 
dactilares (fingerprinting) del polimorfismo de longitud de los 
fragmentos Estos metodos 

nuevos de tipificacion ban demostrado la existencia de “grupos’’ 
dentro de auxotipo(s)/serovariedad(es) existentes.^*^^’^^^ 

Otro sistema de tipificacion involucra la amplificacion y la 
secuenciacion de los genes lip, que codifican una lipoproteina 
de la membrana externa de 18 a 30 kDa de peso molecular y 
que se encuentra en todos los meningococos.^^^ Los tres genes 
lip ban sido identificados y secuenciados. Las secuencias de 
nucleotidos de esos genes predicen los peptidos que estan com- 
puestos por un aminoacido pentamerico que se repite de 13 a 
19 veces. Las variaciones en el numero de repeticiones de Up 
en una secuencia y la naturaleza de la secuencia por si misma 
pueden usarse junto con el auxotipo, la serovariedad. la sensi- 
bilidad a los antibioticos y otras caracteristicas para construir 
un sistema altamente discriminativo para la tipificacion de ais- 
lamientos individuates. 

Debido a las consecuencias medicolegales que se originan 
despues de aislar N. gonorrhoeae en un nino y de ballar gono- 
cocos tanto en los genitales como en otras partes del cuerpo, la 
identificacion apropiada del microorganismo aislado es impe- 
rativa. Whittington y cols, informaron 40 aislamientos bacte- 
rianos en menores de 15 anos identificados como N. gonorrho¬ 
eae y remitidos a los CDC para su confirmacion.^*^ Catorce 
(35%) de esas cepas babian sido mal identificadas por el labo- 
ratorio de origen, entre ellas cuatro N. cinerea, tres N, lactami- 
ca, dos N. meningitidis, tres M. catarrhaiis, una K. denitrifi- 
cans y una especie de Neisseria nogonococica no identificada. 
En 10 de los 14 casos, los microorganismos se aislaron en 
ninos en quienes no bubo evidencia de abuse sexual. En 
muebos casos, los laboratories que informaron estas cepas 
estaban usando los equipos comerciales descritos con anterio- 
ridad para la identificacion de N. gonorrhoeae. Como ya se 
menciono, algunos sistemas de pruebas de utilizacion de hidra- 
tos de carbono comerciales pueden producir reacciones a la 
glucosa falsas positivas para N. cinerea, que pueden conducir a 
la identificacion equivocada de estas especies como N. gonorr¬ 
hoeae Las pruebas de coaglutinacion, si bien suelen ser 
bastante confiables. pueden producir resultados falsos negati- 
vos con algunas cepas gonococicas y tambien pueden mostrar 
resultados falsos positivos con algunas otras cepas de Neisseria 
o especies relacionadas. como N. lactamica, N. cinerea y M. 
catarrhaiis. Los detalles del procedimiento para estas pruebas 
(p. ej., densidad de la suspension de la prueba, tipo y pH del 
liquido en el que se bace la suspension) difieren entre los fabri- 
cantes y deben seguirse estrictamente las instrucciones inclui- 
das en el embalaje. Las pruebas enzimaticas para la deteccion 
de prolilaminopeptidasa gonococica deben usarse solo para 
neisserias que sean capaces de crecer bien en medios selecti- 
vos. Algunas cepas de N cinerea y ciertas cepas de N. siihfla- 
va biovariedad perflava pueden crecer en medios selectivos y 
tambien pueden ser positivas para prolilaminopeptidasa en sis¬ 
temas comerciales.Las cepas aisladas en la orofaringe pue¬ 
den ser problematicas. N. lactamica, una especie que crece 
bien en medios selectivos y puede ser mal identificada como N. 
gonorrhoeae, coloniza la orofaringe de casi el 60% de los 
ninos de entre 1 y 4 anos.^^‘ 

El Comite de abandono y abuso infantil de la American 
Academy of Pediatrics recomienda que el aislamiento presun- 
tivo de N. gonorrhoeae en un nino, sin tener en cuenta el sitio 
del aislamiento, se confirme con al menos dos me todos.Las 
tecnicas sin cultivo, como la bibridacion de acidos nucleicos y 
los metodos de amplificacion, son pruebas de investigacion uti- 


lizadas en ninos, de modo que sus resultados positivos deben 
confirmarse con un cultivo. Si un laboratorio no puede estable- 
cer la identificacion defmitiva, la cepa deberia enviarse a un 
laboratorio de referencia para efectuar otras pruebas y, si es 
posible, tambien deberia guardarse. Esto se puede lograr si se 
extraen los cultivos obtenidos en unas pocas placas de agar 
chocolate, se los prepara en suspension en 1 mL de caldo de 
infusion de cerebro y corazon mas suero equino sin comple- 
mento (en proporcion 1:1) y se lo almacena a -70 “C. 

Neisseria meningitidis 

Los procedimientos de identificacion para meningococos (y 
gonococos) producen los mejores resultados cuando se inocu- 
lan a partir de subcultivos de 18 a 24 boras en agar sangre o 
agar chocolate. En las pruebas confirmatorias de utilizacion de 
hidratos de carbono, la reaccion acida en el tubo de maltosa 
suele ser mas fuerte que la del tubo de glucosa porque el micro¬ 
organismo degrada la maltosa en dos moleculas de glucosa, 
que luego se metabolizan. De tanto en tanto, pueden hallarse 
cepas de N. meningitidis asacarobticas glucosa negativas y 
maltosa negativas.Si se aislan esas cepas aberrantes 
desde el punto de vista bioquimico, se deben realizar pruebas 
confirmatorias con sustratos cromogenicos o seroagrupamien- 
to de los aislamientos. 

La aglutinacion en portaobjetos es la tecnica usada con 
mayor frecuencia para el seroagrupamiento de meningococos. 
Se prepara una suspension densa del microorganismo en 0,5 a 
1,0 mL de solucion salina de buffer fosfato (PBS), pH 7,2 de 
un subcultivo de 12 a 18 boras en agar sangre tripticasa soja. Se 
mezcla una gota de esta suspension con una gota de antisuero 
meningococico en un portaobjetos sectorizado y se lo rota 
durante 2 a 4 minutos. Las cepas agrupables por lo general 
aglutinaran firmemente en ese lapso. Aunque las cepas de 
infecciones sistemicas aglutinan enseguida, las de portadores 
pueden no hacerlo (cepas no agrupables) o pueden autoagluti- 
narse en PBS. El uso de cultivos jovenes de agar sangre (6 a 8 
boras) o de medios enriquecidos con suero, como agar triptica¬ 
sa soja que contiene 10% de suero equino descomplementado, 
puede resolver esos problemas. Se dispone de antisueros para 
los principals serogrupos meningococicos de BD Bioscien¬ 
ces®. Algunas de estas cepas no agrupables pueden ser N. poly- 
saccharea\ la prueba para la produccion de polisacaridos a par¬ 
tir de sacarosa ayuda en la identificacion de estas especies 
(vease la explicacion mas adelante).^*^ Ademas de la aglutina¬ 
cion en portaobjetos, el seroagrupamiento de meningococos 
puede realizarse con celulas enteras, enzimoinmunoanalisis 
indirecto y por inmunotransferencia en manchas (dot blot) con 
anticuerpos monoclonales contra los serogrupos A, B, C, Y y 
W135. Segun Rosenqvist y cols., las dos ultimas tecnicas son 
mas sensibles, mas especificas y mas faciles de interpretar que 
las pruebas de aglutinacion en portaobjetos, pero su aplicabili- 
dad esta limitada a la disponibilidad de reactivos monoclonales 
especificos de serogrupo.^"^^ 

Ademas de las determinaciones de serogrupos, los aisla¬ 
mientos de N meningitidis pueden ser serotipificados y subse- 
rotipificados basandose en sus protemas de membrana externa 
y antigenos LOS (vease recuadro 11 -3). Estas tecnicas se usan 
principalmente para investigaciones de epidemias y brotes 
esporadicos de la enfermedad y no estan al alcance de los labo- 
ratorios microbiologicos clinicos de rutina. Ademas de las tec¬ 
nicas serologicas, se ban aplicado varias tecnicas moleculares 
a investigaciones de enfermedad meningococica y a la epide- 
miologia de las cepas de N. meningitidis. Estas tecnicas son 
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electroforesis de enzimas multilocus, analisis de polimorfismos 
de longiiud de los fragmentos de restriccion, tecnicas con son- 
das de rRNA (ribotipificacion), analisis de los genes cromoso- 
micos porA y dhps (dihidropteroato sintasa) de N. meningitidis 
por endonucleasas de restriccion-amplicon de PCR y electro- 
foresis en gel de campo 

Otras especies de Neisseria 
NEISSERIA LACTAMICA 

lactamica se asemeja a N. meningitidis en la morfologfa 
de las colonias y en un principio se penso que era una variante 
!actosa positiva de aquella.^^^ Esta especie reside en la faringe y 
'C encuentra mas a menudo en los ninos.^^' Crece en medios 
'electivos y produce acido de glucosa, maltosa y lactosa. 
Tumbien hidroliza ONPG, que puede usarse como sustituto de 
la lactosa en la serie de pruebas bioquimicas. Se ha informado 
que algunas cepas causan reacciones falsas positivas con algu- 
nas pruebas de coaglutinacion comerciales.^^^'^^^ Las cepas de 
V. lactamica tienen sensibilidad intermedia a la penicilina y a la 
ampicilina. pero son sensibles a la cefotaxima y la ceftriaxona.^^ 

NEISSERIA CINEREA 

Las colonias de N. cinerea se asemejan a los tipos de colo¬ 
nias grandes de N. gonorrhoeae y pueden producir resultados 
compatibles con N. gonorrhoea en algunos sistemas de identi- 
ficacion comerciales.^’ Aunque es parte de la flora comensal de 
las vias respiratorias alias, ha sido aislado en otros sitios, 
incluidos cuello uterino, recto, celulitis orbital, conjuntiva, san- 
gre y N. cinerea crece tanto en agar sangre 

como en agar chocolate. En agar chocolate despues de 24 horas 
de incubacion, las colonias son de casi I mm de diametro, lisas 
y con hordes continuos. El microorganismo no genera acido 
con los hidratos de carbono ni en los medios con CTA ni en las 
pruebas rapidas de degradacion de hidratos de carbono. Se han 
infomado reacciones positivas debiles con glucosa despues de 
incubacion de toda la noche para algunos sistemas de identifi- 
cacion y su reaccion hidroxiprolil aminopeptidasa positiva 
tambien puede llevar a una identificacion erronea de N. cinerea 
como N. gonorrhoeae. Sin embargo, la mayoria de las cepas de 
N. cinerea no crecen bien en MTM u otros medios selectivos, 
lo que excluye a estos microorganismos de las pruebas con sus- 
iratos cromogenicos, como Gonochek y BactiCard Neisseria. 
N. cinerea puede diferenciarse de las especies asacaroliticas N. 
flavescens por su incapacidad para producir polisacaridos de 
sacarosa (vease mas adelante) y por la falta de un pigmento 
amarillo perceptible. Esta especie tambien puede ser separada 
de M. catarrhalis, otra especie asacarolitica, por su reduccion 
de nitratos negativa (vease cuadro 11-4). Para diferenciar N. 
cinerea de N. gonorrhoeae es util la prueba de sensibilidad a la 
colistina. Se prepara una suspension del microorganismo (0,5 
del estandar de turbidez de McFarland) en caldo y se siembra 
con hisopo en placas de agar sangre o agar chocolate como 
para una prueba de sensibilidad por difusion con discos. Se 
coloca un disco de 10 mg de colistina sobre el inoculo y se 
incuba la placa en CO 2 entre 18 a 24 horas. N. cinerea es sen¬ 
sible a la colistina y tendra una zona ^10 mm sin crecimien- 
to alrededor del disco. Por lo general, N. gonorrhoeae crece 
hasta el horde del disco. 


NEISSERIA FLAVESCENS 

N. flavescens se encuentra en el aparato respiratorio y rara 
vez se asocia con procesos infecciosos. Este microorganismo 


crece como colonias amarillentas lisas, tanto en agar sangre 
como en agar chocolate. Ademas de crecer en un agar nutriti- 
vo a 35 ®C, la mayoria de las variedades crecen a temperatura 
ambiente en agar sangre o agar chocolate. Es un microorga¬ 
nismo incapaz de sintetizar polisacaridos yodopositivos a par- 
tir de la sacarosa (vease descripcion) y puede diferenciarse de 
M. catarrhalis por su incapacidad para reducir nitrato y por 
sus reacciones de la DNasa y de hidrolisis de la tributirina 
negativas. 

NEISSERIA SUBFLAVA BIOVARIEDADES. NEISSERIA MUCOSA 
Y NEISSERIA SICCA 

La identificacion de especies de Neisseria “no patogenas*' no 
suele ser necesaria a menos que se determine que el microor¬ 
ganismo es importante desde el punto de vista clinico o si se lo 
aisla de un sitio sistemico (p. ej., sangre, LCR) o de un cultivo 
pure. La identificacion se basa en la morfologia de la colonia. 
el crecimiento en un medio nutritivo simple, la incapacidad 
para desarrollarse en medios selectivos, la produccion de acido 
a partir de hidratos de carbono, la reduccion de nitrato y nitri- 
to y la smtesis de un polisacarido que se tine con yodo, similar 
al almidon, a partir de sacarosa. La reduccion de nitrato y de 
nitrito se determinan en un medio (caldo con infusion de cora- 
zon o tripticasa soja) que contiene 0,1% (p/v) de KNO, y 
0,01% (p/v) de KNO 2 , respectivamente. La smtesis del polisa¬ 
carido se determina por inoculacion del microorganismo en un 
agar infusion de cerebro y corazon que contiene 5% de sacaro¬ 
sa. Se inocula un medio sin sacarosa como control negativo. 
Despues de la incubacion a 35 °C durante 48 horas, las placas 
se cubren con solucion de yodo de Lugol o de Gram (dilucion 
1:4). Una prueba positiva esta indicada por la aparicion de un 
color azul intenso en y alrededor de las colonias sintetizadoras 
del polisacarido. Se han obtenido excelentes resultados por el 
agregado regular de yodo de Gram (una a dos gotas) al tubo 
que contiene sacarosa en la tecnica rapida de degradacion de 
hidratos de carbono, despues de 4 horas de incubacion. Si es 
positiva, aparece un color azul intenso en el tubo. Este se com- 
para con el color observado en los otros tubos de hidratos de 
carbono (p. ej., el tubo de maltosa) despues del agregado del 
yodo de Ciram. 

Las cepas de N. subflava pueden subdividirse en tres biova- 
riedades (biovariedades subflava, flava y perflava) sobre la 
base de la produccion de acido a partir de fructosa y sacarosa y 
la smtesis de polisacarido yodopositivo a partir de sacarosa 
(vease cuadro 11-4). Las tres biovariedades reducen nitrito. 
pero no nitrato. N. mucosa tiene un patron de uiilizacion de 
hidratos de carbono similar a N. subflava bv. perflava y tam¬ 
bien produce polisacarido yodopositivo, pero N. mucosa puede 
reducir tanto nitrato como nitrito a N 2 gas (lamina en color i 1- 
2D). Todos estos microorganismos exhiben grados variables de 
pigmentacion amarilla. Las cepas de N. sicca son identicas 
desde el punto de vista bioquimico a N subflava bv. perflava, 
pero forman colonias coriaceas, adherentes y secas (disecadas) 
caracteristicas en agar que no pueden ser emulsionadas facil- 
mente. 


NEISSERIA POLYSACCHAREA 

N. polysaccharea se encuentra en la orofaringe humana. Este 
microorganismo es un diplococo gramnegativo, catalasa positi- 
vo, oxidasa positivo que forma colonias amarillas lisas.^^® En la 
descripcion original, la capacidad para crecer en medios selec¬ 
tivos (p. ej., agar MTM) fue una caracteristica clave. Sin em- 
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bargo, estudios posteriores indicaron que el desarrollo en me¬ 
dics selectivos para las especies de Neisseria patogenas es una 
caractenstica variable en N. polysaccharea debido a la sensibi- 
lidad a la colistina de algunas cepas.^^ Las cepas capaces de 
crecer en medics selectivcs tienen ccncentracicnes inhibitcrias 
mmimas (CIM) para la cclistina de 64 jiig/mL c maycres, mien- 
tras que las que sen inhibidas tienen CIM para la cclistina de 1 
pg/mL o mencres. Lcs micrccrganismcs sen resistentes a la 
vanccmicina. Despues de 24 hcras de crecimientc, N. polysac¬ 
charea ferma cclcnias de casi 2 mm de diametre en agar san- 
gre c en agar chccclate. Prcduce acidc de gluccsa y maltcsa 
perc nc de fructesa c lactesa. La prcduccion de acidc a partir 
de sacaresa varia y parece depender de lcs tipcs de medics usa- 
dcs para determinar esta caractenstica. N. polysaccharea tam- 
bien tiene una amilcsacarcsa que sintetiza un pclisacaridc 
extracelular acidc a partir de sacaresa.El pclimerc se 
cempene principalmente de residues D-gluccpirancsilc unidcs 
per enlaces a 1,4 y alrededcr de un 6% de elementes de rami- 
ficacion 0-a 4,6-D-gluccpirancsilc.^^^ La prcduccion de dife- 
rentes cantidades del material per distintas cepas puede explicar 
la naturaleza variable de la reaccion de la sacarosa.^^* No 
reduce nitrate, mientras que el nitrite es reducido con frecuen- 
cia. N. polysaccharea puede diferenciarse de N. meningitidis 
per la smtesis de pclisacaridc y las pruebas de y-glutamil ami- 
nopeptidasa. N polysaccharea produce pclisacaridc yodoposi- 
tivo de sacarosa y es y-glutamil aminepeptidasa negativa, mien¬ 
tras que N. meningitidis no produce pclisacaridc yodopositivo 
de sacarosa y es y-glutamil aminepeptidasa positiva.^^-*"^ Como 
N. gonorrhoeae, N. lactamica, y algunas cepas de N. meningiti¬ 
dis, N. polysaccharea son prolil aminepeptidasa positivas. El 
microorganismo requiere cisteina para desarrollarse y no crece 
en agar nutritive o en agar chocolate a 22 °C. Aunque sus carac- 
teristicas de cultivo se parecen a las de N. meningitidis, el perfil 
proteico de su membrana externa se asemeja al de N. lactamica 
mas que al de las especies patogenas."^ 

SUBESPECIES DE NEISSERIA ELONGATA 

N. elongata subespecies elongata, glycolytica y nitroredu- 
cens son miembros baciliformes del genero Neisseria. Las pri- 
meras dos subespecies se reconocieron en la edicion mas 
reciente del Manual de Bacteriologia Sistemdtica de Bergey 
come especies de Neisseria, mientras que la ultima subespecie, 
en principio conocida come grupo M-6 de lcs CDC, fue recla- 
sificada recientemente en el genero.®’Todas las subespe¬ 
cies son miembros de la flora de las vias respiratorias altas 
humanas y han side aisladas en pacientes con procesos infec- 
ciosos.^’^"^^®’^^* Estas subespecies pueden diferenciarse sobre la 
base de la reactividad a la catalasa, la prcduccion de acidc de 
la glucosa y la reduccion de nitrate (vease cuadro 11-4). 

NEISSERIA GONORRHOEAESUEESPECIE KOCHII 
CNEISSERIA KOCHir) 

En 1986, se aislaron siete cepas de una Neisseria atipica de 
cultivos conjuntivales de nines en dos villas rurales de Egip- 
Estos aislamientos crecieron en agar chocolate y en el me¬ 
dio de Thayer-Martin modificado y produjeron colonias lisas y 
grandes que asemejaban meningococos. De mode similar a los 
gonococos, estos microorganismos requieren el aminoacido 
cisteina para crecer. Las cepas fueron oxidasa positivas, produ¬ 
jeron acido solo de glucosa y fueron y-glutamil aminepeptidasa 
negativas. No reaccionaron con los anticuerpos monoclonales go- 
nococicos fluorescentes ni con los reactivos monoclonales para 


la coaglutinacion usados para las determinaciones de serova- 
riedades de N. gonorrhoeae. En analisis posteriores estas cepas 
tenian protemas de superticie diferentes de las variedades 
gonococicas con las cuales se las comparo. Sin embargo, el 
analisis de plasmidos mostro homologia significativa con los 
plasmidos encontrados por lo comiin en cepas gonococicas. 
Los experimentos de homologia de DNA mostraron similitud 
suficiente tanto a N. gonorrhoeae como a N. meningitidis', 
sobre esta base, los investigadores percibieron que esos aisla¬ 
mientos no representaban una especie nueva sino mas bien una 
subespecie de N. gonorrhoeae. Dado que estas cepas podnan 
ser identificadas como N. gonorrhoeae en un laboratorio clini- 
co y que su sitio de aislamiento y el patron de utilizacion de 
hidratos de carbono eran similares a los observados en los 
gonococos, se los ha llamado N. gonorrhoeae subespecie koc- 
chii o ‘W. kocchr.'^^^ Esta especie todavia no ha sido adoptada 
formalmente. 

ESPECIES DE NEISSERIA NO HUMANAS Y ATIPICAS 

Las especies de Neisseria con perfiles serologicos o bioqui- 
micos inusuales o atipicos estan siendo reconocidas de manera 
creciente. Hodge y cols, aislaron un microorganismo que fue 
bioquimicamente un meningococo, incluso reacciono con los 
reactivos de inmunofluorescencia de anticuerpos monoclonales 
y con los de coaglutinacion para N. gonorrhoeae .Janda y 
cols, aislaron cepas de N. suhflava bv. perflava de cultivos oro- 
farmgeos de varones homosexuales que crecieron en forma 
abundante en un medio selectivo (agar de Thayer-Martin modi- 
ticado).^^®’^^^ En las pruebas de sustratos cromogenicos, estos 
microorganismos fueron identificados como N. gonorrhoeae 
basandose en la reaccion hidroxiprolil aminopeptidasa positiva 
y en las reacciones (i-galactosidasa y y-glutamil aminopeptida¬ 
sa negativas. Una caracterizacion mas completa de las cepas de 
neiserias aisladas, en particular las halladas en pacientes inmu- 
nodeprimidos, puede detectar formas inusuales o anomalas en 
el futuro. 

En ocasiones, en el laboratorio microbiologico clinico se ais- 
lan especies de Neisseria de origen animal a partir de infeccio- 
nes humanas, como heridas por mordedura de animales. Estas 
especies pueden incluir A. weaveri, N. canis, N. denitrificans y 
miembros de la falsa neisseria. Todos estos microorganismos 
muestran una morfologia diplococica gramnegativa tipica 
excepto N. weaveri, que es un bacilo gramnegativo. Las reac¬ 
ciones bioquimicas para estos microorganismos tambien se 
presentan en el cuadro 11-4. 


Caractensticas del cultivo e identificacion 
de Moraxeila catarrhalis 

M. catarrhalis crece bien tanto en agar sangre como en agar 
chocolate y algunas cepas tambien creceran bien en MTM y en 
otros medios selectivos. Las colonias por lo general son bianco 
grisaceas, opacas y lisas. Tambien se describio un medio selec¬ 
tivo que incorpora acetazolamida como inhibidor de otra flora 
del aparato respiratorio.^®"^ El microorganismo es asacarolftico 
en las pruebas de degradacion de hidratos de carbono y por lo 
comiin puede volver alcalino el medio de identificacion a base 
de peptona. La mayoria de las cepas reducen nitrato y nitrito y 
producen DNasa.”^ La actividad DNasa se detecta a traves de 
la inoculacion concentrada en un area del tamano de una mone- 
da sobre la placa del medio para la prueba de DNasa que con- 
tiene azul de toluidina 0 (lamina en color 11-2F). Despues de 
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la incubacion durante toda la noche, la hidrolisis del DNA se 
ieiecta por un cambio en el color del medio alrededor y deba- 
el inoculo de azul a rosa. Tambien se inoculan las cepas de 
5 aureus y S. epidermidis en la placa como controles positivos 
N negativos de la prueba, respectivamente. 

M. catarrhalis tambien puede distinguirse de las especies de 
Neisseria por su capacidad para hidrolizar el enlace ester de los 
grupos butirato (butirato estearasa).^^^ Vease lamina en color 
9-2H. Esta actividad enzimatica se detecta con un sustrato 11a- 
mado tributirina. Una prueba rapida de hidrolisis de tributirina 
fluorescente que usa 4-metilumbeliferil butirato como sustra¬ 
to fue informada por Vaneechoutte y cols.^*^-^ En este estudio, 
las 62 cepas de M. catarrhalis fueron positivas con esta prue¬ 
ba dentro de los 5 minutos, mientras que todas las otras espe¬ 
cies de Neisseria probadas fueron negativas. Se describio una 
prueba muy rapida (2,5 minutos) y confiable de hidrolisis de 
indoxil-butirato que se comercializa (Remel®Laboratories; 
Carr-Scarbourough, Stone Mountain, GA; lamina en color 11- 
2 Gk Esta misma prueba tambien se incluyo en el Bacti- 
Card-Neisseria junto con los otros tres sustratos cromogenicos 
para la identificacion de Neisseria (vease lamina en color 11- 
2Ar - El sistema Rapad NH tambien contiene una prueba de 
nidrolisis del ester del acido graso para ayudar en la identifica- 
cidn de M. catarrhalis. El indoxil acetato, que se usa para la 
identificacion de especies de Campylobacter, tambien puede 
usarse como sustrato para la enzima estearasa de M. catarrha- 
320.615 Ademas, la mayoria de las cepas de M. catarrhalis cli- 
nicamente significativas producen una |3-lactamasa asociada 
con la celula, inducible (vease mas adelante).’^^^ Debido a su 
naturaleza inducible, las pruebas rapidas de (i-lactamasa acido- 
metricas (que se basan en la conversion de la hidrolisis de la 
penicilina en acido peniciloico) pueden producir resultados fal- 
sos negativos. Los mejores resutados se obtienen con el metodo 
yodometrico con la prueba de la cefalosporina cromogenica.^^’ 
Con el reconocimiento de M. catarrhalis como un patogeno 
primario en ciertos medios clinicos y ante la sospecha de que 
puedan ocurrir infecciones hospitalarias por este microorganis- 
mo, se han investigado metodos para la tipificacion de las 
cepas,^^*^^^ como biotipificacion enzimatica, electroforesis en 
gel de poliacrilamida de protemas de celulas completas, anali- 
sis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restric- 
cidn obtenidos con endonucleasas.'^^^'^^^'^^'^ Estas tecnicas han 
sido aplicadas a investigaciones de brotes de enfermedad del 
aparato respiratorio en unidades de cuidados intensivos en los 
Estados Unidos y en otros paises.'^^'^'^^^ Dos de los metodos de ti¬ 
pificacion de DNA, el analisis de polimorfismo de longitud de 
los fragmentos de restriccion obtenidos con endoncleasas ge- 
nerados por sondas y el analisis de fragmentos polimorfos 
modificados por simple adaptador, se usaron recientemente 
para demostrar la existencia de dos subgrupos dentro de M. 
catarrhalis que pueden representar subespecies separadas.^^ 


Sensibilidad de las especies de Neisseria 
a los antibioticos 

Neisseria gonorrhoeae 

A poco de su descubrimiento durante la decada de 1940, la 
penicilina se convirtio rapidamente en el tratamiento de elec- 
cion para la gonorrea. Desde la decada de 1950 hasta mediados 
de los anos setenta, los programas de tratamiento con penicili¬ 
na fueron actualizados en forma regular para conservar la resis- 


tencia creciente al farmaco y se usaron otros antibioticos (p. ej., 
tetraciclinas y macrolidos) para el tratamiento. El aumento de 
la resistencia obedecio a mutaciones en varios genes cromoso- 
micos, como mtr y enw que codifican protemas que participan 
en el fiujo de sustratos y en la permeabilidad de la membrana, 
y penA, que codifica la protema 2 de union a la penicilina. En 
1976, las cepas de N. gonorrhoeae con elevado nivel de resis¬ 
tencia a la penicilina fueron llevadas a los Estados Unidos 
desde Africa Occidental y el Lejano Oriente. Estas cepas con- 
tenian plasmidos que transportaban genes para una enzima 
|3-lactamasa y se les dio el nombre de ‘ PPNG” por ser N. gono¬ 
rrhoeae productora de penicilinasa.^^^ Entre 1976 y 1979, las 
cepas PPNG fueron asociadas con brotes esporadicos en los 
Estados Unidos y, entre 1979 y 1982, el numero de casos de 
gonorrea causados por cepas PPNG aumento 15 veces, con 
grandes brotes en Nueva York, Los Angeles y Miami. Desde 
mediados de la decada de 1980, las cepas PPNG se volvieron 
endemicas en varias areas metropolitanas de los Estados 
Unidos.^*’ En la aclualidad, se recomienda el uso de especlino- 
micina para el tratamiento de estas infecciones. Sin embargo, 
hacia 1981 se habia informado sobre cuatro cepas de N. 
gonorrhoeae resistentes a la espectinomicina y mas tarde tam¬ 
bien aparecieron cepas de PPNG resistentes a ese agen- 
te. ^7-511,736 resistencia se debe a una mutacion en un solo 
paso en el RNA 16S ribosomico (rRNA) que produce una ele- 
vada resistencia (CIM de 256 pg/mL o mayores).^*^^ 

En 1983, se produjo un brote causado por gonococos ^-lac- 
tamasa negativos, resistentes a la penicilina en Carolina del 
Norte.Estas cepas carecian del plasmido p-lactamasa y fue¬ 
ron negativas en las pruebas para la deteccion de P-lactamasa. 
Su elevado nivel de resistencia a la penicilina se debio a muta¬ 
ciones cromosomicas en el loci que contribuye a la resistencia 
a los antibioticos y se las designo N. gonorrhoeae resistentes 
mediadas cromosomicamente (CMRNG). En octubre de 1984, 
se informaron a los CDC 446 casos de infecciones por 
CMRNG de 23 estados que se habian sometido a un cribado 
para este tipo de resistencia.^^7 l^s cepas CMRNG tienen CIM 
de penicilina mayores de 1 pg/mL, y el 75% de ellos, CIM ma- 
yores de 2 pg/mL. Las CMRNG tambien son moderadamente 
resistentes a la tetraciclina (CIM ^ 2 pg/mL), muestran sensi¬ 
bilidad disminuida a eritromicina, cefoxitina y trimetoprim- 
sulfametoxazol, y a menudo son sensibles a espectinomicina y 
ceftriaxona. 

En 1985, los CDC informaron sobre 12 cepas de N. gonorr¬ 
hoeae aisladas en Georgia, Pensilvania y New Hampshire de 
pacientes en quienes la terapia con tetraciclina habia fracasado 
{N. gonorrhoeae resistente a la tetracilina [TRNG]).''* La prue¬ 
ba de sensibilidad por dilucion en agar mostrd un nivel eleva¬ 
do de resistencia a la tetraciclina (CIM de 16 a 32 pg/mLi y a 
la doxiciclina (CIM de 8-32 pg/mL), pero con sensibilidad a la 
penicilina (CIM de 0.008 a 0,25 pg/mL), la espectinomicina y 
la cefotaxima. Estas cepas tambien son moderadamente resis¬ 
tentes a cefoxitina. Estudios actuales han determinado que N. 
gonorrhoeae resistente a la tetraciclina (TRNG) hospeda un 
plasmido de 25,2 mDa consiruido por la insercion de un deter- 
minante de resistencia a la tetraciclina itetM) en el plasmido 
conjugativo de 24,5 mDa encontrado en algunas cepas gonoco- 
cicas.^^^^^^ Este gen asociado con el transposon tambien se 
hallo en estreptococos. Mycoplasma hominis, Ureaplasma ure- 
alyticum, Gardenerella vaginalis, Kingella denitrificans, 
Eikenella corrodens y algunas N. meningitidis El plas¬ 
mido conjugativo que transporta el delerminante tetM puede 
ser transferido a cepas de N. gonorrhoeae receptoras por trans- 
formacion o conjugacion.^^^'^'^^ Se cree que el determinante 
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tetM codifica una proteina o proteinas que interactuan con el 
ribosoma gonococico para impedir la inhibicion de la sintesis 
proteica por tetraciclina. 

Con la caracterizacion de estas cepas resistentes, los investi- 
gadores de los CDC ban delineado cinco fenotipos de resisten- 
cia en cepas de N. gonorrhoeae Estos fenotipos son 1) cepas 
sensibles a la penicilina (CIM < 2 pg/mL), 2) cepas producto- 
ras de penicilinasa (PPNG, p-lactamasa positiva), 3) cepas con 
nivel elevado de resistencia a la tetraciclina mediada por plas- 
midos (TRNG, CIM > 2 pg/mL) que tienen el determinante 
tetM. 4) cepas con resistencia a la penicilina mediada cromo- 
somicamente (CMRNG. CIM ^ 2 pg/mL) y 5) cepas con nivel 
elevado de resistencia a la penicilina y a la tetraciclina media¬ 
da por plasmido (p-lactamasa positiva con el determinante 
tetM). La aparicion y la diseminacion de otros determinantes 
de resistencia entre estos cinco fenotipos forman las bases de la 
implementacion de la vigilancia gonococica conducida por 
todos los Estados Unidos por los 

A causa de la resistencia creciente de N. gonorrhoeae a los 
antibioticos ya comentada y sobre la base de varies estudios 
clinicos de eficacia controlados, el Servicio de Salud Publica 
de los Estados Unidos recomienda que todos los pacientes con 
infecciones gonococicas no complicadas reciban uno de los 
cinco regimenes de tratamiento de dosis unica.*"^^ Estos son cef- 
triaxona (125 mg por via intramuscular), y cefixima (400 mg), 
ciprofloxacina (500 mg), ofloxacina (400 mg) y levofloxacina 
(250 mg) todos por via oral. Cada una de estas terapias incluye 
tambien azitromicina (1 g por via oral) o doxiciclina (100 mg, 
dos veces por dia durante 7 dias por via oral) para el trata¬ 
miento de la coinfeccion por Chlamydia trachomatis. Las 
mujeres embarazadas deben ser tratadas con ceftriaxona (250 
mg por via intramuscular) seguida de 7 a 10 dias de eritromici- 
na, porque las cefalosporinas orales no ban sido estudiadas en 
esta poblacion, y las quinolonas y las tetracicilinas estan con- 
traindicadas en las embarazadas. En las PHS Treatment 
Guidelines tambien se ban incluido regimenes adicionales para 
pacientes intemadas y ambulatorias con salpingitis e infeccio¬ 
nes gonococicas diseminadas, ya sea bospitalizados o ambula- 
torios. En la actualidad. no se ha identificado resistencia sig- 
nificativa a las cefalosporinas para los tratamientos recomen- 
dados de infecciones gonococicas. 

Aun cuando no se haya observado resistencia a las nuevas 
cefalosporinas, el surgimiento de cepas de N. gonorrhoeae con 
sensibilidad disminuida a las fluoroquinolonas es problemati- 
co.^*^® En Europa, las fluoroquinolonas como la ciprofloxacina 
se usaron para el tratamiento de infecciones gonococicas a 
finales de la decada de 1980 y a principios de 1990, se obser¬ 
ve en el Reino Unido el fracaso de ese tratamiento.Mas 
tarde, se documentaron fracasos similares en pacientes tratados 
con fluoroquinolonas en el Lejano Oriente. Canada, Australia y 
los Estados Unidos.La prueba de sensibilidad 
antimicrobiana de cepas gonococicas de pacientes en quienes 
la terapia oral con 250 mg de ciprofloxacina no obtuvo buenos 
resultados teman una CIM para ciprofloxacina de 0,06 a 0,25 
pg/mL, mientras que las cepas de infecciones tratadas con 500 
mg orales de ciprofloxacina o 400 mg de ofloxacina tenian una 
CIM > 1 pg/mL y 2 pg/mL, respectivamente.-^^'^^^’^^^-^^*^ 
Sobre la base de los niveles sericos pico alcanzados despues de 
la administracion oral, los CDC propusieron criterios para la 
interpretacion de sensibilidades in vitro a ciprofloxacina, oflo¬ 
xacina y otras fluoroquinolonas. Las cepas con resistencia 
intermedia a ciprofloxacina y ofloxacina tienen CIM de 0,125 
a 0,5 pg/mL y de 0,5 a 1 pg/mL, respectivamente. Las cepas 
resistentes a ciprofloxacina y ofloxacina tienen CIM > 1 pg/mL 


y ^ 2 pg/mL, respectivamente. ^^^Las cepas de A. gonorrhoeae 
que ban disminuido la sensibilidad o que son resistentes a 
ciprofloxacina y ofloxacina se ban documentado en diversas 
regiones geograficas, entre ellas Canada, Australia, Hong 
Kong, Japon, Tailandia, las Pilipinas, Espafia, el Reino Unido y 
los Estados Unidos.Algunas de estas 
cepas tienen CIM para ciprofoxacina de hasta 2 pg/mL.^^"^''^^ 
Las cepas altamente resistentes a las fluoroquinolonas se recu- 
peraron de pacientes que habian viajado al sudeste asiatico o 
eran contactos sexuales de individuos que habian estado alli. 
Estas cepas tambien eran resistentes a la penicilina y muchas lo 
eran, ademas, a la tetraciclina, pero todas eran sensibles a cef¬ 
triaxona y cefixima. En la mayoria de estas regiones, la preva- 
lencia de cepas con sensibilidad disminuida o resistencia a las 
fluoroquinolonas esta en aumento. Las cepas resistentes a la 
fluoroquinolona tienen mutaciones de genes que derivan en 
sustituciones de aminoacidos en las subunidades A y B (GyrA 
y GyrB, respectivamente) de la DNA girasa, y en la subunidad 
que codifica parC de la topoisomerasa 

La disminucion de la sensibilidad y la resistencia a las fluo¬ 
roquinolonas de N. gonorrhoeae pronostican que la utilidad de 
esos agentes para el tratamiento de la gonorrea necesitara 
revision en un future cercano.^"^^ La vigilancia adicional de la 
sensibilidad antimicrobiana gonococica en determinados gru- 
pos de pacientes (p. ej., mujeres con enfermedad inflamatoria 
pelviana u otras complicaciones) que puedan recibir otros anti¬ 
bioticos (p. ej., cefoxitina. clindamicina, metronidazol, y gen- 
tamicina) tambien es necesaria para evitar la emergencia de 
resistencias clmicamente importantes.^^^ Aunque la azitromici¬ 
na no es un tratamiento recomendado para la gonorrea, puede 
ser util en regiones donde la resistencia a la quinolona es pre- 
valente. Para la terapia con azitromicina, se recomienda un 
regimen oral de 2 g mas que el regimen de 1 g usado para el 
tratamiento de infecciones por clamidia. Los fracasos clmicos 
siguientes al tratamiento con regimenes de 1 g y 2 g de azitro¬ 
micina se ban asociado con cepas que tienen CIM para azitro¬ 
micina de 0,125-0,25 ug/mL y ^ 0,5 pg/mL, respectivamen- 
te. ^84.646 algunas regiones de los Estados Unidos se comunico 
el aislamiento de gonococos poco sensibles a la azitromicina 
(CIM > 1 pg/mL).'38'^39 

Los CDC tambien ban efectuado recomendaciones sobre 
indicaciones y metodos para probar la sensibilidad a los anti¬ 
bioticos de N. gonorrhoeae, los cuales se refieren mas a una 
mayor vigilancia de los patrones de resistencia gonococica que 
al manejo de pacientes individuates. En 1989, se publico un 
estudio multicentrico en el que se determinaron los criterios 
interpretativos para la dilucion en agar y la difusion con discos 
para penicilina, tetraciclina, espectinomicina y ceftriaxona. 
Las guias para las pruebas de sensibilidad a los antibioticos de 
N. gonorrhoeae ban sido publicadas y son actualizadas conti- 
nuamente por el National Committee on Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS).^^^ En la actualidad, los puntos de corte de 
la dilucion en agar y la difusion con discos de N. gonorrhoeae 
estan disponibles para penicilina, cefalosporinas parenterales, 
cefalosporinas orales (p. ej., cefixima), tetraciclina, fluoroqui¬ 
nolonas y espectinomicina."^^^ Ademas de la dilucion en agar y 
la difusion con discos, la prueba E (AB Biodsk®, Solna, 
Noruega) ha sido usada para determinar la sensibilidad a los 
antibioticos de N. gonorrhoeae. 

Neisseria meningitidis 

A pesar de la recuperacion ocasional de cepas de N. menin¬ 
gitidis con sensibilidad disminuida a la penicilina, la penicilina 
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G siendo el farmaco de eleccion en los Estados Unidos 
para el tratamiento de la meningitis meningococica, porque la 
gran mayona de las cepas son sensibles a la penicilina y a la 
ampicilinaJ-^** Para el tratamiento de infecciones meningococi- 
cas graves, se administra penicilina G parenteral (300 000 
UVs/dfa) durante 10 a 14 dias. El cloranfenicol (100 
mg'^g^dia) hasta 4 g/dfa es una altemativa para los pacientes 
ilir.vcos a la penicilina. Las cefalosporinas de tercera genera¬ 
tion fcefotaxima, ceftriaxona, ceftizoxima y ceftazidima) 
i-^canzan niveles en LCR que son varios miles de veces la CIM 
ie lu cepa infectante, y estos antibioticos se ban usado con 
e\i!‘ en el tratamiento de la enfermedad meningococica; la cef- 
naxona (ninos, 50 mg/kg/dia hasta 4 g; adultos, 2 g/dia) es un 
regimen parenteral generalmente recomendado. Ademas de la 
:erapia con antibioticos, los pacientes con enfermedad menin- 
g-cocica grave requieren cuidados intensivos, incluido el 
T^anejo del estado de shock y el control cuidadoso de los sig- 
\itales para la deteccion de complicaciones (p. ej., sindro- 
me de dificultad respiratoria aguda, secuela neurologica, peri¬ 
carditis) y progresion de la enfermedad (p. ej., estudios para 
aetectar coagulacion intravascular diseminada).*’^’^^^ Las nue- 
• as lerapias complementarias, como la protema recombinante 
h‘jmana que aumenta la permeabilidad y de accion bactericida, 
>e muestran promisorias en la prevencion de la falla multior- 
ganica debido a la endotoxemia.^^® Otros agentes biologicos, 
-•>mo los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la endo- 
loxina o contra citocinas involucradas en el shock septico 
meningococico (p. ej., IL-L IL-6, TNF-a) tambien pueden 
aesempefiar un papel como intervenciones terapeuticas com- 
plementarias.^^'*^^'^^^’^^^ 

No obstante el hecho de que la gran mayoria de las cepas, en 
particular en los Estados Unidos, continuan siendo sensibles a 
la penicilina, se ha acumulado evidencia que muestra que los 
perfiles de sensibilidad a los antibioticos de las cepas de N. 
meningitidis tambien estan evolucionando. Historicamente, las 
.epas de N. meningitidis sensibles a la penicilina tienen una 
CIM para penicilina ^ 0,06 pg/mL. En 1983, Dillon y cols, ais- 
laron en Canada la primera cepa meningococica productora de 
□-lactamasa de una muestra urogenital.Esta cepa albergaba 
el plasmido p-lactamasa de 4,5 Mda gonococico y el plasmido 
conjugativo de 24,5 Mda. Posterior a este caso, solo se han 
publicado tres aislamientos de N. meningitidis productora de 
5-lactamasa: dos cepas se aislaron en 1988 de dos pacientes 
con meningitis en Sudafrica y la cuarta fue recuperada en 1989 
de una paciente en Espana.*^-^^^-^^' Las cepas p-lactamasa posi- 
livas tienen CIM para penicilina mayores de 256 pg/mL. En 
1987. se aislo una cepa de N. meningitidis que habia disminui- 
do su sensibilidad a la penicilina (CIM > 0,06 pg/mL), pero 
que era p-lactamasa negativa.^^^ Estas cepas se mencionan 
como relativamente resistentes, moderadamente sensibles o 
con sensibilidad disminuida a la penicilina. Desde aquel 
momento, se han informado otros aislamientos con caracteris- 
ticas similares en el Reino Unido, Europa, Grecia, Sudafrica y 
los Estados Unidos.^'En Espafia, la frecuen- 
cia de aislamiento de estas cepas ha aumentado del 0,4% en 
1985 al 67% en 1994, mientras que la frecuencia de estas cepas 
en el Reino Unido permanece estable en alrededor del 9%.35 236 
En 1997, la vigilancia activa realizada por los CDC acumulo 90 
aislamientos de 121 casos de enfermedad meningococica infor- 
mada. De ellos, tres (< 3%) fueron moderadamente sensibles a 
la penicilina con una CIM de 0,12 pg/mL.^^^ De las 87 cepas 
sensibles a la penicilina restantes, 49 tenian una CIM de 0,06 
ug/mL; las variedades con sensibilidad disminuida tenian CIM 
que iban de 0,10 pg/mL a 1 pg/mL.^^’ Las variedades resis¬ 


tentes se definen como las que tienen una CIM para penicilina 
^ 2 pg/mL. La mayoria de los meningococos relati\amente 
resistentes que se han informado pertenecen a los serogrupos B 
o La resistencia a penicilina/ampicilina tambien 

puede surgir durante la terapia con estos antibioticos. En el 
informe de un caso interesante. se aislo una cepa de .V. menin¬ 
gitidis del serogrupo W-135 resistente a la ampicilina en los 
hemocultivos de una mujer de 82 anos con shock septico mor¬ 
tal.Los aislamientos iniciales de sangre y esputo eran sensi¬ 
bles a la penicilina (CIM = 0,05 pg/mL) y la ampicilina (0.016 
pg/mL). A pesar de los 7 dias de terapia con ampicilina en altas 
dosis, la paciente murio. La cepa aislada en la sangre 7 dias 
despues de la internacion se habia vuelto moderadamente resis¬ 
tente tanto a penicilina (CIM = 1 pg/mL) como a la ampicilina 
(CIM = 1,2 pg/mL). 

La sensibilidad disminuida a la penicilina en las cepas de 
N. meningitidis moderadamente resistentes se debe a una re- 
duccion de la union del antibiotico causada por alteracion de 
las proteinas de union a la penicilina (PBP 2 y PBP 3 ) de la 
pared celular meningococica."^^^ En el caso de las proteinas 
PBP 2, la union disminuida de la penicilina resulta de una 
secuencia de nucleotidos alterada del gen de PBP 2, penA. '' 
Las formas de baja afinidad similares de PBP 2 se encuentran 
en cepas resistentes a la penicilina de otras especies de 
Neisseria, entre ellas N. lactamica, N. fiavescens, N. polysac- 
charea y N. gonorrhoeae. Las formas de PBP 2 de baja afini¬ 
dad alteradas en las cepas de N. meningitidis surgen de eventos 
de recombinacion que derivan en el reemplazo de secuencias 
en el gen penA meningococico nativo con material genetico 
correspondiente de especies de Neisseria comensales.^^”^^ ^^^^'^ 

La importancia clinica de la sensibilidad a la penicilina dis¬ 
minuida en N. meningitidis no esta clara hasta ahora. Aunque 
se han observado fracasos en el tratamiento y altas tasas de 
complicaciones en pacientes infectados con cepas relativamen¬ 
te resistentes, la administracion de dosis mayores de penicilina 
ha sido chnicamente eficaz.^^^'^^® Ciertas cefalosporinas de ter¬ 
cera generacion, como ceftriaxona y cefotaxima, son activas 
contra las cepas de N. meningitidis sensibles y moderadamen¬ 
te sensibles, pero las CIM de algunos antibioticos para estas 
ultimas -en particular, cefuroxima, aztreonam e imipenem- 
pueden ser mas elevadas que las de las cepas sensibles.'^‘^ 
Meropenem es muy activo contra los meningococos, con mas 
del 90% de las cepas inhibidas por ^ I pg/mL.^ 

Las cepas de N. meningitidis tambien han mostrado resisten¬ 
cia a otros antibioticos. Se infoimo un nivel elevado de resis¬ 
tencia a cloranfenicol en aislamientos en Francia y Vietnam.-^ 
El temor a la diseminacion de la resistencia al cloranfenicol 
esta justificado porque el farmaco es el pilar del tratamiento de 
la meningitis en el Africa subsahariana.^’’ Ahora esta disemi- 
nado el elevado nivel de resistencia a las sulfonamidas, el far¬ 
maco usado antes para la profilaxis y es comiin encontrarlo 
entre ciertos clones epidemicos del serogrupo A de N. menin¬ 
gitidis. En un estudio llevado a cabo en Espaha. el 43.6% de 
las 55 cepas tanto de casos como de portadores eran resistentes 
a trimetoprim-sulfametoxazol.^^^ El surgimiento de la resisten¬ 
cia a la rifampicina se observe incluso durante la administra¬ 
cion de profilaxis con rifampicina.'^La resistencia a la rifam- 
picina surge debido a alteraciones en la permeabilidad de la 
membrana celular o a mutaciones en el gen rpoB que codifica 
la subunidad P de la RNA polimerasa meningococica.^ En 
2000, se aislo en Australia una cepa de N. meningitidis con sen¬ 
sibilidad disminuida a la ciprofloxacina (CIM de 0,25 pg/mL) 
de una mujer de 19 ahos que tenia una enfermedad meningo¬ 
cocica invasora.^^^ Las cepas sensibles tienen una CIM para 
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ciprofloxacina ^ 0,03 pg/mL. La amplificacion por PCR y la 
secuenciacion del gen gyrA de este aislamiento revelaron una 
diferencia de tres nucleotidos con las cepas sensibles a la 
ciprofloxacina tipo silvestre. Se ha mencionado la adquisicion 
por N. meningitidis del determinante a la resistencia a tetraci- 
clina, 

La prueba de sensibilidad a los antibioticos de N. meningiti¬ 
dis es dificultosa y las determinaciones de CIM son los meto- 
dos de eleccion.^"^^ No estan disponibles los estandares acepta- 
dos y los puntos de corte para N. meningitidis, y las evaluacio- 
nes de los metodos de difusion con discos usando discos de 
penicilina, oxacilina, ampicilina y rifampicina han dado resul- 
tados decepcionantes.™’*^^^^^’^^^’*^^ El NCCLS recomienda la 
microdilucion en caldo o la dilucion en agar para la determina- 
cion de la CIM de N. meningitidis usando caldo de Mueller- 
Hinton suplementado con cationes con 2-5% de sangre de 
caballo lacada o agar de Mueller-Hinton con 5% (v/v) de san¬ 
gre de carnero, respectivamente/^^ La prueba E tambien puede 
resultar valiosa para determinar la sensibilidad a los antibioti¬ 
cos de aislamientos meningococicos individuals.En 
algunos informes publicados sobre sensibilidad meningococica 
a otros antibioticos, a menudo se usan los puntos de corte de las 
CIM de N. gonorrhoeae para la interpretacion.^^ Como la 
mayona de los laboratorios microbiologicos clinicos no estan 
equipados para realizar las pruebas de dilucion en agar, los 
meningococos aislados en pacientes que no responden a la qui- 
mioterapia antibiotica apropiada y algunos que se presumen 
resistentes a la penicilina deben probarse para la produccion de 
P-lactamasa con la prueba de cefalosporina cromogenica 
(Nitrocefm®, BD Biosciences) y remitirse a un laboratorio de 
referenda para la prueba de sensibilidad por dilucion en agar. 

Puesto que no se han establecido los criterios del tamaho de 
la zona para otras especies de Neisseria, el metodo de dilucion 
en agar es el de eleccion para la determinacion de la sensibili¬ 
dad a los antibioticos. Hay informes anecdoticos de que el pro- 
cedimiento de difusion con discos, el procedimiento de dilu¬ 
cion en agar y los criterios de interpretacion publicados por el 
NCCLS para gonococos tambien pueden utilizarse para otras 
especies de Neisseria.^^"^ Aunque estos microorganismos suelen 
crecer bien en el agar de Muller-Hinton suplementado con san¬ 
gre recomendado por el NCCLS, algunas cepas pueden reque- 
rir una suplementacion del medio con aditivos como 
IsoVitalex®. 


Sensibilidad a los antibioticos de Moraxella catarrhalis 

La aparicion y la diseminacion de la resistencia a los anti¬ 
bioticos entre Neisseria patogenas tambien estan reflejadas en 
la sensibilidad a los antibioticos de los aislamientos de M. 
catarrhalis. Antes de mediados de la decada de 1970, este 
microorganismo era muy sensible a los antibioticos. M. catarr¬ 
halis p-lactamasa positiva fue aislada por primera vez en 1976; 
hacia finales de esa decada, cerca del 75% de las cepas produ- 
cfan enzimas p-lactamasa. Un estudio de Doern y Tubert mos- 
tro que las pruebas en tubo y con disco de cefalosporina cro¬ 
mogenica (Nitrocefin®) tenian una sensibilidad superior para la 
deteccion de P-lactamasa cuando se las comparaba con las 
pruebas que usan cefalosporina piridin-2-azo-/7-dimetilanilina 
(PADAC), los procedimientos acidometricos y yodometricos 
en tubo y con disco.En el laboratorio clfnico, las cepas de M. 
catarrhalis deben ser probadas para la produccion de p-lac¬ 
tamasa, de preferencia con la prueba de cefalosporina cromo- 
genica.'^'^ 


Las pruebas de sensibilidad a la ampicilina de dilucion en 
caldo para aislamientos de M. catarrhalis pueden dar resulta- 
dos confusos. Algunas cepas productoras de p-lactamasa ten- 
dran CIM elevadas para ampicilina (12,5 a 25 pg/mL), mien- 
tras que otras tendran CIM bajas (0,10 a 0,40 pg/mL). Las 
pruebas de dilucion en caldo para ampicilina para las ultimas 
cepas son dependientes del inoculo.’^^ Con inoculos mas 
pequenos (lO'^ UFC/mL), estas cepas se muestran sensibles a la 
ampicilina y a otros p-lactamicos. Con inoculos mayores (10^ 
UFC/mL), tienen CIM mas elevadas y son resistentes. El efec- 
to inoculo se observe para ampicilina, penicilina G, cefalotina, 
cefamandol, cefuroxima y cefaclor. 

Estudios de las enzimas p-lactamasa de M. catarrhalis han 
mostrado la existencia de dos tipos de enzimas en las cepas de 
estos microorganismos.BRO-1 (o tipo Ravisio) y BRO-2 
(o tipo 1908).^°^"^°^ Una tercera enzima P-lactamasa, BRO-3, 
fue descrita por Christensen y cols, en 1991, pero ahora se sabe 
que es un precursor unido a la membrana de las otras enzimas 
BRO.^^^’^^^ El nombre “BRO” es una contraccion de 
“BRanhamella y mOraxella”, debido a que se han encontrado 
p-lactamasas similares en moraxellas baciliformes.^^^ Las 
cepas de M. catarrhalis producen BRO-1 o BRO-2 y estas 
enzimas pueden diferenciarse por isoelectroenfoque. Las cepas 
que producen enzimas PRO-1 dan cuenta de casi el 90% de los 
aislamientos de M. catarrhalis productores de p-lactamasa de 
muestras clmicas, mientras que las productoras de BRO-2 
constituyen el 10% restante.^°^'^®‘ El analisis molecular de la 
produccion de p-lactamasa indica que la enzima BRO-1 esta 
codificada por un gen cromosomico unico (bla) que codifica un 
polipeptido de 314 aminoacidos.^® El analisis de la secuencia 
de los genes bla de las cepas productoras de BRO-1 y BRO-2 
difiere en cinco bases de nucleotidos que deriva en un solo resi- 
duo aminoacido de diferencia en las secuencias de aminoaci- 
dos de las enzimas BRO-1 y BRO-2. Sin embargo, se encontro 
una delecion en el par de bases 21 en la region del promotor del 
gen BRO-2. Las diferencias en las CIM de las cepas de M. 
catarrhalis productoras de BRO-1 y BRO-2 pueden explicarse 
por los niveles mas bajos de produccion de BRO-2 debidos a la 
delecion en la region del promotor, mientras que la estructura 
y las actividades enzimaticas de las dos enzimas son simila¬ 
res. Los pacientes que han estado infectados con cepas de M. 
catarrhalis productoras de p-lactamasa BRO-2 tambien han 
respondido clinicamente a la penicilina y la ampicilina. La 
BRO-1 tiene un peso molecular de casi 32,5 kDa. Las varia- 
ciones en el peso molecular informado de esta enzima, que 
oscilan desde 28 kDA hasta 41 kDa, se explican por la presen- 
cia de formas de BRO-1 libres y asociadas con lipidos.^^La 
prevalencia de cepas que producen enzimas BRO-1 o BRO-2 
tambien difiere. Entre los aislamientos clinicos de M. catarr¬ 
halis recolectados en estudios de vigilancia multicentricos 
durante 1994-1995 y durante 1997-1998, la prevalencia de 
cepas productoras de BRO-1 y BRO-2 fueron del 97,5% y el 
2,5%, respectivamente.^^^ El gen bla puede estar asociado con 
transposon y ser transferible por mecanismos conjugativos o 
transformacionales.^^'^^^’^®^ Los estudios in vitro indican que las 
p-lactamasas de M. catarrhalis pueden intervenir indirecta- 
mente en la virulencia al inactivar la penicilina o la ampicilina 
administradas por otras infecciones respiratorias, como la neu- 
monia neumococica.^^^ 

Varios estudios llevados a cabo en los Estados Unidos y en 
el exterior sefialan que las cepas de M. catarrhalis son casi 
siempre sensibles a amoxicilina-clavulanato, cefalosporinas de 
segunda y tercera generacion (cefuroxima, cefotaxima, ceftria- 
nona, cefpodoxima, ceftibuteno y los antibioticos orales cefixi- 
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- N cefaclor), macrolidos (azitromicina, claritromicina, eri- 
iromicina), tetraciclinas y 

Mientras que la mayoria de las cepas son sensibles a las fluo- 
roquinolonas (incluidas ciprofloxacina, levofloxacina, espar- 
floxacina, grepafloxacina, trovafloxacina y gemifloxacina), la 
resistencia a las fluoroquinolonas ha surgido en aislamientos 
obtenidos de pacientes que recibian esos farmacos durante 
periodos prolongados. 122 , 175 , 183 , 190 , 419,512 excepcion de las 
variaciones de produccion de p-lactamasas, no se han senalado 
diferencias notorias en las sensibilidades a los antibioticos de 
las cepas de M. catarrhalis aisladas en distintos paises (entre 
ellos Japon, el Reino Unido, Alemania, Espafia, Francia, Italia 
y los Estados Unidos).^^* Algunas cepas raras de M. catarrha¬ 
lis pueden ser resistentes a tetracicilinas, macrolidos o trime- 
troprim-sulfametoxazol.^^^ 

En el capitulo 17 se presenta una informacion mas detallada 
acerca de las pruebas de sensibilidad a los antibioticos para 
esios microorganismos. 
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Sistemas de identificacion comerciales 
RapiDEC Staph® 

API Staph-IDENT® 

API Staph® 
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Panel MicroScan Rapid Pos Combo® 

Panel MicroScan Pos ID® 

Sistema BBL Cristal para la identificacion de grampositivos (GP)® 
Sistema staf 18-R® 


C on la excepcion de Enterobacteriaceae, las bacterias 
grampositivas, en particular los cocos, son los 
microorganismos aislados con mayor frecuencia en 
muestras clmicas. Estas bacterias estan diseminadas en la 
naturaleza y pueden hallarse en el medioambiente o como 
comensales de la piel, las mucosas y otros lugares del cuerpo 
en seres humanos y animales. La ubicuidad de estas bacterias 
grampositivas en la naturaleza hace dificil la interpretacion de 
su aislamiento en muestras ocasionales de pacientes aun cuan- 
do que se presenten manifestaciones clmicas de un proceso 
infeccioso. La recuperacion de estos microorganismos en 
muestras siempre debe correlacionarse con la condicion clmi- 
ca del paciente antes de que se pueda establecer su papel en un 
proceso infeccioso. 

Aunque las bacterias grampositivas pueden causar infeccion 
por multiplicacion tanto local como sistemica, algunas pueden 
multiplicarse en un sitio localizado y ejercer sus efectos pato- 
genos mediante la produccion de exotoxinas o enzimas que 
actuan a distancia. Las toxinas estafilococicas son responsables 
de la intoxicacion alimentaria, el smdrome de la piel escaldada 
y el smdrome de shock septico. El smdrome de shock toxico 
estreptococico (cap. 13) es una entidad clmica en la cual los 
signos y los smtomas de infeccion y los rasgos patologicos de 
la enfermedad se deben en gran parte a los efectos de las exo¬ 
toxinas. Por otro lado, las bacterias gramnegativas tienen en- 
dotoxina, que es la porcion lipidica del lipopolisacarido de la 
membrana externa. Las infecciones sistemicas por las bacterias 
gramnegativas pueden conducir al shock endotoxico, caracteri- 
zado por hipotension, colapso vascular y, a veces, muerte. Esto 
sucede con mayor frecuencia cuando los microorganismos 
gramnegativos ingresan en el torrente circulatorio. 

Debido al niimero creciente de especies estafilococicas reco- 
nocidas en infecciones humanas y el hallazgo de resistencia a 
multiples antibioticos en aislamientos comunes y no comunes, 
es imperativo que los microbiologos clmicos esten familiariza- 
dos con los metodos actuales para la caracterizacion de estos 
microorganismos. En este capitulo se presentan los procedi- 
mientos de laboratorio y la importancia clmica del aislamiento 
y la identificacion de los estafilococos y microorganismos rela¬ 
cionados. En el capitulo 13, se trataran los estreptococos y las 
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Enfoque para la identificacion 
de estafilococos en el laboratorio 


bacterias similares a ellos. Las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos de estos grupos bacterianos se consignan en el 
capitulo 16. 


Taxonomfa de los estafilococos y de los cocos 
grampositivos relacionados 

En la edicion de 1986 del Manual de Bacteriologia Siste- 
mdtica de Bergey, la familia Micrococcaceae incluia cuatro 
generos: Planococcus, Micrococcus, Stomatococcus y Staphy¬ 
lococcus Los estudios geneticos ulteriores (p. ej., 

hibridacion de RNA DNA-ribosomico, secuenciacion de rRNA 
16S) y los analisis quimiotaxonomicos (p. ej., composicion de 
la pared celular, acidos grasos celulares) documentaron la 
diversidad de estos microorganismos y establecieron que estos 
cuatro generos no se deben englobar en una unica familia. Los 
planococos y los estafilococos pertenecen a la linea filetica 
Bacillus/Lactobacillus/Streptococcus, mientras que los micro¬ 
cocos y los estomatococos estan relacionados con una clasifi- 
cacion de actinomicetos amicelicos. De acuerdo con la “hoja 
de ruta” de la nueva edicion del Manual de Bacteriologia Siste- 
mdtica de Bergey, los estafilococos estan en el filo Firmicutes 
y comprenden el genero I en la familia V CStaphylo- 
coccaceae"), orden I (BacillalesAL) en clase III “Bacilos”. La 
familia V tambien incluye Gemella (vease cap. 13), Macrococcus 
y Salinicoccus}^^ Las especies de Planococcus son cocos mari- 
nos capaces de crecer en medios que contengan 15% de NaCl. 
Este genero suele abarcar nueve especies: P citreus, P kocuri P 
antarcticus, P psychrophilus, P alkanoclasticus, P lilacinus, 
P rifietensis, P maritimus y P. niaitriensis} 103 . 233 , 363 . 371,503 
las primeras especies, Planococcus, P okeanokoites y P. mcme- 
ekiniiy fueron reclasificadas recientemente en el nuevo genero 
Planomicrobium}^^'^^^'^^^ Los planococos estan ahora clasifica- 
dos como genero I en la familia Planococcaceae en el orden I 
Bacillales. 

El genero Micrococcus estaba compuesto originalmente por 
nueve especies: M. luteus, M. lylae, M. varians, M. roseus, 
M. agilis, M. kristinae, M. nishinomiyaensis, M. sedentarius y 
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A/ halobiusP^ En 1995, Stackebrandt, Koch y cols, realizaron 
un analisis de la secuencia del DNA ribosomico 16S en estas 
esp>ecies reconocidas que derivo en la separacion taxonomica y 
en la reorganizacion del genero.^^* "^^^ M. roseus, M, varians y 
M. kristinae pertenecen ahora al genero Kocuria como K. 
roseus, K. varians y K. kristinae.M. halobius, M. nishinomi- 
yaensis y M. sedentarius ahora se ubican en tres generos sepa- 
rados como Nesterenkonia halobia, Kytococcus sedentarius y 
Dermacoccus nishinorniyaensis. M. agilis ha sido reclasificado 
en el genero Arthrobacter como A. agilis En este nuevo 
esquema taxonomico. Micrococcus luteus y Micrococcus lylae 
permanecen como especies unicas en el genero Micrococcus 
En 2000, se describio una tercera especie Micrococcus, M. 
antarcticus. una especie psicrofila aislada en la Antartida.^^^ A 
partir de 1995, se han aislado en fuentes medioambientales 
otras tres especies Kocuria {K. palustris, K. Rhizophila y K. 
polaris) y una especie nueva de Nesterenkonia iN. lacusekho- 
ensis)^ y se aislo una segunda especie Kytococcus {K. schroete- 
ri) en sangre humana.^^’^^'^^^ Estas ex especies Micrococcus 
ahora estan en un filo y una clase separados de los estafiloco- 
cos (filo Actinobacteria, clase Actinobacteria) y estan en el 
mismo orden que los actinomicetos (orden Actinomycetales). 
Dentro de este orden las anteriores especies Micrococcus se 
ubican en la familia Micrococcaceae (Micrococcus, Arthrobac¬ 
ter, Kocuria, Nesterenkonia) y en la familia Dermatophilaceae 
{Dermacoccus y Kytococcus) Los micrococos y especies 
relacionadas son cocos grampositivos un poco mas grandes que 
las celulas estafilococicas. Los micrococos tienen un diametro 
de 1 a 1,8 pm, mientras que los estafilococos miden 0,5 a L5 
pm. Las celulas se acomodan en su mayoria de a pares, en 
tetradas y en grupos irregulares. En el resto del capitulo, estos 
microorganismos se mencionan como micrococos y especies 
relacionadas. 

El nuevo genero Macrococcus incluye microorganismos ais- 
lados en animales que parecen cocos mas grandes (1,1 -2,5 pm 
de diametro), de ahi el nombre “macro”-coccus.^^^ El genero 
difiere del estafilococo en que tiene menos similitudes de 
secuencia en el rRNA 16S, mayor contenido de G + C en el 
DNA, carece de acidos teicoicos en la pared celular y tiene 
patrones de ribotipificacion y restriccion de DNA particulares. 
Los miembros del genero Macrococcus son claramente distin- 
tos que los del genero Staphylococcus, pero estan muy relacio¬ 
nados con el “grupo S. sciurr\ los unicos miembros de los esta- 
filococos oxidasa positivos.^'^ Se describieron siete especies 
Macrococcus: M. equipercicus y M. carouselicus (ambas halla- 
das en caballos), M. bovicus (aisladas en el ganado vacuno), M. 
caseolyticus (ex Staphylococcus caseolyticus), aislados en pro- 
ductos lacteos, en ballenas piloto (calderon), y carnes y M. bru- 
nensis, M. hajekii y M. lamae, aislados en piel de llamas.^^^'^^*^ 
Los miembros del genero Macrococcus no estan comprometi- 
dos en infecciones humanas. 

Stomatococcus mucilaginosus, el unico miembro del ante¬ 
rior genero Stomatococcus, es un coco grampositivo encapsu- 
lado que es parte de la flora normal del aparato respiratorio 
humano.^^^® Sobre la base de la secuenciacion de rDNA 16S 
y de los datos taxonomicos, los estomatococos son los mas 
relacionados con los microorganismos del genero Rothia. S. 
mucilaginosus ha sido transferido al genero Rothia como 
Rothia mucilaginosa']un\o con R. dentocariosa y una especie 
nueva, Rothia nasimurium, un microorganismo encontrado en 
la nariz de los ratones.^^ Aunque R. mucilaginosa y R. nasi- 
murium son cocos grampositivos, R. dentocariosa es un baci- 
lo corineforme grampositivo que muestra ramificacion rudi- 
mentaria. A causa de su morfologia cocal, R. mucilaginosa se 


describira en este capitulo: R. dentocariosa se tratara en el 
capitulo 14. 


Importancia cimica de los estafilococos y de los cocos 
grampositivos relacionados 

El genero Staphylococcus por lo general esta compuesto por 
varias especies, muchas de las cuales se pueden encontrar en 
muestras clmicas humanas (recuadro 12-1). Los estafilococos 
son cocos grampositivos, no moviles, que no forman esporas, 
catalasa positivos. Estos microorganismos se acomodan como 
celulas simples, en pares, en tetradas y en cadenas cortas. pero 
aparecen en forma predominante en grupos como racimos. La 
mayoria de las especies son anaerobios facultativos, excepto 5. 
aureus subespecie anaerobius y S. saccharolyticus. Estas dos 
especies crecen de forma anaerobia y, a diferencia de las espe¬ 
cies facultativas, a menudo son catalasa negativas. Los estafi- 
lococos se encuentran por lo general en la piel y las mucosas 
de seres humanos y otros animales. En algunos casos, esta aso- 
ciacion es muy especiTica. Por ejemplo, S. capitis subespecie 
capitis forma parte de la flora humana normal de la piel y las 
glandulas sebaceas del cuero cabelludo, la frente y el cuello, 
mientras que S. auricularis se encuentra en el canal auditivo 
extemo.^^^’^^'' Algunas especies se encuentran solo en animales 
y se reconocen como patogenos de animales. Por ejemplo, 5. 
hyicus causa dermatitis infecciosa en los cerdos y S. interme- 
dius ha sido aislado en varios tipos de infecciones en perros, 
incluidas infecciones cutaneas, mastitis, infecciones de heridas 
e infecciones del aparato reproductor.^^ Las especies ante¬ 
riores han sido aisladas en heridas de mordedura de perro en 
seres humanos."^^^ "^^^ S. delphini, S. felis, S. schleiferi subespe¬ 
cie coagulans y S. lutrae causan procesos infecciosos en delfi- 
nes, gatos domesticos, perros y nutrias de mar, respectivamen- 
|.g 111,190.191,469 seres humanos pueden colonizarse o infectar- 
se por contacto cercano o frecuente con animales (p. ej., vete- 
rinarios, trabajadores de zoologicos, granjeros). Algunos de los 
estafilococos patogenos tanto para seres humanos como para 
animales producen una enzima llamada coagulasa, cuya detec- 
cion se usa en el laboratorio para identificar a estos microorga¬ 
nismos (recuadro 12-2).^^^'^^^ Entre los estafilococos, la especie 
S. aureus coagulasa positiva y las dos especies coagulasa nega¬ 
tivas, S. epidermidis y S. saprophyticus, se observan con fre- 
cuencia en infecciones humanas. 

Staphylococcus a//re//s subespecie aureus 

S. aureus es por mucho el patogeno humano mas importan- 
te entre los estafilococos. Se encuentra en el medioambiente 
extemo y coloniza las narinas en el 20-40% de los adultos. 
Otros sitios son los pliegues cutaneos intertriginosos, el peri- 
neo, las axilas y la vagina. Aunque forma parte de la microflo¬ 
ra humana normal, puede causar infecciones oportunistas 
importantes en condiciones apropiadas."*^® Los factores que 
pueden predisponer a infecciones graves por 5. aureus son: 

• Defectos congenitos en la quimiotaxis de los leucocitos (p. 
ej., smdrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de Down, sm- 
drome de Job y smdrome de Chediak-Higashi) o adquiridos 
(p. ej., diabetes mellitus, artritis reumatoide). 

• Defectos en la oposonizacion por anticuerpos secundarios a 
hipogammaglobulinemias adquiridas o congenitas o defectos 
o deficiencias en componentes del complemento (en especial 
C3 y C5). 
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S. aureus Vease el texto 

S. epidermidis Vease el texto 

S. saprophyticus Vease el texto 

5. haemolyticus^^^ S. haemolyticus es parte de la flora normal de la piel humana y tambien se encuentra en los primates. Este microorganismo 

ha sido informado como causa de bacteriemias primaria y hospitalaria, infecciones de tejidos blandos y heridas, infecciones 
urinarias e infecciones neonatales y pediatricas hospitalarias.^^’’^^-^'^®’^^^’^'*®’'^'^^ '^^^ Varios investigadores ban informado cepas 
de S, haemolyticus que tienen CIM relativamente altas (2 a ^ 8 pg/mL) para vancomicina en contextos clmicos de adminis- 
tracion prolongada de vancomicina, lo que sugiere que la seleccion de clones resistentes se origina de poblaciones de 
microorganismos previamente sensibles.^*-^^'^'^®^ '^®-''^’® Al respecto, se describieron cepas resistentes a los dos glucopeptidos 
(vancomicina y teicoplanina ) o sensibles a la vancomicina y resistentes a la teicoplanina.^^ ^^-^'^^La resistencia a glucopepti¬ 
dos en S. haemolyticus y en otros estafilococos coagulasa negativos, por lo general, esta expresada de modo heterogeneo y 
existen dentro del mismo cultivo subpoblaciones sensibles y resistentes.^^ ^ El surgimiento de resistencia a los glucopepti¬ 
dos en S. haemolyticus ha subrayado la importancia de la identificacion correcta y de las pruebas de sensibilidad de estos 
aislamientos y el control de su diseminacion en el ambiente hospitalario. Aunque la identificacion fenotipica de S, haemoly¬ 
ticus es bastante directa, se han creado sondas de acido nucleico para su identificacion especifica.^ Estudios acerca del 
mecanismo de resistencia a los glucopeptidos sugieren que las causas son multifactoriales y que pueden relacionarse con la 
estructura de la pared celular, donde las alteraciones en los entrecruzamientos dentro del peptidoglucano interfieren en la 
union de los dimeros de glucopeptido y, por lo tanto, en la interaccion apropiada del antibiotico con su objetivo.^^ Ademas 
de la resistencia a los glucopeptidos, tambien se han informado aislamientos de S. haemolyticus resistentes a meticilina y 
quinolona.^*’®'^^^'^^* La presencia de S. haemolyticus con resistencia multiple a los antibioticos en el medio hospitalario y la 
transmision de clones resistentes mediante las manos de los trabajadores sanitarios han sido documentadas por varios inves¬ 
tigadores usando diversos metodos moleculares (p. ej., inmunoanalisis de polipeptidos estafilococicos, analisis de plasmi- 
dos, polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion del DNA cromosomico, electroforesis en gel de campo pul- 
sado del DNA total).^^ 5. haemolyticus, de modo similar a S. epidermidis, S. warneri, S. xvlosus y S. hyicus, tambien 
produce una lipasa extracelular que puede cumplir una funcion en la virulencia.^^^*^^^ 

S. warnerf-^^ Esta especie representa cerca del 1% de los estafilococos encontrados normalmente en la piel humana. 5. warneri es ahora 

una causa bien reconocida de bacteriemia relacionada con el cateter, endocarditis de valvula nativa, osteomielitis vertebral 
hematogena y meningitis asociada con derivacion ventriculoperitoneal.^^’^'^’*^ '*^^''^^'* Las cepas aisladas en seres humanos 
ahora se llaman S. warneri subespecie 1, mientras que las cepas de primates se llaman S, warneri subespecie 2. Las cepas 
de S. warneri producen una enzima extracelular que tiene actividad de lipasa y fosfolipasa.^^^'^^*’'**^ 

S. hominis^^^'^^^ S. hominis se encuentra en la piel humana; en ocasiones ha sido aislado de infecciones como un patogeno de bajo grado, que 

causa sepsis relacionadas con cateteres en huespedes inmunodeprimidos.'^^ S. hominis tambien ha sido informado como 
causa de endocarditis en un paciente como complicacion de una vasectomia.^*"^ En 1998, la especie se dividio en dos subes- 
pecies; S. hominis subesp. hominis, y S. hominis subesp, Novohiosepticus. S. hominis subespecie hominis se encuentra en 
la piel y es un microorganismo infrecuente en procesos infecciosos, mientras que S. hominis subespecie novohiosepticus se 
aisla con mas frecuencia en hemocultivos e infecciones confirmadas. La subespecie novohiosepticus es resistente a la novo- 
biocina y no produce acido a partir de D-trehalosa o V-acetil-D-glucosamina, mientras que la subespecie hominis es sensible 
a la novobiocina y produce acido en forma aerobica de D-trehalosa y de V-acetil-D-glucosamina.^^^ La subespecie novohio¬ 
septicus tambien tiende a ser mas resistente a los antibioticos que la subespecie hominis. 

S. simulans^^- S. simulans se encuentra sobre la piel y en la uretra de mujeres sanas. El microorganismo ha sido aislado como causa de sep¬ 

ticemia, osteomielitis, endocarditis de valvula nativa, artritis septica siguiente a una fractura expuesta de perone, osteomie¬ 
litis vertebral e infeccion de protesis articular.5. simulans iitnc una capsula que inhibe la fagocitosis in vitro y 
contribuye a la virulencia in vivo.^^^ Junto con ciertos estafilococos coagulasa negativos (iS. epidermidis, S. haemolyticus y 
S. hominis), las cepas de S. simulans resistentes a la meticilina tienen una protema de union a la penicilina adicional que 
muestra baja afinidad por meticilina, cefalotina y cefamandoi y tiene una secuencia de aminoacidos analoga a la PBP2' 
encontrada en las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina.^'^^ 

S. lugdunensis^^^ Esta especie, descrita por primera vez en 1988, se ha establecido rapidamente como un patogeno humano significativo. S. 

lugdunensis coloniza el area inguinal humana como se establecio por cultivo de muestras del pliegue inguinal y el predomi- 
nio de cepas obtenidas en abscesos en la region de la cintura pelviana.^^’^^^ "^^ 5. lugdunensis se ha asociado con una amplia 
variedad de infecciones, como endocarditis asociada con valvula nativa y con valvula protesica y con marcapasos; meningi¬ 
tis; abscesos en la piel y los tejidos blandos; celulitis; peritonitis; protesis de cadera infectadas; osteomielitis; discitis verte¬ 
bral; infecciones de las vfas vasculares; infecciones bucales; artritis septica despues de cirugia artroscopica; infecciones uri¬ 
narias, e infecciones de la derivacion ventriculoperitoneaL^^'^-^'^’^'^'^'^®^’'®^’^^''^'^^^-^®®'^^'^’^^® La presenta- 

cion de un shock septico similar al observado por bacterias gramnegativas tambien se asocio con bacteriemia por S. lugdu- 
nensis.^^Se han caracterizado las cepas de 5, lugdunensis resistentes a la oxacilina que transportan el gen mecA."^" El anali¬ 
sis de los aislamientos clmicos demostro que S. lugdunensis produce una variedad de factores de virulencia, incluidas a-y 
6-hemolisinas, lipasas y estearasas.'^^^"* 
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Recuadro 12-1 


Especie 


5. schleiferi^^^ 


S. capitis^^- 


S. auricularis^^^ 
S. pasteurf^ 

S. caprae'^'^^^ 


S. cohnii^-^’^'^^ 


S. xylosus^*^^ 


S. saccharolyticus 


Especies de Staphylococcus humanas, animales y medioambientales (cont.) 


Comentarios 


5. schleiferi fue descrito por primera vez en 1988 y se ha aislado de varias infecciones humanas. entre ellas empiema 
cerebral, infecciones de heridas, bacteriemia complicada con osteitis vertebral, infeccion de una prdiesis de cadera. 
infeccion del cateter, infecciones urinarias hospitalarias, endocarditis de valvula protesica, osteoraieliris e infecciones 
de marcapasos.^^“ 172.229,261,328 1990, la especie fue dividida en dos subespecies; las cepas humanas y cuninos 1 asocia- 

das con pioderma) se han designado 5. schleiferi subespecie schleiferi y las cepas que causan otiii> exiema en perros se 
han designado S. schleiferi subespecie coagulansV^^^^ La especie produce una variedad de factores a los que se los 
vincula con la virulencia (p. ej., glucocaliz, lipasas, estearasas y hemolisinas) y que pueden contribuir a la pai.'genici- 
dad.'^2,246.336 Quattdo .se describieron por primera vez las subespecies, se penso que las cepas de la subespecie schleiferi 
daban factor de aglutinacion positivo y pruebas de coagulasa en tubo negativas, mientras que las cepas de la subespecie 
coagulans mostraban factor de aglutinacion negativo y pruebas de coagulasa en tubo positivas.'^^' Vandenes^h y cols, 
aislaron luego tres cepas de S. schleiferi subespecie schleiferi con factor de aglutinacion y prueba de coagulasa en tubo 
positivos (lamina en color 12-3E y 

S. capitis es parte de la flora humana normal y rodea las glandulas sebaceas en el cuero cabelludo y la frente. En 1991. 
esta especie fue dividida en dos subespecies, S. capitis subespecie capitis y S. capitis subespecie ureolyticus-' S. capitis 
subespecie ureolyticus puede diferenciarse de la subespecie capitis por su actividad ureasa positiva, por la capacidad 
para producir acido de maltosa en condiciones anaerobias, y por los perfiles de acidos grasos celulares. Desde 1992. 
esta especie ha sido informada como causa de endocarditis de valvula nativa y de valvula protesica (incluida endocardi¬ 
tis de valvula aortica), endocarditis asociada con endoscopia superior e implantacion de marcapasos.^-^^^-^^^-^*^'*''^ Se 
documento S. capitis como la causa de 17 casos de sepsis en recien nacidos prematuros en estado crftico, incluido un 
caso de meningitis.'^^En estos casos, todos los aislamientos fueron resistentes a oxacilina, eritromicina y clindamicina. 
Las cepas de S. capitis aisladas en unidades de cuidados intensivos neonatales tambien han mostrado heterorresistencia 
a la vancomicina.'^ 

Esta especie se encuentra en el conducto auditivo extemo humano y rara vez esta implicado en infecciones. 

5. pasteuri es una especie recien descrita que se encuentra en muestras clmicas animales y humanas y en alimentos. 
Todavia no ha sido asociada con procesos infecciosos y es similar desde el punto de vista fenotfpico a S. warneri. Se 
han disenado son das de oligonucleotidos derivadas de DNA amplificado ai azar para su identificacion y diferencia- 
cion.'*^ 

S. caprae se penso en un principio que era una especie animal aislada en cabras y en la leche de esos animales. En 1991. 
fue cultivada de un exudado de un paciente con dermatitis y de la orina de un segundo paciente.^^ Luego, se la aislo en 
un paciente con endocarditis, dos pacientes con bacteriemia relacionada con el cateter. dos casos de infeccion urinaria y 
en hemocultivos de un recien nacido con enfermedad cardiaca congenita.^^^ "*^^ S. caprae ha sido inforraado en asocia- 
cion con infecciones articulares y oseas, incluido un caso de empiema intraarticular posterior a una cirugia artroscopica 
de rodilla, y como causa de osteomieiitis iatrogenica posterior a implantacion quirurgica de materiales ortopedi- 
cos7 En un estudio de la distribucion de las especies Staphylococcus entre las muestras clmicas humanas. S. 
caprae comprendio el 10,7% de las 1 230 cepas analizadas.^’® Se han identificado ribotipos similares en cepas de S. 
caprae aisladas en leche de cabra y en muestras clmicas, aun cuando las caracteristicas fenotipicas pueden variar entre 
los diferentes aislamientos.^^ S. caprae es el mas relacionado con S. epidermidis y con las subespecies de S. capitisJ-- 
Las cepas de S. caprae de seres humanos contienen un operon ica de cinco genes que codifica los productos genicos 
implicados en la formacion de la biopelfcula.^’^ Los polipeptidos derivados de las secuencias del gen ica muestran 67% 
a 88% de identidad de aminoacidos con los productos del operon del gen ica similar al encontrado en S. aureus y S. 
epidermidis. 

S. cohnii fue descrito por primera vez en 1975 y en 1991 se dividio en dos subespecies designadas S. cohnii subesp. coh' 
nii y S. cohnii subespecie urealyticumP^ La subespecie cohnii solo ha sido aislada en seres humanos, mientras que la 
anterior subespecie urealyticum ureasa positiva ha sido aislada en seres humanos y en primates. Ambas son flora nor¬ 
mal de la piel. S. cohnii es un agente oportunista emergente, que ha sido informado como causa de neumonia adquirida 
en la comunidad, artritis septica primaria y sepsis relacionada con el cateter en pacientes inmunodeprimidos. ' ‘»6.287 
Tambien se han informado corioamnionitis y sepsis neonatal con meningitis debidas a S. cohnii.^^'* 

S. xylosus se encuentra en humanos y en primates y ha sido informado como causa de infecciones urinarias alias y bajas 
y de endocarditis asociada con el uso de drogas intravenosas.*^^'*^'^ Este microorganismo fue aislado en sangre y bilis de 
un paciente de 11 anos sometido a un trasplante hepatico y cardiaco y en un seudoquiste pancreatico en un paciente 
infectado por Tambien se lo aislo en queso y leche de cabra.^^^ Las cepas de S. .xylosus producen ademas una 

lipasa extracelular.”^ 

Esta especie anaerobia fue en principio llamada Peptococcus saccharolyticus y fue iransferida al genero Staphylococcus 
sobre la base del analisis de oligonucleotidos del RNA 16S ribosomico. Se encuentra en las mucosas humanas. Se han 
informado dos casos de endocarditis (uno que comprometid una valvula cardiaca nativa y el otro. una valvula cardiaca 
protesica) causados) causados por este microorganismo. 


( Continua) 
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S. intermedius'^ Esta especie se encuentra como parte de la flora de perros, monos, caballos y gatos y puede causar infecciones cutaneas, 

urinarias, oseas y del sistema nervioso central en varias especies animales. S. interniedius es el estafilococo coagulasa 
positive predominante recuperado de la piel canina normal e infectada y de infecciones caninas graves.El portador 
humane de S. intermedins es rare incluso entre individuos con exposicion frecuente a los animales.Ha side aisla- 
do en personas con heridas por mordedura de perros infectadas y tambien en individuos con lesiones no infligidas por 
perros, como infecciones de ulcera de vena varicosa e incisiones de sutura.'^^^-'*^^ Infecciones menores ( p. ej., otitis 
externa) con este microorganismo pueden ocurrir como consecuencia del contacto estrecho no traumatico con cani- 
dos.*^' Tambien se ha informado el case de sepsis por 5. interniedius relacionada con el cateter en un paciente de 63 
ahos con cancer y neumonia por S. intermedins posterior a una cirugia de bypass de arteria coronaria.*^'^''^ 5. interme¬ 
dins se caracteriza por las pruebas de coagulasa en tubo positivas y factor de aglutinacion variable. La coagulasa de S. 
intermedins es una proteina de 64.6 kDa que induce la formacion de coagulo en plasma humano y de conejo, pero no 
en el de rata o de cobayo.^^*^ 

S. hyicus"^ S. hyicus se encuentra en el ganado y en la leche de vaca y se asocia con epidermitis exudativa (smdrome de “cerdo gra- 

siento”), una enfermedad aguda de las cnas de cerdos lactantes y destetados. Las cepas de S. hyiens que causan esta 
infeccion de la piel producen tres tipos de toxinas exfoliativas y una enzima lipasa/fosfolipasa extracelular dependiente 
de calcio que contnbuye a la patologia de este smdrome.Aunque no se considera un patogeno para los seres huma- 
nos, en 1997 se informo un caso de infeccion de herida humana causada por 5. hyiens despues de una mordedura de 
burro. 

5. sciurP'^ S. sciuri esta ampliamente distribuido en la naturaleza y ha sido aislado en alimentos, animales de granja, roedores, mar- 

supiales, mamiferos marinos y, en ocasiones, seres humanos y pequenas mascotas. Actualmente se reconocen tres 
subespecies.^**-^*^ S. sciuri subespecie sciuri se encuentra en la naturaleza y como parte de la flora cutanea transitoria 
en varios mamiferos y especies de aves; rara vez se encuentra en seres humanos y en primates. S. sciuri subespecie 
carnaticus se encuentra principalmente en huespedes bovinos y productos derivados de su came. S. sciuri subespecie 
rodentium se encuentra sobre todo en los roedores. Las cepas humanas han sido aisladas en heridas, piel, e infecciones 
de tejidos blandos, y, en 1998 se informo un caso de endocarditis debida a 5. sciuri Tambien fue causa de peri¬ 
tonitis en un paciente en dialisis Un analisis de 30 aislamientos clmicos humanos de S. sciuri encontro que el 70% 
eran subespecies sciuri, el 23%, subespecie rodentium y el 7%, subespecie carnaticus. Se observo que todas las subes- 
pecies de S. sciuri albergan un homologo del gen mecA de 5. aureus de resistencia a la meticilina y el 46% de las cepas 
que habian sido examinadas tambien transportaban el gen mecA que se encuentra en las cepas de S. aureus resistentes a 
la meticilina.^'^ '’®^ Estos dos mecA homologos tienen casi 80% de pares de bases similares. Las cepas de S. sciuri que 
llevan su homologo mecA natural expresan la resistencia limite a la meticilina, mientras que las cepas que llevan el gen 
mecA MRS A expresan resistencia heterogenea. S. sciuri produce una variedad de factores sospechosos (p. ej., forma¬ 
cion de biopeliculas, factor de aglutinacion, exotoxinas, DNasa y actividades proteoliticas) pero su contribucion a la 
patogenicidad de este organismo no se ha determinado.'^^^ 

S. chmmoK^nes*’ ' Esta especie, antes una subespecie de S. hyicus, causa infecciones cutaneas en ganado bovino, cerdos y cabras.'* Se la 

5. gallinarum^'^ encuentra en aves de corral y no es patogena. 

S. lentus^^"^ S. lentus, antes una subespecie de S. sciuri (S. sciuri subespecie lentus) es parte de la flora cutanea normal de ovejas y de 

cabras. 

S. equorum^^ S. equorum es una especie rara de importancia patogena no determinada. Ha sido aislada en caballos, asi como en queso 

y leche de cabra.^^^ 

5. delphini^*^ Esta especie coagulasa positiva causa lesiones cutaneas purulentas en delfines. 

S. felis^^'^'^'^ S. felis es la especie de Staphylococcus mas comunmente aislada en gatos, y causa otitis, cistitis, abscesos, heridas y 

otras infecciones cutaneas. 

S. lutrae^^^ Esta especie, descrita en 1997, fue aislada durante los analisis post mortem de tres nutrias marinas {Lutra lutra) de las 

islas Inner Hebrides al oeste del continente de Escocia. Los aislamientos se obtuvieron a partir de los tejidos hepaticos 
y esplenicos y en una glandula mamaria y un nodulo linfatico supramamario. S. lutrae es coagulasa libre positiva y fac¬ 
tor de aglutinacion negativa y la mayoria esta muy relacionada con S. delphini, S. felis, S. intermedins, S. schleiferi y S'. 
muscae}^^ 

S. vitulinu^^^ Esta especie, descrita en 1994, se encontro como pane de la flora de caballos, ratones silvestres y ballenas piloto (calde- 

ron). Ha sido aislada en productos caraicos, entre ellos, de cordero, de polio, de vaca y de temera. Estudios de hibrida- 
cion de DNA muestran que esta muy relacionada con S. lentus y S. sciuri.'^^'^ 


S. muscae^^^ 


Esta especie recien descrita forma parte de una flora transitoria de la superficie corporal de moscas que habitan los esta- 
blos de vacas, pero no se encuentra en las moscas que habitan las viviendas humanas. 
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Recuadro 12-1 Especies de Staphylococcus humanas, animales y medioambientales (cont.) 


Especie Comentarios 


OTROS ESTAFILOCOCOS (EN SU MAYOR PARTE MEDIOAMBIENTALES) 

S. camosus^^^ 

Esta especie se usa como cultivo iniciador en el procesamiento de cames como la de salames y salchichas. En la actuali¬ 
dad, se reconocen dos subespecies: S. carnosus subespecie carnosus y S. carnosus subespecie 

S. kloosiP'^ 

Esta especie se encuentra en mamiferos y su importancia cimica y estado taxonomico son inciertos. 

S. arlettae^^ 

Esta especie se encuentra en mamiferos y pajaros y su importancia cimica y estado taxonomico son indeterminados. 

S. piscifermentans^^ 

Esta especie se encuentra en peces, productos de pescados fermentados y pasta de soja y esta muy relacionada con S. 
carnosus y S. condomenti.^^^ 

S. condimenti^^^ 

Esta especie se encuentra en la salsa de soja (como S. piscifermentans) y esta muy relacionada con las subespecies de 5. 
carnosus. 

S. succinis^‘^^ 

Esta especie. descrita por primera vez en 1998, fue aislada en un fragmento de ambar dominicano de hace 25 a 35 millo- 
nes de anos. Se asemeja fenotipicamente a S. xylosus y esta muy relacionada con S. xylosus, S. saprophyticum. S. equo- 
rum y otros estafilococos resistentes a la novobiocina. Una subespecie de S. succinis, S. succinis subespecie casei. ha 
sido propuesta para cepas aisladas en la superfice de quesos gruyere maduros.^^^ 

S. fleurettii^'^^ 

Esta especie ha sido aislada de quesos preparados de leche de cabra. 


• Defectos en la muerte intracelular de bacterias seguida de 
fagocitosis debido a la capacidad para inactivar el sistema 
oxidasa unido a la membrana, lo que deriva en la ausencia de 
peroxides y superoxidos de las vacuolas fagociticas (p. ej., 
enfermedad granulomatosa cronica, leucemia linfoblastica y 
leucemia mieloide cronica y aguda). 

• Lesiones cutaneas (p. ej., quemaduras, incisiones quirurgi- 
cas, eccema). 

• Presencia de cuerpos extranos (p. ej., suturas, guias intrave- 
nosas, dispositivos de protesis). 

• Infeccion por otros agentes, en particular virus (p. ej., in¬ 
fluenza). 

• Enfermedad cronica subyacente, como cancer, alcoholismo y 
enfermedad cardiaca. 

• Administracion profilactica o terapeutica de antibioticos. 

En estas circunstancias, 5. aureus puede causar diversos pro- 
cesos infecciosos que van desde infecciones cutaneas relativa- 
mente benignas hasta enfermedades sistemicas potencialmente 
mortales (recuadro 12-3). Las infecciones cutaneas incluyen 
foliculitis simple e impetigo (vease lamina en color 12-1 A), asi 
como forunculos y carbunclos que afectan los tejidos subcuta- 
neos y causan sintomas sistemicos, como fiebre. 5. aureus se 
aisla con frecuencia en infecciones de heridas posquirurgicas, 
que pueden servir como nido para el desarrollo de infecciones 
sistemicas. La neumonia estafilococica adquirida en la comu- 
nidad suele observarse en individuos ancianos y esta asociada 
con neumonia viral como factor predisponente. La neumoma 
hospitalaria debida a S. aureus se produce en un contexto cli- 
nico de pacientes con enfermedad obstructiva cronica e indivi¬ 
duos sometidos a intubacion y aspiracion de secreciones. Las 
enfermedades malignas subyacentes se reconocen como facto- 
res importantes de riesgo para el desarrollo de bacteriemia por 
S. aureus.^ La bacteriemia tambien puede diseminarse en 
sitios distantes por todo el cuerpo y conducir a endocarditis, 
osteomielitis, pioartritis, y formacion de absceso metastasico, 
en particular en la piel, el tejido subcutaneo, los pulmones, el 
higado, los rinones y el cerebro. La meningitis por S. aureus 


sucede en pacientes con anormalidades en el sistema nervioso 
central relacionadas con traumatismos, cirugia, neoplasias 
malignas e hidrocefalia. 5. aureus es tambien uno de los 
muchos microorganismos asociados con peritonitis en pacien¬ 
tes que reciben dialisis peritoneal ambulatoria continua.^'*'^ Sus 
toxinas son responsables de la necrolisis epidermica toxica 
(smdrome estafilococico de la piel escaldada) y el sindrome de 
shock toxico (veanse recuadros 12-2, 12-3, 12-4). Las cepas de 
S. aureus tambien pueden causar intoxicacion alimentaria debi¬ 
do a la produccion de exotoxinas durante su proliferacion en 
alimentos contaminados. S. aureus tiene varias propiedades 
que se cree que contribuyen a su capacidad de enfermar (vease 
recuadro 12-2). A pesar de que estos factores de virulencia no 
se encuentran en todas las cepas, este microorganismo continua 
siendo una fuente constante de sorpresas porque se descubren 
nuevas y diferentes propiedades patogenicas. Los factores de 
virulencia producidos por S. aureus se presentan en el recuadro 
12-2 y los detalles referentes a los procesos infecciosos asocia¬ 
dos con S. aureus se enumeran en el recuadro 12-3. La defini- 
cion de caso de smdrome de shock toxico se encuentra en el 
recuadro 12-4. 

En un principio, la penicilina fue el farmaco de eleccion para 
el tratamiento de las infecciones graves por S. aureus. El surgi- 
miento de la resistencia a la penicilina en S. aureus se debio a 
la adquisicion de elementos geneticos llevados por plasmidos 
que codifican la produccion de (i-lactamasa. Las cepas de S. 
aureus producen hasta cuatro enzimas p-lactamasa diferentes, 
como se evidencio por los pesos moleculares y la especificidad 
por el sustrato. En la actualidad, mas del 80% de las cepas de 
S. aureus son resistentes a la penicilina a causa de la accion 
de esas enzimas P-lactamasas hidroliticas o penicilinasas. Las 
penicilinas resistentes a la penicilinasa. semisinteticas (oxacili- 
na y meticilina) son los farmacos de eleccion para el trata¬ 
miento de las infecciones debidas a S. aureus resistente a la 
penicilina. Durante la decada de 1980, surgieron las penicilinas 
resistentes a la penicilinasa. Este tipo de resistencia obedece a 
la presencia de una proteina de union a la penicilina alterada 
llamada PBP2a (o PBP2") que resulta de la adquisicion de un 
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Recuadro 12-2 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus 


Factor de virulencia Comentarios 


Polisacaridos capsulares Algunas cepas de S. aureus producer! un exopolisac^do que puede impedir la ingestion del microorganismo por 

las celulas polimorfonucleares. Estos exopolisacMdos se sido observaron al examen con microscopio electronico 
de cables de marcapaso. cateteres peritoneales y vias intravenosas infectados por S. aureus y ban sido demostra- 
dos en forma inmunologica in vitro. Este material puede promover la adherencia de los microorganismos a las 
celulas huesped y a los dispositivos protesicos. Las cepas cl micas de S. aureus ban sido clasificadas en 11 tipos 
sobre la base de la inmunotipificacion del polisacarido capsular y 70-80% de las cepas de importancia clinica 
penenecen al serotipo capsular 5 u 8.'^-*'^* La produce!on de material capsular por S. aureus esta influida por 
disersos factores tanto in vivo como in vitro. En los sistemas de cultivo, la produccion de capsulas esta influida 
por la composicion del medio y las condiciones de desarrollo (p. ej., medio liquido o solido, complejidad del 
medio).*^''^^ In vivo, se ha demostrado la smtesis de elevados niveles de polisacarido tipo 8 para 5. aureus sem- 
brados a partir de lesiones endocardicas en un modelo murino de endocarditis.^^^ Mientras que estudios anterio- 
res sugirieron que la capsula no potenciaba la virulencia, estudios posteriores ban indicado que las capsulas de S. 
aureus por cierto contribuyen a la patogenicidad y la virulencia estafilococicas. Karakawa y cols, informaron que 
las capsulas elaboradas por las cepas de S. aureus de tipo 5 y tipo 8 eran antifagociticas.^^ En un modelo murino 
de bacteriemia, la expresion optima del polisac^ido capsular tipo 5 en S. aureus potenciaba la virulencia bacte- 
riana y volvia a los microorganismos resistentes a la muerte opsonofagocitica mediada por los leucocitos.'”^ El 
tipo capsular 5 tambien ha mostrado ser un factor de virulencia que contribuye al desarrollo de bacteriemia esta- 
filococica y artritis en un modelo de raton, y los anticuerpos adquiridos por inmunizacion con una “vacuna con- 
jugada” de proteina-polisac^ido del tipo 5 eran capaces de proteger contra la infeccion por S. aureus que expresa 
ese serotipo capsular en un modelo de endocarditis de rata.^^^-^*^ Estos dos tipos capsulares, en particular el tipo 
8, tambien estm asociados con otros factores de virulencia de S. aureus, como la produccion de toxina del sin- 
drome del shock toxico.^^ Ademas. un numero importante de cepas de S. aureus resistentes a oxacilina. la peni- 
cilina antiestafilococica mas usada, expresaron el polisacarido capsular de serotipo Los polisacaridos capsu¬ 
lares de los serotipos capsulares 1, 2, 5 y 8 de aureus ban sido purificados y caracterizados, y los genes que 
codifican los polisacaridos capsulares tipos 1, 2, 5 y 8 ban sido clonados y secuenciados.' 

Peptidoglucano y acidos teicoicos Las paredes celulares de 5. aureus contienen peptidoglucanos (entrecruzamiento de polimeros de A-acetil glucoso- 

mina y acido A-acetil muramico), que son similares a los encontrados en otras bacterias grampositivas, y acidos 
teicoicos, que son polimeros de fosfato de ribitol (monosacarido de 5 carbonos) (vease cap. 5). Los acidos teicoi¬ 
cos actuan en la adherencia especifica de las bacterias grampositivas a las superficies mucosas. Ademas de prove¬ 
er rigidez y elasticidad a la membrana celular estafilococica, los peptidoglucanos y los acidos teicoicos tienen 
varias actividades biologicas que se piensa que contribuyen a la virulencia.'*”'* Estas propiedades incluyen la capa- 
cidad de activar el complemento, mejorar la quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares, activar la produc¬ 
cion de interleucina 1 por los monocitos humanos y estimular la produccion de anticuerpos opsonizantes. Las 
pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos hacia esas moleculas ban sido investigadas por su posible 
valor diagnostico o pronostico; los resultados ban sido desalentadores debido al considerable solapamiento de los 
titulos de anticuerpos entre individuos infectados y no infectados, el amplio espectro de infeccion y enfermedad 
causadas por S. aureus y la variabilidad de la respuesta inmunitaria dependiente del huesped debida a la edad, a 
otras infecciones y a la inmunocompetencia generaL*^^ Otras varias protemas, incluidas adhesinas, protemas de 
union a fibrinonectina, protemas de union a coldgeno, y factor de aglutinacion, se incorporan de modo covalente 
a la estructura del peptidoglucano de S. aureus. 

Protema A La pared celular de 5. aureus tambien contiene una protema llamada protema A. La proteina A purificada tiene un 

peso molecular de 42 kDa y se encuentra en la superficie celular y en el medio de cultivo. Esta protema particu¬ 
lar tiene la capacidad de unirse a la region Fc de todas las subclases de IgG humanas excepto IgG^.**® La protema 
A funciona como un factor de virulencia porque interfiere en la opsonizacion e ingestion de los microorganismos 
llevada a cabo por los leucocitos polimorfonucleares, activa el complemento y provoca reacciones de hipersensi- 
bilidad del tipo inmediatas y tardias.'*''* La proteina A es inmunogenica, y los anticuerpos contra ella se encuen- 
tran en individuos con infecciones graves por S. aureus. La presencia de protema A en S. aureus provee la ba.se 
para los procedimientos de las pruebas de coaglutinacion que se usan en muchos laboratorios clmicos para la 
identificacion de los microorganismos (p. ej., gonococos, agrupamiento estreptococico) y para la deteccion de 
antigenos bacterianos en liquidos corporales. 
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Recuadro 12-2 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus (cont) 


Factor de virulencia Comentarios 


Enzimas S. aureus produce varias enzimas que contribuyen a su virulencia. La produccidn de catalasa por estos microorganismos puede 

funcionar para inactivar el peroxido de hidrogeno y los radicales libres toxicos formados por el sistema de la mieloperoxidasa 
dentro de las celulas fagociticas despues de la ingestion de los microorganismos.^’^ El factor de aglutinacion. un material 
unido a la celula que puede unirse al fibrinogeno, es responsable de la union de S. aureus a fibrina y fibrinogeno. La coagula- 
sa, que puede existir en forma libre en el medio o unida a la celula, se une a la protrombina y la vuelve enzimaticamente acti- 
va, con lo que cataliza la conversibn de fibrinogeno en fibrina.^^ Esta actividad enzimatica puede actuar para cubrir las celulas 
bacterianas con fibrina, haciendolas mas resistentes a la opsonizacion y la fagocitosis. Las fibrinolisinas rompen los coagulos 
de fibrina y facilitan la diseminacion de la infeccion a tejidos contiguos. De modo similar, la hialuronidasa hidroliza la 
matriz intracelular de mucopolisacaridos acidos en el tejido y, puede actuar asi para diseminar los microorganismos a areas 
adyacentes en los tejidos. Se ha encontrado que las cepas de S. aureus que causan forunculosis cronica son producioras de 
lipasas potentes que pueden ayudar a diseminar los microorganismos en los tejidos cutaneo y subcutaneo. ' Se describio una 
fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol que esta asociada con cepas recuperadas en pacientes adultos con smdrome 
de dificultad respiratoria y coagulacion intravascular diseminada.^®^ Los tejidos afectados por esta enzima se vuelven mas sen- 
sibles al dano y la destruccion mediante la accion de componentes del complemento bioactivos y productos generados durante 
la activacion del complemento. S. aureus tambien produce una nucleasa o fosfodiesterasa que tiene actividad de endonuclea- 
sa y exonucleasa. Estudios inmunologicos y de especificidad de sustrato indican que S. aureus produce al menos tres lipos 
diferentes de enzimas ^-lactamasa. La produccidn de estas enzimas puede ser inducible (se producen solo en presencia de 
antibidticos p-laciamicos) o constitutiva (se producen en forma continua) y vuelve a estos microorganismos resistentes a la 
penicilina y a la ampicilina. Los genes que codifican estas enzimas, por lo general, residen en plasmidos (DNA extracromosd- 
mico) que tambien transportan genes para la resistencia a varios antibidticos, como eritromicina y tetraciclina."^’* Estos genes 
de resistencia pueden ser transferidos a otras bacterias por transformacidn y transduccidn. 

Hemolisinas Las hemolisinas de .S', aureus cumplen varias actividades bioldgicas. La a-hemolisina tiene efectos letales sobre una gran varie- 

dad de tipos celulares, incluidos los leucocitos polimorfonucleares y lisan eritrocitos de varias especies animates. Los eritroci- 
tos de conejo son extremadamente sensibles a la lisis por a-hemolisina, y son 100 veces mas sensibles que otros eritrocitos de 
mamiferos y mas de 1 000 veces mas sensibles que los eritrocitos humanos.^'^ La toxina es una protema con un peso molecular 
de 33 kDa y es segregada en el medio de cultivo durante el crecimiento logaritmico tardio.^'^^ Los mondmeros individuates 
interactuan en la membrana de la celula diana para formar heptameros cilmdricos con un poro central.'^^* Los poros abiertos 
por estos agregados heptamericos de a-hemolisina permiten la salida rapida de iones de potasio y de otras moleculas peque- 
nas y el ingreso de iones de sodio y calcio, lo que conduce a la tumefaccidn osmdtica y a la rotura de la celula. La a-hemoli- 
sina tambien es dermonecrdtica en inyeccidn subcutanea y letal para animates cuando se administra en forma intravenosa. 
Estas propiedades contribuyen a la creencia de que esta toxina cumple un papel importante en la patogenia de las infecciones 
por S. aureus."^^ La neurotoxicidad tambien es una propiedad de la a-hemolisina, que causa la desmielinizacidn de las vainas 
de mielina en modelos de infeccidn en ratones y conejos. Esta toxina es responsable de la zona de hematies hemolizados 
observada alrededor de las colonias de algunas cepas de S. aureus que crecen en agar sangre de camero. 

La P-hemulisina es una esfmgomielinasa (actiia en el complejo esfmgomielina lipocarbohidrato) que es activa en una variedad 
de celulas. Sin embargo, no es dermonecrdtica en los cobayos y no es letal para los ratones.^* La p-hemolisina es una exotoxi- 
na proteica con un peso molecular de 35 kDa y se segrega en el medio hacia el final de la fase de crecimiento logantmico.^^* 
La actividad hemolitica requiere iones magnesio y la especificidad de sustrato esta restringida a esfmgomielina y lisofosfati- 
dilcolina. Es probable que las sensibilidades variables de los eritrocitos de diferentes especies animales a la lisis mediada por 
p-hemolisina se deba a diferencias en el contenido de esfmgomielina de la membrana. La p-hemolisina es una hemolisina 
“calor-frio”; es decir, sus propiedades hemolfticas se potencian por la exposicidn ulterior de los hematies a temperaturas frias. 
Esta propiedad puede estar causada por la rotura inicial de las fuerzas cohesivas dentro de la membrana por la toxina y la lase 
posterior de separacion dentro de la misma membrana porque la temperatura es mas baja. La p-hemolisina, junto con el factor 
CAMP producido por estreptococos B, es responsable de la hemolisis sinergica observada en una prueba CAMP posiii\a para 
la identificacion presuntiva de estreptococos del grupo B. 

Las 5-hemolisina y y-hemolisina se encuentran en algunas cepas de S, aureus y tambien causan la lisis de diversos tipos celula¬ 
res. La 6-hemolisina es una proteina con un peso molecular de 3 kDa y se segrega en el medio hacia el final de la fase de cre¬ 
cimiento exponencial. Esta hemolisina es producida por mas del 97% de las cepas de S. aureus y tambien se encuenira en el 
50-70% de los estafilococos coagulasa negativos.^® La 5-hemolisina actua en principio como un agente tensoactivo que rompe 
la membrana celular, y puede interactuar con la membrana para formar canales que con el tiempo aumentan de tamaho. lo que 
provoca el escape del contenido celular. El termino y-hemolisina describe en la actualidad tres proteinas que. junto con las 
dos proteinas que componen la leucocidina de Panton-Valentine (PV-leucocidina), constituyen seis toxinas de “’dos compo- 
nentes”.^^^’^^^*^^^ Las tres proteinas “y-hemolisina”, cada una de las cuales tiene un peso molecular en el rango de 32-35 kDa, 
interactuan con una de las dos proteinas PV-leucocidina (con pesos moleculares de 32 y 34 kDa) para formar seis combinacio- 
nes posibles, todas ellas con actividad biologica. Ninguna de estas cinco proteinas tiene actividad hemolitica o leucotoxica por 
si misma. Mientras estas toxinas de dos componentes muestran grados variables de actividad hemolitica. las seis pueden lisar 
leucocitos en forma eficiente.^^^ La actividad leucocitica se ejerce en forma directa en las membranas de los leucocitos poli¬ 
morfonucleares humanos y causa desgranulacion del citoplasma, tumefaccidn celular y lisis. Estas toxinas actiian mediante la 
formacidn de poros, con lo que alteran la permeabilidad celular al potasio y a otros cationes. 


( Continua) 
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Recuadro 12-2 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus (cont.) 


Factor de virulencia Comentarios 


Toxinas Las toxinas exfoUatinas o toxinas epidermoliticas son producidas por algunas cepas estafilococicas y se componen de dos 

proieinas, designadas ET-A y ET-B, cada una con un peso molecular de 24 kDa.*^^® Las dos moleculas son bioquimica e 
inmunologicamente distintas, pero tienen actividades biologicas similares. ET-A es una protema termoestable cuyo gen 
estructural es cromosomico, mientras que ET-B es termolabil y de origen plasmido. Estas proteinas tienen actividad proteo- 
litica y disuelven la mairiz de mucopolisacaridos de la epidermis, lo que conduce a la rotura intraepitelial de conexiones 
celulares en el esirato granuloso."*^^ Las cepas que producen una o ambas toxinas son responsables del “estafilococico de la 
piel escaldada” (vease lamina en color 12-1B). Se ban publicado estudios de PCR para la deteccion de los genes de las toxi¬ 
nas exfoliatinas.^^'* 

Las enterotoxinas A hasta E, H e I son moleculas termoestables responsables de las caracten'sticas clinicas de la intoxica- 
cion alimentaria estafilococica, probablemente la causa mas cornun de intoxicacion por alimentos en los Estados Unidos. El 
modo exacto de accion de estas enterotoxinas se desconoce, pero se ha demostrado un aumento del peristaltismo intestinal. 
La ingestion de enterotoxinas preformadas en alimentos contaminados con desarrollo estafilococico (p. ej.. articulos de 
panaderia, flanes, ensalada de patatas, cames procesadas, helados) provoca vomitos con diarrea o sin ella dentro de las 2 a 8 
boras. Estas afecciones toxicas se autolimitan (24-48 boras) y solo requieren terapia de mantenimiento. Los cambios infla- 
matorios (hiperemia mucosa, infiltrantes por neutrofilos, exudados mucopurulentos duodenales, lesidn del ribete en cepillo) 
se observan en todo el tubo digest!vo; las lesiones mas graves y extendidas se encuentran en el estomago y en los segmentos 
altos del intestine delgado.- ’ Se ban creado metodos inmunologicos y sondas de acido nucleico para la deteccion de las 
exfoliatinas y las enterotoxinas.Los metodos inmunologicos detectan directamente la toxina, mientras que las sondas 
detectan los genes estructurales dentro de la celula bacteriana que codifican las toxinas. Se describieron metodos de PCR 
multiple para la deteccion de enterotoxinas estafilococicas.^^ 

Superantigenos Las enterotoxinas estafilococicas pertenecen a un grupo de toxinas conocidas como superantigenos de toxinas pirogenas, que 

tambien incluyen la toxina-1 del sindrome del shock tdxico (TSST-1, vease mas adelante), las exotoxinas pirogenicas 
esireptococicas (SPE A, B, C, F, G, H y J) y el superantigeno estreptococico.'^ Todas estas toxinas comparten tres caractens- 
ticas biologicas: pirogenicidad, superantigenicidad y la capacidad de potenciar los efectos letales de pequenas cantidades de 
la endotoxina en conejos mas de 100 000 veces. La superantigenicidad se refiere a la capacidad de estas toxinas para esti- 
mular la proliferacion de linfocitos T sin tener en cuenta sus especificidades antigenicas. Todas estas toxinas inducen la pro- 
liferacion policlonal de celulas T mediante la coligacion entre las moleculas clase II del complejo mayor de histocompatibi- 
lidad en las celulas presentadoras de antfgeno y la porcion variable de la cadena P del receptor del antigeno de la celula T.-*^ 
El papel de estas enterotoxinas en otras afecciones que no sea la intoxicacion alimentaria estafilococica ha sido confirmado 
por la complicacion documentada de las enterotoxinas A hasta D. H e I con casos de smdrome del shock toxico (SST) no 
asociados con menstruacion y otros dos smdromes similares al SST llamados escarlatina estafilococica y descamacion erite- 
matosa recalcitrante, respectivamente.'^^’^^’^^^ 

Tan pronto como se describio la enfermedad, se postulo que el SST estaba causado por una toxina. En 1981, dos grupos infor- 
maron el aislamiento y la caracterizacion de toxinas singulares producidas por cepas de S. aureus de pacientes con 
SST.^'-^^'^^"^ Estas dos protemas se designaron exotoxina pirogenica tipo C y enterotoxina F estafilococica. Estudios posterio- 
res indicaron que ambas eran identicas y la toxina ahora se denomina toxina 1 del smdrome del shock toxico (TSST-l). La 
toxina madura es una protema pequena con un peso molecular de 22 kDa que es resistente a la inactivacion por calor y enzi- 
mas proteoliticas (p. ej., iripsina). Se describio en algunos aislamientos una forma de la toxina con una pequena diferencia 
del punto isoelectrico, pero esta codificada por el mismo gen y tiene los mismos efectos biologicos Aunque esta toxina 
tiene un amplio espectro de actividad biologica, su papel en la patogenia del SST no esta claro. Como las enterotoxinas, 
TSST-1 es un superantigeno que puede potenciar la respuesta letal en pequenas cantidades de endotoxina gramnegaiiva en 
modelos animales por desvio de los pasos usuales de procesamiento del antigeno celular mononuclear y la union directa a 
monocitos y linfocitos, que deriva en la liberacion de linfocinas y monocinas. La liberacion sistemica de estas citocinas 
puede explicar la rapida aparicion del compromiso multisistemico observado en el SST. Otros estudios tambien sugirieron 
que algunos estafilococos coagulasa negatives pueden producir TSST-1 y se han informado casos de SST debidos a esos 
microorganismos.’^'*'^’ Se ha identificado una toxina similar a TSST-1 en cepas de S. aureus aisladas en ovejas, cabras y 
vacas.'^^ 

Se describio una prueba de aglutinacion del latex pasiva inversa que usa particulas de latex sensibilizadas con anticueqpos 
anti-TSST-1 para la deteccion de la produccion de toxina in vitro. Esta prueba se realiza sobre diluciones seriadas de cul- 
tivos filtrados de aislamientos estafilococicos. Miwa y cols, crearon un enzimoinmunoanalisis para la deteccion de TSST-1 
en suero de pacientes con SST probado o sospechado.^^^ Aunque la concentracion media de TSST-1 en suero de individuos 
sanos fue menor de 30 pg/mL, las cantidades medias y maximas detectadas en pacientes SST fueron 440 pg/mL y 5 450 
pg/mL, respectivamente. Neill y cols, describieron la smtesis y la aplicacion de una sonda oligonucledtida radiactiva de 
TSST-l.^^’ Esta sonda hibrida con los genes estructurales bacterianos que codifican TSST-1. Aunque los metodos para la 
deteccion de la toxina (p. ej., aglutinacion del latex, tecnicas de inmunoblot de colonias, inmunoanalisis) dependen de la 
presencia de TSST-1 en o por encima del nivel de deteccion del ensayo y de las condiciones apropiadas de desarrollo bacte- 
riano para la produccion de la toxina, la sonda deteetd la capacidad genetica de cepas individuales para producir TSST-1, 
mis alia de la capacidad de esas cepas para producir toxina in vitro.Tambien se describieron metodos basados en PCR 
para la deteccion de tSST-I.^^'*’^*^^'^^ 
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1 Recuadro 12-3 Infecciones asociadas con Staphylococcus aureus 

Infeccion 

Comentarios 

Foliculitis 

La foliculitis es una infeccion benigna restringida a los orificios de los foliculos pilosos y se caracteriza por ia presencia 
de lesiones dolorosas. rojizas y pequenas y la ausencia de smtomas sistemicos. 

Foninculos y antrax 

Los foninculos son piodermas profundos que se presentan como lesiones elevadas, firmes. dolorosas. con centres necroti- 
cos que contienen material purulento. El antrax son lesiones aiin mas profundas que comprometen los tejidos subcuta- 
neos. Varias lesiones pueden esiar presentes y coalescer mediante la formacion de senos subcutaneo'^. El antrax a menu- 
do esta asociado con signos sistemicos de fiebre intermitente. 

Impetigo 

El impetigo es una infeccion estafilococica que se observa mayormente en los ninos y por lo general se presenta en ^eas 
expuestas, en especial la cara (lamina en color 12-IB). Las lesiones comienzan como maculas rojas que evolucionan a 
vesiculas que contienen liquido serosanguinolento. Con el tiempo, estas lesiones se secan y forman costras. con una 
escara color miel sobre un borde eritrematoso. S. aureus da cuenta del 80-90% de los casos de impetigo, con el porcen- 
taje restante asociado con estreptococos p-hemoliticos del grupo A. El impetigo causado por estos dos microorganismos 
es indistinguible desde el punto de vista clmico. 

Hidradenitis supurada 

Esta afeccion se caracteriza por la presencia de multiples lesiones similares a forunculos asociadas con las gl^dula-. 
sudoriparas apocrinas infectadas y bloqueadas. Esta infeccion cutanea sucede en las ^eas intertriginosas (axilas. ingle y 
areas perineales). Aunque estan presentes el dolor local, edema y eritema, por lo general estan ausentes los smtomas 
sistemicos como fiebre. 

Mastitis 

La mastitis se refiere a la infeccion de la mama asociada con el parto y la lactancia y se caracteriza por edema, turaefac- 
cion, dureza y en ocasiones eritema de los tejidos mamarios. Los abscesos superficiales se pueden drenar por aspiracion 
con aguja, mientras que las lesiones persistentes, mas profundas, requieren incision y drenaje. a menudo junto con tera- 
pia antibiotica. 

Infecciones de herida 

La mayoria de las infecciones estafilococicas de heridas suceden en las salas posquirurgicas y se reconocen por enrojeci- 
miento, tumefaccion, dolor y presencia de drenaje serosanguinolento turbio. La indicacion para el cuidado de una heri¬ 
da en pacientes con infeccion estafilococica depende de la profundidad de la infeccion, el estado del huesped, la presen¬ 
cia o gravedad de los signos y los smtomas clmicos, y la presencia de cuerpos extranos dentro de la herida. Estos facto- 
res determinan la extension del desbridamiento y la necesidad de quimioterapia antibiotica parenteral. 

Bacteriemia y endocarditis 

1 

La bacteriemia por 5. aureus por lo general sucede en forma secundaria a una infeccion localizada en otra parte (p. ej., 
abscesos, ulceras, quemaduras, neumonia) o por acceso directo de los microorganismos en el torrente circulatorio a tra- 
ves de cateteres, otros dispositivos o jeringas usadas para inyeccion de drogas.^^'*^''^'^ Los pacientes con bacteriemia 
estafilococica por lo general presentan temblor, escalofnos y fiebre. Puede haber lesiones cutaneas hemorragicas y evo- 
lucionar para formar ulceras necroticas mas grandes. Puede estar presente la endocarditis en una forma sutii, o con mul¬ 
tiples signos y smtomas.'Con infeccion de las valvulas cardfacas pueden estar presentes mas manifestaciones 
hemorragicas (p. ej., lesiones de Janeway, manchas de Rot y hemorragias en astillas). Pueden observarse soplos cardia- 
cos, roces de friccion pericardica y derrames pericardicos y, segun el tipo de soplo, a menudo se puede sugerir la ubica- 
cion probable del compromiso bacteriano y de la insuficiencia valvular. La ecocardiografia transtoracica y la transesofa- 
gica ayudan a delinear la extension del compromiso cardiaco y a determinar la necesidad y la urgencia de intervencio- 
nes quirurgicas.'^ La trombocitopenia a menudo esta presente y la coagulacion intravascular diseminada representa una 
complicacion rafa pero mortal que sucede en forma temprana en el curso clmico de la enfermedad. La diseminacion 
hematogena del rinon puede causar insuficiencia renal, abscesos renales y pielonefritis. 

Meningitis 

La meningitis debida a S. aureus puede suceder como complicacion de bacteriemia, debida a trauma local, cirugia o 
lesion, o colonizacion de implantes de bombas intratecales.^^ Aunque los signos y los smtomas son similares a los de 
otras infecciones meningeas, estan presentes con mas frecuencia otros cofactores (p. ej., inmunodeficiencia, enfermedad 
subyacente).^®° 

Pericarditis 

La pericarditis (infeccion de las membranas que recubren el corazon) debida a S. aureus puede originarse por via hemato¬ 
gena 0 en forma secundaria a una infeccion local de un trauma penetrante de torax.^^^ Tambien puede suceder como 
complicacion de la endocarditis estafilococica. Los pacientes presentan dolor en el pecho, frote, insuficiencia cardiaca 
global 0 mediastinitis. 

Infecciones pulmonares 

Las infecciones pulmonares causadas por S. aureus pueden originarse por aspiracion o diseminacion hematogena desde 
otro sitio. La neumonia por aspiracion adquirida en la comunidad suele observarse en ancianos como complicacion de 
la neumonia por influenza, mientras que la intrahospitalaria por lo comun es secundaria a la intubacion con asistencia 
ventilatoria. Las radiografias de torax de estos pacientes pueden mostrar abscesos definidos, infliltrados diseminados o 
nodulos, consolidacion franca o cavitacion. En los ninos pequenos, se pueden observar neumatoceles de paredes delga- 
das con niveles de liquido-aire. La infeccion pulmonar hematogena sucede como complicacion de endocarditis del lado 
derecho y es secundaria a la embolizacion de lesiones valvulares, con el resultado de infartos pulmonares. En estos 
pacientes, la radiografia de torax suele mostrar infiltrados aislados junto con embolia. Las complicaciones de los dos 
tipos de infeccion pulmonar son bacteriemia, abscesos pulmonares y empiemas pleurales.’- 


(Continua) 
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Recuadro 12-3 Infecciones asociadas con Staphylococcus aureus (cont.) 


Infeccion ^ Comentarios 


Osteomielitis/artritis septica La osteomieltis por 5. aureus en la mayona de los casos sucede como complicacion de una infeccion local 

por extension directa, aunque tambien puede ocurrir la osteomielitis hematogena. Esta ultima a menudo 
compromete los huesos largos en los ninos; sin embargo la osteomielitis de la columna vertebral da cuen- 
ta de mas del 60% de dichas infecciones en adultos.^® Varies tipos de estudios por imagenes, como la 
resonancia magnetica y la tomografia computarizada, son utiles para delinear la extension del compromi- 
so vertebral y la presencia de abscesos paravertebrales. Los abscesos y las lesiones oseas liticas deben 
aspirarse y cultivarse para proveer de un diagnostico defmitivo. La osteomielitis asociada con infeccion 
contigua suele ser evidente porque la infeccion osea es adyacente a una herida traumatica o quirurgica y 
es mas grave cuando se infectan las protesis de la cadera o de la rodilla.^^^ Con los ultimos tipos de infec¬ 
cion, los materiales implantados a menudo tienen que ser extraidos y reemplazados con la extirpacion 
posterior de los tejidos circundantes infectados o comprometidos. La artritis septica debida a S. aureus 
sucede en principio en ninos prepiiberes y como complicacion de bacteriemia en adultos. Por lo general 
los pacientes presentan una articulacion caliente y tumefacta (las mas comunes son la rodilla, la cadera, el 
codo. el hombro y las articulaciones interfalangicas) dolorosa al movimiento. Se require la aspiracion de 
la articulacion. y la coloracion de Gram y el cullivo del exudado purulento para el manejo de la infeccion. 

Piomiosilis La piomiositis es una infeccion de los musculos esqueleticos que por lo general sucede en forma secundaria 

a un trauma, a menudo en la vecindad de un foco de infeccion existente (p. ej., un forunculo).^^^ Los 
pacientes presentan fiebre y dolor muscular; las muestras obtenidas por aspiracion y los cultivos detectan 
S. aureus. La incision y el drenaje bajo la cobertura de un antibiotico apropiado son determinantes para 
lograr la curacion. 

Intoxicacion alimenticia estafilococica La intoxicacion estafilococica por alimentos es el resultado de la ingestion de alimentos contaminados con 

cepas de S. aureus que producen enterotoxinas termoestables. Los productos implicados por lo general se 
contaminan a traves de un operario que los procesa, con el subsiguiente desarrollo del microorganismo y 
la produccion de la toxina. Los alimentos implicados incluyen ensalada de patatas, helados, natillas, pro¬ 
ductos de panaderia. alimentos enlatados y carnes procesadas. Los smtomas, como nauseas, vomitos, 
espasmos abdominales y diarrea, suelen comenzar a las 2 a 6 boras de la ingestion y disminuyen despues 
de 8 a 10 boras. Es caracteristica la falta de fiebre y de signos neurologicos. El tratamiento incluye la 
reposicion del liquido perdido debido a los vomitos y la diarrea y la recuperacion es completa. 

Smdrome de la piel escaldada estafilococico En el sindrome estafilococico de la piel escaldada se forman lesiones ampollares en areas extensas del cuer- 

po con descamacion ulterior de las capas superficiales de piel (lamina en color 12-1C). Esto deriva en 
amplias areas de piel desprotegida y denudada. Esta enfermedad a menudo se observa en recien nacidos 
y lactantes. Las toxinas responsables son antigenicas y los anticuerpos contra ellas son protectores (recua¬ 
dro 12-2). 

Smdrome del shock toxico estafilococico El sindrome del shock toxico (SST), describe por primera vez por Todd y cols, en 1978, es una enfermedad 

multisistemica caracterizada por un smdrome clinico que incluye fiebre, hipotension, vertigo ortostatico, 
eritrodermia (erupcion blanquecina) y grades variables de vomitos, diarrea, falla renal, cefaleas, escalofri- 
os. ulceras farmgeas y conjuntivitis.^^'^^ '^^* Al principio, la enfermedad se noto con mas frecuencia en las 
mujeres, con el inicio durante la menstruacion. Los invest!gadores de los primeros casos notaron una aso- 
ciacion entre el comienzo de la enfermedad y el uso de tampones hiperabsorbibles. Mas tarde se informa- 
ron casos de SST no asociados con la menstruacion tanto en varones como en mujeres, y como complica¬ 
cion de abscesos estafilococicos, osteomieltis, infecciones de heridas posquirurgicas y neumonia posin- 
fluenza.^“ 

El papel de TSST-1 y otros superantigenos en la enfermedad tambien esta avalado por la aparicion aguda de 
los smtomas, con congestion vascular que se desarrolla en un perfodo de 1 a 2 dias. Con el incremento de 
las fugas a traves de los capilares y la disminucion generalizada de la resistencia vascular, hay una perdi- 
da de liquidos intravasculares en los espacios intersticiales. La perdida de liquidos tambien se exacerba 
por la presencia de diarrea en algunos pacientes. La perdida de volumen intravascular conduce a hipoten¬ 
sion e hipoxia tisular. El sindrome de dificultad respiratoria aguda y la coagulacion intravascular disemi- 
nada son complicaciones comunes de TSS potencialmente mortales.^^' La TSST-1 parece tener algunos 
efectos toxicos directos en los tejidos del miocardio, el musculo esqueletico, el hfgado y el rinon.’*^* Las 
afecciones que pueden estar incluidas en el diagnostico diferencial son otras infecciones mediadas por 
toxinas (p. ej., smdrome de la piel escaldada, gastroenteritis, escarlatina), infecciones locales con shock 
y/o dolor abdominal agudo (p. ej., gastroenteritis, salpingitis, aborto septico e infecciones urinarias agu- 
das), y enfermedades multisistemicas de infecciones (p. ej., shock septico asociado con neumococos, 
meningococos o Haemophilus influenzae tipo b; rubeola, fiebre manchada de las Montanas Rocosas, tifus 
por garrapatas, leptospirosis, infeccion por Legionella\ toxoplasmosis; y smdromes adenovirales y entero- 
virales), y etiologias no infecciosas (p. ej„ enfermedad de Kawasaki, lupus eritematoso sistemico, fiebre 
reumatica aguda, artritis reumatoide, reacciones a farmacos). El diagnostico se basa en los signos y los 
smtomas clinicos de acuerdo con la defmicion del caso (recuadro 12-4). 
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Recuadro 12-4 Definicion de caso de smdrome de shock septico estafilococico^^^ 


Kaiifestacion Comentarios 


Fiebre Temperatura > 38,9 °C 

Enipcion Eritrodermia macular difusa 

DeM.amaci6n 1-2 semanas (por lo general 10-14 dias) despues de la aparicion de la enfermedad; en particular en las palmas de las manos. las 

plantas de los pies, los dedos de manos y pies 

Hipotension Presion sistolica ^ 90 mm Hg para adultos o menos del percentilo 5 correspondiente a la edad en menores de 16 afio^ Cafda onos- 

tatica de la presion diastolica > 15 mm Hg de cuando un individuo acostado se sienta; smcope ortostatico o venigo on^^'Caiico 

Compromiso de tres o mas sistemas de organos 

Gastrointestinal Vdmitos o diarreas al inicio de la enfermedad 

Muscular Mialgia grave o creatinincinasa mayor del doble del limite superior normal 

Mucosas Vaginal, orofaringea o hiperemia conjuntival 

Renal Nitrogeno ureico en sangre ('BUN) o creatinina serica mayores de dos veces el limite superior normal para el laboratorio o sedimen- 

to urinario con piuria (> 5 leucocitos por campo de gran aumento) en ausencia de infeccion urinaria 

Hepatico Niveles de bilirrubina total, alanina aminotransferasa o aspartato aminotransferasa al menos el doble del limite superior normal para 

el laboratorio 

Hematologico Recuento de plaquetas (< 100 000/mm^) 

SNC Desorientacion o alteraciones en la conciencia sin signos neurologicos focales cuando no hay fiebre e hipotension 


Criterios de laboratorio 


Resultados negatives en las siguientes pruebas 

Cultivos de sangre, faringe y Ifquido cefalorraqufdeo (los hemocultivos pueden ser positivos para S. aureus) 
Pruebas serologicas para fiebre manchada de las Montanas Rocosas, leptospirosis y sarampion 


clasificaci6n del caso 


Confirmado Caso en el que los seis hallazgos clmicos mencionados antes se encuentran presentes 

Probable Caso en que hay cinco de los seis hallazgos clmicos mencionados antes 


Hallazgos adicionales de laboratorio patognomonicos para SST, pero no incluidos en la defincidn del caso 


I Aislamiento de S. aureus en una mucosa o un sitio del cuerpo normalmente esteril 

f, Produccion de TSST-l por un aislamiento estafilococico incriminado o en una toxina altemativa conocida que cause SST 

I Sensibilidad serologica a la toxina pertinente en el momento de la enfermedad aguda 
Desarrollo de anticuerpos para la toxina pertinente durante la convalecencia 


gen cromosomico llamado mecA. PBP2a tiene baja afmidad una hidrolisis lenta de las penicilinas semisinteticas y resisten- 

por todos los antibioticos P-lactamicos, incluidas las cefalos- cia meticilina/oxacilina en el limite, 

porinas. Una vez que las PBP presentes normalmente ban sido Los SARM representa un desafio para todas las instituciones 

inactivadas por un antibiotico p-lactamico, la PBP2a continua sanitarias y se ban elaborado pautas con respecto a como mane- 

actuando y permite la smtesis de una estructura peptidogluca- jar y controlar su diseminacion dentro de ellas.^^'*^'^^* Algunos 

no estable, lo que le posibilita proliferar y dividirse. Las cepas bospitales ban instituido cultivos nasales sistematicos para el 

de S. aureus que expresan el determinante mecA se llaman personal a fin de detectar y tratar a los portadores de SARM 

SARM (5. aureus resisiente a la meticilina), El gen mecA con el objeto de reducir el numero de pacientes expuestos y, 

puede expresarse por algunas o por todas las celulas en una como consecuencia, las infecciones institucionales. Aunque 

poblacion dada, de modo que la resistencia mediada por las SARM fue en sus origenes un patogeno bospitalario, abora 

PBP alteradas se denomina heterorresistencia, El determinan- queda claro que los individuos dentro de la comunidad y fuera 

le mecA de 5. aureus beterorresistente tambien se encuentra en de los establecimientos sanitarios tambien estan en riesgo de 

los estafilicocos coagulasa negativos resistentes a la meticilina adquirirlo. Los informes iniciales de infecciones por SARM 

y contiene varios elementos geneticos involucrados en la adquiridas en la comunidad reflejaron ciertas circunstancias y 

expresion y la regulacion de la resistencia a los p-lactamicos y conductas de riesgo responsables, como el consumo de drogas 

a otras clases de antibioticos. Por esta causa, los estafilococos intravenosas, los tratamientos antibioticos en pacientes ambu- 

resistentes a la oxacilina tambien tienden a serlo a otros anti- latorios, las bospitalizaciones previas y las enfermedades sub- 

bioticos, como clindamicina y eritromicina. La resistencia a la yacentes graves.Sin embargo, abora se estan observando 

oxacilina y a otras penicilinas resistentes a la penicilinasa tarn- infecciones por SARM en comunidades y poblaciones que no 

bien se puede observar en cepas de S. aureus que carecen del reflejan esas conductas o factores de riesgo. En un estudio lle- 

determinante mecA. En esos casos, la resistencia se debe a vado a cabo en la Yale University School of Medicine, el 41% 

■'hiperproduccion” de enzimas P-lactamasa, cuyo resultado es de 87 pacientes con SARM babian adquirido la infeccion en la 
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comunidad.^^'^ La adquisicion del microorganismo se asocio 
con los factores de riesgo mencionados con anterioridad; la 
residencia en un sanatorio fue un factor de riesgo adicional; 
ocho pacientes (22%) no tuvieron factores de riesgo identifica- 
bles para las infecciones. 

Con el surgimiento de la resistencia a las penicilinas resis- 
tentes a la penicilinasa, el glucopeptido vancomicina se volvio 
el tratamiento de eleccion para las infecciones debidas al 
SARM. Sin embargo, en mayo de 1996 se informo desde Japon 
la primera infeccion causada por una cepa de S. aureus con 
resistencia intermedia a la vancomicina.^^ Mas tarde, se ais- 
laron cepas de S. aureus con sensibilidad disminuida a la van¬ 
comicina en pacientes vistos en Michigan, estado de Nueva 
York, Nueva Jersey e Illinois.A estas cepas se les asig- 
no la mnemotecnia ‘‘GISA” {glycopeptide'intermediate S. 
aureus) porque tienen sensibilidad disminuida a los antibioti- 
cos glucopeptidos, vancomicina y teicoplanina; en los Estados 
Unidos, el nombre mas usado para estas cepas es “VISA” {van¬ 
comycin-intermediate S. aureus).^^ Estas cepas tienen concen- 
traciones inhibitorias mmimas (CIM) para vancomicina de 8 
pg/mL. El Clinical Laboratories Standards Institutes, CLSI 
(Institute de estandares para los laboratorios clmicos, antes 11a- 
mado NCCLS) define “sensibles” a los estafilococos que 
requieren concentraciones de vancomicina < 4 pg/mL para la 
inhibicion del desarrollo; intermedios, a los que requieren de 8 
a 16 pg/mL y resistentes, a los que requieren > 32 pg/mL.^‘^ En 
2002, se informaron dos cepas de S. aureus resistentes a la van¬ 
comicina (CIM, > 32 pg/mL) desde Michigan y Pensilvania, y, 
en 2004, se informo el tercer aislamiento clinico documentado 
desde Nueva York.^^ "^* La sensibilidad reducida a la vancomici¬ 
na encontrada en estas cepas no se detecta de modo confiable 
por metodos de sensibilidad rapidos, automatizados o de difu¬ 
sion en disco (paneles rapidos Microscan®, Vitek®)."^^ El meto- 
do de prueba de sensibilidad mas exacto para la deteccion de 
estas cepas es un metodo CIM no automatizado, como la 
microdilucion en caldo o la dilucion en agar con 24 horas com- 
pletas de incubacion. La recomendacion actual para los labora¬ 
torios que usan metodos de sensibilidad automatizados es ino¬ 
cular el microorganismo en una placa de cribado para sensibi¬ 
lidad de vancomicina, que contenga agar infusion de cerebro y 
corazon (BHI) y 6 pg/mL de vancomicina, e inspeccionar la 
placa para observar el crecimiento despues de 24 horas com- 
pletas de incubacion. Todas las cepas con CIM para vancomi¬ 
cina de 8 pg/mL creceran en esas placas de cribado. Los que 
crecen en las placas deben probarse luego mediante un proce- 
dimiento de microdilucion en caldo. Sobre la base de un estu- 
dio comparative, un Etest® (AB Biodisk, Piscataway, NJ) rea- 
lizado en agar de Mueller-Hinton con un inoculo preparado a 
partir de una suspension equivalente a la niimero 2 de 
McFarland e incubada por un periodo de 24 horas completas 
tambien es un metodo especifico y sensible para la deteccion 
de esas cepas; con Etest, las cepas VISA tienen una CIM para 
vancomicina ^ de 6 pg/mL.‘^^‘ De acuerdo con los Centers for 
Disease Control and Prevention (CDC), se deben reunir tres 
criterios para verificar que una cepa dada es una VISA: CIM de 
8 a 16 pg/mL para vancomicina en microdilucion en caldo; de 
6 pg/mL para vancomicina con Etest y desarrollo dentro de las 
24 horas en una placa de agar BHI que contiene 6 pg/mL de 
vancomicina.'^'^^ La deteccion exacta y apropiada y la confir- 
macion de estas cepas es necesaria y critica para el tratamiento 
optimo de los pacientes individuales y para evitar la transmi- 
sion de estas cepas a otros enfermos.*^^^ 

El aislamiento de S. aureus con sensibilidad reducida confir- 
mada o resistencia franca a la vancomicina se debe informar al 


personal del control de infecciones dentro de la institucion, a 
los departamentos de salud locales y del estado, y a los CDC. 
La determinacion de enfoques terapeuticos optimos para 
pacientes individuales puede requerir otras pruebas de labora- 
torio (p. ej., estudios de sinergismo, estudios con placas de 
microdilucion, curvas de muerte-tiempo, etc.) porque existe 
evidencia de que las cepas S. epidermidis resistentes a la meti- 
cilina, VISA, SARM y 5. haernolyticus resistente a la vanco¬ 
micina pueden responder de modo sinergico a las combinacio- 
nes de vancomicina con otros P-lactamicos."^^ En el capitulo 16 
se presenta mas informacion respecto de otros mecanismos de 
resistencia (p. ej., resistencia a eritromicina y clindamicina) y 
pruebas de sensibilidad de los estafilococos a los antibioticos. 

S. aureus subespecie anaerohius provoca la formacion de 
abscesos en ovejas y no ha sido aislado en infecciones huma- 
nas o de muestras clinicas.^'^ 

Estafilococos coagulasa negativos 

En el pasado, los estafilococos coagulasa negativos eran 
considerados por lo general contaminantes con escasa impor- 
tancia clinica. Sin embargo, durante las ultimas cuatro decadas 
se los reconocio como agentes importantes de enfermedades 
humanas. Aunque se describieron varias especies diferentes de 
estafilococos coagulasa negativos (vease recuadro 12-1), muy 
pocas de ellas causan infecciones en los seres humanos. No 
obstante, como muchos laboratorios intentan identificar los 
estafilococos coagulasa negativos, las infecciones causadas por 
otras especies se estan reconociendo cada vez con mayor fre- 
cuencia. Los tipos de infecciones asociadas con los estafiloco- 
cos coagulasa negativos se enumeran y se describen en el 
recuadro 12-5. 


STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

Cuando los hallazgos clmicos se correlacionan con el hallaz- 
go de estafilococos coagulasa negativos, 5. epidermidis es por 
mucho el microorganismo aislado con mas frecuencia y da 
cuenta del 50% hasta mas del 80% de los aislamientos.^"^ Casi 
todas las infecciones causadas por S. epidermidis son adquiri- 
das en hospitales, excepto la endocarditis de valvula nativa y 
las infecciones de dispositivos de acceso venoso semiperma- 
nentes. Ademas de la endocarditis de valvula nativa y de prote- 
sis valvular, 5. epidermidis ha sido aislado y documentado 
como patogeno en infecciones urinarias, infecciones de heridas 
quirurgicas, infecciones de varios dispositivos de protesis, 
infecciones de derivacion de liquido cefalorraquideo (LCR), 
infecciones relacionadas con dialisis peritoneal e infecciones 
oftalmicas (vease recuadro 12-5). Durante los ultimos anos, se 
han progresado en la identificacion de varios factores de viru- 
lencia en 5. epidermidis, Los estudios de microscopia electro- 
nica de transmision y de barrido y los analisis inmunologicos 
de cepas de 5. epidermidis de infecciones de dispositivos medi¬ 
cos colonizados han mostrado que esas bacterias producen 
macromoleculas de superficie y extracelulares que inician y 
luego mejoran la adhesion bacteriana a las superficies plasticas 
de cuerpos extrahos para formar una biopelicula. En un princi- 
pio, la adherencia especiTica de la mayoria de las cepas de 5. 
epidermidis a superficies plasticas parece ser mediada en gran 
parte por un polisacarido-adhesina llamado PS/A es 

una molecula de poliglucosamina con enlaces p-1,6, N-succi- 
nilada de forma variada, de elevado peso molecular, codificada 
por el locus ica del genoma de S. epidermidis?'^^ PS/A purifi- 
cada puede bloquear la adherencia de 5. epidermidis productor 
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Recuadro 12-5 Infecciones asociadas con Staphylococcus epidermidis y otros estafilococos coagulasa negatives 

Infeccion 

Comentarios 

Infecciones urinarias 

Entre los estafilococos coagulasa negativos, 5. saprophyticus es un patogeno real de las vias urinarias, que causa 
infecciones urinarias alias y bajas. principalmente en mujeres jovenes. Varios estudios ban encontrado que es 
la segunda causa mas comun de infecciones urinarias despues de Escherichia coli y representan el 11-32% de 
esas infecciones en mujeres de consulta externa.Otros estafilococos coagulasa negativos son causas 
raras de infecciones urinarias, y casi el 80-90% de esas infecciones son causadas por S. epidermidis?^^ Las 
infecciones urinarias debidas a S. epidermidis y a otros estafilococos coagulasa negativos estan por lo general 
asociadas con cateteres y se producen en pacientes ancianos, con anterior instrumentacion del tracto urinario, 
o cirugias, trasplante renal, urolitiasis u otras anormalidades urologicas.^^^ La piuria y las afecciones urinarias 
altas significativas se observan por lo general en solo el 10% del ultimo grupo de pacientes. Las cepas coagu¬ 
lasa negativas de estos pacientes a menudo son adquiridos en el hospital y son multirresistentes. 

Osieomielitis 

I 

La osteomielitis debida a estafilococos coagulasa negativos puede ocurrir como una complicacion de la cirugfa 
cardiotoracica y por la implantacion de materiales protesicos. como protesis de rodilla y de cadera. La cirugfa 
cardiotoracica puede conducir a una herida estemal y a infecciones oseas que pueden requerir desbridamiento 
quirurgico.^'** ^^’* Las infecciones asociadas con protesis se diagnostican por examen directo y cultivo de aspi- 
rados con agujas del sitio afectado, por biopsia osea o por retiro y cultivo del material implantado. La osteo¬ 
mielitis hematogena puede resultar de bacteriemia con estafilococos coagulasa negativos que se originan en 
infecciones de derivaciones de otros dispositivos protesicos. 

Endocarditis de valvula nativa 

Los estafilococos coagulasa negativos rara vez son la causa de endocarditis relacionadas con marcapasos o con 
valvula nativa y dar cuenta del 5% de todos los casos.^* La patogenia compromete la colonizacion de las val- 
vulas cardfacas danadas con anterioridad o del endocardio durante la bacteriemia transitoria. Mas de la mitad 
de los pacientes con esta infeccion tienen complicaciones. como insuficiencia cardfaca congestiva o fenomeno 
embolico. Casi la mitad de estas infecciones involucran a estafilococos coagulasa negativos ademas de S. epi¬ 
dermidis. Otras especies, como S. lugdunensis, han sido informadas como causa poco comiin de endocarditis 
grave, con destruccion valvular masiva."^* 

Endocarditis de valvula protesica 

I 

La diferencia de lo que sucede en las endocarditis de valvula nativa, los estafilococos coagulasa negativos son 
los agentes etiologicos mas comunes de la endocarditis de valvula protesica, y 5. epidermidis es la especie 
aislada con mayor frecuencia, casi con exclusion de todas las otras.En esta infeccion, los microorganis- 
mos infectan el anillo de las suturas que sostienen la valvula en su lugar, causando la formacion de microabs- 
cesos que estan relativamente protegidos de los antibioticos.^'' El paciente por lo general presenta fiebre y evi- 
dencia de disfuncion valvular. Las complicaciones son dehiscencia de la valvula, obstruccion de la valvula 
debida a la formacion de vegetaciones protuberantes y. en ocasiones, disritmia cardfaca. Como la mayoria de 
estas infecciones se deben a la inoculacion de un pequeno numero de microorganismos en el sitio y en el 
momento de la colocacion de la valvula, los sfntomas de endocarditis aparecen lentamente despues de varios 
meses.”-^^ Ademas de las valvulas protesicas, los estafilococos tambien pueden infectar hilos de marcapasos 
e injertos vasculares.'^ 

Infecciones de cateteres intravenosos 

I 

j 

S. epidermidis es el aislamiento mas comiin que infecta cateteres intravenosos.^^^ Los tipos de cateteres implica- 
dos incluyen las vfas intravenosas perifericas y centrales, cateteres de hiperalimentacion central, cateteres de 
hemodialisis subclavia, vfas centrales de Hickman y Broviac, y cateteres de Swan-Ganz.^-^^^ Los cateteres 
infectados pueden ser el origen de las bacteriemias, que pueden colonizar sitios distantes para crear otras 
complicaciones infecciosas.^^ Los cateteres infectados y los sitios de insercion del cateter a menudo no pare- 
cen infectados Cp. ej., puede no haber eritema o purulencia) y la bacteriemia relacionada con cateteres puede 
ser muy poco sintomatica. Aunque los cuidados asiduos de los cateteres pueden disminuir la incidencia de 
estos episodios bacteriemicos, otras innovaciones, como los cateteres impregnados en antibioticos (rifampici- 
na 0 minociclina) parecen disminuir de manera significativa la incidencia de estas infecciones.** El tratamien- 
to incluye la extraccion del cateter, si es posible. junto con terapia antibiotica sistemica. Los estudios de las 
infecciones relacionadas con cateter y las bacteriemias incluyen hemocultivos de sangre periferica. sangre 
extrafda del cateter y, a menudo, cultivo del cateter.*'-^ 

I Infecciones de derivacion de LCR 

S. epidermidis es la causa mas comiin de infeccion asociada con derivacion de LCR, cateteres de LCR, bombas 
intratecales y sitios de ventriculostomfa.^**'^^* Estas infecciones por lo general suceden a pocas semanas de la 
colocacion de la derivacion, pero tambien pueden ocurrir durante otras manipulaciones.-''^ Los pacientes con 
infecciones de la derivacion de LCR pueden estar asintomaticos, aunque algunos pueden presentar sfntomas 
de meningitis. El analisis del LCR aspirado puede mostrar pleiocitosis moderada y los niveles de glucosa pue¬ 
den ser normales o estar un poco disminuidos. A menudo es necesaria la extraccion de la derivacidn para el 
efecto curativo, aunque algunas infecciones estafilococicas han sido tratadas con eficacia con antibioticos 
solos.Los antibioticos usados son vancomicina, rifampicina y una aminoglucosido administrado intra- 
ventricularmente. debido a que estas infecciones adquiridas en los hospitales son causadas por estafilococos 
resistentes a las penicilinas semisinteticas (p. ej., oxacilina, meticilina).’'*^ 


(Continua) 







608 CAPITULO 12 Cocos grampositivos: Parte I: Estafilococos y cocos grampositivos relacionados 


Recuadro 12-5 Infecciones asociadas con Staphylococcus epidermidis y otros estafilococos coagulasa negativos (cont) 


Infeccion 


Infecciones asociadas con cateteres 
de dialisis peritoneal 


Infecciones de injerto vascular 


Bacteriemia 


Infecciones pediatricas 


Infecciones oculares 


Infecciones cutaneas 


Comentarios 


5. epidermidis es el microorgan is mo aislado con mayor frecuencia de pacientes con peritonitis asociada con dia¬ 
lisis peritoneal ambulatoria continua La peritonitis se caracteriza por dolor abdominal, nau¬ 

seas, vdmitos, fiebre y un efluente turbio despues de la dialisis, aunque muchos pacientes pueden tener sinto- 
mas escasos o moderados. El liquido peritoneal puede aparecer turbio y contener > 100 leucocitos por milili- 
tro. Las tinciones de Gram del liquido no concentrado pueden ser negativas y se requiere centrifugacion o fil- 
tracion para recuperar el escaso numero de microorganismos.’^ La terapia con antibioticos de las peritonitis 
estafilococicas asociadas con DPAC puede administrarse de forma parenteral, oral o intraperitoneal y por lo 
general incluye oxacilina o meticilina, cefalosporinas, aminoglucosidos, vancomicina o trimetoprim-sulfame- 
toxazol.^"^^ 

Las infecciones de injertos vasculares muy a menudo son causadas por S. epide}midis. Muchos de estos injertos 
se colonizan con un pequeho numero de microorganismos en el momento de la colocacion del injerto y las 
infecciones pueden no aparecer clmicamente hasta meses o incluso anos mas larde.^^' '*^ Las cepas estafiloco- 
cicas aisladas en estas infecciones son multirresistentes, lo que sugiere que las infecciones se deben a la pre- 
sencia de microorganismos contaminantes en los propios injertos. 

En la actualidad en la mayoria de los centres medicos S. epidermidis es el agente causal mas comun de bacte¬ 
riemia en pacientes inmunodeprimidos.’"^ Estos microorganismos alcanzan el torrente circulatorio 
mediante los dispositivos de acceso vasculares infectados.^^^ Los pacientes en los que desarrolla bacteriemia 
estafilococica relacionada con cateteres suelen tener dispositivos de acceso multiples ubicados para el trata- 
miento de cancer o para la administracion de agentes quimioterapeuticos para el trasplante de medula osea.'^’'^ 
Otras especies de estafilococos coagulasa negativos tambien han sido asociadas con bacteriemia en huespedes 
inmunodeprimidos. 

La mayoria de las infecciones pediatricas son bacteriemias estafilococicas hospital arias que suceden en las uni- 
dades de cuidados intensivos neonatales.*^ Estas infecciones estan asociadas con prematuridad, presencia de 
vias centrales o perifericas colonizadas, asistencia ventilatoria y administracion de nutricion parenteral total. 
Aunque la mayoria de los microorganismos estafilococicos en tales infecciones son S. epidermidis. tambien 
han estado involucradas otras especies (p. ej„ S. haemolyticus).^'^^ 

S. epidermidis es el patogeno implicado con mas frecuencia que causa endoftalmitis posquirurgica. Los procedi- 
mientos quirurgicos asociados con estas infecciones incluyen el implante de cristalino y las cirugias de catara- 
tas.*^*^^ El diagnostico se hace por aspiracion y cultivo del humor vitreo. El tratamiento de la endoftalmitis por 
S. epidermidis requiere la administracion parenteral e intraorbital de antibioticos (penicilinas, cefalosporinas, 
aminoglucosidos, rifampicina o vancomicina). Se han informado otras infecciones oculares de importancia 
clinica, como blefaritis, conjuntivitis purulenta y queratitis supurada que involucran a 5. epidermidis y a otras 
especies coagulasa negativas iS. warneri, S. capitis, S. hominis, S. simulans, S. lugdunensis y S. xylosus)}*^ 

Los estafilococos coagulasa negativos pueden ser aislados en diversas lesiones cutaneas (quistes. carbuncles, 
forunculos), ya sea solos o junto con otras bacterias piogenas, incluidos S. aureus y estreptococos [J-hemolfti- 
cos. Las especies mas cornunmente implicadas son 5. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis y S. horni- 
nis.'^ Entre las infecciones cutaneas inusuales que involucran a 5. epidermidis se incluye la otitis externa 
maligna.^** 


de PS/A a los cateteres plasticos in vitro y los anticuerpos diri- 
gidos contra PS/A parecen bloquear, ademas, la adherencia a los 
biomateriales. Tambien protege a los microorganismos de la 
muerte fagocitica mediada por complemento.^^® '*^^ '^®^ Se descri- 
bieron otros polisacaridos de la superficie celular que pueden 
contribuir con este proceso.^‘ Ademas, ciertas protemas pueden 
actuar para promover la adherencia a los plasticos en algunas 
cepas de S. epidermidis Por ejemplo, Heilmann y cols, 
identificaron una adhesina-autolisina codificada por un gen lla- 
mado atlE que funciona en conjunto con PS/A en la adherencia 
inicial de S. epidermidis a los biomateriales. 

Despues de la adhesion inicial a los biomateriales, la pato- 
genia de la infeccion por S. epidermidis parece involucrar la 
adhesion entre celulas fijadas a la superficie plastica y forman 
la base de la matriz de la biopelicula de polisacarido/celula 
bacteriana.^^ La adhesion intercelular esta mediada por un poli- 
sacarido llamado PIA (adhesina intracelular polisacarido) jun¬ 


to con algunas otras protemas asociadas con la celula.^’^'^ PIA es 
un polisacarido lineal compuesto por residuos de P-1,6 2-deso- 
xi-2-amino-D-glucopiranosilo, de los cuales 80-85% estan A- 
acetilados y cargados positivamente o modificados con resi¬ 
duos fosfato o succinato y cargados negativamente.^*^^ Como 
los de PS/A, los genes estructurales de PIA tambien residen 
dentro del operon cromosomico para cuatro genes llamado ica\ 
los cuatro genes son icaA, icaB, icaC e icaD PIA tam¬ 
bien parece funcionar como una hemoaglutinina, ya que los 
anticuerpos anti PIA y PIA purificada pueden inhibir la hema- 
glutinacion. Por lo tanto, los mutantes deteriorados en la smte- 
sis de PIA por manipulaciones geneticas tambien pierden la 
capacidad para aglutinar hematics de varias especies.El 
papel de PS/A, PIA y otros posibles factores de virulencia de 
S. epidermidis en la iniciacion y smtesis de biopeliculas en bio¬ 
materiales esta sustentado en estudios con modelos animales 
con cepas mutantes que carecen de la capacidad de sintetizar 
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esas moleculas y por inhibicion de esas interacciones por anti- 
cuerpos especificos.^^^’^^^’^^ Usando un modelo de cueq)o 
extrano murino y un modelo de infeccion asociada con un cate- 
ler venoso central de rata, Rupp y cols, mostraron que la cepa 
de S. epidermidis tipo silvestre era mucho mas capaz de causar 
formacion de abscesos, mas dificil de ser erradicada por las 
defensas del huesped y mas adherente a los plasticos implanta- 
dos que una cepa mutante PIA negativa isogenica.^^^-^^® 
Estudios geneticos tambien avalan la indicacion de que el locus 
ica de S. epidermidis codifica protemas que pueden sintetizar 
PS/A. que esta relacionada desde el punto de vista quimico con 
PI.A. pero que se distingue de esta por el tamano molecular, las 
propiedades biofisicas y la presencia de grupos succinato en la 
mayoria de los grupos amino de los residuos glucosalina que 
constiiuyen el polimero. Sin embargo, es improbable que PS/A 
y PIA sean los unicos factores que participan en la coloniza- 
cion y la formacion de biopeliculas en biomateriales como los 
cateteres plasticos. En efecto, se ha identificado una protema 
extracelular de 140 kDa que cumple un papel en la acumula- 
cidn de la biopehcula, aunque este papel todavia no se ha defi- 
nido.*^ 

Otro mecanismo de adhesion utilizado por S. epidermidis 
involucra interacciones especiTicas con varios componentes del 
plasma, suero y tejidos del huesped, entre ellas las protemas del 
lejido conectivo, como colageno y laminina, y las protemas 
derivadas del suero, como fibronectina y vitronecti- 
-V307.335.505 j^lcs intcraccioncs pueden constituir los pasos 
imciales de la colonizacion del tejido y del establecimiento de 
las infecciones en ausencia de cuerpos extrafios, como catete¬ 
res o derivaciones. Tambien se ha detectado una protema de 
union al fibrinogeno, llamada fbe, en la superficie de las cepas 
de 5. epidermidis?^^ La protema de union al fibrinogeno puri- 
ficada inhibio por completo la adherencia de S. epidermidis al 
fibrinogeno inmovilizado, tambien se encontro que los anti- 
cuerpos contra la protema bloquean en forma eficiente la adhe¬ 
rencia.”® El gen que codifica esta protema (el gtn fbe) ha sido 
clonado y secuenciado; esta protema muestra homologia par- 
cial con dos de los tres tipos de factores de aglutinacion produ- 
cidos por S. aureus 

Se han identificado otros posibles factores de virulencia para 
oiras capacidades patogenicas atribuidas a S. epidermidis. Algu- 
nas cepas producen una enzima modificadora del acido graso 
que mactiva los acidos grasos bactericidas esterificandolos con 
colesterol, inactivan los acidos grasos y permiten a S. epidermi¬ 
dis vivir en la piel durante penodos prolongados.^^” Algunas 
cepas de S. epidermidis tambien producen lipasas, que pueden 
cumplir un papel en la colonizacion de la piel, la formacion de 
biopeliculas y la iniciacion de infecciones cutaneas.'^^^ 

.Aunque por lo general no se considera un factor que contri- 
buya a la virulencia, el reconocimiento de la creciente resisten- 
cia a los antibioticos de las cepas de S. epidermidis es una 
caracleristica emergente preocupante.^^®"^'^ Durante los liltimos 
anos ha surgido la resistencia de los estafilococos coagulasa 
r?egativos a muchas clases de antibioticos, incluida la resisten- 
^la a las penicilinas resistentes a la penicilinasa (oxacilina, 
meticilina). El uso cada vez mayor de vancomicina ha llevado 
al surgimiento de estafilococos coagulasa negativos con sensi- 
bilidad disminuida a la vancomicina."^’® Esto se observe prime- 
ro en S. haemolyticus, pero tambien ocurrio en menor medida 
en cepas clinicas de S. epidermidis. Aunque los informes de 
cepas de S. epidermidis resistentes a la vancomicina aparecen 
entre mediados y fines de la decada de 1980, no se proveyo la 
informacion clinica de esas cepas."^®^ Sin embargo, en 1991, se 
aislo en Inglaterra una cepa de 5. epidermidis resistente a la 


vancomicina en un paciente con peritonitis.^®"* Cinco anos des¬ 
pues, se informo S. epidermidis resistente a la vancomicina en 
varios pacientes de la Republica Sovietica.^” En 1999, se infor¬ 
mo el primer caso de bacteriemia debida a S. epidermidis con 
sensibilidad disminuida a la vancomicina en los Estados 
Unidos.*^"* La paciente era una mujer de 49 anos con carcinoma 
de vesicula biliar que habia recibido vancomicina y varios otros 
antibioticos a causa del curso clmico complicado de la enfer- 
medad. Se aislaron dos cepas de S. epidermidis algo diferentes 
en sangre periferica y en sangre extraida del cateter venoso 
central. Una fue sensible a la vancomicina (CIM, 4 pg/mL), 
mientras que la otra tuvo sensibilidad intermedia (CIM, 8 
pg/mL). Aunque ambos aislamientos resultaron sensibles en 
las pruebas de difusion en disco (tamano de las zonas, 16-17 
mm), las pruebas para CIM con el panel MicroScan Pos 
Combo®, E test® y dilucion en caldo confirmaron la CIM ele- 
vada para la segunda cepa. El escaso rendimiento del metodo 
de difusion en disco llevo a estos investigadores a recomendar 
las determinaciones de CIM cuando se pruebe la sensibilidad 
de los estafilococos a la vancomicina, en particular cuando la 
bacteria se haya aislado en muestras corporales como sangre y 
otros liquidos corporales normalmente esteriles.’^"* 

STAPHYLOCOCCUS SAPROPHYTICUSS\}EESPEC\E SAPROPHYTICUS 

La especie de S. saprophyticus coagulasa negativa merece 
una mencion especial, porque se ha comprobado que este pato- 
geno causa infecciones urinarias en mujeres jovenes sanas 
sexualmente activas.’®^’^‘^^ ^^®En 1996, se caracterizo una subes- 
pecie nueva entre cepas resistentes a la novobiocina, coagulasa 
negativas recuperadas del 7% en cultivos nasales de vacas 
sanas.Las caracteristicas fenotipicas, los analisis de acidos 
grasos y de la pared celular, y los estudios de parentesco gene- 
tico mostraron que esas cepas eran similares pero distintas de 
las de S. saprophyticus aisladas en seres humanos. Estas cepas 
bovinas fueron llamadas S. saprophyticus subespeie hovis, 
mientras que las cepas humanas ahora se llaman S. saprophyti¬ 
cus subespecie saprophyticus (de aqui en adelante mencion ado 
como S. saprophyticus). 

En las mujeres jovenes y en las adolescentes, S. saprophyti¬ 
cus es la segunda causa mas comiin de cistitis no complicada 
despues de Escherichia En muestras de orina de 

esas pacientes, el microorganismo suele estar presente en can- 
tidades menores de 100 000 unidades formadoras de colonias 
(UFC)/mL, pero en muestras seriadas de pacientes infectadas 
de microorganismo se confirma. Las pacientes a menudo pre- 
sentan disuria, piuria y hematuria. Las infecciones urinarias 
altas (pielonefritis) pueden observarse en el 41-86% de los 
pacientes y, a veces, puede haber bacteriemia por S. saprophy¬ 
ticus como complicacion urinaria alta.'”'^*’® Este microorganis¬ 
mo ha sido implicado como causa de infecciones urinarias y de 
uretritis en hombres y mujeres (smdrome uretral agudo), infec¬ 
ciones urinarias asociadas con cateteres vesicates, prostatitis en 
varones mayores y rara vez bacteriemia, sepsis y endocardi- 
tig 33,137,207,315.412 demostro que S. saprophyticus causa infec¬ 
ciones urinarias sintomaticas agudas en ninos, ninas y adoles¬ 
centes en ausencia de anormalidades estructurales del aparato 
urinario.^"*^' En 1999, Hell y cols, informaron el aislamiento 
de S. saprophyticus como causa de neumonia de origen hospi- 
talario.'^® 

Tambien se ha investigado la fuente de S. saprophyticus en 
la patogenia de las infecciones urinarias. Rupp y cols, estudia- 
ron la prevalencia de la colonizacion urogenital en 276 mujeres 
y encontraron que el recto fue el sitio de colonizacion por S. 
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saprophyticus mas frecuente (40%), seguido de la uretra 
(30%), la orina (20%) y el cuello uterino (10%).^’^ En este estu- 
dio, el seguimiento durante casi 7 meses de las mujeres coloni- 
zadas no revelo ninguna progresion a infeccion urinaria sinto- 
matica por 5. saprophyticus. En otro estudio de 14 mujeres con 
infeccion urinaria por 5. saprophyticus, se encontro el mismo 
aislamiento en las heces de 6 mujeres, lo que sugiere que el 
conducto rectal puede ser un reservorio importante para este 
microorganismo.^^^ S. saprophyticus tambien fue aislado en 
otros animales (p. ej., cerdos), en la pastura y el forraje; hay 
evidencia que indica que el alimento puede ser la fuente pri- 
maria del microorganismo.^^^ ^^^Hedman y cols, encontraron S. 
saprophyticus en 16,4% de 1 331 muestras de alimentos, con 
una prevalencia del 34% en came de vaca y de cerdo.^^^ Estos 
investigadores concluyeron que el microorganismo proviene de 
las reses del matadero, contamina la materia prima del alimen¬ 
to y luego coloniza el aparato digestivo humano. 

En los ultimos ahos se han estudiado varios posibles factores 
de virulencia de 5. saprophyticus. Estudios in vitro sobre la 
adherencia de esta especie a varios tipos de celulas mostraron 
que S. saprophyticus se adhiere a las celulas periuretrales, ure- 
trales y uroepiteliales mas que otros estafilococos y no se 
adhiere a otros tipos de celulas, como las de la mucosa bucal y 
las de la piel.^^^ Este tropismo por el tejido uroepitelial puede 
explicar en forma parcial la elevada frecuencia de infecciones 
urinarias causadas por este microorganismo. La ureasa, un 
reconocido factor de virulencia para otros patogenos urogeni- 
tales (p. ej., especies de Proteus, Corynebacteriiim ureolyti- 
cum), tambien se produce por S. saprophyticus y contribuye a 
la invasion del tejido vesical en modelos animales de infeccion 
urinaria.La produccion de moco no ha sido un atributo cons- 
tante de cepas de 5. saprophyticus. Hjelm y Lundell- 
Etherden encontraron que, aunque solo 9 de 30 cepas de S. 
saprophyticus producian moco en caldo tripticasa soja, las 30 
lo producian en la orina.Estos investigadores propusieron 
que tanto la presencia de orina como la de ureasa eran esencia- 
les para la produccion de moco por este microorganismo. Se ha 
identificado una protema fibrilar de 95 kDa asociada con la 
superficie de las cepas de S. saprophyticus como posible factor 
de virulencia.Esta protema, designada Ssp (por protema de 
S. saprophyticus asociada con la superficie) puede participar en 
las interacciones iniciales y la adherencia a las celulas uroepi¬ 
teliales. Tambien se demostro una hemaglutinina de 160 kDa 
sobre la superficie de las celulas de S. saprophytic us. Esta 
hemaglutinina se une a una protema de membrana o protemas 
presentes en la superficie de eritrocitos de carnero; se demos¬ 
tro que es la principal adhesina para la union de microorganis- 
mos a las celulas epiteliales^^^*^^ y que tambien es capaz de 
unirse a la fibronectina.*^^ Ademas de Ssp y la hemaglutinina, 
se ha identificado recientemente sobre la superficie de las celu¬ 
las de S. saprophyticus otra protema de superficie celular que 
se une a la fibronectina y a los eritrocitos.Esta protema tiene 
tanto propiedades adhesivas como autoliticas y el gen para esta 
protema (llamado gen aas) ha sido clonado y secuenciado. Las 
secuencias de aminoacidos para los dominios funcionales de la 
autolisina codifican las enzimas A-acetil-muramil-L-alanina 
amidasa y endo-p-A^-acetil-o-glucosaminidasa y son similares 
a las de las autolisinas identificadas tanto en S. aureus como en 
S. epidermidis. Las secuencias restantes funcionan como la 
adhesina y representan una clase nueva de factores de virulen¬ 
cia estafilococicos.^”^^ Por ultimo, Schneider y Riley informaron 
que el 79% de 100 aislamientos urinarios de S. saprophyticus 
mostraban una superficie celular intensamente hidrofoba en un 
ensayo de dos fases, acuosa e hidrocarbonada.^^”^ Luego se 


demostro que la hidrofobicidad es independiente de Ssp y de la 
hemoaglutinina.^^* Como las interacciones hidrofobas de la 
superficie celular entre las bacterias y las celulas mamiferas 
promueven la adherencia, las estructuras hidrofobas de super¬ 
ficie de S. saprophyticus podrfan funcionar en la interaccion 
inicial de estos microorganismos con las celulas uroepiteliales. 

OTROS ESTAFILOCOCOS COAGULASA NEGATIVOS 

Otras especies estafilococicas se encuentran en seres huma- 
nos y en animales como parte de la flora normal y son causa de 
varios tipos de infecciones (vease recuadro 12-1). Algunas 
especies habitan en el medioambiente y se usan en varias 
industrias, incluido el procesamiento de alimentos. Aunque 
especies coagulasa negativas de S. epidermidis y S. saprophy¬ 
ticus se encuentran con frecuencia como contaminantes en 
muestras clinicas, el progreso medico les asigno un papel 
importante en enfermedades e infecciones humanas a otros 
numerosos estafilococos coagulasa negativos. Muchas especies 
ahora han sido informadas como causa de infecciones, princi- 
palmente de heridas, infecciones urinarias, bacteriemia, osteo- 
mielitis, sepsis relacionada con el cateter, infecciones de la 
derivacion ventriculoperitoneal y endocarditis de protesis val¬ 
vular o de valvula nativa (recuadros 12-1 y 12-5). Estos agen- 
tes estan siendo reconocidos como patogenos oportunistas en 
pacientes inmunodeprimidos, incluidos recien nacidos prema¬ 
tures, pacientes neutropenicos por cancer, personas ancianas 
con enfermedades subyacentes graves y enfermos hospitaliza- 
dos por procedimientos invasivos y portadores de dispositivos 
plasticos. Las infecciones con muchas de estas otras especies 
se adquieren en las salas del hospital. Las especies implicadas 
con mayor asiduidad son S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. 
schleiferi, S. warneri, S. hominis, S. simulans y S. saccharoly- 
ticus. Algunos de estos agentes, como S. schleiferi y S. warne- 
ri, producen diversos productos extracelulares (glucocaliz, 
DNasa, lipasa, estearasa, proteasa y 0(- y p-hemolisinas) que 
contribuyen a la virulencia. S. haemolyticus ha concitado un 
interes creciente a causa del surgimiento de su resistencia a los 
glucopeptidos.^^^’"^®' '^^^’'^^^ Los nichos ecologicos y la importan- 
cia clinica de los estafilococos ademas de S. aureus, S. epider¬ 
midis y S. saprophyticus se describen en el recuadro 12-1, 
mientras que los procesos infecciosos asociados con S. epider¬ 
midis y otros estafilococos coagulasa negativos se detallan en 
el recuadro 12-5. 

Especies de Af/crococc//sy generos relacionados 

Los miembros del anterior genero Micrococcus estan mucho 
mas relacionados con el genero Arthrobacter corineforme 
grampositivo que con los estafilococos. Estos microorganismos 
se encuentran en el medioambiente y como flora transitoria en 
la piel humana y de otros mamfferos. Algunas especies produ¬ 
cen pigmentos carotenoides, lo que da lugar al desarrollo de 
colonias amarillas o rosadas en agar. Las especies de 
Micrococcus tienen usos industriales como microorganismos 
en bioensayos para la deteccion de antibioticos en los alimen¬ 
tos para animales, cosmeticos y liquidos corporales. Solo en 
ocasiones se aislan en muestras clinicas humanas, en las que 
por lo comiin representan contaminantes de la piel, de las 
superficies mucosas o del medioambiente. Estos microorganis¬ 
mos pueden comportarse como patogenos oportunistas en 
pacientes inmunodeprimidos y se han informado como causa 
de neumonia, meningitis, artritis septica, bacteriemia, sepsis 
relacionada con cateterismo y peritonitis vinculada con dialisis 
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[>enioneal ambulatoria continua.^^’^'^^’^^^’^^^ Kytococcus 
iedentarius (antes Micrococcus sedentarius) produce dos enzi- 
mas capaces de hidrolizar la queratina y es responsable de la 
erosion de la epidermis humana en la afeccion dermatologica 
llamada queratolisis punteada.^^® 

RottJia mucilaginosa 

La primera infeccion humana por R. mucilaginosa fue infor- 
mada en 1978 en un paciente que habia desarrollado endocar¬ 
ditis luego de la cateterizacion cardiaca.^^^ Desde entonces, han 
aparecido en la bibliografia varios casos de endocarditis de val- 
vula protesica y de valvula naliva causadas por R. mucilagino¬ 
sa. En algunos de esos casos, la infeccion cardiaca estuvo aso- 
ciada con el uso de drogas intravenosas.^^^^"^^’^^^ La sepsis por R. 
mucilaginosa ha sido informada en asociacion con trauma de 
cuello y cabeza, dispositivos de acceso perifericos y centrales, 
quimioterapia contra cancer, cateterizacion cardiaca seguida de 
infarto de miocardio, dialisis peritoneal ambulatoria continua y 
prematuridad extrema. R. mucilaginosa tambien ha sur- 
gido como un patogeno importante tanto en adultos como en 
nihos con procesos malignos (p. ej., leucemia, linfoma, cancer 
de mama, enfermedad de Hodgkin, carcinoma espinocelular, 
osteosarcoma, rabdomiosarcoma y SIDA) y en receptores de 
trasplantes de medula Entre las infec- 

ciones estan incluidas bacteriemias sostenidas o transitorias, 
sepsis asociadas con una via central o periferica, neumonia, 
meningitis, osteomielitis vertebral y colangitis.^’^^’^^’*'^^'^^^’^^^ La 
recuperacion de R. mucilaginosa de esos pacientes se asocio 
con neutropenia acentuada como resultado de una enfermedad 
subyacente, inmunosupresion o quimoterapia citoioxica. Los 
dispositivos de acceso colonizados (p. ej., guias intraarteriales 
o intravenosas, cateteres de Brouviac y de Hickman) fueron la 
procedencia del microorganismo en algunos pacientes, mien- 
tras que las ulceraciones esofagicas o mucosas secundarias a 
quimioterapia quimiotoxica, enfermedad periodontal o infec- 
ciones odontologicas o procedimientos se creyeron el origen en 
otros. Se ha informado endoftalmitis grave seguida a la implan- 
tacion de lentes intraoculares que requirio la evisceracion del 
ojo."3^ 


Aislamiento y diferenciacion preliminar de los 
estafilococos y de los cocos grampositivos relacionados 
Frotis directos con tincion de Gram 

En frotis directos tenidos con Gram a partir de muestras cli- 
nicas, los estafilococos aparecen como cocos grampositivos o 
gramvariables con diametros que van desde 0,5 hasta casi 1,5 
pm. Las celulas mas grandes se observan entre los miembros 
del genero Macrococcusy pero estas especies no causan infec- 
ciones humanas.^*^ Los microorganismos pueden aparecer 
solos, en pares, en cadenas cortas o en grupos, tanto dentro 
como fuera de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) (lami¬ 
na en color 12-lD y F). Las variaciones en el tamano celular y 
en la tincion de Gram se deben probablemente a la accion de 
las celulas inflamatorias y a sus enzimas hidroliticas en las 
celulas bacterianas. En los frotis directos, los pares o cadenas 
cortas de microorganismos no pueden diferenciarse de estrep- 
tococos, micrococos o peptoestreptococos, aunque los estrep- 
tococos suelen aparecer como cadenas o diplococos mas que 
como cadenas de celulas individuales aisladas. Los informes de 
los extendidos directos deben incluir la cuantificacion de tipos 
de celulas y microorganismos (p. ej., “muchos PMN, modera- 


dos cocos grampositivos”) Si la apariencia de la coloracion de 
Gram es mas tipica, se puede informar “cocos grampositivos 
semejantes a estafilococos”, con confirmacion con cultivos 
poster!ores. No se puede usar la morfologia de la tincion de 
Gram para diferenciar estafilococos de micrococos y generos 
relacionados o de planococos. 

Aislamientos en muestras cimicas 

Para la recuperacion de estafilococos y microorganismos 
relacionados, las muestras cimicas se deben inocular en agar 
sangre de camero (SBA) y otros medios bacteriologicos. Para 
el aislamiento de microorganismos de muestras densamente 
contaminadas, las muestran deben ser inoculadas en agar 
Columbia adicionado con colistin y acido nalidixico (CNA) o 
en agar alcohol feniletflico (PEA), que inhiben el desarrollo de 
bacterias gramnegativas y permiten el desarrollo de microorga¬ 
nismos grampositivos. El agar manitol sal es un medio selecti¬ 
ve bueno para determ inar la presencia de 5. aureus en muestras 
como los cultivos nasales. En SBA, la mayoria de los estafilo¬ 
cocos crecen bien dentro de las 24 horas, aunque los microco¬ 
cos pueden requerir 48 horas para formar colonias de tamano 
adecuado. Algunas especies de estafilococos pueden requerir 
mas de 24 a 48 horas de incubacion para poder discemir si una 
muestra contiene un cultivo puro o mixto. Una incubacion mas 
prolongada -mayor de 72 horas- puede ser necesaria para ase- 
gurar que la identificacion y las pruebas de sensibilidad se 
estan realizando sobre un cultivo puro, en especial si se han 
tornado colonias multiples para obtener un inoculo representa- 
tivo. 

Morfologia de la colonia 

Las especies de Micrococcus y Staphylococcus forman colo¬ 
nias distintas en SBA. Las colonias de la mayoria de las espe¬ 
cies estafilococicas crecen mas rapido que los micrococos y 
tienen un diametro de 1 a 3 mm despues de 24 horas de incu¬ 
bacion, aunque algunas (S. warneri, S. simulans, S. auricularis, 
S. vitulinus, S. lentus) pueden formar colonias mas pequenas 
durante ese lapso. Las cepas de algunas especies estafilococi¬ 
cas mostraran una variacion considerable en el tamano de las 
colonias en la misma placa de cultivo y dar la apariencia de un 
cultivo mixto. Las colonias estafilococicas suelen ser lisas, cre- 
mosas y tienen un perfil convexo poco sobreelevado y hordes 
netos. Las colonias de algunas cepas de S. aureus son por lo 
general grandes (4-6 mm de diametro), lisas, enteras y de con- 
sistencia cremosa, aunque ciertas cepas pueden ser de aparien¬ 
cia humeda o “viscosas”. Algunas cepas pueden estar pigmen- 
tadas de amarillo o de amarillo naranja (de ahi el nombre 
''aureus'' que significa “color oro”), mientras que otras pueden 
producir colonias blanquecinas o grises. Las ultimas cepas se 
pueden asemejar a los estreptococos del grupo D y a los ente- 
rococos (catalasa negatives). La produccion de pigmento en S. 
aureus y entre los estafilococos coagulasa negatives por lo 
general se vuelve mas pronunciada despues de la incubacion a 
temperatura ambiente durante 2 a 3 dias. Algunas de las espe¬ 
cies de S. aureus y de las especies coagulasa negativas pueden 
tener una zona difusa de P-hemolisis alrededor de las colonias; 
esta propiedad hemolitica puede evidenciarse solo despues de 
una incubacion prolongada (lamina en color 12-IE). 

Las cepas de 5. aureus aisladas en pacientes que han sido 
tratados con antibioticos durante periodos prolongados o en 
aquellos con afecciones permanentes, como la fibrosis quistica, 
pueden crecer como colonias atipicas conocidas como varian- 
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tes de colonias pequenas. Estas colonias suelen ser muy 
pequenas, no pigmentadas y crecen mejor en presencia de CO,. 
Estos aislamientos tambien pueden ser dificultosos para probar 
sensibilidad a los antibioticos debido a su escaso desarrollo. El 
caldo usado en las pruebas de sensibilidad por microdilucion 
de estos aislamientos puede necesitar suplementacion, y la 
dilucion en agar, la difusion en disco y los metodos de sensibi¬ 
lidad Etest deben realizarse en agar de Mueller-Hinton que 
contenga 5% de sangre camero. 

Los micrococos y las especies relacionadas crecen casi 
siempre mas lentamente; a menudo requieren 48 boras de incu- 
bacion antes de que se pueda distinguir la morfologia tipica de 
la colonia. Despues de ese tiempo las colonias de los microco¬ 
cos miden 1 a 2 mm de diametro, son opacas o mate, con per- 
fil convexo bien sobreelevado y hordes netos. La especie 
recientemente descrita M. antarctica produce colonias muco¬ 
sas, pigmentadas amarillas en agar.^^^ Las colonias de especies 
de Micrococcus, Nesterenkonia, Dermacoccus y Kocuria, y A. 
agilis pueden ser lisas o mate. Algunas especies son no pig¬ 
mentadas (M. lylae, N. halobia) o pueden producir colonias 
amarillas (M. luteus, K. sedentarius, K. varians, K. palustris, 
K. rhizophila), naranjas (D. nishinomiyaensis, K. kristinae) o 
rosadas a rojas {K. rosea, A. agilis) en agar lamina en color 12- 
IH). La pigmentacion a veces se vuelve mas clara o intensa si las 
placas se incuban a temperatura ambiente durante varios dias. 
Las colonias de R. mucilaginosa son de grises a blancas y pue¬ 
den tener aspecto mucoide. Tienden a adherirse al agar y cuando 
se las extrae del medio, son dificiles de emulsionar. 

Se cuenta con medios de cultivo que contienen sustratos cro- 
mogenicos para el aislamiento y la identificacion presuntiva de 
S. aureus. Las formulaciones disponibles son CHROMagar 
Staph aureus® (CHROMagar Microbiology, Paris, Francia) y 
S. aureus ID agar® (bioMerieux, La Balme Les Grottes, 
Francia).En CHROMagar Staph aureus, las colonias de S. 
aureus son de color malva, mientras que en S. aureus ID agar 
son verdes. Las colonias coloreadas crecen en esos medios a 
causa de la produccion de a-glucosidasa por los microorganis- 
mos durante el desarrollo. Los estafilococos coagulasa negati- 
vos producen colonias azules, blancas o beige en esos medios. 
En una evaluacion comparativa de CHROMagar Staph aureus 
y S. aureus ID agar, el 96,8% de las cepas de S. aureus produ- 
cian colonias verdes en el S. aureus ID agar despues de 18-20 
horas de incubacion, mientras que el 91,1% de las cepas for- 
maban colonias de color malva en CHROMagar Staph aureus 
dentro del mismo lapso.^"^^ Se recuperaron un total de 94,3% de 
las cepas dentro de las 18-20 horas en agar sangre convencio- 
nal. Los rendimientos del desarrollo en todos los medios 
aumentaron despues de una incubacion adicional de 20-24 
horas. Cuando fueron confirmadas las identidades de las colo¬ 
nias coloreadas, el 94,7% de las colonias verdes en S. aureus 
ID agar y el 94,4% de las colonias malva en CHROMagar Staph 
aureus eran S. aureus. Se observe que CHROMagar Staph au¬ 
reus es mas sensible que los medios agar sangre de rutina para 
detectar S. aureus cuando se lo uso como parte del protocolo 
primario de la muestra.^^^ Los medios de agar cromogenico se 
han utilizado como metodos rapidos para la identificacion 
simultanea de S. aureus y la determinacion de resistencia a la 
meticilina por incorporacion de oxacilina o meticilina en el 
medio.^'^^’^^^ 

La prueba de la catalasa 

Los estafilococos y los micrococos se diferencian de los 
estreptococos, los enterococos y las bacterias “tipo-estreptoco- 


cos” por la prueba de la catalasa. Esta prueba detecta la pre¬ 
sencia de enzimas citocromo oxidasas (protocolo 12-1). La 
prueba de la catalasa se realiza con 3% de peroxido de hidro- 
geno (H,0,) sobre un portaobjetos de vidrio. Un burbujeo vigo- 
roso e inm’ediato indica la conversion del ^ 2^2 y 0 x 1 - 

geno gaseoso (lamina en color 12-lG). En forma ideal, la prue¬ 
ba de la catalasa debe realizarse a partir de un medio que no 
contenga sangre, porque los hematics por si mismos pueden 
causar una reaccion de catalasa positiva debil. Sin embargo, 
como la mayoria de los laboratorios clmicos recuperan estafi- 
lococos de medios no selectivos o de medios selectivos que 
contienen sangre (p. ej., SB A y agar CNA, respectivamente) se 
debe tener el cuidado de tomar la muestra solo de la parte supe¬ 
rior de las colonias para la prueba de la catalasa a fin de evitar 
el traslado de sangre y las posibles reacciones falsas positivas. 
Esto se puede hacer de modo mas expeditivo con un palillo 
aplicador de madera. Las cepas raras de estafilococos pueden 
ser catalasa negativas y algunos enterococos producen una 
“seudocatalasa” y son debilmente reactivos con R. 

mucilaginosa es por lo general catalasa negativa o positiva 
debil. 

Metodos para la diferenciacion de mlcrococos y estafilococos 

Se dispone de varios metodos para la diferenciacion entre las 
especies de Micrococcus y Staphylococcus, los dos generos 
catalasa positivos observados con mayor frecuencia en el labo- 
ratorio clmico, y otros cocos grampositivos, catalasa positivos. 
Algunos requieren medios especiales e incubacion prolongada, 
mientras que otros se encuentran en el comercio y proporcio- 
nan resultados dentro de las 18-24 horas o menos. En el cuadro 
12-1 se enumeran los metodos de prueba y los resultados para 
las especies Micrococcus, Macrococcus y Staphylococcus. 
Aunque las especies de Macrococcus son en principio cepas 
equinas, sus reacciones se incluyen para el reconocimiento pri¬ 
mario de aislamientos de macrococos recuperados en laborato¬ 
rios que proveen servicios a practicas veterinarias. 

FERMENTACION DE LA GLUCOSA 

Esta prueba se realiza de modo similar a las pruebas de oxi- 
dacion-fermentacion (OF) para bacilos gramnegativos. El 
medio OF para estafilococos contiene nutrientes adicionales, 
como extracto de levadura para colmar los requerimientos 
necesarios para el desarrollo de estafilococos. Este metodo, 
considerado el procedimiento de referenda para la diferencia¬ 
cion de Micrococcaceae, requiere una incubacion prolongada 
y no es facilmente adaptable para el uso en el laboratorio de 
rutina.^^^ 


SENSIBILIDAD A LA LISOSTAFINA 

La lisostafina es una endopeptidasa que escinde los puentes 
de entrecruzamiento del pentapeptido rico en glicina en el pep- 
tidoglucano de la pared celular estafilococica,^^^ Esta actividad 
vuelve las celulas sensibles a la lisis osmotica. Ciertas especies 
estafilococicas (S. aureus, S. simulans, S. cohnii y S. xylosus) 
son mas sensibles a la lisostafina que otras (p. ej., S. hominis, 
S. saprophyticus y S. haemoliticus); de alli que la estandariza- 
cion e interpretacion de esta prueba es a veces dificultosa. Se 
comercializa una prueba en tubo para sensibilidad a la lisosta- 
fina de Remel® (Lenexa, KA). Se prepara una suspension car- 
gada del microorganismo en 0,2 mL de solucion salina estdil, 
despues de lo cual se agregan 0,2 ml de solucion de lisostafina 
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Cuadro 12-1 Caractensticas fenotipicas para la diferenciacion de Micrococcus, macrococcus y Staphylococcus 


DESCRIPCION/REACCION PARA: 


CaRACTERISTICAS 

Micrococcus y especies 
relacionadas" 

Macrococcus 

Staphylococcus 

Tamano de la colonia 

1-1,8 |im 

1,3-2,5 pm 

0,6-1,5 pm 

Forma de la colonia 

Convexa 

Poco convexa, abovedada 

Elevada, poco convexa 

Velocidad de crecimiento 

Muy lento 

Lento 

Lento a rapido 

Pr»xiucci6n de acido a partir de glucosa en condiciones 

- 

- 

-H 

anaerobias 

Lisostafina 

R 

S 

s 

Produccion de acido a partir de glicerol en aerobiosis en 

- 

ND 

-1- 

presencia de 0,4 ug/mL de eritromicina 

Sensibilidad a la furazolidona (disco de 100 |ig/mL de 

R 

S 

s 

furazolidona) 

Sensibilidad a la bacitracina (disco Taxo A de 0,04 uni- 

S 

R 

R 

dades) 

Prueba de oxidasa modificada 

+ 


_b 


■ Jncluye los generos Micrococcus, Kytococcus, Dermacoccus, Nesterenkonia y Kocuria. 

'Tbdos las especies de Staphylococcus son oxidasa modificada negativas excepto las cepas de S. sciuri, S. lentus y S. vitulinus. 
* reaccion positiva; reaccion negativa; S\ sensible; R\ resistente; ND: datos no disponihles. 


Remel. La suspension se incuba a 35 °C durante 2 boras. El 
aclaramiento de la suspension indica sensibilidad a la lisostafi- 
na. Esta sensibilidad tambien puede determinarse usando un 
metodo de difusidn en papel de filtro.^^"^ Se inocula una placa 
de agar de Mueller-Hinton con el microorganismo por probar 
• 0.5 de la escala de turbidez estandar de McFarland) y se colo- 
ca en la placa un disco impregnado con 10 jig de lisostafma 
solucion esterilizada con filtro, 287 unidades/mL). La placa se 
incuba durante 24 boras a 35 °C. Las especies de Staphyio- 
Loccus por lo general mostraran zonas de inbibicion de 10-16 
mm de diametro. Micrococcus y las especies relacionadas no 
mostraran esas zonas. 

Para obtener resultados optimos con la prueba de sensibili¬ 
dad a la lisostafma, el microorganismo debe desarrollarse en un 
medio con base de peptona de came mas que en un medio con 
base de peptona de casema. El factor crucial es el contenido en 
glicina del medio, porque la glicina es una parte importante de 
la pared celular estafilococica y es esencial para la accion de la 
lisostafma. 

PRODUCCION DE ACIDO A PARTIR DE GLICEROL EN PRESENCIA 
DE ERITROMICINA 

En esta prueba, se prepara un medio que contenga glicerol 
1 1%) y eritromicina (0,4 pg/mL) con un agar base enriquecido 
que contiene purpura de bromocresol como indicador y se 
coloca en placas de Petri.Se siembran varias colonias del 
aislamiento como una unica linea en el medio y la placa se 
incuba durante mas de 3 dias a 35 °C. Los estafilococos produ- 
ciran acido en ese medio, mientras que los micrococos, no. 


SENSIBILIDAD A LA FURAZOLIDONAi9 306 476 

Esta prueba se realiza como un procedimiento de sensibili¬ 
dad en disco que puede compararse en el comercio (discos 
FX®, 100 pg; BD Biosciences®, Sparks, MD®). El procedi¬ 
miento para esta prueba se describe en detalle en el protocolo 


12-1 y en la lamina en color 12-1A y B. Los estafilococos se 
inbiben por la accion de la furazolidona y muestran zonas de 
inbibicion de 15 mm o mas, mientras que los micrococos y las 
especies relacionadas son resistentes y muestran zonas de 6 
mm (sin zona) a 9 mm.^^ Sin embargo, en ocasiones pueden 
observarse estafilococos coagulasa negativos resistentes a la 
furazolidona. 


PRUEBA DE LA OXIDASA MODIFICADA^^ios 

Esta prueba de Remel (Microdase Test Disks) tambien esta 
disponible en el mercado. Se usan discos de papel de filtro 
impregnados con dibidrocloro tetrametil-p-fenilendiamina 
(reactivo oxidasa) en dimetil sulfoxido (DMSO). Este ultimo 
vuelve a las celulas permeables a los reactivos. Se extrae una 
colonia del medio de desarrollo con un palillo aplicador y se 
frota en el disco. La aparicion de color violeta azulado dentro 
de los 30 segundos es una prueba positiva (lamina en color 12- 
2C). La prueba es negativa cuando no bay color en ese lapso. 
Las especies de Micrococcus^ N. halohia, D. nishinomiyaensis, 
A. agilis, K. kristinae y las especies de Macrococcus son oxi¬ 
dasa positivas, mientras que las cepas de K. sedentarius, K. 
rosea, K. varians, K. palustris y K. rhizophila son oxidasa 
negativas. 1,423 jodas las especies de Staphylococcus son 
oxidasa negativas excepto las cepas de S. sciuri, S. lentus y S. 
vitulinus}^^ 


SENSIBILIDAD A LA BACITRACINA^^m 

Para este procedimiento se emplean los mismos discos de 
bacitracina usados para la identificacion presuntiva de los 
estreptococos P-bemoliticos del grupo A. Se prepara una super- 
ficie de cultivo en una placa de agar de Mueller-Hinton o de 
agar sangre como se describio para la prueba en disco FX® y se 
coloca un disco diferencial de bacitracina (Taxo A, 0,04 unida- 
des de bacitracina; BD Biosciences®) en el inoculo. Despues de 
una incubacion de toda la nocbe, se miden los tamanos de las 
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zonas de inhibicion. Los estafilococos son resistentes y creecen 
en el horde del disco, mientras que los micrococos y las espe- 
cies relacionadas son sensibles y producen zonas de inhibicion 
de 10 mm o mayores.^^ 

El metodo de eleccion usado en un laboratorio dado depen- 
de del tipo de trabajo realizado (p. ej., laboratorio de referen- 
cia, microbiologia medioambiental, laboratorio clinico). En la 
mayoria de los laboratorios microbiologicos clmicos, la prueba 
de oxidasa modificada, la prueba en disco de furazolidona y la 
prueba en disco de bacitracina Taxo A son las opciones mas 
logicas porque son rapidas, confiables, de bajo costo y se 
encuentran en el comercio. 


Identificacion de Staphylococcus aureus 

La unica caractenstica mas confiable para la identificacion 
de S. aureus es la prueba de la coagulasa. La prueba de la coa- 
gulasa convencional se puede realizar mediante los siguientes 
procedimientos en portaobjetos o en tubo. 

Prueba de la coagulasa en portaobjetos 

La mayoria de las cepas de S. aureus tienen un termino coa¬ 
gulasa o “factor de aglutinacion” en la superficie de la pared 
celular. Este factor reacciona en forma directa con fibrinogeno 
en plasma y causa una aglutinacion celular rapida (lamina en 
color 12-2D). El rendimiento de esta prueba se describe en de- 
talle en el protocolo 1-3. La prueba se puede realizar con un 
cultivo en agar sangre, agar CNA u otro medio nutritivo no 
selectivo, pero no debe efectuarse en medios con alto conteni- 
do salino (p. ej., agar manitol sal) porque este provoca la auto- 
aglutinacion de algunas cepas de S. aureus. Las cepas que son 
negativas en la prueba de la coagulasa en portaobjetos deben 
confirmarse con una prueba de la coagulasa en tubo, porque las 
cepas deficientes en factor de aglutinacion por lo general pro- 
duciran coagulasa libre. Algunas cepas de las especies de S. 
lugdunensis y S. schleiferi subespecie schleiferi tambien pro¬ 
ducen factor de aglutinacion y pueden ser positivas con la prue¬ 
ba en portaobjetos. 

Prueba de la coagulasa en tubo 

La coagulasa detectada por este metodo se segrega de forma 
extracelular y reacciona con una sustancia en el plasma llama- 
da factor de la reaccion coagulasa (CRF) para formar un com- 
plejo que, a su vez, reacciona con el fibrinogeno para formar 
fibrina (formacion del coagulo) (veanse protocolo 1-3 y lami¬ 
na en color 12-2E). Las pruebas que son negativas despues de 
4 horas de incubacion a 35 °C deben mantenerse a temperatura 
ambiente y lerse nuevamente despues de 18 a 24 horas porque 
algunas cepas produciran fibrinolisina en la incubacion prolon- 
gada a 35 ®C, causando la disolucion del coagulo durante el 
periodo de incubacion.^"^® Ciertas cepas poco frecuentes de S. 
aureus pueden ser coagulasa negativas, y algunos aislamientos 
animales {S. intermedius, S. hyicus, S. delphini y S. schleiferi 
subespecie coagulans) pueden ser coagulasa positivos para la 
prueba en 

Recientemente se han recuperado cepas de S. schleiferi 
subespecie schleiferi coagulasa positivas tanto en tubo como 
para el factor de aglutinacion de infecciones humanas.'*^^ Estos 
aislamientos tambien producen una DNasa termoestable 
(vease mas adelante) y, por lo tanto, podrian ser mal identifi- 


cados como S. aureus. Estas cepas pueden diferenciarse de S. 
aureus por la falta de produccion de acido de maltosa, lactosa, 
manitol, sacarosa y turanosa. Ademas, S. schleiferi subespecie 
coagulans, un microorganismo que causa otitis externa cani- 
na, se ha encontrado en infecciones humanas y tambien puede 
ser mal identificado como cepas de S. aureus con factor de 
aglutinacion negativo. Estas subespecies pueden diferenciar¬ 
se de S. aureus por las pruebas de utilizacion de hidratos de 
carbono."^^^ 

Como ya se menciono, el medio recomendado para las prue¬ 
bas de coagulasa tanto en portaobjetos como en tubo es el plas¬ 
ma de conejo con EDTA. El plasma citratado no se debe usar 
porque los microorganismos que pueden usar citrato (p. ej., 
especies de Enterococcus) produciran resultados positivos si se 
los confunde de modo inadvertido con estafilococos. Este error 
puede evitarse haciendo siempre primero una prueba de catala- 
sa. El plasma humano (p. ej., material vencido de bancos de 
sangre) contiene cantidades variables de CRF y anticuerpos 
antiestafilococicos y no debe usarse para realizar pruebas de 
coagulasa. 

La prueba de la coagulasa en tubo todavia es el procedi- 
miento de referenda para la identificacion de 5. aureus. 
Aunque suele realizarse con aislamientos tornados de medios 
de agar, tambien puede ser inoculada con caldos de hemoculti- 
vos positivos o centrifugado de microorganismos a partir de 
caldos de hemocultivos. McDonald y Chapin revaluaron un 
procedimiento de coagulasa en tubo de 2 horas para la identifi¬ 
cacion de S. aureus en hemocultivos positivos.La inocula- 
cion de la prueba de coagulasa en forma directa con los medios 
de cultivos positivos fue comparada con un inoculo obtenido 
por centrifugacion y resuspension de los microorganismos del 
medio del hemocultivo. Ademas, tanto el caldo de cultivo como 
el pellet bacteriano fueron probados con dos pruebas de agluti¬ 
nacion del latex comercial (vease mas adelante). Usando 180 
hemocultivos sembrados y clmicos, la prueba de la coagulasa 
en tubo de 2 horas mostro sensibilidad del 86,2% y el 84,4%, 
y del 100% de especificidad cuando se inoculaba directamente 
con caldo de hemocultivos positivos y con centrifugados bac- 
terianos, respectivamente. Las pruebas de aglutinacion del 
latex fueron 6,8-8,6% sensibles y solo 95,9% especiTicas cuan¬ 
do se inocularon con caldo de hemocultivos positivos o centri¬ 
fugados bacterianos, respectivamente.^^® 

Procedimientos alternativos para la prueba de la coagulasa 
AGLUTINACION DEL LATEX 

Este procedimiento usa particulas de latex recubiertas con 
plasma. El fibrinogeno adherido al latex detecta el factor de 
aglutinacion. Ademas, las moleculas de inmunoglobulinas tam¬ 
bien presentes en las particulas detectan la protema A, protema 
de la pared celular estafilococica que puede unirse a las mole¬ 
culas de inmunoglobulina G por la region Fc. Mezclar los reac- 
tivos de la prueba con material de las colonias de una placa de 
agar da por resultado una aglutinacion rapida de la suspension 
microorganismo-latex (lamina en color 12-2F). Se comerciali- 
zan varios productos que usan esta aproximacion: StaphAurex® 
(Murex, Norcross, CA), Slidex Staph® (bioMerieux, Hazel¬ 
wood, MO), Staphylatex® (Dade/MicroScan. West Sacramen¬ 
to, CA), Fastaph® (Carr-Scarborough, Stone Mountain GA), 
Staph Rapid® (Roche, Nutley, NJ), Staphylase® (Oxoid Ltd., 
Basingstoke, Inglaterra), Staphytect® (Oxoid Unipath, 
Dardillo, Francia) y Veri-Staph® (Zeus Technologies, Raritan, 
NJ). Ademas, algunas cepas de S. lugdunensis y S. schleiferi 
subespecie schkeiferi producen factor de aglutinacion y pueden 
ser positivas con estos procedimientos rapidos. 
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HEMAGLUTINACION PASIVA 

Estos procedimientos de prueba usan hematics de oveja sen- 
sibilizados con fibrinogeno para detectar el factor de aglutina- 
cion en la superficie de las celulas de 5. aureus (lamina en color 
12-2E). Se venden tres equipos comerciales: Staphyloslide® 
(BD Biosciences), Hemastaph® (Remel Laboratories) y 
Staphyslide® (bioMerieux, Marcy TEtoile, Francia). Algunos 
operadores prefieren estas pruebas a las de aglutinacion del 
latex porque se incluye una suspension de hematics no sensibi- 
lizados como control negative para cada prueba. Algunas cepas 
de S. saprophyticus tambien pueden producir resultados falsos 
positives con pruebas de coagulasa de latex rapidas o de hema- 
glutinacion.'^^ Esto puede explicarse por la presencia de una 
hemaglutinina que se encuentra en la superficie de las cepas de 
S. saprophyticus .' 

Se han publicado varias evaluaciones que comparan los 
equipos de latex y de hemaglutinacion pasiva con las pruebas 
de coagulasa en tube de 4 horas y de 24 horas. Estos equipos 
tienen sensibilidades y especificidades del 94-100% y del 93- 
100%, respectivamente.^^ Se han observado sensibili¬ 

dades que van desde valores tan bajos como el 6% hasta el 62% 
cuando se las uso directamente en hemocultivos que mostraban 
cocos grampositivos en grupos en el frotis tehido con 
Gram.^^^’*^*"* Varios investigadores informaron que se pueden 
encontrar resultados falsos negativos de aglutinacion del latex 
y hemaglutinacion pasiva cuando se prueban cepas de S. aureus 
resistentes a meticilina/oxacilina. Por ejemplo. Piper y cols, 
hallaron que, cuando se realizaron dos pruebas de aglutinacion 
y un procedimiento de hemaglutinacion, solo 82-86% de estas 
cepas fueron identificadas.^'^^ En otro estudio que comparo la 
reactividad con pruebas rapidas de coagulasa para serotipo cap¬ 
sular y sensibilidad a la oxacilina, todas las cepas que dieron 
pruebas de aglutinacion negativas fueron del serotipo capsular 
5 y todas, excepto una cepa, fueron resistentes a la oxacilina. 

Se postulo que la falta de reaccion de las cepas de S. aureus con 
los procedimientos rapidos de coagulasa esta relacionada con 
la presencia del serotipo capsular 5 en la superficie de la celu- 
la. De modo sorprendente, el serotipo capsular 5 es predomi- 
nante entre las cepas resistentes a la meticilina.*^^ La presencia 
de esta capsula puede interferir en la accesibilidad de los reac- 
tivos de la prueba al factor de aglutinacion y a la protema A 
presentes en la pared celular bacteriana. 

En 1993, Fournier y sus cols, informaron sobre una nueva 
prueba de aglutinacion del latex denominada “Pastorex Staph- 
Plus®’' (Sanofi-Diagnostics Pasteur, Marnes la Coquette, 
Francia). Este reactivo consiste en una mezcla 2:1 de parti- 
culas de latex recubiertas con fibrinogeno para la deteccion del 
factor de aglutinacion y con IgG para la deteccion de protema 
.■\ y particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclo- 
nales dirigidos contra los polisacaridos capsulares de los sero- 
tipos 5 y 8. Los ultimos componentes de este reactivo identifi- 
carian las cepas no identificadas por los reactivos de aglutina¬ 
cion del latex comunes. En el estudio de Fournier y cols., este 
reactivo nuevo se comparo con el Staphyslide® (un reactivo de 
hemaglutinacion frances), el StaphAurex® (Murex) y el 
Pastorex-Staph® (un equivalente frances del StaphAurex®)."'^ 
De las 220 cepas de S. aureus (61 de las cuales eran resisten¬ 
tes a la oxacilina) y 128 estafilococos coagulasa negativos pro- 
bados, Pastorex Staph-Plus identified el 98,6% de las cepas de 
S. aureus, en comparacion con 91,8%, 91,4% y 84,5% para las 
pruebas Pastorex-Staph, Staphyslide y StaphAurex. Ninguno 
de los estafilococos coagulasa negativos reacciono con los 
reactivos nuevos. Cuando las 61 cepas oxacilina resistentes se 
analizaron por separado, Pastorex Staph-Plus identified 


95,1%, en comparacidn con 73,8%, 72,1% y 49,2% obtenidos 
con Pastorex-Staph. Staphyslide y StaphAurex. Como se sabe 
que los tipos capsulares 5 y 8 predominan entre los aislamien- 
tos clmicos, que las cepas capsulares tipo 5 predominan entre 
las cepas resistentes a la oxacilina y que estas ultimas no se 
identifican bien mediante las pruebas del latex y hemaglutina- 
cidn pasiva, la incorporacidn de anticuerpos monoclonales 
contra estos tipos capsulares en una preparacidn de latex ofre- 
ce una ventaja real y tedrica en la identificacidn de S. aureus 
resistente a la meticilina. Ademas de Pastorex Staph-Plus, se 
fabrican el Slidex Staph-Kit® (bioMerieux) y el StaphAurex- 
Plus® (Murex Biotech, Chatillon, Francia) para incluir anti¬ 
cuerpos especiTicos para los polisacaridos capsulares tipos 5 y 
8 . El Slidex Staph-Kit es un producto combinado de latex y he- 
maglutinacidn, mientras que el StaphAurex-Plus es una prue¬ 
ba de aglutinacidn del latex.^^^'^^^ El Dryspot Staphylotec 
Plus® (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) usa latex azul sensibili- 
zado con fibrindgeno porcino, IgG de conejo y anticuerpos 
anticapsulares policlonales. El reactivo desecado se rehidrata 
con solucidn salina, se mezcla con el material extraido de las 
colonias y se lee dentro de los 20 segundos para la aglutina¬ 
cidn. En un estudio de 202 aislamientos, Sariya y cols, encon- 
traron que la prueba Dryspot tenia una sensibilidad del 99,1% 
y una especificidad del 93,1% para la identificacidn de S. 
aureus?^^ Otra prueba de latex, Monostaph-Plus® (Bionor, 
Skin, Noruega) usa particulas de latex recubiertas de fibrind¬ 
geno, inmunoglobulina G y anticuerpos policlonales contra el 
polisacarido capsular tipo 5 solamente."’'^^ En un estudio que 
compara el latex Monostaph con el reactivo de latex 
Monostaph-Plus® Tveten encontrd que Monostaph identifica- 
ba sdlo el 79,5% de los 78 S. aureus resistentes a la oxacilina, 
mientras que Monostaph-Plus identificaba el 98,7%; ambos 
reactivos identificaron de modo correcto 50 cepas de S. aureus 
sensibles a la oxacilina/^^^ 

Otros estudios han sugerido que las cepas de 5. aureus que 
no se aglutinan con los reactivos de latex son “deficientes” 
desde el punto de vista genetico con respecto al factor de aglu¬ 
tinacidn y a la protema A. En Alemania, Schwarzkopf y cols, 
analizaron 50 cepas con factor de aglutinacidn y protema A 
negativas y resistentes a la oxacilina, y encontraron que todas 
tenian antibiogramas similares, eran no tipificables con un 
grupo internacional de bacteridfagos y tenian un plasmido de 
30 kb que fue similar para todas las cepas en un analisis de en- 
zima de restriccidn.**^ Estos datos sugirieron que esas cepas de 
S. aureus deficientes pertenecian a un unico cion. Los analisis 
con enzimas de restriccidn y amplificacidn de los genes coagu¬ 
lasa de esas cepas revelaron un solo producto de 650 pb en las 
cepas deficientes, mientras que analisis similares de cepas 
resistentes a la oxacilina, coagulasa positivas mostraron dife- 
rentes patrones de restriccidn, lo que muestra diferencias sus- 
tanciales en los loci del gen coagulasa."^^ La amplificacidn por 
PCR de los genes de la protema A indied que las cepas protef- 
na A negativas tenian genes que codificaban cuatro dominios 
de unidn a IgG, mientras que las cepas de tipo silvestre tenian 
genes que codificaban cinco dominios, lo que sugiere que es 
necesaria la falta de la secuencia del gen de la protema A para 
la reactividad de la aglutinacidn del latex. 

En el sistema de identificacidn RapiDEC Staph® (bioMe¬ 
rieux) esta incluida un prueba de coagulasa fluorogenica como 
prueba para 5. aureus (vease mas adelante). Esta prueba, que se 
realiza por inoculacidn de una pequena cupula que contiene el 
sustrato, detecta lo que los fabricantes llaman “aureasa” (coa¬ 
gulasa). La aureasa es una enzima proteolftica de coagulacidn 
que reacciona con protrombina para formar un complejo 11a- 
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mado estafilotrombina. Luego la estafilotrombina escinde en 
forma enzimatica un peptido fluorogenico presente en la cupu¬ 
la de la prueba, con lo que libera un peptido y un radical que es 
fluorescente bajo la luz ultravioleta. Una fluorescencia en la 
cupula de la prueba mayor que la de la cupula control sin el 
sustrato proporciona la identificacion de 5. aureus. La prueba 
de la “aureasa” en el RapiDEC Staph® resulto altamente sensi¬ 
ble y especiTica.^^^’^^^-^®^ Mitchell y cols, evaluaron la prueba 
aureasa RapiDEC para la identificacion de S. aureus directa- 
mente en hemocultivos; 27 de 28 S. aureus fueron identificados 
en forma correcta dentro de las 2 horas que requiere esta prue¬ 
ba; ninguno de los estafilococos coagulasa negativos producfa 
resultados falsos positivos cuando la prueba de aureasa se ino- 
culaba con suspensiones bacterianas de hemocultivos positi- 

VOS.’‘«‘ 


Pruebas confirmatorias adicionales 

PRUEBA DE LA DESOXIRRIBONUCLEASA (DNasa) 

Algunas cepas de S. aureus pueden producir reacciones de 
coagulasa en tubo equivocas o debiles y los aislamientos raros 
pueden ser en efecto coagulasa negativos. En esos casos, puede 
ser util realizar otras pruebas que se correlacionen bastante con 
la produccion de coagulasa. S. aureus produce DNasa y una 
nucleasa termoestable que tienen actividades endonucleoliticas 
y exonucleoliticas.'^^'^^® Ambas enzimas hidrolizan acido 
nucleico (acido desoxirribonucleico, DNA). La DNasa puede 
ser detectada por la inoculacion en motas grandes de varias 
colonias del microorganismo en un medio de prueba DNasa 
que contenga el colorante metacromatico azul de toluidina O 
(disponible en el comercio). Despues de 24 horas de incuba- 
cion a 35 °C, el medio debajo y alrededor del inoculo se vuel- 
ve de azul claro a rosado, lo que indica hidrdlisis de DNA 
(lamina en color 12-2G). El contenido de azul de toluidina O 
en el medio no debe exceder el 0,005% porque el color azul 
impartido en el medio por altas concentraciones puede enmas- 
carar la deteccion de la actividad DNasa."^^^ La inoculacion en 
motas es necesaria porque algunas cepas de S. aureus no cre- 
cen bien en el medio y no se requiere el desarrollo para la 
deteccion de la actividad DNasa. Aunque esta prueba es util 
como una prueba adjunta para la identificacion de S. aureus, 
otros estafilococos tambien pueden producir reacciones de 
DNasa positivas. 


PRUEBA DE LA ENDONUCLEASA TERMOESTABLE 

Para esta prueba, se usa el mismo medio de la prueba DNasa, 
solo que se cortan orificios de 3 mm en el agar con un sacabo- 
cados esteril y los pozos se Henan con un caldo de cultivo de 
24 horas del microorganismo de prueba que se ha hervido en 
un bano de agua durante 15 minutos. La placa se incuba toda 
la noche a 35 ®C. Las cepas de S. aureus mostraran una zona 
rosada alrededor del pocillo que contiene la suspension hervi- 
da. Ciertos aislamientos animales (p. ej., S. caprae, S. schleife- 
ri, S. intermedius y S. hyicus) tambien producen una termonu- 
cleasa termoestable y algunos estafilococos coagulasa negati¬ 
vos iS. epidermidis, S. simulans, S. capitis y S. carnosus) pue¬ 
den producir reacciones positivas debiles. La especificidad de 
este ensayo para endonucleasa termoestable de S. aureus puede 
confirmarse por seroinhibicion de la reaccion por anticuerpos 
monoclonales o policlonales dirigidos contra la enzima de S. 
aureus o mediante amplificacion de PCR y secuenciacion del 
gen nuc que codifica la endonucleasa termoestable de S. aureus 
(vease mas adelante)."^^ 


FERMENTACION DEL MANITOL 

Ademas de las pruebas anteriores, S. aureus, a diferencia de 5. 
epidermidis y otras especies coagulasa negativas, puede fermen- 
tar el manitol. Esta propiedad se utiliza en estudios epidemiolo- 
gicos para detectar S. aureus en el suelo y las heces y en la selec- 
cion de portadores nasales del microorganismo. El medio usado 
es agar manitol sal. Este medio contiene manitol (1%), NaCl 
7,5%, rojo de fenol y peptonas. La elevada concentracion salina 
inhibe el desarrollo de otros microorganismos (excepto el de 
enterococos) y permite el crecimiento selectivo de los estafilo- 
cocos. S. aureus puede ser detectado por la presencia de una 
zona amarilla alrededor de las colonias, lo que indica la produc¬ 
cion de acido a partir del manitol. Sin embargo, otras especies 
estafilococicas aisladas con poca frecuencia tambien pueden 
producir acido del manitol, de modo que los microorganismos 
manitol positivos que crecen en este medio se deben subcultivar 
en agar sangre y controlar para la produccion de coagulasa. 

Otros metodos para la identificacion de Staphylococcus aureus 

La deteccion de la presencia de enzimas particulares de S. 
aureus se utilize como una forma de identificar a este microor¬ 
ganismo. Guzman y cols, crearon un enzimoinmunoanalisis 
para la identificacion de S. aureus que usa la deteccion simulta- 
nea de la protema A y la endo (J-A-acetilglucosaminidasa de 5. 
aureus (SaG), una enzima producida por todas las cepas de esta 
especie.^^"^ Mediante el uso de un anticuerpo monoclonal dirigi- 
do contra SaG, este enzimoinmunoanalisis podria identificar 
cepas de 5. aureus por deteccion simultanea de SaG (mediante 
union de la enzima bacteriana a los sitio Fab del anticuerpo) y 
de la protema A (mediante la union a la region Fc). Este ensayo 
se desempeno mejor que la aglutinacion del latex y la hemaglu- 
tinacion pasiva cuando se lo compare con esos productos 
comerciales.^^® La prueba mostro 100% de sensibilidad y de 
especificidad y fue muy util para identificar cepas que carecian 
del factor de aglutinacion o de protema A detectables. Las tec- 
nicas de biologfa molecular, como los metodos de sondas de 
DNA y la PCR, tambien se utilizaron para la identificacion 
de S. aureus. Davis y Fuller encontraron que el Accu-Probe® 
para la confirmacion del cultivo de S. aureus (Gen-Probe. San 
Diego, CA) se desempeno bien para la identificacion directa de 
S. aureus en hemocultivos que mostraron cocos grampositivos 
agrupados en la tincion de Gram.^^ En un estudio similar, 
Skulnick informo una sensibilidad del 95% y una especificidad 
del 98,5% cuando la prueba AccuProbe de S. aureus se realiza- 
ba directamente en caldos de hemocultivos.'"'^ Tambien se sinte- 
tizaron cebadores y sondas de amplificacion y deteccion del gen 
nuc de 5. aureus y se analizo para su utilidad en la confirmacion 
y en la deteccion directa de cultivos.'^^ El gen nuc codifica la 
endonucleasa termoestable de S. aureus. Para la identificacion, 
el limite mas bajo de sensibilidad del ensayo PCR fue 5-20 
UFC del microorganismo. Usando muestras clfnicas sin estafi¬ 
lococos que se sembraron con diluciones seriadas de S. aureus, 
el limite inferior para la deteccion directa de S. aureus por el 
ensayo de PCR iba de 10-20 UFC hasta mas de 1 000 UFC, 
segun el tipo de muestra clinica. El ensayo basado en PCR fue 
100% especiTico para 5. aureus. 

Pruebas rapidas de deteccion de resistencia a la meticilina 

Si bien no es un metodo de identificacion, la deteccion rapi- 
da de resistencia a la meticilina en S. aureus es en verdad tan 
crftica como la identificacion de la especie. El gen mecA es el 
gen estructural para una protema de union a la penicilina de 
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baja afmidad (PBP 2’ o PBP 2a) que se encuentra en las cepas 
de S. aureus resistentes a meticilina/oxacilina 
Los metodos de deteccion comerciales que usan la tecnica de 
amplificacion de la sonda ciclica (ensayo de identificacion 
SARM Velogene Rapid®, Alexon-Trend, Minneapolis), la tec¬ 
nica de fluorescencia (Crystal SARM ID System®, BD Bio¬ 
sciences) y la aglutinacion del latex (SARM-Screen®, Denka 
Seiken, Niigata, Japon; prueba de aglutinacion del latex Oxoid 
Penicillin Binding Protein®, Oxoid) para la deteccion de PBP 
2a (PBP 2’) de las cepas de S. aureus resistentes a la meticili- 
na ahora estan disponibles para su uso en los laboratorios mi- 
crobiologicos clinicos.^^’^^^'^^"^’^^^ Estas pruebas son exactas y 
sus resultados se obtienen mas rapidamente que los de las prue¬ 
bas de sensibilidad a los antibioticos automatizadas o conven- 
cionales. Las pruebas de latex involucran la extraccion/lisis, 
centrifugacion aglutinante de los desechos celulares y la mez- 
cla del sobrenadante con los reactivos de la prueba y del con¬ 
trol del latex. En una evaluacion del SARM-Screen, Van 
Leeuwen y cols, encontraron que la prueba detecto el 97% de 
90 S. aureus resistentes a la meticilina y no detecto ninguna 
de las 106 cepas de S. aureus sensibles a la meticilina."^^* Estas 
pruebas no son sustitutos de las pruebas de identificacion espe- 
ciTicas para S. aureus porque las cepas de S. aureus sensibles a 
la meticilina seran negativas para la prueba SARM-Screen y 
los estafilococos coagulasa negativos resistentes a la meticilina 
tambien llevan el gen mecA y seran positivos.^'^’^^^ En el capi- 
tulo 15 se amplia la informacion sobre la resistencia a la meti¬ 
cilina de los estafilococos y los metodos para su deteccion. 

Diferenciacion de estafilococos coagulasa positivos 
de origen veterinarlo 

En medicina veterinaria, tres cocos coagulasa positivos -S. 
aureus (ambas subespecies aureus y anaerobius), algunas 
cepas de S, hyicus y S. intermedius- ban sido la causa de mas¬ 
titis bovina. Estos microorganismos producen coagulasa libre, 
como lo indican las pruebas en tubo positivas despues de 4 a 24 
boras de incubacion. Roberson y cols, analizaron 80 cepas de 
cada una de esas especies para investigar pruebas simples que 
puedan diferenciarlas.^^^ Las cepas de S. aureus crecieron en 
agar P y en agar P con acriflavina (7 pg/mL). fueron VP posi- 
livas y producian acido de manitol en condiciones anaerobias. 
5. hyicus y S. intermedius no crecian en agar P o en agar P con 
acriflavina y no producian acetoina ni fermentaban manitol. 
Las cepas de 5. intermedius eran p-galactosidasa positivas, 
mientras que las cepas S. hyicus eran p-galactosidasa negativas. 

5. schleiferi subespecie coagulans causa infecciones tanto en 
sres bumanos como en perros; estas cepas por lo general son 
coagulasa positivas en tubo y factor de aglutinacion negativas 
«las reacciones opuestas para estas dos pruebas se observan en 
las cepas de las subespecies schleiferi). S. schleiferi subespecie 
schleiferi y subespecie coagulans pueden diferenciarse de S. 
aureus por la falta de produccion de acido de maltosa y treba- 
losa (vease cuadro 12-3). S. delphini y S. lutrae tambien son 
coagulasa positivos, pero estas especies estan asociadas solo 
con medioambientes marinos e infecciones cutaneas en delfi- 
nes y nutrias marinas, respectivamente.^^^'^^^ Otras especies 
recuperadas de animates son coagulasa negativas. 


Identificacion de estafilococos coagulasa negativos 

Como ya se describio, S. epidermidis y 5. saprophyticus son 
los estafilococos coagulasa negativos aislados con mas fre- 


cuencia y de mayor importancia clmica en los laboratorios cb- 
nicos que trabajan con muestras de origen bumano. Debido a la 
significacion clmica reconocida de S. saprophyticus en las 
infecciones urinarias y a la importancia de S. epidermidis como 
agente causal de infecciones, es ventajoso para los laboratorios 
el uso de metodos para la identificacion confirmatoria de 
ambas especies. Ademas, los equipos comerciales le permiten 
al laboratorio identificar no solo S. epidermidis y S. saprophy¬ 
ticus, sino tambien varios de los otros estafilococos bumanos, 
animates y medioambientales. Aunque se describieron varias 
especies estafilococicas coagulasa negativas y muebas de ellas 
ban sido recuperadas de muestras clmicas, se observan relati- 
vamente pocas con alguna regularidad en la practica real. En 
1993, Kleeman y cols, publicaron los resultados de la identifi¬ 
cacion de especie en 500 aislamientos coagulasa negativos 
recuperados de muestras remitidas al laboratorio de microbio- 
logia de un hospital de la comunidad de 400 camas en Raleigb, 
S. epidermidis dio cuenta del 64,5% de los aislamientos, 
seguido en frecuencia decreciente por S. haemolyticus {\3A%), 
S. hominis (7,4%), S. warneri (4%), S. lugdunensis (2,8%), S. 
simulans (2,4%), S. capitis subespecie capitis (2%) y S. capitis 
subespecie ureolyticus (1,6%). S. saprophyticus, S. cohnii 
(subespecie urealyticum y subespecie cohnii) y S. auricularis 
cada uno dio cuenta por menos del 1 % de los aislamientos que 
crecieron en el laboratorio (lamina en color 12-3A). En 1996, 
un analisis de 415 estafilococos coagulasa negativos significa- 
tivos aislados en bemocultivos en Dinamarca encontro que el 
68,7% eran S. epidermidis, seguidos en frecuencia de S. homi¬ 
nis (14,7%), 5. haemolyticus (10,4%), 5". warneri (2,9%) y S. 
cohnii (1,7%), con S. saprophyticus, S. capitis y 5. lugdunensis 
cada uno dando cuenta del 1% o menos del total.La distri- 
bucion de las especies importantes informadas en estos estu- 
dios por lo general refleja lo que la literatura especializada ba 
acumulado con respecto a la significacion clmica de las espe¬ 
cies individuates. 

Metodos de identificacion convencionales 

En 1975, Kloos y Scbleifer publicaron un esquema para la 
identificacion bioquimica de los estafilococos coagulasa nega- 
tivos.^^^ Este esquema uso la prueba de la coagulasa para iden¬ 
tificar S. aureus y uso una serie de pruebas fisiologicas y bio- 
quimicas para diferenciar las especies coagulasa negativas. 
Este esquema fue actualizado y difundido por Kloos y Lambe 
en 1991, pero desde entonces se describieron varias especies 
nuevas.^^^ En 1999, Freney y los miembros del subcomite de 
taxonomia de estafilococos y estreptococos del International 
Committe on Systematic Bacteriology (Comite Intemacional 
de Bacteriologia Sistematica) publico un documento que esta- 
blece los estandares mmimos para el genero Staphylococcus y 
para la descripcion de nuevas especies de estafilococos.En 
este documento, los estandares mmimos recomendados para 
las designaciones de especies nuevas se basan en los resultados 
de estudios fenotipicos y genotipicos en al menos cinco cepas 
aisladas en forma independiente. Los criterios fenotipicos y ge¬ 
notipicos para la identificacion en las categorias de genero y 
especie se enumeran en el recuadro 12-6.^^^ Los procedimien- 
tos convencionales para la identificacion de estafilococos 
requieren numerosas pruebas bioquimicas laboriosas, que de- 
mandan tiempo y que no son faciles de implementar como pro- 
cedimiento habitual en un laboratorio clmico. Por fortuna, solo 
se recuperan un escaso numero de especies estafilococicas de 
infecciones humanas importantes, y la mayoria de los equipos 
comerciales descritos mas adelante serviran para este proposi- 



618 CAPiTULO 12 Cocos grampositivos: Parte I: Estafilococos y cocos grampositivos relacionados 


Recuadro 12-6 Pruebas fenotfpicas y genoti'picas recomen- 
dadas para la identificacion de estafiloco¬ 
cos en las categon'as de genero y especie 



Criterios fenotipicos: 

Criterios fenotipicos: 

Reaccion de Gram y morfologia 

Caracteristicas y requerimientos de 

general 

desarrollo 

Catalasa 

Morfologia de las colonias 

Oxidasa 

Pigmentacion 

Movilidad 

Sensibilidad a la novobiocina 

Metabolismo aerobio/fermentativo 

Actividad oxidativa/fermentativa 

Estructura de la pared celular 

sobre hidratos de carbono 

Tipo de peptidoglucano 

Actividades enzimaticas (nitrato 

Presencia de acidos teicoicos 

reductasa, ADH, ODC. ureasa) 

Pruebas adicionales: 

Factor de aglutinacion 

Acidificacion de glicerol 

Coagulasa 

Sensibilidad a la lisostafina 

Pruebas adicionales: 

Sensibilidad a la lisozima 

Hidratos de carbono adicionales 

Sensibilidad a furazolidona y baci- 

Perfil del producto final de fermen- 

tracina 

tacion 

Patron de menaquinona 

Produccion de acetoina 

Acidos grasos celulares 

Sensibilidad a la fosfomicina 

Fructosa-1,6-bifosfato 

Actividades enzimaticas (p. ej.. 

Clase idolasa 

P-GAL, P-GUR, lecitinasa, etc.) 

Criterios genotipicos: 

Sensibilidad a otros antibioticos, 

Contenido G+C 

antisepticos, etc. 

Secuenciacion de oligonucleotidos 

Hemolisinas 

derRNA 

Actividades estafilolfticas 

Analisis de membrana (acidos tei¬ 
coicos, acidos grasos, citocromos, 
etc.) 

Analisis de protema A 

Criterios genotipicos: 

Hibridacion de DNA-DNA 
Temperaturas de fusion/templado de 
DNA 


to en gran parte de los laboratorios.*^'^’^^^ Los laboratorios que 
deseen usar estos procedimientos pueden consultar las referen- 
cias al final del capitulo sobre formulaciones de medios y pro¬ 
cedimientos de inoculacion. En el cuadro 12-2 se presentan las 
caracteristicas fenotipicas para la identificacion de los estafilo¬ 
cocos que se aislan mas a menudo en muestras clmicas huma- 
nas y la figura 12-1 es un algoritmo dicotomico que facilita la 
identificacion de la mayoria de los aislamientos clmicos por 
metodos convencionales, aunque a veces pueden ser necesarias 
otras pruebas. En el cuadro 12-3 se incluyen los criterios feno- 
tipicos para la identificacion de especies humanas, animales y 
medioambientales del genero Staphylococcus. 

En el metodo de identificacion convencional, se realizan 
ciertas pruebas bioquimicas usando medios entericos, como 
caldo nitrato, cultivos inclinados (“pico de flauta”) con agcir 
urea y medios de caldo ornitina descarboxilasa y arginina dihi- 
drolasa de Moeller. Las pruebas de utilizacion de hidratos de 
carbono se realizan en agar caldo violeta que contiene 1% de 
hidratos de carbono esteriles, con incubacion en aire ambiental 
a 35-37 ®C. La suplementacion con extracto de levadura (1-2%) 
puede ser necesaria para el desarrollo de cepas con requeri- 
mientos nutricionales especiales. Ademas de las pruebas bio¬ 
quimicas y de la produccion de acido a partir de hidratos de 
carbono, Hebert y cols, mostraron que la sensibilidad a la poli- 


mixina B (disco de 300 unidades) y la prueba de la pirrolidonil 
arilamidasa (PYR) (para la identificacion de enterococos, cap. 
13), tambien son utiles para la identificacion de estafilococos 
coagulasa negativos.^^^ 

Rhoden y cols, formularon en los CDC una aproximacion 
convencional modificada para la identificacion de los cocos 
grampositivos, catalasa positivos usando hidratos de carbono y 
pruebas bioquimicas junto con pruebas cromogenicas de enzi- 
ma sustrato del sistema API Staph-Ident® (vease mas adelan- 
te).^^^ Esta aproximacion difirio de los metodos de identifica¬ 
cion de referencia previos en que se asigno un sistema de codi- 
go numerico para la serie de pruebas convencionales a fin de 
generar una base de datos similar a la de los sistemas comer- 
ciales, en vez de usar un analisis del “mejor acceso” basado en 
las reacciones incluidas en los cuadros de identificacion. Se 
usaron las pruebas de seleccion para identificar morfologia 
(tincion de Gram), designacion de familia (prueba de la catala¬ 
sa), agrupacion de genero (fermentacion de la glucosa) y pre- 
sencia de coagulasa fibre y unida (prueba de aglutinacion del 
latex StaphAurex® en tubo y en portaobjetos). Luego, se ino- 
culo una serie de 18 pruebas primarias convencionales para la 
identificacion. Se uso una serie de 11 pruebas adicionales con- 
firmatorias para resolver la identidad de cepas problematicas y 
biotipos raros o inusuales que se generaron a partir de la serie 
de pruebas iniciales. Usando 147 cepas de referencia, 388 ce¬ 
pas control bien caracterizadas y 289 aislamientos clmicos, 
este metodo identified mas del 95% de las especies Staphylo¬ 
coccus, Micrococcus y Stomatococcus probadas.^^^ Otros in- 
vestigadores informaron esquemas de identificacion conven¬ 
cional modificados para estafilococos que cuentan con combi- 
naciones de numeros limitados de pruebas discriminatorias 
para la identificacion de las especies estafilococicas aisladas 
mas comunmente.*®"^’^®^ 


PRODUCCION DE FOSFATASA PARA LA IDENTIFICACION 
DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

En los esquemas tradicionales para la identificacion de esta¬ 
filococos coagulasa negativos, se informo que la actividad fos- 
fatasa es positiva para las cepas de S. epidermidis y S. xylosus 
y negativa para otros estafilococos coagulasa negativos. 

Sin embargo, estudios posteriores demostraron que otras espe¬ 
cies de estafilococos tambien puede producir enzimas fosfata- 
sa. Usando cuatro metodos diferentes, Langlois y cols, encon- 
traron actividad fosfatasa en todas las cepas de S. aureus, S. 
intermedius y S. hyicus coagulasa positivas y en la mayoria de 
las cepas de S. epidermidis, S. chromogenes, S. hyicus coagu¬ 
lasa negativas, S. sciuri, S. simulans, S. xylosus y S. warne- 
ri/hominis despues de 24 y 48 horas de incubacion.^^® La pro¬ 
duccion de actividad fosfatasa fue afectada por el pH y por la 
presencia de fosfato inorganico (Pi) en el medio de cultivo. So- 
ro y cols, hallaron que todas las cepas de las distintas especies 
estafilococicas fueron fosfatasa positivas cuando la prueba se 
realize con un pH de 8 y cuando los microorganismos crecian 
en ausencia de Cuando crecieron en un medio suplemen- 
tado con 0,3% de Pi, solo las cepas de S. aureus, S. epidermi¬ 
dis y S. xylosus eran fosfatasa positivas. Estos investigadores 
concluyeron que la actividad de fosfatasa era una propiedad 
mas comun entre las cepas humanas de lo que se pensaba antes 
y que esta actividad puede ser constitutiva en algunas especies 
y reprimida por fosfatos en otras."^^® 

En la actualidad, no existen pruebas comerciales linicas para 
la deteccion de actividad fosfatasa en estafilococos, aunque 
varios sistemas de equipos comerciales (p. ej., API Staph- 




Cuadro 12-2 Caractensticas fenotipicas para la diferenciacion de especies de Staphylococcus comunmente aisladas 


s, 

PRUEBA AUREUS 

S, HOMINIS 

S, S, SUBESR 

EPIDERMIDIS HAEMOLYTICUS HOMINIS 

S. HOMINIS 

SUBESP. 

NOVOBIOSEPTICUS S. WARNERI 

s. 

LUGDUNENSIS 

S. SCHLEIFERI 

SUBESP. 

SCHLEIFERI 

S. SAPROPHY- 

TICUS SUBESP. 

SAPROPHYTICUS 

Coagulasa + 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Factor de aglutinacion + 

- 

- 

- 

V 

+ 

- 

Nucleasa termoestable + 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

ODC 

V- 

- 

- 

+ 

- 

- 

PYR 

- 

+ 

- 

. + 


- 

Ureasa V 

+ 

+ 

+ + 

V 

- 

+ 

Acetoina + 

+ 

+ V 

V + 

+ 

+ 

+ 

Beta-galactosidasa - 

- 

- 

- 

- 


+ 

Fosfatasa alcalina + 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

Polimixina B R 

R 

s s 

ND S 

S/R 

S 


Novobiocina S 

S 

s s 

R S 

S 

s 

R 

Acido producido en 
aerobiosis de: 







Glucosa + 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

+ 

Maltosa + 

+ 

+ + 

+ +' 

+ 

- 

+ 

Sacarosa + 

+ 

+ +' 

+' + 

+ 

- 

+ 

Manitol + 

- 

V 

V 

- 

- 

V 

Manosa + 


- 

- 

+ 

+ 

- 

Trehalosa + 

- 

+ V 

+ 

+ 

V 

+ 

ODC: ornitina descarboxilasa: PAL: fosfatasa alcalina; +: 
tente; ND: datos no disponibles. 

reaccion positiva; - reaccidn negativa: +': reaccion positiva lenta; V: reaccion variable; V-: reaccion variable, la mayoria de las cepas negativas; S 

sensible; R: resis- 
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IDENT, API Staph, ID32Staph y RapiDEC Staph) incluyen 
una prueba de fosfatasa en la serie de pruebas bioquimicas. En 
estos sistemas, S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius, S. hyicus 
y la mayona de las cepas de S. epidermidis son fosfatasa posi- 
tivas. Geary y Stevens informaron un metodo simple en agar 
(agar PNP) que usaba agar de Mueller-Hinton bufferado a pH 
5,6-5,8 y que contenia /7-nitrofenil-fosfato (0,495 mg/mL)3^® 
El medio con el microorganismo se inocula en motas y se lee 
despues de 18-24 horas de incubacion. La presencia de color 
amarillo brillante debajo y alrededor del inoculo es un resulta- 
do positivo de la prueba. Geary y Stevens identificaron 305 
cepas coagulasa negativas para especie y las probaron con agar 
pi^p 130 Encontraron que 83% de las 170 cepas de S. epidermi¬ 
dis, 17% de las siete cepas de S. cohnii y 75% de las cuatro 
cepas de S. xylosus eran PNP positivas, mientras que 124 ais- 
lamientos que representan otras seis especies (que incluyen 38 
cepas de S. saprophyticus) eran PNP negativas. 

ACTIVIDAD PIRROLIDONIL ARILAMIDASA 

La prueba PYR tambien es util como prueba fenotipica para 
la identificacion de estafilococos coagulasa negativos. Como 
sucede con los enterococos, L-pirrolidonil-P-naftilamida se 
escinde por accion de la arilamidasa en L-pirrolidona y P-naf- 
tilamida libre, que se combina con el reactivo de PYR (p-dime- 
tilaminocinamaldehido) para producir un color rojo. La prueba 


se realiza con caldo PYR inoculado hasta aproximarse a la tur- 
bidez estandar n^ 2 de McFarland. Despues de 2 horas de incu¬ 
bacion a 35 °C se agrega el reactivo PYR. La aparicion de 
color rojo dentro de los 2 minutos constituye una prueba posi- 
tiva, y es negativa si aparece amarillo, naranja o rosa. De modo 
alternativo, se puede usar cualquiera de los discos de prueba 
rapida PYR comerciales. La hidrolisis de PYR tambien se 
encuentra en algunos de los sistemas de equipos comerciales 
para la identificacion de estafilococos. S. aureus y S. epider¬ 
midis son PYR negativos, mientras que S. haemolyticus, S. 
intermedius, S. lugdunensis y S. schleiferi subespecie schleife¬ 
ri son PYR positivos. 

SENSIBILIDAD A LA POLIMIXINA B 

La prueba de difusion en disco para sensibilidad a la polimi- 
xina B tambien es util para identificar estafilococos coagulasa 
negativos. Puede realizarse en SBA junto con la de sensibilidad 
a la novobiocina (vease mas adelante). Se prepara una suspen¬ 
sion del microorganismo en solucion salina hasta alcanzar el 
equivalente a 0,5 del estandar de turbidez de la escala de 
McFarland y se siembra con hisopo en una placa para pruebas 
de difusion en disco de Bauer-Kirby. Se aplica un disco de poli- 
mixina B (300 unidades; BD Biosciences®) al inoculo y la pla¬ 
ca se incuba toda la noche. La resistencia se indica por la pre¬ 
sencia de una zona de menos de 10 mm. Las cepas sensibles 



Cuadro 12-3 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de especies Staphylococcus 


ESPECIE 

COAGVIJ^SA 

FACTOR 

DE AGLCTINACION 

DESARROLLO 

ANAEROBIO 

EN TIIIO 

ENDONLCLEASA 

TERMOESTABLE 

PAL 

ADH 

ODC 

PYR 

ACETOINA 

REDUCCION 
DE NO3 

UREASA 

B-GLL 

B-GAL 

B-GUR 

OX IDAS A 

MODIFICADA 

S. aureus subesp. aureus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 



+ 

+ 

V 

+ 

- 

- 


S. aureus suhesp. anaerobius 

+ 

- 

+' 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

- 

- 



S. epidermidis 


- 

+ 

- 

V* 

V 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

S. saprophyticus subesp. saprophyticus 

- 

- 

+ 


- 



- 

+ 

- 

+ 

V 

+ 



S. saprophyticus subesp. bovis 


- 

+' 

- 


- 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

V 

V 

- 


S. haemolyticus 

~ 


+’ 


- 

+ 

- 


+ 

+ 

- 

V 

- 

V 

- 

S. wameri 

- 

- 

+ 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

V 


S. hominis subesp.hominis 

- 

- 

- 


- 

V 



V 

V 

+ 




- 

S. hominis subesp. novobiosepticus 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

S. simulans 

- 


+ 


v 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

- 

S. lugdunensis 

- 

+' 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 


- 

- 

- 

S. .schleiferi subesp. schleiferi 

V- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

S. schleiferi subesp. coagulans 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 


S. capitis subesp. capitis 

- 

- 

+' 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

V 


- 

“ 

- 

- 

S. capitis subesp. urealyticus 

- 


+' 

- 

- 

+ 

- 

V 

V 

+ 

+ 

- 

- 



S. auricular is 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

- 

V 

- 

v 

- 

- 

Vd 

- 

- 

S. pasteuri 

- 


+ 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

V 

+ 

+ 

- 


- 

S. caprae 

- 

- 

+' 

- 

+' 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

S. cohnii subesp. cohnii 


- 

V 




- 

- 

V 

- 


- 

- 


- 

S. cohnii subesp. ureahticus 

- 

- 

_J.l 


+ 

- 


V 

V 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

S. xylosus 


- 

V 


V 

- 

- 

V 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 


S. saccharolyticus 

- 

- 

+ 


V 

+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

ND 

- 

S. intermedius 

+ 

V 


+ 

+ 

V 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

- 


S. hyicus 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 



+ 

V 

V 


+ 

- 

S. .sciuri subesp. sciuri 

- 


+' 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 


+ 

- 



S. sciuri subesp. carnaticus 


V 

v 

- 

V 

- 

- 

- 


+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

S. sciuri subesp. rodentium 


+ 

V' 

- 

V 


- 



+ 


+ 

- 


+ 

S. chromogenes 

- 


+ 

- 

+ 

+ 

- 

V 

- 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

S. gallinarum 


- 

+' 

- 

+' 


- 


- 

+ 

+ 

+ 

V 

V 

- 

S. lentus 


- 

V‘ 


V 

- 


- 

- 

-»• 

- 

+ 

- 

- 

+ 

S. equorum 

- 

- 


- 

+' 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

V 

+ 

- 

S. delphini 

+ 

- 

+' 


+ 

+ 

ND 

ND 

- 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

S. felis 

- 

- 

+ 


+ 

+ 

ND 

ND 

- 

f 

+ 


+ 


- 

S. lurrae 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

- 

ND 

ND 


+ 

+ 

ND 

+ 

ND 

- 

S. vitulinus 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 


- 

+ 

S. muscae 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 


ND 

- 

S. klosii 

- 

- 

- 

- 

V 

- 


V 

V 

- 

V 

V 

V 

V 


S. arlettae 


- 

- 


+' 

- 


- 

ND 

- 


ND 

V 

+ 

- 

S. piscifermentans 

- 

- 

+ 


+ 

+ 

ND 

ND 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 


S. condimenti 



+ 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 


+ 

ND 

+ 


ND 

S. succinus 



- 

NO 

+ 

- 

ND 

- 

- 

- 

+ 

Nl) 

ND 

ND 

- 

S. fleuretti 

- 


+ 

- 

V 

- 

- 


- 

+ 


ND 

- 

- 

+ 

S. camosus subesp. camosus 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 



+ 


- 

S. camosus subesp. utilis 

- 

- 

+ 

ND 

- 

+ 

ND 

ND 

ND 

V 

- 

ND 

- 

- 

ND 


(Continua) 
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Cuadro 12-3 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de especies Staphylococcus (cont.) 


ESPECIE 

POLIMIXINA 

B 

NOVOBIOCIN A 

GLUCOSA 

MALTOSA 

SACAROSA 

LACTOSA 

MANITOL 

MANOSA 

ARABINOSA 

TREHALOSA 

XILOSA 

RAFINOSA 

CELOBIOSA 

N-ACETIL- 

GLUCOSAMINA 

S.aureus subesp. aureus 

R 

S 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


4 




4 

S. aureus subesp. anaen>hius 

ND 

s 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S. epiermidis 

R 

s 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

+' 

- 

- 

- 



- 

S. sapwphyiicus subesp. sapmphyticus 

S 

R 

+ 

+ 

+ 

V 

V 

- 


4 

- 

- 

- 

V 

S. sapmphylicus subesp. hovis 

ND 

R 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

4 




4 

S. haemolyticus 

S 

S 

+ 

4- 

+ 

V 

V 

- 


4 

- 

- 


- 

S. warneri 

s 

s 

+ 

+' 

+ 

V 

V 

- 

- 

4 

- 



- 

S hominis mheap.hominis 

s 

s 

+ 

+ 

4 ' 

V 

- 

- 


V 



- 

V 

S. hominis subesp. novohiosepticus 

ND 

R 

+ 

+ 

+' 

V 

- 

- 

- 

- 

- 



- 

S. simulans 

S 

S 

+ 


+ 

+ 

+ 

V 

- 

V 

- 

- 

- 

4 

S. lugdunen.sis 

S/R 

S 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

4 

- 

- 


4 

S. scMeiferi subesp. schleiferi 

S 

S 

+ 

- 

- 

- 

- 

4 

- 

V 

- 

- 


4 ' 

S. schleiferi subesp. coagulans 

ND 

S 

+ 

- 

V 

V 

V 

4 

- 

- 

- 



ND 

S. capitis subesp. capitis 

S 

S 

+ 

- 

+' 

- 

+ 

4 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S. capitis subesp, urealyticus 

ND 

S 

+ 

+ 

+ 

V' 

+ 

4 

- 

- 

- 



- 

S. auricularis 

S 

s 

+ 


V 




- 

4 ' 

- 

- 

- 

- 

S. pa.sleuri 

ND 

s 

+ 

V' 

+ 

V 

V 

- 

- 

4 

- 



ND 

S. caprae 

S 

s 

+ 

V' 

- 

+ 

V 

4 

- 

4 ' 

- 

- 

- 

- 

S. cohnii subesp. cohnii 

s 

R 

+ 

V' 

- 

- 

V 

V' 


4 

- 



- 

S cohnii subesp. urealyticus 

s 

R 

+ 

v 

- 

+ 

+ 

4 

- 

4 

- 

- 

- 

V 

S. xylosus 

s 

R 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

4 

V 

4 

4 



4 

S. saccharvlvticus 

ND 

S 

+ 

- 

- 

- 

- 

4' 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

S. iniermedius 

S 

S 

+ 

V' 

+ 

V 

V 

4 

- 

4 

- 



4 

S. hyicus 

R 

S 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

4 

- 

4 


- 


4 

S. sciuri subesp. sciuri 

S 

R 

+ 

V' 

+ 

V' 

+ 


V 

4 

V 


4 

- 

S. sciuri subesp. camaticus 

S 

R 

+ 

V' 

+ 

V' 

+ 

V' 

V 

4 

4 

- 

V' 

- 

S. .sciuri subesp. ntdenlium 

s 

R 

+ 

V' 

+ 

- 

+ 

V' 

V' 

4^ 

V 

- 

V 

- 

S. chromogenes 

R 

S 

+ 

V 

+ 

4 

V 

4 


4 

- 

- 


V 

S. gall inarum 

S 

R 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

S. lentus 

S 

R 

+ 

V 

+ 

V 

+ 

4 ' 

V 

4 

V' 

4 

4 

V 

S. equorum 

ND 

R 

+ 

V 

+ 

V 

+ 

4 

4 

4 

4 


V 

V 

S. delphini 

ND 

S 

+ 

+ 

+ 

+ 

+' 

4 

- 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

S. felis 

ND 

S 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

4 

- 

4 

- 

- 


4 

S. lutrae 

ND 

S 

+ 

+ 

ND 

+ 

V 

4 

ND 

4 

4 

ND 

ND 

ND 

S. vitulinus 

ND 

R 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

V 

V 


V 

- 

S. muscae 

ND 

S 

+ 

- 

+ 


~ 

- 

- 

4 

4 

- 

4 

ND 

S. klosii 

S 

R 

+ 

V 

V' 

V' 

+ 

- 

V 

4 

V' 


- 


S. arlettae 

ND 

R 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

4 

4 

4 

4 

4 

- 

- 

S. pLscifermenlans 

ND 

S 

+ 

V 

V 

V 

V 

- 

- 

4 

- 


- 

ND 

S. condimenti 

ND 

ND 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

4 

- 

4 

ND 

- 

- 

ND 

S. succinus 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

+ 

ND 

4 

ND 

4 

ND 

V 

ND 

ND 

S. fleuretti 

ND 

R 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

4 

V 

4 

V 

- 

- 

ND 

S. camosus subesp. camosus 

S 

S 

+ 

- 


V 

+ 

4 

- 

V 

- 



ND 

S. camosus subesp. utilis 

ND 

ND 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

ND 

- 


ND 


+: reaccidn positiva; reaccion negativa; V: reaccidn variable; +': reaccion positiva lenta; V-: reaccion variable, la mayoria de las cepas son negativas:V'. reaccion variable pero con reacciones positivas lentas; ND: datos no dispo- 
nibles; THIO: caldo tioglicolato; PAL: fosfatasa alcalina; ADH: arginina dihidrolasa; ODC: omitina descarboxilasa; f^GLu: beta-glucosidasa; P-gal: beta-galactosidasa; p-GUR: beta-glucuronidasa; S', sensible: R: resistente. 
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tienen zonas >10 mm. S. aureus^ S. epidermidis, S. hyicus y 
algunas cepas de 5. lugdunensis son resistentes a la polimixina. 

PRUEBA DE ORNITINA DESCARBOXILASA (ODC) 

La prueba de ODC es la mas util para confirmar la identidad 
de S. lugdunensis, porque esta especie es la unica ornitina des- 
carboxilasa positiva. En un tubo con base de descarboxilasa y 
uno con base y agregado de ornitina (Remel®) se introducen 
inoculos abundantes y se cubren con aceite mineral esteril. En 
la incubacion a 35 °C ambos tubos se tornaran de gris palido a 
amarillo a medida que se fermenta la glucosa, tras lo cual la 
ornitina en el tubo de prueba se descarboxila; como resultado, 
el caldo ornitina se vuelve violeta. El tubo con base sola per- 
manecera amarillo y el tubo con ornitina permanecera amarillo 
si no se produce ODC. Aunque las pruebas mas positivas se 
pueden detectar dentro de las 6 a 8 boras, la prueba se lee des¬ 
pues de las 24 boras de incubacion. Esta prueba no esta inclui- 
da en la mayoria de los equipos comerciales para la identifica¬ 
cion de estafilococos y debe considerarse una prueba adicional. 

PRODUCCION DE UREASA 

Algunos estafilococos son ureasa positivos, incluidos S. epi¬ 
dermidis, S. intermedins y la mayoria de las cepas de S. sapro- 
phyticus. Para esta prueba se puede usar el caldo ureasa comun 
o el cultivo inclinado de agar urea. Cualquiera de ellos se ino- 
cula y se incuba a 35 "C durante 18-24 boras. Un cambio en el 
indicador rojo de fenol de amarillo a rosa/rojo es una prueba 
positiva. 

PRODUCCION DE ACETOINA 

La produccion de acetoma (la prueba de Voges-Proskauer) es 
util para distinguir especies de 5. aureus, que son acetoma 
positivas, de otras especies coagulasa positivas (S. intermedins 
y S. hyicus), que son acetoma negativas. La prueba de produc¬ 
cion de acetoma enterica convencional (caldo MR-VP) o el 
metodo rapido en disco pueden usarse con iguales resultados.^ 

SENSIBILIDAD A LA DEFEROXAMINA 

En 1991 y 1993, Lindsay y cols, informaron una prueba 
nueva para la identificacion especiTica de S. epidermidis y S. 
hominis?^^'^^^ La prueba determina la sensibilidad a la defero- 
xamina, que es un sideroforo producido por Stretptomyces pilo- 
sus y se usa para el tratamiento clmico de la sobrecarga de bie- 
rro cronica y aguda. Se realiza como una prueba de difusion en 
disco de modo similar a las pruebas de sensibilidad a furazoli- 
dona y bacitracina. Despues de preparar una suspension del 
microorganismo correspondiente a 0,5 de la escala de turbidez 
estandcu* de McFarland, se inocula una placa de agar BHI con 
la suspension y se coloca un disco de 1 mg de deferoxamina 
(Desferal®; Ciba-Geigy, Suiza) en el inoculo. Despues de toda 
la noebe de incubacion a 35 °C, se inspecciona la placa para 
observar una zona de inbibicion del desarrollo alrededor del 
disco. En su estudio original, Lindsay y Riley encontraron que, 
entre 95 estafilococos coagulasa negativos, 57 cepas de S. epi¬ 
dermidis y 4 de 5. hominis fueron sensibles a la deferoxamina, 
mientras que otras 34 fueron resistentes.^^® En un estudio pos¬ 
terior de 161 estafilococos coagulasa negativos, todas las cepas 
de 5. epidermidis y S. hominis fueron sensibles a la deferoxa¬ 
mina mientras que todos los estafilococos restantes fueron 
resistentes.^^’ Mulder probo 670 S. epidermidis, 37 S. hominis 


y otros 151 estafilococos coagulasa negativos para la sensibili¬ 
dad a la deferoxamina usando una prueba de disco (50 pL por 
disco de una solucion de deferoxamina al 2%) y encontro que 
todas las cepas de S. epidermidis y S. hominis eran sensibles a 
la deferoxamina, mientras que solo 5 (3,3%) de los 151 aisla- 
mientos identificados como otras especies estafilococicas lo 
eran.^®^ Monsen y cols, tambien evaluaron esta prueba y encon¬ 
traron que las 139 cepas de S. epidermidis y las 18 de S. homi¬ 
nis eran sensibles a la deferoxamina, y mostraron zonas de 
inbibicion de 28-31 mm y 15-41 mm, respectivamente.^^ 
Todos los otros estafilococos coagulasa negativos probados en 
este estudio eran altamente resistentes a la deferoxamina. 
Mientras la deferoxamina puede comprarse en el comercio, 
hasta el momento los discos de prueba de sensibilidad estanda- 
rizados deben prepararse en el laboratorio. 

Sensibilidad a la novobiocina para la identificacion 
de Staphylococcus saprophyticus 

Cuatro especies estafilococicas humanas (S. saprophyticus, 
subespecies de S. cohnii, S. hominis subespecie novobiosepti- 
cus, y S. xylosus), siete especies animates {S. sciuri, S. lentus, 
S. gallinarum, S. kloosii, S. equorum, S. arlettae y S. vitulinus) 
y una especie medioambiental (S. succinus) son resistentes a la 
novobiocina, con concentraciones inbibitorias mmimas (CIM) 
> 1,6 Como las especies resistentes a 

la novobiocina que no sean S. saprophyticus no se encuentran 
con frecuencia en muestras clmicas bumanas, la prueba de sen¬ 
sibilidad a la novobiocina provee un metodo util para la identi¬ 
ficacion de S. saporphyticus. La prueba de la novobiocina se 
realiza como una prueba de sensibilidad en disco usando un 
disco de novobiocina (5 pg) y se describe en detalle en el pro- 
tocolo 12-2 (lamina en color 12-3B, C y D). Las cepas resis¬ 
tentes a la novobiocina mostraran zonas de inbibicion que 
miden de 6 mm (no zona) a 12 mm: las cepas sensibles mostra¬ 
ran zonas de 16 mm a 27 mm. Esta prueba se describio en prin- 
cipio usando un medio llamado agar P, que no se comercializa. 
Sin embargo, estudios con medios de rutina antes mencionados 
ban mostrado que se obtienen resultados comparables. 

En un intento por determinar la confiabilidad y la exactitud 
de la prueba de sensibilidad a la novobiocina, McTaggart y 
Elliott analizaron 36 cepas que presuntivamente eran S. 
saprophyticus (microorganismos resistentes a la novobiocina 
en muestras de orina de pacientes con infecciones urinarias) 
con un sistema de identificacion comercial (API Stapb-Ident®, 
vease mas adelante) y con series ampliadas de sustratos adi- 
cionales, que incluyen pruebas de utilizacion de bidratos de 
carbono, derivados de 7-amino-4-metilumbeliferona de esteres 
y glucosidos organicos e inorganicos, y derivados de 7-amino- 
4-metilcumarina de aminoacidos.^^^ De las 36 cepas, 21 (58%) 
fueron identificadas como S. saprophyticus, 3 cepas no pudie- 
ron ser identificadas, 9 cepas tenian caracteristicas atribuibles a 
mas de una especie resistente a la novobiocina y 3 cepas fue¬ 
ron identificadas como S. epidermidis, S. hominis y S. simu- 
lans, respectivamente. Incluso cepas que fueron identificadas 
como S. saprophyticus por el Stapb-Ident producian un espec- 
tro de reactividades con los otros sustratos cromogenicos, lo 
que ilustra la beterogeneidad de los microorganismos llamados 
“5. saprophyticus'' y sugiere que en realidad pueden represen- 
tar un grupo beterogeneo de cepas resistentes a la novobiocina 
relacionadas desde el punto de vista genotipico y fenotipico. 
Estos investigadores concluyeron que se necesitan mas pruebas 
para la identificacion presuntiva confiable de S. saprophyticus 
ademas de la prueba de sensibilidad a la novobiocina. Cepas 
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humanas ocasionales que no son S. sapwphyticus, subespecies 
de 5. cohnii, S. hominis subespecie novobiosepticus, o S. xylo- 
sus tambien pueden ser resistentes a la novobiocina. En una 
evaluacion del RapiDEC-Staph, Janda y cols, encontraron que, 
mientras todos los aislamientos de S. saprophyticus eran resis¬ 
tentes a la novobiocina, 5 (7%) de las 74 cepas de S. epidermi- 
dis tambien lo eran.*^^ 

Sistemas de Identificacidn comerciales 

En la actualidad se comercializan varios equipos para la 
identificacidn de estafilococos coagulasa negativos. Todos 
ellos usan pruebas de fermentacidn de hidratos de carbono 
modificadas, adaptaciones de las pruebas estandares de identi¬ 
ficacidn bacterioldgica (p. ej., reduccidn de nitrato, ureasa, 
Voges-Proskauer) y las pruebas cromogenicas de enzima sus- 
trato para la identificacidn de microorganismos. Estos sistemas 
se adaptan al formato particular usado por el fabricante (p. ej., 
liras con pequenas cupulas, bandejas microtituladoras, tarjetas 
plasticas). 

RAPIDEC STAPH® 

RapiDEC Staph® (bioMerieux) es un equipo comercial que 
identifica S. aureus, S. epidermidis y S. saprophyticus dentro 
de las 2 horas. El aislamiento para ser identificado se emulsio- 
na en agua y la suspensidn se distribuye en cuatro cupulas. La 
primera cupula es un control, mientras las otras contienen un 
sustrato coagulasa fluorescente (vease la prueba “Aureasa” ya 
mencionada), un sustrato fosfatasa alcalina (PAL) y un sustra¬ 
to p-galactosidasa (pGAL), respectivamente. Despues de 2 ho¬ 
ras de incubacidn, las cupulas se observan bajo luz ultravioleta 
(longitud de onda 365 nm). Si la fluorescencia es mayor en la 
segunda cupula que en la primera cupula control, el aislamien¬ 
to se identifica como S, aureus. Si la prueba es negativa, las 
otras dos cupulas se leen ya sea en forma directa (cupula 3) o 
despues del agregado de un reactivo de deteccidn (cupula 4). 
Una reaccidn positiva en la cupula 3 o 4 identifica la cepa como 
5. epidermidis (fosfatasa alcalina positiva) o S. saprophyticus 
(p-galactosidasa positiva), respectivamente. Los resultados 
positivos en las pruebas PAL y pGAL proveen una identifica¬ 
cidn presuntiva de S. xylosus/S. intermedius. En una evalua- 
cidn, RapiDEC Staph identified de modo correcto el 100% de 
las 130 cepas de S. aureus, mientras que lo hizo sdlo en el 70% 
de las 74 cepas de S. epidermidis y en el 81% de las 32 cepas 
de S. saprophyticus}'^^ Entre otros 62 aislamientos coagulasa 
negativos probados, 4 cepas de S. sciuri fueron mal identiEca- 
das como S. epidermidis y 8 aislamientos (uno S. hominis, tres 
S. cohnii subespecie urealyticum, tres S. simulans y uno S. klo- 
osii) fueron mal identificados como S. saprophyticus. Mientras 
la prueba PAL en el RapiDEC Staph parece ser relativamente 
especifica para la deteccidn de la fosfatasa de S. epidermidis, 
cepas de esta especie fosfatasa negativas o que producen bajos 
niveles de la enzima no seran identificadas como S, epidermi¬ 
dis por este equipo. Como consecuencia, la sensibilidad y el 
desempeno de RapiDEC Staph para identificar S. epidermidis 
depende de la prevalencia relativa de cepas PAL negativas y 
positivas en la poblacidn.'^^ 

API STAPH-IDENT® 

El producto API Staph-Ident® (bioMerieux) usa una serie de 
10 pruebas bioquimicas en miniatura que se inoculan con una 
suspensidn densa del microorganismo por identificar. La iden¬ 


tificacidn de especie se determina por la generacidn de un eddi- 
go octal de cuatro digitos derivado de las pruebas positivas de 
tira y de la base de datos. Se pueden requerir otras pruebas (p. 
ej., acido de xilosa, sensibilidad a la novobiocina) para identi¬ 
ficar algunas cepas. La base de datos de este sistema incluye 
varias especies o subespecies de estafilococos, micrococos y R. 
mucilaginosa, Los microorganismos que se denominan R. 
mucilaginosa en Staph-Ident requieren confirmacidn; las reco- 
mendaciones incluyen sensibilidad a la lisostafma para separar 
el microorganismo de los estafilococos, y catalasa y desarrollo 
en caldo salado para separar el microorganismo de K. kristinae. 
Staph-Ident ha sido evaluado en forma extensa, y el acuerdo 
con los procedimientos convencionales se extiende del 43% al 
95%, segiin la especie probada.^^’^^^ Rhoden y Miller 

publicaron un estudio prospectivo de 4 ahos que comparo el 
API Staph-Ident con los metodos de referenda en 1 106 aisla¬ 
mientos y encontraron un acuerdo total del 81,1%.^^^ El acuer¬ 
do para los cinco aislamientos mas comunes fue 97,1% para S. 
epidermidis', 82,5% para S. hominis; 77,2% para S. aureus; 
75,8% para S. haemolyticus y 64,1% para S. warneri. Estos 
investigadores concluyeron que la base de datos del sistema 
Staph-Ident actual es inadecuada para la identificacidn de las 
especies estafilococicas comunes y poco comunes. 

API STAPH® 

API Staph® (antes API Staph-Trac; bioMerieux) es un sistema 
de identificacidn de 18 a 24 horas para micrococos y estafiloco¬ 
cos. Contiene 19 pruebas distribuidas en un formato de tira y se 
inocula con una suspensidn de microorganismos preparada en un 
medio de caldo con extracto de levadura y peptona provisto con 
el equipo. De spues de leer las reacciones bioquimicas, se genera 
un eddigo octal de siete digitos y se obtiene la identificacidn del 
microorganismo con la ayuda de la base de datos del ordenador 
(lamina en color 12-3B y H). La base de datos consiste en 25 
taxones e incluye estafilococos de origen humano y veterinario, 
especies de Micrococcus, y R. mucilaginosa. Aunque la base de 
datos de este sistema es grande, no ha sido evaluada extensa- 
mente.^^^ Un estudio de Perl y cols, encontrd que el sistema API 
Staph identified de modo correcto el 73% de 277 estafilococos 
coagulasa negativos.Mientras el 94% de 94 cepas de S. epi¬ 
dermidis fueron identificadas en forma correcta, el sistema tuvo 
un mal desempeno en el caso de cepas menos comunes, como S. 
haemolyticus (correcto, 85%), S. hominis (correcto, 15%), S. 
simulans (correcto, 67%) y S. wameri (correcto, 22%). 

API ID32 STAPH® 

ID32 Staph® (bioMerieux) es un sistema de tira que requie- 
re 24 horas para la identificacidn de estafilococos y especies 
relacionadas. El panel contiene 32 cupulas y en la actualidad 
tiene 26 pruebas bioquimicas. El sistema puede ser leido en 
forma manual para generar un numero de perfil que se inter- 
preta con una base de datos asistida por ordenador (lamina en 
color 12-2H), o bien, la tira puede usarse con el sistema ATB 
bioMerieux automatizado, que incluye un densitdmetro, un 
inoculador, un lector, un microordenador y una impresora. El 
ID32 Staph tiene la base de datos mas extensa de todos los sis¬ 
temas, con todas las especies estafilocdcicas humanas (excepto 
S. saccharolyticus) e incluye varias especies animales y medio- 
ambientales. Tambien identifica seis especies de micrococos y 
R. mucilaginosa. Una evaluacion intemacional con 792 cepas 
llevada a cabo en ocho laboratories encontrd que ID32 Staph 
identified de modo correcto 95,5% de los aislamientos proba- 
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dos: 83,5% fueron identificados sin pruebas posteriores, mien- 
tras que para un 12% de cepas adicionales, la identificacion 
correcta fue entre las elecciones propuestas."*^ Solo el 1,2% de 
las cepas fueron mal identificadas, y el 3,3% no fueron identi- 
ficadas por ID32 Staph. En otro estudio de 440 aislamientos 
estafilococicos coagulasa negativos consecutivos, leven y cols, 
informaron que el panel ID32 Staph identified el 95,2%.^^^ S. 
epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, 5. schleiferi y S. 
capitis fueron identificados con una exactitud del 98-100%.^®^ 
Renneberg y cols, encontraron que el panel ID32 Staph® iden¬ 
tified el 79,5% de 200 aislamientos estafilocdcicos clmicos y 
de referencia.^^^ Otros investigadores europeos pusieron a prue- 
ba el sistema con una recoleccidn de 42 cepas que no podian 
ser clasificadas mediante otros procedimientos fenotipicos dis- 
ponibles y hallaron que sdlo 22 (52%) fueron identificadas por 
el ID32 Staph7^ 

TARJETA PARA LA IDENTIFICACION DE GRAMPOSITIVOS VITEK (GPI)® 

Vitek GPI® (bioMerieux) es una tarjeta para la identificacidn 
de microorganismos grampositivos disehada para usar con el 
sistema de prueba identificacidn/sensibilidad bacteriana Vitek 
automatizado. Las tarjetas contienen 30 pocillos (28 de prueba 
y 2 controles) que contienen sustratos para la identificacidn de 
especies de Staphylococcus (11 especies humanas y 4 veterina- 
rias). especies de Streptococcus y varias especies bacilares 
grampositivas (p. ej., especies Corynehacterium, Erysipelo- 
tlirix rhusiopathiae y Listeria monocytogenes). Se prepara una 
suspensidn del microorganismo en solucidn salina, se fija la 
tarjeta a la suspensidn bacteriana mediante un tubo transporta- 
dor y se coloca en el mddulo de llenado del instrumento. La tar¬ 
jeta se inocula por un metodo de vacio/descarga. Luego se co¬ 
loca en el mddulo incubador/lector del instrumento Vitek, se 
rastrea por un mecanismo dptico y se lee en forma periddica. 
La identificacidn de estafilococos coagulasa negativos por lo 
general requiere 10 a 13 horas. Bannerman y cols, evaluaron la 
base de datos GPI actualizada con 500 cepas clmicas.^^ La con- 
cordancia total entre la tarjeta GPI y los metodos convenciona- 
les fue del 89%. La tarjeta identified el 92% de las cepas de S. 
epidermidis, el 95% de las de S. haemolyticus. el 88% de las de 
S. capitis subespecie capitis y el 100% de las cepas de S. 
^aprophyticus probadas. Los microorganismos que no estan en 
la base de datos, como S. lugdunensis^ eran mal identificados o 
no identificados por la tarjeta GPI. En la evaluacidn realizada 
por Perl y cols, en 1994, la tarjeta identified correctamente sdlo 
el 67% de 185 aislamientos.-^'^^ Estos investigadores senalaron 
que el escaso desempeno de la tarjeta GPI en su estudio pudo 
haberse debido a la preponderancia de estafilococos “no epi- 
dennidis" entre los 277 aislamientos probados. En 1996, 
Kellog y cols, pusieron a prueba la tarjeta GPI con 616 cepas 
clmicas de estafilococos coagulasa negativos.La tarjeta iden¬ 
tified el 100% de 12 cepas de S. capitis y de 79 cepas de S. 
saprophyticus. el 98,4% de 250 cepas de S. epidermidis y el 
96% de 126 cepas de S. haemolyticus. Sdlo el 64,5% de los 107 
aislamientos restantes fue identificado correctamente.Todos 
estos estudios han concluido que la tarjeta GPI no es confiable 
para identificar las especies estafilocdcicas menos comunes y la 
base de datos para este producto necesita mejoras. La tarjeta 
GPI para el instrumento Vitek 2 aguarda una evaluacidn clinica. 


PANEL MICROSCAN RAPID POS COMBO® 

El panel MicroScan Rapid Pos Combo® (Dade/MicroScan) 
es un sistema en formato de placa de microtitulacidn que usa 


sustratos fluorogenicos y un indicador de pH fluorescente para 
detectar varias actividades enzimaticas bacterianas.^*^ Contiene 
42 pruebas para la identificacidn de estafilococos, estreptoco- 
cos y listerias. Las pruebas estan basadas en la hidrdlisis de los 
sustratos fluorogenicos, cambios de pH seguidos a la utiliza- 
cidn de sustratos y la produccidn de productos metabdlicos 
especiTicos. El sistema se inocula con una suspensidn del 
microorganismo y se incuba y lee en el instrumento Microscan 
Walk/Away. Las identificaciones estan disponibles 2 horas des¬ 
pues de la incubacidn del panel. En una evaluacidn canadiense 
de este sistema, el panel MicroScan Rapid Pos Combo identi¬ 
fied correctamente el 91,6% de 239 aislamientos estafilocdci- 
cos.'^^^ Para un 3,8% adicional de los aislamientos, la identifi¬ 
cacidn correcta se hallaba en la lista de eleccidn de especies 
provista por la base de datos. Otra evaluacidn de Portland. 
Oregon, encontrd que el panel identified sdlo el 50,5% de 233 
aislamientos, con un 24,9% adicional que tienen la identifica¬ 
cidn correcta entre las posibilidades generadas por la base de 
datos.Weinstein y cols, encontraron que, mientras el sistema 
identificaba de modo exacto S. epidermidis y varies otros esta- 
filococos coagulasa negativos, mas de la mitad de las cepas de 
S. haemolyticus y S. hominis fueron mal identificadas.'^^^ 

PANEL MICROSCAN POS ID® 

El sistema del panel MicroScan Pos ID® (Dade/MicroScan) 
ofrece la combinacidn de las capacidades de identificacidn y 
pruebas de sensibilidad para microorganismos grampositivos, 
incluidos micrococos, estafilococos, estreptococos, enteroco- 
cos y listerias. El panel contiene 27 pruebas bioquimicas de 
identificacidn convencionales en miniatura, 18 de las cuales se 
usan para la identificacidn de estafilococos y especies relacio- 
nadas. Los paneles liofilizados se reconstituyen, inoculan e 
incuban durante 24 a 48 horas y se leen en forma manual o con 
el sistema MicroScan Walk/Away automatizado. Los resulta- 
dos de las pruebas se computan en un eddigo de seis digitos y 
la base de datos del sistema provee una identificacidn. En una 
evaluacidn, el panel proporciona la identificacidn exacta de S. 
epidermidis y S. saprophyticus, pero sdlo despues de 48 horas 
de incubacidn. Se identificaron otras especies de Staphylo¬ 
coccus con menos confiabilidad dentro del mismo periodo. 
Skulnick y cols, analizaron 163 aislamientos estafilocdcicos y 
encontraron que el panel Microscan identified el 96% de ellos; 
los microorganismos que estaban mal identificados fueron dos 
cepas de S. haemolyticus y una sola cepa de S. epidermidis, S. 
hominis, S. xylosus y S. sciuri."^^^ Kloos y George tambien 
encontraron que este sistema identificaba correctamente la 
mayoria de los aislamientos estafilocdcicos humanos con una 
exactitud mayor del 80%.^’^ Una evaluacidn mas reciente infor- 
md que el sistema identificaba sdlo el 53,6% de 233 aisla¬ 
mientos estafilocdcicos, con un 24,9% adicional de aislamien¬ 
tos cuya identificacidn correcta se hallaba en la lista de elec¬ 
ciones posibles de la base de datos del ordenador.^'^'^ 

SISTEMA BBL CRISTAL PARA LA IDENTIFICACION 
DE GRAMPOSITIVOS (GP)® 

El sistema BBL Cristal GP® (BD Biosciences) es un panel 
de identificacidn en miniatura que consiste en 29 pruebas con¬ 
vencionales fluorogenicas, cromogenicas y modificadas para la 
identificacidn de cepas grampositivas que pertenecen a varies 
generos, como Staphylococcus, Micrococcus, Stomatococcus, 
Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus y Lactococcus. El 
sistema se inocula con una suspensidn de microorganismos 
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(0,5 del estandar de turbidez de McFarland), se incuba durante 
18-24 boras a 35-37 en atmosfera ambiental y se lee con 
visor especial del panel del sistema Cristal. Von Baum y cols, 
evaluaron el sistema usando 77 cepas de especies de Staphy¬ 
lococcus, 5 de especies de Micrococcus y una unica cepa de R. 
mucilaginosa^^^ El BBL Cristal identified correctamente el 
100% de 22 cepas de S. aureus y 24 de S, epidermidis. Entre 31 
cepas que representan otras 10 especies coagulasa negativas, 
29 fueron bien identificadas. Todos los aislamientos de micro¬ 
cocos y el aislamiento de R. mucilaginosa se identificaron en 
forma correcta. Mientras el sistema Cristal parece ser util para 
la identificacion de estafilococos importantes desde el punto de 
vista clmico, se necesitan otros estudios debido al escaso 
numero de cepas analizadas en la evaluacion anterior y la omi- 
sion de incluir otras especies importantes, como S. saprophyti- 
cus, S. schleiferi y 5. caprae. 


SISTEMA STAR 18-R® 

El sistema Staf 18-R® (Liofilchem s.r.l. Roseto degli 
Abruzzi, Teramo, Italia) consiste en una cubeta plastica que 
contiene 18 sustratos convencionales modificados. Los pocillos 
se inoculan con una suspension del microorganismo que usa 
una pipeta multicanal y el panel se incuba y se lee despues de 
18 a 24 boras. Piccolomini y cols, evaluaron este sistema con 
523 cepas pertenecientes a 18 especies bumanasde Staphylo¬ 
coccus y encontraron que 491 cepas (93,9%) fueron identifica¬ 
das correctamente, y otras 28 cepas (5,4%) requirieron pruebas 
suplementarias para la identificacion completa.^*^ Como en el 
caso de muebos de estos equipos, los autores senalaron la nece- 
sidad de ajustar la base de datos y de seleccionar pruebas mas 
discriminatorias para identificar en forma correcta cepas 
importantes, como S. lugdunensis y S. schleiferi. 


STAPH-ZYM® 

El Stapb-Zym® (ROSCO, Taastrup, Dinamarca) es un siste¬ 
ma escandinavo nuevo de identificacion compuesto por una tira 
plastica de 10 minitubos que contiene sustratos convencionales 
modificados y cromogenicos desbidratados. Los microtubos 
individuales se inoculan con una alicuota de una suspension 
bacteriana preparada en solucion salina y los resultados se leen 
despues de la incubacion de toda la noebe. Renneberg y cols, 
lo probaron con 111 cepas estafilococicas de referenda y 89 
aislamientos clmicos y encontraron que identificaba de modo 
correcto el 90-100% de las cepas de referenda y el 82,1% de 
los aislamientos clmicos, con una exactitud del 91,5% en com- 
paracion con los metodos de identificacion convencionales. 
En otra evaluacion, el Stapb-Zym identified correctamente el 
97,5% de 440 aislamientos cuando se los compare con las 
identificaciones de referenda.*®’ El Stapb-Zym parece ser un 
sistema exacto para la identificacion estafilocdcica. 

MICROBACTSTAPHYLOCOCCAL12S® 

El Microbact Staphylococcal 12S® (Oxoid) es un sistema de 
12 pruebas basado en la acidificacidn de bidratos de carbono y 
en la deteccion de enzimas usando sustratos cromogenicos. Los 
pocillos de la tira se inoculan con una suspension del microor¬ 
ganismo y la tira se incuba toda la noebe a 35 ®C. Despues del 
agregado de los reactivos que desarrollan color para las prue¬ 
bas enzimaticas, las pruebas se leen e interpretan de acuerdo 
con la base de datos incluida en el inserto del envase. No estan 
disponibles evaluaciones de este nuevo sistema. 


SISTEMA DE IDENTIFICACION MICROBIANA 

El Microbial Identification System (Sistema de identifica¬ 
cion microbiana, MIS® o MIDI®; Microbial ID, Newark, DE) 
utiliza la cromatografia gas liquido (GLC) de alta resolucion de 
derivados de acidos grasos celulares para la identificacion de 
bacterias.^^ La base de datos del sistema esta compuesta de 
colecciones de perfiles de acidos grasos celulares de varias 
bacterias y compara la composicion de los aislamientos indivi¬ 
duales con la de las cepas de la base de datos mediante un pro- 
grama de reconocimiento del patron/matriz de covariancia. Se 
usa un indice similar para expresar el parentesco de un perfil de 
un microorganismo desconocido con los perfiles representati- 
vos de microorganismos conocidos. En una evaluacion compa- 
rativa con los procedimientos convencionales para identificar 
estafilococos, el sistema MIS mostro concordancia completa 
con estos metodos para el 87,8% de 470 aislamientos proba- 
dos.'*^’ El sistema identified todas las cepas de S. epidermidis, 
S. intermedius, S. cohnii, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. simu- 
lans, S. sciuri y S. xyiosus. Las cepas de S. hominis y S. 
saprophyticus dan cuenta de mas de la mitad de las identifica¬ 
ciones erroneas obtenidas con el sistema. La propuesta GLC 
usada en MIS se muestra promisoria como metodo alternativo 
para la identificacion de especies de estafilococos. 

SISTEMA DE IDENTIFICACION BIOLOG MICROPLATE® 

El sistema de identificacion Biolog MicroPlate® (Biolog, 
Hayward, CA) identifica microorganismos sobre la base de la 
oxidacion de diversos sustratos. El sistema usa una bandeja de 
microtitulacion de 96 pocillos con 95 sustratos mas un pocillo 
control sin sustrato. La placa se inocula con una suspension del 
microorganismo y se incuba durante 4 o 24 boras. Si el micro¬ 
organismo oxida un sustrato en un pozo individual, la respira- 
cion del microorganismo durante la asimilacion oxidativa del 
sustrato causa la reduccion de un colorante indicador tetrazo- 
lio, que torna el pozo de incoloro a violeta. En la actualidad, el 
sistema Biolog MicroPlate incluye la GN MicroPlate para la 
identificacion de 569 especies gramnegativas y la GP Biolog 
MicroPlate, el que incluye 225 microorganismos grampositivos 
en su base de datos. Miller y Biddle, en los CDC, y Quenzer y 
McLaughlin en la University of New Mexico realizaron un eva¬ 
luacion conjunta de la GP Biolog MicroPlate para la identifi¬ 
cacion de 113 aislamientos catalasa positivos, incluidos 33 
tipos de cepas de estafilococos, 5 cepas de especies de Micro¬ 
coccus y 1 cepa de R. mucilaginosa. Estos investigadores 
encontraron que la exactitud total del sistema fue 69% y 73% 
en los CDC y en los laboratorios de New Mexico, respectiva- 
mente. Estos resultados indican que el sistema Biolog no es 
todavia lo suficientemente exacto para ser usado como metodo 
de rutina para la identificacion de estafilococos coagulasa 
negativos y los microorganismos relacionados. 

Metodos moleculares para identificacion y tipificacion 
de estafilococos 

Diversas pruebas que emplean metodos moleculares recien 
desarrollados y metodos tradicionales se ban usado para iden¬ 
tificar estafilococos y caracterizar cepas en estudios epidemio- 
logicos y en brotes de cepas multirresistentes o inusuales. 
Antes, los estudios epidemiologicos estaban basados en marca- 
dores fenotipicos tales como reacciones bioquimicas o utiliza- 
cion de bidratos de carbono poco comunes, patrones de sensi- 
bilidad a los antibioticos, serotipificacion, biotipificacion y 
sensibilidad ante series de bacteriofagos.*^*^"*^^ Otros estudios. 



Cusdro 12-4 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de Micrococcus y especies relacionadas 


disposici6n CELULAR 


- REDUCCION 

ESPECIES Pares Telradas Cubes Grupos CATALASA OXIDASA PIGMENTACI6 n ADH DE NITRATO 


Arthrobacter agilis 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Rojo-rosada 

- 

- 

Dermacoccus nishinomiyaensis 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Naranja 

- 

V 

Kocuria rosea 

-I- 

+ 

- 

+ 

+ 

V- 

Naranja-rosada a roja 

- 

+ 

Kocuria varians 

- 

+ 

- 

+ 


- 

Amarillo intenso 

- 

+ 

Kocuria kristinae 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Crema palido a naranja palido 

- 

- 

Kocuria palustris 

+ 

+ 

+ 

- 

-f 


Amarillo palido 

- 

+ 

Kocuria rhizophila 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Amarillo 

- 

- 

Kocuria polaris 






+ 

Naranja 



Kytococcus sedentarius 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Blanco a amarillo manteca 

+ 

V 

Kytococcus schroeteri 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

Amarillo turbio 

+ 

- 

Micrococcus luteus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Amarillo a amarillo verdoso 

- 

- 

Micrococcus lylae 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Blanco 

- 

- 

Micrococcus antarcticus 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Amarillo, mucoide 

- 

+ 

Nesterenkonia halobia 

+ 

+ 

- 

+ 

-H 

+ 

No pigmentada 

- 

_ 

Nesterenkonia lacusekhoensis 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

Amarillo brillante 

ND 

- 


( Continua ) 
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Cuadro 12-4 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de Micrococcus y especies relacionadas (cont.) 


HIDROLISIS DE: 


ACIDO EN AEROBIOSIS DE: 


ESPECIES 


MOVILIDAD UREASA Esculina Almidon Gelatina 


Glicerol 


Arthrobacter agilis 
Dermacoccus n ish inomiyaensis 


Kocuria wsea 


Kocuria varians 
Kocuria kristinae 
Kocuria palustris 
Kocuria rhizophila 


Kocuria polaris 


Kytococcus sedentarius 


Kytococcus schroeteri 


Micrococcus luteus 



Micrococcus lylae 


Micrococcus antarcticus 


Nesterenkonia halobia 


Nesterenkonia lacusekhoensis 


'Bastones cortos con ramificaciones, predominan los cocos en cultivos viejos. 

+ ; reaccion positiva; reaccion negativa: V: reaccion variable; V+ : reaccion variable pero la mayon'a de las cepas son positivas; V-: reaccion variable pero la mayoria de las cepas son negativas; +‘^: reaccion positiva debil. 
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como el analisis proteico de la celula completa usando electro- 
foresis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS- 
PAGE), cromatografia gas-liquido, cromatografia liquida de 
alta presion, espectrometria de masa y electroforesis de enzi- 
mas multilocus, son mas discriminatorios para reconocer simi¬ 
litudes y diferencias entre cepas, pero son costosos e insumen 
mucho tiempo.^^’^^^ La SDS-PAGE de las proteinas celulares 
totales y de las proteinas de union a la penicilina y la cromato¬ 
grafia gas-liquido de los acidos grasos celulares ban mostrado 
el 92% a mas del 95% de concordancia con procedimientos 
fenotipicos para la identificacion y tipificacion de estafilococos 
coagulasa negativos,^^^'^"^^ 

Las tecnicas geneticas y moleculares mas nuevas ban 
ganado popularidad como metodos altamente discriminato¬ 
rios y de relativo bajo costo para la identificacion, tipifica¬ 
cion epidemiologica y caracterizacion de cepas de S. aureus 
y para la identificacion y caracterizacion de estafilococos 
coagulasa negativos. Estos metodos incluyen analisis del 
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion de 
acidos nucleicos de plasmidos, ribosomicos y cromosomi- 
cos, electroforesis en gel de campo pulsado del DNA total, 
ribotipificacion, reaccion en cadena de la polimerasa/proce- 
dimientos de bibridacion de sondas de acidos nucleicos, ana¬ 
lisis de insercion de elementos y regiones espaciadoras inter- 
genicas de 16S-23S rRNA por PCR, clonacion/secuencia- 
cion de los genes de proteinas de cboque termico, analisis del 
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion de 
la coagulasa de S. aureus y de los genes de la protema A, 
bibridacion in situ dirigida por 16S rRNA y secuenciacion de 

16S SRNA 38,41.76,95.138,139,179,180.243,245,295,324,325.416.434,459.472 

Estos procedimientos se ban usado para investigar los bro- 
tes de S. aureus resistentes a la oxacilina en recien nacidos y 
adultos en unidades de cuidados intensivos, la diseminacion 
de S. haemolyticus resistente a la vancomicina en pacientes y 
cuidadores, y la variacion fenotipica e identificacion de otros 
estafilococos coagulasa negativos (p. ej,, .S', schleiferi) aisla- 
dos en infecciones graves. Tales tecnicas tambien ban sido 
utiles en estudios disenados para identificar a individuos 
colonizados y para rastrear las fuentes de microorganismos 
causantes de infecciones, como la relacion entre la portacion 
de una cepa particular de 5. aureus en la nariz de los pacien¬ 
tes y de sus cuidadores y el desarrollo posterior de peritonitis 
relacionada con dialisis peritoneal ambulatoria continua.^"^^ 
Estos metodos tambien se estan aplicando al analisis taxono- 
mico de microorganismos y, al respecto, ban revolucionado 


los conceptos de parentesco de microorganismos, clasifica- 
cion e identificacion. 

Identificacion de Micrococcus y especies relacionadas 

En los laboratorios, los micrococos y las especies relaciona¬ 
das no suelen identificarse en la jerarquia de especies porque 
son pocos importantes desde el punto de vista clmico. Usando 
las pruebas descritas con anterioridad y en el cuadro 12-1, los 
laboratorios pueden emitir informes de “especie Micrococcus"^ 
sin otras pruebas. Sin embargo, con el reconocimiento de estos 
agentes como patogenos oportunistas a veces es necesario iden- 
tificarlos como especie. Los criterios de identificacion para los 
miembros recien reclasificados del antiguo genero Micrococcus 
se presentan en el cuadro 12-4. Como ya se menciono, estos 
microorganismos tambien se incluyen en la base de datos de 
algunos de los equipos comerciales usados en los laboratorios. 

Identificacion de Rothia mucilaginosa 

Las colonias de R. mucilaginosa son viscosas o mucosas, 
Claras a blancas y adberentes a la superficie del agar. Aparecen 
en los extendidos tenidos con Gram como grandes cocos gram- 
positivos dispuestos en pares o en grupos. Son catalasa positi- 
vos debiles, aunque algunas cepas son catalasa negativas. R. 
mucilaginosa puede diferenciarse de especies de Micrococcus 
y Staphylococcus por su falta de crecimiento en medio agar 
nutritivo que contiene 5% de NaCl y por la presencia de una 
capsula.^^’^^ Estos microorganismos tambien se incluyen en la 
base de datos de los sistemas API Stapb-Ident®, API Stapb® e 
ID32 Stapb®. Otras caracteristicas bioquimicas se observan en 
el cuadro 12-5. El medio usado para la identificacion enterica 
puede ser inoculado para determinar las reacciones bioquimi¬ 
cas para este microorganismo y las pruebas de utilizacion de bi- 
dratos de carbono pueden realizarse con medios a base de agar 
cistema tripticasa o caldo violeta que contengan 1 % de bidratos 
de carbono esterilizados por filtracion. 


Enfoque para la identificacion de estafilococos 
en el laboratorio 

Como los estafilococos estan entre los microorganismos ais- 
lados con mayor frecuencia en el laboratorio clmico, las deci- 
siones se deben tomar con respecto a “cuan lejos ir” en su iden- 


Cuadro 12-5 Caracteristicas fenotfpicas para la identificacion de Rothia mucilaginosa 


CARACTERISTICA 

REACCION 

CARACTERISTICA 

REACCION 

Catalasa 

V 

Glucosa 

+ 

Acetoma (VP) 

+ 

Sacarosa 

+ 

Hidrolisis de gelatina 

+ 

Fructosa 

+ 

Desarrollo en condiciones anaerobias 

+ 

Salicina 

+ 

Desarrollo en agar nutritivo con 5% de NaCl 

- 

Manosa 

V 

Coagulasa 

- 

Trehalosa 

V 

Fosfatasa alcalina 

- 

Manitol 

- 



Sorbitol 

- 


+: reaccion positiva; reaccion negativa: V: reaccidn variable. 
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tificacion. Esto es valido en especial en referencia a los micro- 
organismos coagulasa negatives. Muchos laboratories ban 
adoptado procedimientos rapidos para coagulasa (pruebas del 
latex o hemaglutinacion), de manera que pruebas pueden reali- 
zarse de mode rapido en las colonias que “parezean” estafilo¬ 
cocos y scan catalasa positivas. Si las colonias son coagulasa 
positivas, el microorganismo se identifica como S. aureus. Para 
aislamientos que son coagulasa negatives, se puede realizar 
una prueba de disco de bacitracina o furazolidona, o la prueba 
de oxidasa modiflcada para diferenciar estafilococos coagulasa 
negatives de Micrococcus y especies relacionadas. Los aisla¬ 
mientos estafilococicos significativos de cultivos urinarios 
tambien deben probarse para la sensibilidad a la novobiocina 
para la identificacion presuntiva de S. saprophyticus. La iden- 
tificacion completa de especie que utilice un metodo comercial 
o el procedimiento de referencia debe estar reservada para ais¬ 
lamientos significativos desde el punto de vista clmico. Estos 
pueden incluir cepas que ban side aisladas en multiples bemo- 
cultivos, en cateteres intravenosos infectados (donde el paciente 
puede tener el mismo aislamiento en multiples bemocultivos), o 
en otros sitios normalmente esteriles donde se ba aislado en for¬ 
ma repetida el mismo estafilococo coagulasa negativo. Las 
decisiones que implican identificaciones adicionales de estos 
microorganismos deben ser tomadas en cada caso con el apor- 
te tanto del laboratorio como de los medicos a cargo del cuida- 
do del paciente. 
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Cocos grampositivos 



Parte II: Estreptococos, enterococos 
y bacterlas “similares 
a Streptococcus’ 


Caracteristicas generates 
de los estreptococos 

Estreptococos p-hemoliticos 
del grupo A {Streptococcus 
pyogenes) 

Factores de virulencia 
Importancia clinica 

Estreptococos p-hemoliticos 
del grupo B [Streptococcus 
agalactiae) 

Factores de virulencia 
Importancia cimica 

Estreptococos B-hemoliticos 
de los grupos C y G 

Estreptococos p-hemoliticos 
del grupo F 

Otros estreptococos del grupo 
de “cocos pidgenos” 

Streptococcus pneumoniae 
Factores de virulencia 
Vacunas antineumocdcicas 
Importancia cimica 

Estreptococos viridans 

Grupo anginoso: Streptococcus 
anginosus, Streptococcus 
constellatusy Streptococcus 
intermedius 


Estreptococos del grupo D: 
el “complejo Streptococcus 
bovis/Streptococcus equinu^’ 
y especies relacionadas 

Streptococcus suis 

Otros estreptococos viridans 
aislados en animates 

Otros estreptococos 

Especies de Enterococcus 

Taxonomfa 
Factores de virulencia 
Importancia cimica 
Genera Melissococcus 

Bacterias “similares 
a Streptococcus" 

Especies de Abiotrophia 
y de Granulicatella 

Especies de Aerococcus 
y de Helcococcus 

Especies de Leuconostoc 

Especies de Pediococcus 
y de Tetragenococcus 

Especies de Gemella 
Especies de Vagococcus 
Especies de Alloiococcus 
Especies de Globicatella 
Especies de Facklamia 

Especies de Dolosigranulum, 
Ignavigranumy Dolosicoccus 
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Especies de Eremococcus 
Genero Lactococcus 

Aislamiento e identificacion de estreptococos 
y bacterias “similares a Streptococcus^' 

Frotis directos con tincion de Gram 
Medios de cultivo 
Hemolisis en agar sangre 

Tecnicas de deteccion directa diferentes del cultivo para 
estreptococos p-hemoliticos del grupo A en muestras 
farmgeas 

Tecnicas de deteccion directa diferentes del cultivo para 
estreptococos p-hemoliticos del grupo B y Streptococcus 
pneumoniae 

Morfologia de las colonias y prueba de la catalasa 

Reconocimiento y caracterizacion preliminar de ios 
estreptococos y las bacterias “similares a Streptococcus!' 

Identificacion presuntiva de estreptococos 
Sensibilidad a la bacitracina 
Sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol 
Prueba CAMP y produccion de pigmento 
Hidrolisis de hipurato de sodio 
Prueba de bilis esculina 

Prueba de tolerancia a la sal (caldo de NaCI al 6,5%) 

Prueba de la leucina aminopeptidasa (LAP) 

Prueba de la pirrolidonil arllamidasa (PYR) 

Sensibilidad a la optoquina 
Prueba de solubilidad en bilis 

Pruebas comerciales de identificacion presuntiva 
Identificacion serologica de estreptococos (3-hemoliticos 
Prueba de la precipitina capilar 
Coaglutinacion 


L os estreptococos, los enterococos y las bacterias simi¬ 
lares a Streptococcus son bacterias grampositivas, 
catalasa negativas que tienden a crecer en pares y en 
cadenas. La deteccion de las enzimas citocromo con la prueba 
de catalasa distingue a los miembros de distintos grupos de es¬ 
pecies de micrococos y estafilococos (catalasa positives) de los 
estreptococos, enterococos y bacterias “similares a Strepto¬ 
coccus". que son catalasa negativos. Como sucede con otros 
grupos de microbios, la clasificacidn y la taxonorrua de los 
estreptococos y las bacterias similares a Streptococcus ban 
cambiado radicalmente con las descripciones de varies generos 
nuevos de cocos catalasa negativos. Estos cambios tienen una 
importancia que excede lo academico para los microbiologos 
clmicos ya que, a medida que se avanza en el siglo XXI, se ais- 
lan cada vez con mas frecuencia microorganismos pertenecien- 
tes a estos grupos en infecciones humanas que antes eran infre- 
cuentes y, aunque se investiga activamente, aun se desconoce el 


Aglutinacidn del Idtex 

Identificacion serologica de Streptococcus pneumoniae 

Caracteristicas bioqufmicas para la identificacion 
de estreptococos agrupables 

Identificacion de estreptococos viridans 
Grupo Sanguis 
Grupo Mills 
Grupo Mutans 
Grupo Salivarius 
Grupo Anginosus 
Grupo Bovis 
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Identificacion de especies de Abiotrophiay Granulicatelia 
Identificacion de especies de Aerococcusy Helcococcus 

Identificacion de especies de Leuconostoc, Pediococcus 
y Tetragenococcus 

Identificacion de especies de Gemella 
Identificacion de especies de Vagococcus 

Identificacion de especies de Alloiococcus, Globicateila, 
Fackiamia, Dolosigranulum, Ignavigranum y Dolosicoccus 

Identificacion de especies de Lactococcus 

Sistemas comerciales para la identificacion 
de estreptococos, enterococos y bacterias “similares 
a Streptococcus!' seleccionadas 

API Rapid Strep 

Sistema de identificacion para grampositivos BBL Crystal 
Rapid ID 32 Strep 
RapID SIR 

Tarjeta de identificacion para grampositivos Vitek (GPI) 

Panel combinado de valor crttico para grampositivos de Microscan 


potencial patogenico de las especies viejas y de las recien des¬ 
ert tas. 

La aplicacidn de metodos taxonomicos moleculares y la des- 
cripcion de varies generos nuevos de cocos grampositivos cata¬ 
lasa negativos ban conducido a una reorganizacion compleja de 
la taxonomia de los estreptococos en comparacion con la publi- 
cada en la edicion de 1984 del Manual de Bacteriologia Siste- 
mdtica de Bergey. En un principio se utilizaban los metodos 
moleculares como hibridacidn de DNA-DNA, hibridacion de 
DNA-RNA ribosomico (rRNA) y secuenciacion de rRNA de 
subunidades pequenas (16S) para validar la division de la fami- 
lia Streptococcaceae en los generos Streptococcus, Entero¬ 
coccus y Lactococcus, y no se los ha aplicado a los estreptoco¬ 
cos viridans recientemente descritos, enterococos y otras cepas 
catalasa negativas para determinar sus relaciones con estos tres 
generos.En la nueva edicion del Manual de Bergey, los 
cocos grampositivos catalasa negativos de origen humano se 
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clasifican en seis familias en el orden propuesto “Lactoba- 
ciUales” y una familia en el orden Bacillales; ambos estan en la 
clase ’Bacilos” en el filo Firmicutes (recuadro 13-1). El genero 
Streptococcus, que contiene los patogenos humanos mas impor- 
lantes. puede ser dividido operacionalmente en siete grupos, 
como se muestra en el recuadro 13-2. 

Con la descripcion de varios generos y especies nuevas de 
cocos grampositivos, catalasa negativos en la ultima decada, se 
debe agregar una nota en relacion con los nombres bacterianos 
uiilizados en este capitulo. En general, los taxonomistas Bacte- 
nanos siguen las reglas para nombrar las bacterias como se 
describen en el Codigo Intemacional de Nomenclatura bacte- 
nana (International Code of Nomenclature of Bacteria), pero 
con el paso de los anos algunos nombres de bacterias que apa- 
recen en la bibliografia son gramaticalmente incorrectos en 
relacion con el Codigo Intemacional, como sucede con los 
nombres de las especies de uso corniin para cuatro estreptoco¬ 
cos viridans -5. sanguis, S. crista, S. parasanguis y S. rattus- 
que deben modificarse a S. sanguinis, S. cristatus, S. parasan- 
guinis y S. ratti. Sin embargo, otra regia del Codigo 
Intemacional establece que la libertad para “corregir” un nom- 
bre bacteriano se debe utilizar con precaucion y se debe reser- 
\ar para evitar la confusion. Si bien se ban propuesto estos 
Cambios en la nomenclatura gramatical, otros autores reco- 
mendaron la conservacion de los nombres “gramaticalmente 
incorrectos” familiares mas antiguos, conducta que se ha adop- 
tado^^^ en este capitulo en gran parte para evitar confusiones. 


Caracteristicas generales de los estreptococos 

Los estreptococos son anaerobios facultativos, aunque algu- 
nas cepas crecen mejor en condiciones anaerobias. Si bien casi 
todas las especies crecen en el aire, el crecimiento de la mayo- 
ria de ellas es estimulado por un aumento del CO^. Los estrep¬ 
tococos, los enterococos y los aerococos de importancia clmica 
son homofermentadores, lo que significa que el unico pro- 
ducto de la fermentacion de la glucosa es el acido lactico sin 
produccion de gas. Los estreptococos tambien son catalasa 
negativos y oxidasa negativos, propiedad que, junto con la tin- 
cion de Gram, diferencia los estreptococos de las especies de 
Neisseria. Los miembros del genero Streptococcus crecen 
caracteristicamente en cadenas (o cadenas de diplococos) 
cuando lo hacen en medios de caldo. Esta caracteristica es 
compartida con los enterococos, los lactococos y algunos gene¬ 
ros recien reconocidos o propuestos (especies de Leuconostoc, 
especies de Vagococcus y especies de Globicatella). Otras bac¬ 
terias similares a Streptococcus (aerococos, especies de 
Alloiococcus, especies de Gemella, especies de Pediococcus, 


especies de Tetragenococcus y especies de Helcoccus) crecen 
como pares o tetradas en caldo. La disposicion celular se eva- 
lua mejor mediante la tincion de Gram de un cultivo del micro- 
organismo que crece en caldo de tioglicolato. Cuando se utili- 
za este caldo se debe fijar el preparado del frotis en metanol 
despues de la desecacion por aire, en lugar de fijarse con calor, 
para evitr que las bacterias “desaparezcan” del portaobjetos 
durante el proceso de tincion. 

La composicion de la pared celular de los estreptococos es 
similar a la de otras bacterias grampositivas, que estan com- 
puestas principalmente por peptidoglucano, en el cual estan 
introducidos distintos hidratos de carbono, acidos teicoicos, 
lipoprotemas y antfgenos proteicos de superficie (vease cap. 5). 
Algunas especies de estreptococos pueden ser clasificadas 
desde el punto de vista serologico sobre la base de los antfgenos 
de la superficie celular constituidos por hidratos de carbono. El 
trabajo pionero de Rebecca Lancefield establecio el sistema de 
grupos que lleva su nombre para los estreptococos P-hemolfti- 
cos.^^^ Los antfgenos detectados en el sistema de grupos de 
Lancefield son polisac^idos de la pared celular (como en los 
estreptococos humanos grupos A, B, C, F y G) o son acidos 
lipoteicoicos de la pared celular (estreptococos del grupo D y 
especies de Enterococcus). A1 principio, estos antfgenos de la 
pared celular eran extrafdos con acido hidroclorico o nitroso 
diluido, formamida o mediante tratamiento con autoclave, y se 
determinaron los grupos por las reacciones de las precipitinas 
capilares. Los sistemas comerciales para la determinacion de 
grupos de estreptococos utilizan tecnicas de extraccion enzi- 
matica y coaglutinacion o aglutinacion de partfculas del latex 
para detectar antfgenos. Otros estreptococos, sobre todo los 
miembros de los grupos de los estreptococos viridans no tienen 
ninguno de los antfgenos de la pared celular que determinan los 
grupos de Lancefield, aunque algunas cepas pueden tener antf¬ 
genos similares que daran reacciones cruzadas con anticuerpos 
especfficos de grupos de estreptococos P-hemolfticos. Los 
estreptococos viridans bien estudiados, como el microorganis- 
mo cariogenico S. mutans, han sido divididos en serotipos 
segun los carbohidratos antigenicos de su propia pared celular. 
Mas tarde, los distintos serotipos de S. mutans fueron elevados 
al estado de especie y comprenden ahora el “grupo mutans” de 
los estreptococos bucales. 


Estreptococos ^-hemollticos del grupo A 
(Streptococcus pyogenes) 

Factores de virulencia 

Los estreptococos patogenos tienen varias caracteristicas 
que contribuyen a su virulencia. Los mecanismos de virulencia 


Recuadro 13-1 

Clasificacion de los estreptococos. Enterococos y bacterias ‘'similares a Streptococcus"’ del Dominio 

Bacteria, filo Firmicutes, clase "Bacilli” 

Orden 

Familia 

Genero 

Bacillales 

“Staphylococcaceae” 

Gemella 

'*Lactobacillales” 

“Lactobacillaceae” 

Pediococcus 


"Aerococcaceae” 

Aerococcus, Abiotrophia, Dolosicoccus. Eremococcus, Facklamia. Globicatella, Ignavigranum 


“Camobacteriaceae” 

Alloiococcus, Dolosigranulum 


“Enterococcaceae” 

Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus, Vagococcus 


“Leuconostocaceae” 

leuconostoc. Oenococcus, Weissella 


Streptococcaceae 

Streptococcus, Lactococcus 
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Recuadro 13*2 Grupos de especies de estreptococos sobre la base del analisis de secuencia de rRNA de subunidades 
pequeflas 

Grupo 

Nombre del grupo 

Miembros del grupo (grupo[s] de Lancefield) 

Habitats 

I 

Grupo piogeno 

S. pyogenes (estreptococos p-hemoliticos del grupo A) 

Seres humanos 



S. agalactiae (estreptococos p-hemoliticos del grupo B) 

Seres humanos 



5. equi subespecie equi (estreptococos p-hemoliticos del grupo C) 

Caballos, burros 



S. equi subespecie zooepidemicus (estreptococos p-hemoliticos del grupo C) Muchos animales 



S. dysgalactiae subespecie dystalactiae (estreptococos p-hemoliticos de los 

Cerdos, ganado bovino 



grupos C y L) 




S. dysgalactiae subespecie equisimilis (estreptococos p-hemoliticos de los 

Seres humanos 



grupos C y G) 




S. canis (estreptococos de los grupos G, L y M) 

Muchos animales 



S. iniae (designacion de grupos distintos de Lancefield) 

Delfmes de agua dulce 



S. porcinus (estreptococos grupos E, P. U y V) 

Cerdos, seres humanos 



S. phocae (estreptococos grupos C, F o no agrupables) 

Focas 



S. didelphis (sin grupo) 

Zarigueyas 



S. urinal is (sin grupo) 

Seres humanos 

II 

Grupo Sanguis 

S. sanguis (S. sanguinis) (3 biotipos) 

Seres humanos 



S. parasanguis (S. parasanguinis) 

Seres humanos 



S. gordonii 

Seres humanos 



S. sinensis 

Seres humanos 

III 

Grupo Mitis 

S. mitis 

Seres humanos 



S. oralis 

Seres humanos 



S. crista (S. cristatus) 

Seres humanos 



S. peroris 

Seres humanos 



S. infantis 

Seres humanos 



S. australis 

Seres humanos 



S. oUgofermentans 

Seres humanos 

IV 

Grupo Mutans 

S. mutans 

Seres humanos 



S. sobrinus 

Seres humanos 



S. cricetus 

Hamsters, ratas (seres humanos) 



S. downei 

Monos 



S. rattus (S. ratti) 

Ratas, seres humanos 



S. macacae 

Monos 



S. ferus 

Ratas 

V 

Grupo Salivarius 

S. salivarius 

Seres humanos 



S. vestibularis 

Seres humanos 



S. infantarius 

Seres humanos 



S. thermophilus 

Productos lacteos 



S. hyointestinalis 

Hembras porcinas 

VI 

Grupo Anginosus 

S. constellatus, subespecies 

Seres humanos 



S. anginosus 

Seres humanos 



S. intermedius 

Seres humanos 

VII 

Grupo Bovis 

S. bovis/S. equinus 

Ganado bovino, caballos 



S. gallolyticus subespecie gallolyticus {S. bovis I) 

Seres humanos, ganado bovino, koalas, osos 



S. gallolyticus subespecie pasteurianus (S. bovis 11.2) (“5'. pasteurianus'') 

Seres humanos 



S. gallolyticus subespecie macedoniciis {S. macedonicus, S. waius) 

Ambiental (quesos) 



S. infantarius subespecie infantarius (5. bovis II. I) 

Seres humanos, ganado bovino 



S. infantarius subespecie coli (“5. lutetiensis") 

Seres humanos 



S. alactolyticus 

Cerdos, perros, polios 



S, suis (grupos R. S, T) 

Cerdos, ganado bovino, seres humanos 


Otros 

S. uberis/parauberis (Grupo E o no agrupable) 

Ganado bovino 



S. hyointestinalis 

Cerdos 



S. hyovaginalis 

Cerdos 



S. thoraltensis 

Cerdos 



S. pluranimalium 

Ganado bovino, ovejas, gatos, canarios 



S. uberis/parauberis (Grupo E o no agrupable) 

Ganado bovino 



S. enrericus 

Ganado bovino 



S. ovis 

Ovejas 



S. gallinaceus 

Polios 



S. minor 

Perros, gatos, ganado bovino 
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de los estreptococos p-hemoliticos del grupo A (S. pyogenes), 
en particular, han sido estudiados en forma extensa. Este 
microorganismo sigue siendo un patogeno humano extremada- 
mente importante cuyos unicos reservorios conocidos en la 
naturaleza son la piel y las mucosas de los seres humanos. En 
los Estados Unidos, las infecciones por estreptococos del grupo 
A ocurren con una tasa anual de unos 3,5 casos por 100 000 
habitantes, lo que conduce a mas de 9 600 casos y 1 100 a 1 
300 muertes por ano.^^"^ Ademas de las infecciones agudas, los 
estreptococos del grupo A se han asociado con dos secuelas no 
supuradas -fiebre reumatica aguda y glomerulonefritis poses- 
treptococica aguda- que siguen ocurriendo, sobre todo en los 
paises en vias de desarrollo. 

La pared celular de los estreptococos p-hemoliticos del 
grupo A consiste en un peptidoglucano grueso junto con acidos 
lipoteicoicos integrales y otras moleculas asociadas con la 
superficie, como se describe en el capitulo 5. Se cree que los 
acidos lipoteicoicos integrales desempenan un papel central en 
la promocion de la adherencia inicial de estos estreptococos a 
las celulas epiteliales farmgeas.^^'^^^ Ademas de los acidos lipo¬ 
teicoicos integrales, se describieron otras varias adhesinas de 
los estreptococos del grupo A, diversas protemas que fijan 
fibronectina, como la proteina FI (Sfbl, protema fijadora de fi- 
bronectina de los estreptococos), y las proteinas F2 (Sbfll), 
FPB54 y Estas ultimas promueven la adhe¬ 

rencia tanto al tipo celular fanngeo como cutaneo. Tambien se 
cree que las protemas M desempenan un papel en la adheren¬ 
cia. sobre todo a los queratinocitos en la piel a traves de la inte- 
raccion con el cofactor de la membrana de los queratinocitos 
CD467^^ El principal antigeno de la pared celular del grupo A 
es un polisacarido complejo que consiste en L-ramnosa y N- 
acetil- D-glucosamina en una relacion 2:13^ El antigeno esta 
unido de forma covalente al peptidoglucano. El papel del anti¬ 
geno de grupo de la pared celular como factor de virulencia se 
desconoce, aunque el material peptidoglucano propiamente 
dicho tiene actividad biologica, que incluye la induccion de fie¬ 
bre. necrosis dermica y cardiaca en animates, lisis de eritroci- 
tos y plaquetas, y aumento de la resistencia inespecifica. 

Algunas cepas del grupo A tienen una capsula de acido hia- 
luronico, un polimero lineal de alto peso molecular compuesto 
por unidades repetidas de disacaridos con uniones P(l-4) de 
acido D-glucuronico y (l-3)-p- D-A-acetilglucosamina.^®^® Este 
material es el producto de enzimas codificadas por un grupo de 
tres genes que consiste en hasA, hasB y hasC}^^ Estos tres 
genes codifican una acido hialuronico sintasa, una UDP-gluco- 
sa deshidrogenasa y una glucosa pirofosforilasa, respectiva- 
mente,’^ y se encuentran altamente conservados entre las cepas 
de estreptococos del grupo A. Es probable que las variaciones 
en el grado de expresion de los genes capsulares reflejen dife- 
rencias en la regulacion de la transcripcion genetica. Las cepas 
que tienen una expresion maxima de estos genes parecen 
mucoides cuando crecen en agar sangre de carnero.^®^^ Dos 
productos geneticos, CrsS y CrsR, parecen funcionar como un 
sistema regulador de dos componentes que es capaz de aumen- 
tar o de disminuir el grado de encapsulacion mediante una 
regulacion positiva o negativa de la expresion del gen has.^^^ 
Desde el punto de vista quimico, este material capsular es 
indistinguible de la sustancia fundamental del tejido conectivo, 
lo que puede explicar la falta de inmunogenicidad de esta sus¬ 
tancia en el huesped infectado. In vitro, la produccion de la 
capsula es maxima durante el crecimiento logaritmico y los 
microorganismos eliminan sus capsulas a medida que entran en 
la fase estacionaria de crecimiento; es probable que esta perdi- 
da se deba a la elaboracion de hialuronidasa durante las ulti¬ 


mas etapas de la fase de crecimiento logaritmico. La capsula de 
acido hialuronico funciona para ayudar a los microorganismos 
a resistir la destruccion de las celulas fagociticas dependiente 
del complemento. En modelos animates, se ha demostrado que 
la capsula de acido hialuronico contribuye a la capacidad de los 
estreptococos del grupo A para causar infecciones invasoras de 
los tejidos blandos,"*® asi como para adherirse a las celulas epi¬ 
teliales al modular la interaccion de la proteina M y otras mole¬ 
culas de superficie y servir como ligando al unirse al receptor 
CD44 sobre las superficies de las celulas epiteliales.®^ 

El principal factor de virulencia de Streptococcus del grupo 
A es un antigeno de la superficie celular designado proteina 
M.'®° Las proteinas M, proteinas fibrilares estables al acido, 
termoestables y labiles a la tripsina asociadas con la superficie 
externa de la pared celular, estan compuestas por dos cadenas 
polipeptidicas que forman un complejo entre ellas en una con- 
figuracion de helices a enrolladas entre si.^^^ La proteina M 
esta unida a la membrana celular, se extiende a traves de la ca- 
pa de peptidoglucano y se proyecta desde la superficie de la 
celula bacteriana (fig. La secuencia de aminoacidos y 

la estructura del extremo carboxilo terminal de la molecula se 
disponen dentro de la membrana celular y la pared celular del 
microorganismo y casi no presentan variaciones entre las 
cepas del grupo A. El extremo N se extiende mas alia de la 
superficie celular y termina con una secuencia de unos 11 resi- 
duos aminoacidos. Esta secuencia terminal varia entre las 
cepas clinicas y constituye la base para la clasificacion serolo- 
gica de Lancefield de los estreptococos del grupo A. Las cepas 
que son ricas en proteina M son resistentes a la fagocitosis y 
la destruccion intracelular por los leucocitos polimorfonuclea- 
res; las celulas que carecen de proteina M demostrable son 
facilmente fagocitadas y destruidas.^^^ Al parecer la proteina 
M ejerce sus efectos antifagociticos interfiriendo en la opsoni- 
zacion de las celulas bacterianas a traves de la via alternativa 
del complemento.^^ Las proteinas M tambien pueden formar 
complejos con fibrinogeno que luego se unen a integrinas p. 
de los neutrofilos. Esta union produce la liberacion de media- 
dores inflamatorios que inducen perdida vascular, un compo- 
nente patologico del shock toxico estreptococico."^®’ La tipifi- 
cacion serologica de M suele realizarse en extractos acidos 
calientes de estreptococos del grupo A que utilizan tecnicas de 
inmunodifusion en precipitinas capilares o gel de agarosa. Las 
cepas del grupo A expresan solo un unico antigeno tipo M y se 
han identificado 93 serotipos M diferentes utilizando estos 
me todo Lamentablemente, muchas de estas cepas no 

son tipificables desde el punto de vista serologico; no existe el 
antisuero M apropiado o es posible que la protema M de una 
cepa dada no se exprese en forma optima en las condiciones 
de cultivo.®®^ Tambien se han identificado los genes que codi¬ 
fican distintas proteinas utilizando sondas de oligonucleotidos 
que corresponden a las secuencias NH^-terminales de tipos M 
especiTicos.^^^ Estas sondas pudieron hibridarse con DNA 
genomico de cepas de estreptococos del grupo A obtenido por 
inmunotransferencia en puntos (dot blot) e identificar varios 
tipos M con mayor facilidad que los procedimientos de tipifl- 
cacion M serologicos convencionales. Ademas de la proteina 
M, algunos estreptococos tienen otras proteinas “similares a 
M” (p. ej., la protema Spa de los estreptococos del grupo A 
tipo M 18) que se ha demostrado que contribuyen a la viru¬ 
lencia y la aumentan.^^® 

La clonacion del gen de la proteina M, denominado gen 
emm, ha conducido a la expansion y la estandarizacion de la 
tipificacion emm para reemplazar el metodo serologico con- 
vencional. El sistema de tipificacion emm se realiza median- 
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Figura 13-1 Principales determinantes amigenicos conocidos sobre la superficie de los estreptococos del grupo A encapsulados virulentos. 


te el analisis de las secuencias de los residues de nucleotidos 
NH^-terminales y ha conducido a la identificacion de mas de 
124 genotipos emm reconocidos.^'*®^'*^ La definicion de una 
nueva secuencia de tipo emm se basa sobre la identificacion 
de mas de 160 bases de nucleotidos en el termino 5’ de la 
region hipervariable. Los diferentes tipos emm tendran una 
homologia de secuencia inferior al 80% con otros tipos 
El analisis de la secuencia de aminoacidos de las 
protemas M de muchos tipos tambien ha identificado porcio- 
nes de la molecula de la protema M que son comunes entre 
varios tipos de protema M; es decir, esta secuencia de amino¬ 
acidos esta altamente conservada.^^^ Los sueros de individuos 
que viven en diferentes regiones geograficas con tasas eleva- 
das de infeccion estreptococica reaccionaron con este peptido 
M conservado en un inmunoanalisis de adsorcion enzimatica 
(ELISA). Ademas, los anticuerpos dirigidos contra este pep¬ 
tido pudieron opsonizar los estreptococos pertenecientes a 
distintos tipos M. Esta porcion altamente conservada de la 
molecula de la protema M es investigada mejor como posible 
antigeno para la vacuna contra la infeccion por estreptococos 
del grupo A y la fiebre reumatica. Otras diversas protemas de 
la superficie celular relacionadas con la protema M han sido 
identificadas en los estreptococos del grupo A y los genes que 
codifican estas moleculas (p. ej., enn, mrp, arp, fcrA, protH) 
han sido agrupados como miembros de la superfamilia de 
genes emm.^^^ Al parecer, estas moleculas funcionan junto 
con las protemas M para ayudar a los microorganismos a 
resistir la fagocitosis, Estas moleculas similares a las protei- 
nas M tambien pueden unirse a varias protemas del huesped 
como plasminogeno y fibrinogeno y, a traves de esta interac- 
cion, ejercen ademas efectos antiopsonicos. Las secuencias 
de los tipos emm reconocidos pueden hallarse en Imea en 
http://www.cdc.gov/nci-dod/biotech/infotech_hp.html. 

El factor de opacidad (OF) describe otro antigeno de la 
superficie celular asociado con la protema M de los estrepto¬ 
cocos del grupo A que es un factor de virulencia posible.OF 
es una a-lipoproteinasa capaz de opacificar (volver opaco) los 
medios que contienen suero de mamifero.^"^^ Los anticuerpos 
dirigidos contra OF son especiTicos al inhibir la reaccion de 


opacidad del tipo M que la produce, de modo que se puede uti- 
lizar la opacificacion OF como reaccion de tipificacion suple- 
mentaria o complementaria. OF es producida por cepas que 
pertenecen a 29 tipos M diferentes y puede detectarse en aque- 
llos tipos M incluso cuando la reactividad especiTica del tipo M 
se pierde o es indetectable (la presencia de OF solo se asocia 
con tipos M especificos). Por lo tanto, las reacciones OF posi- 
tivas y OF negativas se asocian en forma constante con los 
tipos M especificos. OF se asocia principalmente con cepas de 
estreptococos del grupo A aisladas en infecciones de la piel.^^ 
Los estreptococos del grupo A tambien pueden tener antigenos 
T y R. Los antigenos T son antigenos estables al acido y ter- 
moestables que pueden estar limitados a un unico tipo M o pue¬ 
den ser compartidos por varios tipos M diferentes.*^ Ni el anti¬ 
geno T ni el antigeno R se asocian con virulencia y pocas veces 
se los utiliza en los sistemas de tipificacion actuates desde la 
descripcion de la tipificacion emm y OF. Ademas de estos 
metodos serologicos, los estreptococos del grupo A pueden ser 
tipificados mediante biotipificacion fenotipica con sistemas de 
identificacion comerciales, electroforesis de enzimas multilo¬ 
cus, polimorfismos de longitud de los fragmentos de restric- 
cion (RFLP), RFLP de genes rRNA (ribotipificacion) y anali¬ 
sis de DNA polimorfo amplificado aleatorio.*^'* *^^'*^’^*^’®^^ 

Los estreptococos del grupo A producen dos hemolisinas; 
estreptolisina A y estreptolisina S. La estreptoHsina O (SLO) 
es labil al oxigeno, es antigenica, es inhibida por el colesterol 
y es toxica para distintos tipos celulares, entre ellos leucocitos, 
monocitos y celulas en cultivo. Debido a su labilidad al oxige¬ 
no, SLO es principalmente responsable de la P-hemolisis que 
se observa alrededor de las colonias de la subsuperficie de los 
estreptococos del grupo A en las placas donde se vierten o en 
las regiones de corte de las placas de agar sangre de carnero 
con inoculacion en superficie. Tambien es producida por algu- 
nos estreptococos de los grupos C y G. Parece existir en dos 
formas activas, con pesos moleculares entre 50 y 70 kDA; la 
escision de estas moleculas durante la secrecion produce la 
forma completamente activa de SLO que tiene un peso mole¬ 
cular de unos 57 kDa.^^ SLO produce la formacion de poros en 
la membrana de las celulas sensibles mediante la fijacion ini- 
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cial de los monomeros de SLO al colesterol de la membrana 
celular. Esta union conduce a un cambio en la conformacion de 
la molecula que produce la congregacion de otros monomeros 
de SLO sobre la membrana.®’^ Estos agregados forman al prin- 
cipio estructuras con aspecto de arco sobre la membrana que 
por ultimo se convierten en poros completamente formados, lo 
que conduce a la lisis osmotica de la celula afectada. La SLO 
tambien induce la desgranulacion y la lisis de leucocitos poli- 
morfonucleares, inhibe la fagocitosis por los macrofagos y 
deteriora la respuesta de los linfocitos a los mitogenos; ademas 
puede estimular la produccion de citocinas.*^^ La medicion de 
los anticuerpos contra estreptolisina O (tftulos antiestreptolisi- 
na O [ASO]) en suero es util para el diagnostico retrospectivo 
de infecciones estreptococicas farmgeas recientes. La respues¬ 
ta de ASO luego de las infecciones cutaneas es mala, debido tal 
vez a la inactivacion del antigeno por el colesterol presente en 
la pieL En estos casos, los tftulos anti-DNasaB son mas confia- 
bles (vease la explicacion mas adelante). 

La estreptolisina S (SLS) es estable al oxfgeno, no antige- 
nica y, al igual que SLO, es toxica para distintos tipos celula- 
res. Existe en la forma extracelular ligada a la superficie celu¬ 
lar y en la forma intracelular, y suele estar asociada con algun 
tipo de molecula transportadora, como albumina en suero, 
RNA o a-lipoprotema. SLS, una molecula pequena que tiene 
un peso molecular de unos 1 800 daltons, es producida en can- 
tidades maxi mas durante las fases logaritmica tardfa y esta- 
cionaria temprana de crecimiento, y requiere hierro para una 
produccion maxima. Se piensa que interactua con los fos- 
folfpidos de la membrana para ejercer sus efectos toxicos. Los 
eritrocitos expuestos a SLS sufren edema, seguido de lisis debi- 
da a la interrupcion de la barrera osmotica y la perdida de iones 
desde la celula.*^ Al contrario de SLO, no se observan hendi- 
duras ni poros sobre las membranas de las celulas eritrocfticas 
afectadas mediante microscopia electronica. SLS es activa 
tanto en la hemolisis de superficie como de subsuperficie cuan- 
do los microorganismos crecen en agar sangre de camero. La 
actividad hemolftica de SLS es inhibida por las lipoproteinas 
en suero y otros fosfolfpidos simples. Al igual que SLO, SLS 
puede danar las membranas de las celulas PMN, las plaquetas 
y los organulos subcelulares internos. 

Los estreptococos del grupo A tambien producen varios pro- 
ductos ex trace lu lares; muchos de estos desempenan un papel 
real o teorico en su virulencia. Las exotoxinas pirogenas 
estreptococicas (SPE) (sobre todo SPE A y SPE B) son res- 
ponsables de la erupcion de la escarlatina y tambien de los 
principales factores de virulencia en la patogenia del sindrome 
similar al shock toxico estreptococico. Se describieron tres 
SPE inmunologicamente distintas, designadas SPE tipos A, B 
y C. y se han identificado y caracterizado los genes que las 
codifican.'^*^''^^^'^^'^'^^^’^^^^ Los genes para las exotoxinas piroge¬ 
nas estreptococicas A y C (speA y speC) son codificados sobre 
un bacteriofago lisogenico estreptococico, mientras que el gen 
para la exotoxina tipo B ispeB) es cromosomico. El gen speB 
se encuentra en todos los estreptococos del grupo A, mientras 
que los otros dos genes pueden estar presentes o no. SPE B, el 
producto del gen speB, es en realidad una enzima cisteina pro- 
teasa capaz de escindir la inmunoglobulina humana, la fibro- 
nectina. la vitronectina y otras protemas de las celulas huespe- 
des, lo que conduce a la formacion de peptidos pequenos y bio- 
logicamente activos, que incluyen interleucina-l, histamina y 
cininas.'^®® Las exotoxinas pirogenas como SPE A y SPE C 
no solo inducen fiebre, como su nombre lo indica, sino que 
tambien funcionan como superantfgenos. Los superantigenos 
son moleculas capaces de inducir proliferacion de los linfoci¬ 


tos T del huesped, independientemente de su especificidad 
antigenica, al unirse a las moleculas de clase II del complejo de 
histocompatibilidad mayor La activacion de las 

celulas T por superantigenos conduce a la liberacion masiva de 
distintas citocinas por los monocitos y los linfocitos humanos, 
que incluyen factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleuq- 
cina ip y mediadores de las celulas T, como interleucina-2 e 
interferon-y.'^'^^’'^® Estas citocinas activan las cascadas del com- 
plemento, de la coagulacion y fibrinolftica y producen perdida 
desde los capilares con el resultado de hipotension y shock, las 
manifestaciones mas graves del smdrome del shock toxico 
estreptococico. Estos superantfgenos tambien potencian la res¬ 
puesta del huesped a pequehas cantidades de endotoxina de 
gramnegativos por un factor mayor de 100 000 veces y tienen 
efectos toxicos directos sobre las celulas endoteliales que revis- 
ten los capilares. Las exotoxinas pirogenas estreptococicas tie¬ 
nen pesos moleculares de 25 a 28 kDa y contienen sitios de 
union a los receptores de las celulas T y de union a las mole¬ 
culas de clase II del CMH, mas un sitio de union al cine que 
funciona mediando la union de las moleculas de clase II a la 
exotoxina. Ademas de SPE A, B y C, se han identificado a par- 
tir de estudios de secuenciacion de distintas cepas de estrepto¬ 
cocos del grupo A otras exotoxinas pirogenas (p. ej., SSA 
[superantfgeno estreptococico], SPE D, SPE F MF [factor 
mitogenico), SMEZ-I, SMEZ-2, SpeG-SpeL) y sus loci gene- 
ticos (p. ej., speG, speH, 693 . 730 , 789 , 802 , 909,982 produccion 
de estos superantfgenos varfa entre las cepas de estreptococos 
que pertenecen a diferentes tipos M o emm. Ademas de los 
estreptococos del grupo A, distintos genes de los superantfge¬ 
nos estreptococicos (p. ej., ssa, speM, smeZ) se encuentran en 
algunos estreptococos p-hemolfticos de los grupos C y G (S. 
dysgalactiae subespecie equisimilis y S. canis)}^ 

Los estreptococos p-hemolfticos del grupo A tambien pro¬ 
ducen otros distintos productos que contribuyen a la virulencia. 
Como se menciono, SPE B es en realidad una C5a peptidasa 
que esta unida a la superficie celular. Se piensa que esta mole¬ 
cula contribuye a la enfermedad debido en gran parte a su acti¬ 
vidad de peptidasa mas que como superantfgeno funcionante. 
La C5a peptidasa escinde e inactiva C5a, el componente qui- 
miotactico del complemento, lo que conduce a la limitacion del 
reclutamiento y la quimiotaxis de los leucocitos polimorfonu- 
cleares.^^^ Estos microorganismos tambien producen cuatro 
desoxirribonucleasas inmunologica y electroforeticamente 
diferentes, designadas DNasa A, B, C y D. Los anticuerpos 
contra la DNasa B (anti-DNasa B) son utiles, junto con los tftu¬ 
los de ASO, para la documentacion serologica de infecciones 
farmgeas o cutaneas previas por estreptococos del grupo A. La 
hialuronidasa producida por estreptococos del grupo A despo- 
limeriza la sustancia fundamental del tejido conectivo, lo que 
conduce a la propagacion por contiguidad del microorganis- 
mo. Las estreptocinasas producidas por estos estreptococos 
hidrolizan los coagulos de fibrina y pueden funcionar en la 
virulencia al evitar la formacion de las barreras de fibrina en 
la periferia de las lesiones estreptococicas que se propagan. La 
contribucion de estas enzimas y toxinas a la infeccion es 
incierta. Muchos de estos factores son producidos tambien por 
otros estreptococos P-hemolfticos. Las cepas de Streptococcus 
grupo A M-1 y algunos otros tipos M producen una protema 
denominada SIC que inhibe al complemento al quedar incor- 
porada en el complejo de ataque de membrana del comple¬ 
mento (C5b-C9), inhibiendo asf la lisis de la celula diana.*'* Se 
puede utilizar el polimorfismo en el gen sic para caracterizar 
las cepas M-1 que pueden estar ligadas desde el punto del vista 
epidemiologico."*^^ 
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Importancia cimica 

Los seres humanos constituyen el reservorio natural de los 
estreptococos (i-hemoliticos del grupo A, y el microorganismo 
es transmitido de una persona a otra por la via respiratoria. La 
infeccion mas frecuente causada por estos estreptococos es la 
faringitis estreptococica. La mayoria de los casos de faringitis 
se observan en ninos de edad escolar (5 a 15 anos) durante el 
inviemo o la primavera. Luego de un periodo de incubacion ini- 
cial de 2 a 4 dias, el inicio suele ser subito, con fiebre, odinofa- 
gia, cefalea, malestar general y dolor abdominal. La porcion 
posterior de la faringe suele estar inflamada y tumefacta, y se 
puede presentar un exudado bianco grisaceo sobre las amigda- 
las. Los ganglios linfaticos cervicales anteriores habitualmente 
son dolorosos a la palpacion y estan tumefactos. La presencia de 
rinorrea, disfonia, tos o diarrea habla en contra de una infeccion 
por estreptococos del grupo A; en cambio sugiere una etiologfa 
viral o por micoplasmas.^^ La infeccion por cepas que elabo- 
ran las exotoxinas pirogenas A, B o C tambien puede producir 
una erupcion escarlatiniforme (escarlatina clasica). Las compli- 
caciones de la faringitis por estreptococos del grupo A pueden 
ser supuradas (absceso periamigdalino, absceso retrofaringeo, 
adenitis cervical supurada, otitis media, sinusitis, mastoiditis, 
bacteriemia), no supuradas (fiebre reumatica aguda y cronica, 
glomerulonefritis) o mediadas por loxinas (smdrome similar al 
shock toxico estreptococico).®^^'®^® En ausencia de complicacio- 
nes, la faringitis estreptococica es autolimitada. Sin embargo, 
casi siempre se la trata (en condiciones ideales, cultivo seguido 
de tratamiento antibiotico). Alrededor del 15% de los individuos 
con faringitis estreptococica pueden convertirse en portadores 
asintomaticos de los microorganismos luego del tratamiento.’^ 
En la actualidad, las recomendaciones para el tratamiento de la 
faringitis estreptococica son penicilina V por via oral (nihos, 
250 mg dos o tres veces por dia: adolescentes y adultos, 250 mg 
tres o cuatro veces por dia: adolescentes y adultos, 500 mg dos 
veces por dia) durante 10 dias, o penicilina G benzatmica intra¬ 
muscular (600 000 a 1,2 millones de unidades).^® La eritroijiici- 
na (dosificacion dependiente de la formula utilizada) es una 
alternativa apropiada para los pacientes alergicos a la penicilina. 
Aunque se ha comunicado una resistencia importante a los 
macrolidos entre los estreptococos del grupo A en varios paises 
(p. ej., Australia, Finlandia, Canada, Hawai, Japon, Italia, 
Finlandia, Grecia, Pilipinas, Suecia), se ha demostrado que 
menos del 5% de las cepas son resistentes a la eritromici- 
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del grupo A siguen siendo altamente sensibles a la penicilina G. 
En los pacientes que estan infectados por estreptococos del 
grupo A resistentes a la eritromicina y que no pueden tolerar los 
agentes p-lactamicos, tambien se puede uiilizar clindamicina.^* 

Ademas de la faringitis, los estreptococos p-hemoliticos del 
grupo A causan distintas infecciones cutaneas superficiales, 
entre ellas impetigo, erisipela, celulitis, sepsis puerperal e 
infecciones posparto. El impetigo suele ocurrir en ninos de 5 a 
15 anos y se caracteriza por la aparicion de lesiones vesicula- 
res que evolucionan a pustulas,’^^ las cuales se abren en los 5 a 
7 dias siguientes para formar costras gruesas. En general, las 
lesiones de impetigo estan sobre los miembros inferiores y 
tambien pueden involucrar otros patogenos, como Staphylo¬ 
coccus aureus. Como mencionamos, la infeccion cutanea por 
cepas de estreptococos del grupo A nefritogenicas puede dar 
origen a una glomerulonefritis posestreptococica (vease mas 
adelante). La erisipela es una infeccion aguda asociada con la 
afectacion de los tejidos blandos y los linfaticos cutaneos y 
conduce a evidencia sistemica de infeccion, que incluye fiebre. 


Las lesiones se presentan como areas de edema y eritema que 
se propagan con rapidez, tienen un margen elevado y bien 
demarcado, se localizan casi siempre sobre el rostro y los 
pacientes suelen tener faringitis estreptococica asociada (vease 
lamina en color 13-lA).^^^ La celulitis es muchas veces el 
resultado de una infeccion estreptococica de lesiones previas, 
como heridas, quemaduras o incisiones quirurgicas. Esta infec¬ 
cion se presenta como un proceso inflamatorio que se propaga 
y puede afectar grandes areas de la piel y los tejidos subcuta- 
neos, junto con fiebre, escalofrios, linfangitis y, en ocasiones, 
bacteriemia, y suele observarse en los consumidores de drogas 
intravenosas.^^^ La sepsis puerperal se observa en las mujeres 
luego de un parto o un aborto. Los microorganismos que colo- 
nizan el aparato genital o que provienen del personal obstetri- 
co invaden los genitales internos y causan endometritis, linfan¬ 
gitis, bacteriemia, fascitis necrosante y smdrome del shock 
toxico estreptococico.^^’"^^^ La infeccion genital puede compli- 
carse con celulitis pelviana, peritonitis y formacion de absce- 
sos. Tambien se observo la transmision intraparto de estrepto¬ 
cocos del grupo A, lo que conduce a una enfermedad grave y a 
menudo mortal en el neonato.^^^ La afectacion perinatal produ¬ 
ce mortinatos, septicemia, ictericia y celulitis. 

En el tratamiento de la faringitis por estreptococos del grupo 
A es importante considerar las complicaciones ‘‘no supurati- 
vas” y bien estudiadas de las infecciones por estreptococos del 
grupo A, es decir, la fiebre reumatica aguda y la glomerulone- 
fritis.^^’^^^’^^^ La fiebre reumatica aguda se asocia con una 
faringitis previa por estreptococos del grupo A, mientras que la 
glomerulonefritis se relaciona con una infeccion farmgea o 
cutanea previa por el microorganismo. La fiebre reumatica 
aguda es una colagenopatia multisistemica tardia caracterizada 
por las manifestaciones mayores de carditis, poliartritis, nodu- 
los subcutaneos, eritema marginado y corea, que comienza 2 a 
5 semanas despues de la faringitis estreptococica.^^ Las infec¬ 
ciones cutaneas por estreptococos del grupo A no desencade- 
nan fiebre reumatica aguda. En general, la patologi'a cardiaca 
afecta el endocardio, el miocardio, el pericardio y, mas a menu¬ 
do, la valvula mitral; se manifiesta clinicamente como soplos 
cardiacos caracteristicos, cardiomegalia, insuficiencia cardiaca 
congestiva o, pocas veces, paro cardiaco intratable y muerte. 
En general, la artritis es migratoria, afecta multiples articula- 
ciones (sobre todo rodillas, codos, tobillos y munecas) y se 
resuelve en forma espontanea. Aparecen nodulos subcutaneos 
firmes e indoloros al mismo tiempo que la carditis y suelen 
hallarse sobre las extremidades cerca de areas oseas de los pies 
y las manos. Las lesiones del eritema marginado son erupcio- 
nes eritematosas con hordes rojos, elevados y serpinginosos y 
areas centrales de resolucion que suelen aparecer sobre el tron- 
co, los brazos y las piemas. La corea es una manifestacion neu- 
rologica caracterizada por espasmos musculares, incoordina- 
cion y debilidad muscular que aparecen durante la fiebre reu¬ 
matica aguda o despues de varios meses. En general, las mani¬ 
festaciones agudas de la fiebre reumatica duran 3 a 6 meses. El 
diagnostico diferencial es amplio debido a las manifestaciones 
proteiformes del smdrome e incluye artritis reumatoide, lupus 
eritematoso sistemico, drepanocitosis, rubeola, artritis septica, 
infeccion gonococica diseminada, enfermedad de Lyme, endo¬ 
carditis bacteriana y miocarditis. Los hallazgos de laboratorio 
son eritrosedimentacion elevada, protema C reactiva elevada y 
deteccion de una infeccion estreptococica previa, demostrada 
por un cultivo de fauces positivo o una prueba di recta de anti- 
genos positiva para estreptococos del grupo A o por los titulos 
elevados o crecientes de anticuerpos antiestreptococicos (p. ej., 
ASO, anti-DNasaB, antihialuronidasa).^"^^ Una unica prueba de 



Estreptococos p-hemoliticos del grupo A (Streptococcus pyogenes) 647 


anticueq)os antiestreptococicos positiva no es diagnoslica de 
fiebre reumatica aguda, de modo que se recomienda realizar las 
ires pruebas de anticuerpos especificos si hay alia sospecha de 
enfermedad. El tratamiento consiste en analgesicos, salicilatos 
y corticosteroides para la fiebre y la inflamacion y las medidas 
correspondientes para evitar la insuficiencia cardiaca.^^ 

La glomerulonefritis aguda es una enfermedad inflamato- 
ria del glomerulo renal que se asocia con lesiones glomerulares 
difusas, hipertension, hematuria y proteinuria.^^ Las tecnicas de 
inmunofluorescencia permiten comprobar que las lesiones glo¬ 
merulares contienen depositos de componentes del comple- 
mento (sobre todo C3), properdina e inmunoglobulinas.^^^’^^^ Si 
bien la aparicion de la fiebre reumatica puede darse 1 a 5 sema- 
nas despues de la faringitis estreptococica, la instalacion de una 
glomerulonefritis puede ocurrir tan solo 10 dias despues de la 
faringitis o despues de 3 a 6 semanas de las infecciones cuta- 
neas.^* Chnicamente, la enfermedad se caracteriza por malestar 
general, debilidad, anorexia, cefalea, edema y congestion cir- 
culatoria, segiin lo demuestran la hipertension y la encefalopa- 
tia. Los hallazgos de laboratorio son anemia, eritrosedimenta- 
cion elevada, disminucion de C3 y del complemento total, 
hematuria y proteinuria. El analisis de orina muestra eritroci- 
tos, leucocitos y cilindros. En general, se puede demostrar el 
antecedente de una infeccion por estreptococos del grupo A por 
el aislamiento de los microorganismos de las fauces o las lesio¬ 
nes de la piel o por la elevacion de los anticuerpos antiestrep¬ 
tococicos. Las respuestas de ASO luego de las infecciones 
cutaneas estreptococicas no estan fiablemente elevadas, y se 
deben realizar tftulos para anticuerpos anti-DNasaB y anti-hia- 
luronidasa.^^ 

Se han propuesto varias teorias vinculadas con el mecanis- 
mo por el cual los estreptococos del grupo A inducen fiebre 
reumatica aguda y glomerulonefritis.'^*****^' La mas sostenible es 
la de que los estreptococos inducen la formacion de anticuer¬ 
pos antiestreptococicos contra los antigenos capsular (acido 
hialuronico), de la pared celular (antihidratos de carbono de 
grupo, anti-M y otras proteinas asociadas) y de la membrana 
celular que dan reacciones cruzadas con distintas porciones 
antigenicas en el tejido cardiaco miocardico, endocardico y 
valvular, el sarcolema miocardico, el musculo esqueletico y las 
articulaciones. Estos estreptococos vanan en sus capacidades 
de desencadenar fiebre reumatica aguda o glomerulonefritis 
aguda, y se han identificado ahora ciertos tipos estreptococicos 
M como “reumatogenos” o '‘nefritogenos”. Las cepas de 
estreptococos P-hemoliticos del grupo A responsables de la fie¬ 
bre reumatica aguda suelen ser ricas en protema M, muestran 
una morfologfa mucoide de las colonias debido a una encapsu- 
lacion importante, suelen ser OF negativas y se asocian funda- 
mentalmente con infecciones farmgeas. Estas cepas tambien 
evocan una fuerte respuesta inmunitaria especiTica de tipo. Se 
ha mostrado que los tipos M de estreptococos del grupo A. que 
abarcan los tipos Ml, M3, M5, M16, M18, M19, M24 y algu- 
nos otros son “reumatogenos”.^^*'^^^ Se ha demostrado que los 
epitopos antigenicos de algunos de estos tipos M comparten 
determinantes de antigenicidad con el musculo cardiaco, las 
proteinas de la membrana del sarcolema y las membranas sino- 
viales.'*^’^'*^’"^®’^^^ Otros investigadores han demostrado reaccio¬ 
nes inmunitarias similares entre el antigeno polisacarido de los 
estreptococos del grupo A y ciertas glucoprotemas de las val- 
vulas cardiacas, entre el acido hialuronico de los estreptococos 
(el material capsular) y el acido hialuronico humano, y entre 
las membranas de las celulas estreptococicas y los nucleos neu- 
ronales caudado y subtalamico en el sistema nervioso central 
humano.^^’"*^^’^®^’®”^'^ Lo ultimo puede explicar el papel de la 


infeccion estreptococica precedenie en el compromiso neuro- 
logico de la fiebre reumatica aguda. Asimismo, se han identifi¬ 
cado cepas “nefritogenas" de estreptococos del grupo A que 
pertenecen a ciertos tipos M. Los tipos M M2, M49, M55, 
M57, M59, M60 y M61 se han asociado con glomerulonefritis 
luego de infecciones cutaneas, mienlras que los tipos Ml, M4, 
M12 y M25 estan implicados mas a menudo luego de infeccio¬ 
nes farmgeas. Aunque se han demostrado reacciones cruzadas 
entre cepas estreptococicas nefritogenas y tejidos renales, en 
realidad las anomalias anatomopatologicas pueden deberse al 
deposito de inmunocomplejos preformados que contienen anti¬ 
genos estreptococicos y anticuerpos del huesped en los tejidos 
glomerulares o a la union renal de productos estreptococicos 
seguida del deposito de anticuerpos para crear inmunocomple- 
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Desde finales de la Segunda Guerra Mundial, la incidencia 
de faringitis estreptococica en los Estados Unidos y Europa 
Occidental se ha mantenido bastante estable, mientras que la 
de fiebre reumatica aguda y glomerulonefritis aguda poses- 
treptococica ha disminuido en forma espectacular.^^^ Sin 
embargo, a mediados de la decada de 1980 se comunicaron 
“brotes” de fiebre reumatica en Salt Lake City, Colorado, 
California, Pensilvania, Carolina del Norte, Tennessee, 
Missouri, West Virginia, Texas, Ohio y Nueva 

En estos brotes, muchos 
individuos no recordaban haber tenido una infeccion estrepto¬ 
cocica. En tales casos y para el diagnostico de secuelas no 
supuradas, se deben realizar estudios serologicos (anticuerpos 
sericos contra la estreptolisina O, anticuerpos sericos contra la 
DNasa B, anticuerpos sericos antihialuronidasa) para la docu- 
mentacion retrospectiva de las infecciones previas por estrep¬ 
tococos del grupo A. Entre las cepas aisladas en los pacientes 
que tenian cultivos farmgeos positivos durante estos distintos 
brotes, se observe que muchas eran cepas mucoides pertene- 
cientes a los tipos M 1, 3, 5, 6 y 18; estas cepas habian sido 
aisladas con escasa frecuencia desde antes de 1985. 

Poco despues de la publicacion de estos informes de fiebre 
reumatica resurgente causada por los serotipos M reumatoge- 
nos reconocidos, se comunicaron varias infecciones invasoras 
graves por estreptococos del grupo A asociadas con un sindro- 
me similar al shock toxico en centros medicos de Europa y los 
Estados Unidos.En una de las comunicaciones 
iniciales, Stevens y cols, informaron sobre 20 pacientes de la 
region de las Montanas Rocosas que presentaron distintos tipos 
de infecciones de tejidos blandos por estos estreptococos 
(faringitis, celulitis, tromboflebitis supurada, peritonitis, fasci¬ 
tis necrosante, miometritis posparto, infeccion localizada de 
heridas) y que siguieron desarrollando otros smtomas similares 
a los hallados en pacientes con smdrome del shock toxico esta- 
filococico clasico.^^**-^^^ Estas caracteristicas clinicas incluian 
hipotension, disfuncion renal, hipoalbuminuria, trombocitope- 
nia, hipocalcemia e insuficiencia respiratoria. Todos los 
pacientes tenian cultivos positivos para estreptococos del grupo 
A, incluidos 12 enfermos con hemocultivos positivos. De los 
20 pacientes, 19 desarrollaron shock y 6 murieron como resul- 
tado de las infecciones. Es interesante senalar que 8 de las 10 
cepas de estreptococos del grupo A que estuvieron disponibles 
para el estudio ulterior produjeron exotoxina pirogena estrep¬ 
tococica A (SPE A), la toxina asociada con la escarlatina. Esto 
fue particularmente interesante porque se habian aislado pocas 
veces en los Estados Unidos desde 1976 cepas que produjeran 
SPE A. La vigilancia activa con base en el laboratorio y pobla- 
cional desde julio de 1995 a diciembre de 1999 en cinco esta¬ 
dos de los Estados Unidos permitio detectar que los tipos M 1, 
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3, 11, 12 y 28 representaban el 49,2% de las cepas en infeccio- 
nes invasoras y los tipos emm recientemente caracterizados 
representaban el 8,9% de las cepas."^^"^ 

En la actualidad el smdrome similar al shock toxico por 
estreptococos del grupo A es una entidad clinica bien recono- 
cida.^^^ En los Estados Unidos, los CDC han estimado que la 
tasa de ataque es de aproximadamente 1 caso por 100 000 habi- 
tantes, aunque pueden observarse tasas regionales altas y entre 
los muy pequenos o los muy ancianos.^^'^'^^^ Los pacientes que 
sufren infecciones invasoras por estreptococos del grupo A sue- 
len tener enfermedades comorbidas, como diabetes mellitus. 
insuficiencia cardiaca congestiva, neoplasias e inmunosupre- 
si6n7^ Alrededor del 20% de los pacientes con smdrome similar 
al shock toxico presentan prodromos de tipo viral con fiebre, 
escalofrios y mialgias. Se pueden apreciar signos de infeccion 
de los tejidos blandos, como tumefaccion, molestias a la palpa- 
cion, eritema o dolor si la infeccion primaria es cutanea. En los 
pacientes con fascitis necrosante o miositis se presenta un sin- 
drome toxico y pueden aparecer rapidamente lesiones ampo- 
llares violaceas. Los pacientes pueden sufrir una amplia varie- 
dad de manifestaciones clmicas como miocarditis, hepatitis, 
peritonitis, miocarditis, artritis septica, endoftalmitis, sepsis 
puerperal, meningitis y toxemia fulminante.^^*^ El compromiso 
pulmonar asociado con la infeccion produce cianosis, taquip- 
nea e insuficiencia respiratoria. La afectacion renal ocurre al 
comienzo del curso clmico en mas del 80% de los pacientes, 
como lo muestran las altas concentraciones de creatinina y la 
hemoglobinuria en suero. El deterioro renal suele persistir a 
pesar del tratamiento intensivo con antibioticos y liquidos 
intravenosos, y puede requerirse dialisis. Los pacientes pueden 
presentar rapidamente hipotension y en la mayoria no respon- 
den a la administrcion de albiimina y liquidos con electrolitos. 
Aparece un smdrome de dificultad respiratoria aguda en mas 
del 50% de los enfermos, que requiere intubacion y ventilacion 
mecanica. En las infecciones fulminantes y fmalmente moita- 
les, se puede observar el smdrome de Waterhouse-Friderichsen 
y coagulacion intravascular diseminada.^^^’^^^ Se presenta bac- 
teriemia por estreptococos del grupo A en alrededor del 70% de 
los pacientes. Si se observa infeccion de los tejidos blandos, 
pueden ser necesarios procedimientos quirurgicos para elimi- 
nar los tejidos infectados, desvitalizados y necroticos. Este sm¬ 
drome produce caracteristicamente shock y falla multiorganica 
poco despues del inicio de los smtomas y su tasa de mortalidad 
puede alcanzar entre el 30% y hasta mas del 80% de los 
casos.^^ El tratamiento requiere antibioticoterapia, administra- 
cion de liquidos y medidas intensivas de sosten. La clindamici- 
na tiene mayor eficacia que la penicilina y se la utiliza a menu- 
do para el tratamiento junto con aquella.^^ Se ha demostrado 
que la clindamicina inhibe la expresion de protemas M y la sm- 
tesis y exportacion de toxinas (incluidas las exotoxinas piroge- 
nas SPE A y SPE B), enzimas (p. ej., DNasa, SLO y SLS) y 
material capsular.Ciertas pruebas indican que la infu¬ 
sion de inmunoglobulina intravenosa tambien puede ser bene- 
ficiosa.^^* 

Se ha demostrado que las exotoxinas pirogenas estreptococi- 
cas (SPE) desempehan un papel importante en la patogenia del 
smdrome similar al shock toxico. Hauser y cols, examinaron 34 
cepas de estreptococos del grupo A del smdrome similar al 
shock toxico y observaron que el 54% eran tipo Ml o M3. Si 
bien el 53% produjo SPE A, el 85% contema el gen sepA que 
codifica SPE Todas las cepas contenfan el gen que codifi- 
ca SPE B (speB) y el 21% contenia el gen que codifica SPE C 
(speC). Estos investigadores llegaron a la conclusion de que 
SPE A se asociaba firmemente con estreptococos del grupo A 


capaces de provocar smdrome similar al shock toxico, aunque 
propusieron que otros factores tambien pueden estar involucra- 
dos, dado que no todas las cepas aisladas en los pacientes con 
ese smdrome contenian el gen speA. Musser y cols, examina¬ 
ron los tipos M y la presencia de genes que codifican SPE A 
(genotipo speA) y SPE C (genotipo speC) en un conjunto de 
cepas de estreptococos del grupo A de casos de faringitis ocu- 
rridos en nueve estados.Mas del 50% de las cepas que expre- 
saban el serotipo Ml o M3 hibridaron especificamente con una 
sonda para speA, lo que indico que aquellos con capacidad de 
producir enfermedad estreptococica grave estaban bien repre- 
sentadas entre las que causaban faringitis extrahospitalaria. 
Otros autores no hallaron que SPE A ni otras exotoxinas piro¬ 
genas sean similares a las exotoxinas estafilococicas ni supe- 
rantigenos capaces de inducir la liberacion de distintas ciloci- 
nas y linfocinas.^^’^^^'^^^ Por su parte, estas moleculas median 
los efectos sistemicos profundos que promueven la invasion 
sistemica rapida por los microorganismos y precipitan la afec¬ 
tacion sistemica multiorganica que caracteriza al smdro- 
me.630790 Como ya se menciono, se recomienda el tratamiento 
con clindamicina y penicilina, dado que la clindamicina es 
mucho mas potente para inhibir la smtesis de exotoxinas piro¬ 
genas (en especial SPE A y SPE B) que la penicilina.6^^ 

En forma simultanea con el reconocimiento del smdrome 
similar al shock toxico, se observaron aumentos en la inciden- 
cia de otras infecciones por estreptococos del grupo A, sobre 
todo bacteriemias, fascitis necrosante y miositis, tanto en 
poblaciones adultas como pediatricas de los Estados Unidos y 
otros paises.^'^^’^^6 principio, estas infecciones estreptococi- 
cas graves se comunicaron entre los adictos a drogas intrave- 
nosas en Filadelfia, los adultos en las areas de Denver y Los 
Angeles y los ninos en Winston-Salem, Carolina del Norte y 
Denver, Colorado.’ 6^-6Xambien se informaron casos agru- 
pados en familiares y brotes focalizados en hospitales y asi- 
los.^^^ Ademas de la bacteriemia, muchos pacientes sufrieron 
fascitis necrosante estreptococica. Esta es una infeccion de los 
tejidos subcutaneos profundos que conduce a la desvitalizacion 
y la destruccion progresivas de las aponeurosis.^^"^ La infeccion 
se inicia con eritema en el sitio de un traumatismo aparente o 
trivial, aunque tambien ocurre la siembra hematogena de 
musculo y tejido blando subcutaneos. En los ninos, suele aso- 
ciarse con una infeccion estreptococica de lesiones de varicela 
en individuos antes sanos.^’^ La infeccion se desarrolla y se pro- 
paga con rapidez de modo que en las siguientes 24 a 72 horas 
los tejidos cambian de color desde un tinte rojo eritemaloso 
hasta un azul profundo o violaceo, con la formacion de lesio¬ 
nes ampollares que contienen liquido serosanguinolento. En 
este punto, los tejidos se vuelven gangrenosos y el tejido des- 
vitalizado se esfacela para poner en evidencia la necrosis 
extensa del tejido subcutaneo.3^’ La infeccion se propaga con 
rapidez a lo largo de los pianos aponeuroticos para afectar los 
tejidos blandos y los musculos, y conduce a miositis y mione- 
crosis.^^’’^^6.1031 Algunos estudios de resonancia magnetica son 
utiles para identificar la extension de la fascitis y el edema de 
los tejidos blandos que infiltran los pianos aponeuroticos antes 
de que se manifieste la necrosis. El paciente se torna cada vez 
mas obnubilado y estuporoso debido a un cuadro toxico fulmi- 
nante, e incluso con una cobertura antibiotica apropiada y el 
desbridamiento quirurgico extenso de los tejidos desvitaliza¬ 
dos, la mortalidad puede ser del 30% al 60%; algunas muertes 
ocurren ya a las 48 horas del inicio de los signos y los smto¬ 
mas. La afectacion muscular extensa predice un pronostico 
incluso mas ominoso, con tasas de letalidad de entre el 80% y 
el 100%. Debido a la gravedad de las infecciones y a la alta 
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mortalidad asociada con ellas, se requieren intervenciones 
medicas y quirurgicas intensivas que pueden salvar la vida de 
muchos pacientes.^'^^’^'^'^^ Con el reconocimiento de la gravedad 
de estas infecciones estreptococicas y la aparicion del smdro- 
me similar al shock toxico. Streptococcus del grupo A se ha 
vuelto a establecer como un microorganismo que debe tenerse 
en cuenta en el siglo xxi. 

Los estreptococos (i-hemoliticos del grupo A tambien pue¬ 
den causar otras infecciones, como neumoma, meningitis, oste- 
omielitis, endocarditis, peritonitis e infecciones hospitalarias. 
En general, la neumonia debida a estos estreptococos ocurre en 
huespedes debilitados por otros trastornos, entre ellos gripe u 
otras infecciones intercurrentes por virus respiratorios, enfer- 
medad pulmonar obstructiva cronica, alcoholismo y enferme- 
dad neoplasica.^^ La neumonia tambien puede formar parte de 
la presentacion clmica de las enfermedades invasoras por 
estreptococos del grupo A, como el sindrome del shock toxico 
estreptococico. La neumonia estreptococica a menudo tiene un 
inicio brusco con fiebre, escalofrios, malestar general, disnea y 
dolor toracico. Las radiografias de torax suelen mostrar infil- 
trados basales con derrame pleural. En general, el diagnostico 
se hace mediante cultivos de esputo, liquido pleural, liquido de 
empiema o sangre.^^^’®^^ El esputo suele ser purulento y tener 
estrias sanguinolentas. Las complicaciones de las infecciones 
pulmonares son sepsis, derrame pleural, empiema, neumoto- 
rax. pericarditis, mediastinitis, shock, abscesos pulmonares y 
metastasicos, bronquiectasias y osteomielitis.^^’^^^ La osteomie- 
litis se observa a menudo como una complicacion de infeccio¬ 
nes por varicela en los ninos; en los adultos, suele ocurrir como 
complicacion de la bacteriemia.^^ La meningitis debida a 
estreptococos del grupo A ocurre en alrededor del 2% de todos 
los pacientes con infeccion sistemica por estos estreptococos y 
representa del 0,2% al 1% de todos los casos de meningitis. 
Esta infeccion es similar en su presentacion a otras meningitis 
bacterianas agudas, con cefalea, fiebre, rigidez de la nuca y 
deficits neurologicos focales.^^^’^®^ Los pacientes pueden tener 
un foco de infeccion que conduce a bacteriemia, con la inva¬ 
sion ulterior de las meninges.^^^ En una revision de 41 pacien¬ 
tes adultos con esta infeccion, el 60% tenia antecedentes de oti¬ 
tis media, sinusitis, neumoma, traumatismo de craneo reciente, 
neurocirugia reciente o presencia de un dispositivo neuroqui- 
riirgico.^^"^ La endocarditis por estreptococos del grupo A es 
una infeccion rara que ocurre en lactantes, nihos y adultos. La 
endocarditis pediatrica puede asociarse con bacteriemia e 
infeccion por varicela.En general, en los adultos ocurre 
en pacientes sin antecedentes de anomalias cardiacas y se aso- 
cia con tasa alta de complicaciones, como embolias cerebrales 
u otras embolias sistemicas, artritis, discitis y osteomielitis."^^ 
Tambien se han comunicado infecciones intrahospitalarias por 
estreptococos del grupo A, habitualmente en asociacion con la 
presencia de cateteres y otros dispositivos medicos permanen- 
tes.^^° Estos estreptococos se han unido a la lista creciente de 
otros microorganismos implicados en la peritonitis asociada 
con dialisis peritoneal ambulatoria continua.^^^ 


Estreptococos ^-hemolfticos del grupo B 
(Streptococcus agalactiae) 

Factores de virulencia 

Streptococcus p-hemolitico del grupo B (S. agalactiae) con- 
tiene un antigeno del grupo de Lancefield, un polisacarido de 
la superficie celular especiTico de tipo y antigenos proteicos. El 
antigeno del grupo B esta compuesto por un polimero de ram- 


nosa-glucosamina fijado a la capa de peptidoglucano. La espe- 
cificidad de tipo es proporcionada tanto por el polisacarido 
capsular como por los antigenos proteicos. Los estreptococos 
del grupo B son siempre encapsulados y pertenecen a uno de 
nueve serotipos capsulares reconocidos, los cuales estan com- 
puestos por glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina y acido A- 
acetil-neurammico (acido sialico); la especificidad de serotipo 
esta determinada por las distintas disposiciones de estos cuatro 
componentes en cada uno de los nueve tipos capsulares. Los 
antigenos polisacaridos capsulares se designan la, Ib, II, III, 
IV, V, VII y El antigeno proteico es desig- 

nado solo con la letra c, que existe en dos formas: ca y cP. Este 
antigeno c se encuentra en todas las cepas Ib (las cepas tipo la 
carecen de la protema c), en el 60% de las cepas tipo II y pocas 
veces se encuentra en las cepas tipo III (no se han examinado 
suficientes cepas serotipos IV-VIII para detectar su presencia). 
Por lo tanto, las designaciones de los serotipos para las cepas 
que contienen antigeno c se expresan como Ib/c y II/c. La 
importancia de estos componentes capsulares como factores de 
virulencia esta demostrada tanto por datos in vitro como in 
vivo. Los anticuerpos opsonizantes contra estreptococos del 
grupo B son especiTicos de serotipo, como lo demuestran los 
estudios que utilizan leucocitos polimorfonucleares y macrofa- 
gos, y la falta de anticuerpos maternos contra estos antigenos 
es un factor de riesgo reconocido para el desarrollo de la enfer- 
medad por estreptococos del grupo B en el recien nacido.^'^* 
Aunque las tecnicas serologicas son los metodos de referen- 
cia para los determinantes de serotipos, tambien se han creea- 
do metodos con base molecular tanto para la serotipificacion 
como para la subserotipificacion de las cepas. Kong y cols, 
crearon cebadores y ensayos de secuenciacion con base en la 
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los genes cps 
capsulares de todos los serotipos que se correlacionaban en un 
100% con los metodos serologicos.^^^ Se logro una mayor sub¬ 
serotipificacion mediante la amplificacion y la secuenciacion 
de los genes para las protemas de superficie ca (gen bca), simi¬ 
lar a ca (genes alp2, alp3 y alp4). Rib (gen rib) y cp (gen 
bac)}^^'^^^ Bohnsack y cols, utilizaron patrones de digestion de 
restriccion de DNA del gen de la hialuronato liasa de los 
estreptococos del grupo B (hylB) para subdividir las cepas de 
serotipo III, una de las cuales (III-3) se correlaciono con clones 
que tienen mayor virulencia.^Tambien se describieron meto¬ 
dos moleculares de serotipificacion para uso en laboratorios 
clmicos. Borchardt y cols, designaron cebadores para amplifi- 
car las secuencias de los genes capsulares y luego aplicaron 
sondas especificas de tipo cps en un formato de transferencia 
en puntos (dot blot) para determinar el serotipo. Utilizando 
este procedimiento, el 99% de 306 aislamientos fueron asigna- 
dos a un serotipo, en comparacion con el 89% que eran tipifica- 
bles mediante el metodo de referencia de las precipitinas capi- 
lares. Tambien se han utilizado otros metodos moleculares para 
caracterizar mejor las cepas de estreptococos del grupo 

La prevalencia de los distintos serotipos capsulares del 
grupo B varia en el tiempo y puede diferir de un lugar a otro. 
Antes de la decada de 1990, la mayoria de las enfermedades 
por estreptococos del grupo B eran causadas por los serotipos 
la, Ib, II, III y V; los serotipos IV y VI a VII eran relativamen- 
te infrecuentes. Durante la primera mitad de la decada de 1990, 
comenzaron a aparecer las cepas de serotipo V y el porcentaje 
de aislamientos de este grupo aumento del 2,6% en 1992 al 
20% en 19944^'^’'^^^ Los estudios llevados a cabo en los Estados 
Unidos y en otros paises indican que los serotipos la, Ib, II, III 
y V predominan ahora entre los aislamientos vaginales y los 
aislamientos clmicos en los pacientes.Han aparecido 



650 CAPflULO 13 Cocos grampositivos: Parte II: Estreptococos, enterococos y bacterias “similares a Streptococcus'" 


hace poco serotipos VI y VIII como serotipos predominantes 
en Japon/^^ En un estudio de 73 aislamientos vaginales en 
mujeres embarazadas que asistieron a un centre clinico obste- 
trico urbano en Kawasaki, Japon, el 35.6% era serotipo VIII y 
el 24,7% era serotipo VI. Tambien se ha comunicado en Japon 
enfermedad neonatal de inicio temprano debida al serotipo 
VIII.^^^ Las cepas de tipo III de estreptococos del grupo B 
representan el 60% de los aislamientos en sepsis neonatal y 
mas del 80% de los aislamientos en lactantes con meningitis, lo 
que indica la mayor virulencia de este serotipo.El polisa- 
carido capsular de tipo III esta formado por un esqueleto 
estructural repetitive que consiste en galactosa, glucosa y N- 
acetil-glucosamina con cadenas laterales compuestas por 
galactosa y una porcion de acido V-acetilneurammico terminal. 
El componente estructural de la capsula de tipo III que parece 
estar asociado con la mayor virulencia es el acido V-acetilneu- 
rammico (acido sialico). La presencia de esta molecula sobre la 
superficie del microorganismo inhibe la activacion de la casca- 
da altemativa del complemento y evita la fagocitosis. La elimi- 
nacion de residuos de acido sialico con neuraminidasa condu¬ 
ce a activacion del complemento, fagocitosis y destruccion 
intracelular de los microorganismos y menor virulencia en 
pruebas de exposicion intravenosa en modelos muri- 
nos.3ii,312,1040 gg obtenido resultados similares con mutan- 

tes de estreptococos del grupo B serotipo II isogenicos con una 
deficiencia capsular que carecen de los residuos de acido siali¬ 
co terminal. Cuando se los compara con las cepas madre, los 
mutantes son opsonizados y destruidos en presencia de com¬ 
plemento y celulas Estos mutantes tambien se 

unen al factor del complemento C3b activo en forma mas efi- 
caz que en el tipo silvestre. En este ultimo tipo, los residuos de 
acido sialico bloquean la union de C3 y promueven la inactiva- 
cion de C3b.^^^ Estos mutantes capsulares de tipo III tambien 
fueron menos virulentos en modelos experimentales en ratas 
recien nacidas con bacteriemia y neumoma por estreptococos 
del grupo B que las cepas madre de tipo III isogenicas.^^^'^^"^^ 
Mediante el analisis molecular de subtipos virulentos de cepas 
serotipo III (serotipo III-3) se identificaron regiones de DNA 
genomico que codificaban una protema de superficie (Spb 1) 
que media la intemalizacion y la invasion de celulas epiteliales 
por los microorganismos serotipo III.^ 

Los estreptococos del grupo B tambien producen otros dis- 
tintos determinantes potenciales de virulencia. Al igual que los 
del grupo A, los del grupo B producen C5a peptidasa. C5a es 
un producto de la escision de los componentes del comple¬ 
mento producido por las celulas epiteliales alveolares, atrae a 
las celulas inflamatorias y participa en el proceso de inflama- 
cion pulmonar.^^^ La C5a peptidasa producida por los estrep¬ 
tococos escinde C5a en el termino C, interfiriendo asi en la 
quimiotaxis de los neutrofilos mediada por C5a.^^^ La nueva 
informacion indica que esta peptidasa tambien se une a la 
fibronectina y sirve como adhesina e invasina bacterianas.^^’^^^ 
Esta enzima existe en una forma asociada con las celulas y 
tambien requiere la presencia de la capsula del grupo B para 
lograr una actividad maxima. La opsonizacion de los estrepto¬ 
cocos del grupo B pertenecientes a los serotipos la, Ib, II, III y 
V con anticuerpos antipeptidasa C5a conduce a una mayor des¬ 
truccion tanto por parte de los macrofagos como de los leuco- 
citos polimorfonucleares.'^^ La inmunizacion de ratones con 
C5a peptidasa estreptococica purificada produce una respuesta 
de anticuerpos que los protege de la infeccion por microorga¬ 
nismos del grupo B independiente del serotipo, lo que sugiere 
que la C5a peptidasa podria ser un antigeno con firmes posibi- 
lidades de utilizarse para vacunas.^^^ La C5a peptidasa tambien 


es producida por estreptococos P-hemoliticos de los grupos A 
y G, y los genes que codifican la C5a peptidasa en las cepas 
grupo B (sepB) y grupo A (sepA) demuestran un 98% de homo- 
logla de secuencia entre ellos. La P-hemolisina/citolisina de 
los estreptococos del grupo B puede actuar como factor de vi¬ 
rulencia, sobre todo en las infecciones pulmonares.^^"^’^^^ Esta 
P-hemolisina formadora de poros puede lisar las celulas epite¬ 
liales y endoteliales de los alveolos humanos in vitro, lo que 
sugiere un papel para la hemolisina como factor de virulencia 
en las infecciones pulmonares neonatales.^^"^ Tambien puede 
aumentar la capacidad de los microorganismos para invadir las 
celulas endoteliales en el sistema nervioso central (SNC).^^^ 
Algunos estudios in vivo e in vitro indican que contribuye a la 
bacteriemia y la invasion bacteriana del higado y activa las vfas 
apoptoticas en los hepatocitos, lo que conduce a necrosis hepa- 
tica.^^"^ El acido lipoteicoico tambien se encuentra en los 
estreptococos del grupo B y puede participar facilitando la 
adherencia como primer paso de la infeccion.El acido lipo¬ 
teicoico purificado de los estreptococos del grupo B es citoto- 
xico para las celulas encefalicas embrionarias y amnioticas 
humanas que crecen en cultivo tisular.'^®^ Varias proteinas de la 
superficie celular (p. ej., antigenos c, R, BPS y Rib) se 
encuentran en distintas combinaciones en los diferentes seroti¬ 
pos de estos estreptococos.En particular, el antigeno c, 
puede actuar mediando la intemalizacion de microorganismos 
dentro de las celulas epiteliales cervicales humanas luego de su 
fijacion y los protege de la destruccion intracelular despues de 
la fagocitosis.Estas moleculas son antigenicas y los anti¬ 
cuerpos dirigidos contra ellas son protectores contra la carga 
microbiana en modelos animales. Hace poco, Jones y cols, 
identificaron una proteina de union a penicilina de la super¬ 
ficie celular (PBPl a) que permitfa a las celulas estreptococi- 
cas resistir la destruccion intracelular de las celulas fegociti- 
cas.^"^"^ Los estreptococos del gmpo B producen ademas una 
acido hialuronico liasa, que puede actuar tanto para propagar 
la infeccion por la degradacion del acido hialuronico en la 
matriz extracelular como sobre el acido hialuronico presente en 
altas concentraciones en tejidos placentarios y fetales, y en el 
liquido amniotico.^^® Se ha identificado la presencia del factor 
CAMP, enzimas proteasas y distintas nucleasas en algunos 
estreptococos del grupo B, pero el papel de estas moleculas en 
la patogenia de las enfermedades es incierto. 

Importancia clmica 

Los estreptococos (i-hemoliticos del grupo B constituyen 
una causa importante de enfermedad en los periodos neonatal 
y perinatal. Las mujeres son colonizadas por el microorganis¬ 
mo en la vagina y el recto, y se observa colonizacion vaginal en 
el 10-35% de las embarazadas; hasta el 60% de las mujeres 
colonizadas portan el microorganismo en forma intermiten- 
te.4^8,805 realidad, la colonizacion de la vagina puede reflejar 
la contaminacion del recto y el tubo digestivo es el principal 
reservorio de los microorganismos. La colonizacion vaginal 
suele ser asintomatica, aunque algunos informes documentan 
vaginitis asociada con una colonizacion importante y la resolu- 
cion de los smtomas vaginales con el tratamiento.'^^^'^'^'^ Esta 
colonizacion genera una respuesta inmunitaria especifica de 
serotipo, con incrementos acumulativos de anticuerpos con el 
aumento de la edad: las concentraciones mas bajas de anti¬ 
cuerpos en nihas adolescentes pueden traducirse en un mayor 
riesgo de enfermedad por estreptococos del grupo B en los 
hijos de estas mujeres mas jovenes.'"^^ La transmision sexual es 
controversial. Algunos estudios han documentado tasas mas 
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altas de colonizacion entre los que asisten a centres de atencion 
de enfermedades de transmision sexual y en pacientes con 
gonorrea.®^‘^ Tambien se ban observado tasas mas altas de colo¬ 
nizacion en mujeres que tienen mayor actividad sexual y mayor 
cantidad de parejas sexuales.^^^ Sin embargo, otros estudios no 
ban comprobado ninguna correlacion entre la colonizacion por 
estreptococos del grupo B, la experiencia sexual o la presencia 
de otras enfermedades de transmision sexual.Tambien se 
ban aislado estreptococos del grupo B en cultivos de fauces y 
en los genitales masculinos. 

Su presencia en el aparato genital femenino en el momento 
del nacimiento puede conducir a la infeccion del recien naci- 
do. Uno de cada dos lactantes bijos de mujeres colonizadas es 
colonizado en la piel o las superficies mucosas por la transmi¬ 
sion vertical desde la madre, ya sea in utero o durante el parto. 
Ademas, el recien nacido puede ser colonizado por la exposi- 
cion bospitalaria al microorganismo despues del parto. Entre 
los lactantes colonizados, la enfermedad puede ocurrir en I a 
4 ninos por 1 000 nacidos vivos.La enfermedad neonatal 
por estreptococos del grupo B sigue dos patrones, denomina- 
dos enfermedad de inicio temprano y enfermedad de inicio 
tardio. 

La enfermedad de inicio temprano ocurre con una inci- 
dencia de 0,7 en 1 000 a 3,7 en 1 000 nacidos vivos y se asocia 
con la adquisicion in utero o perinatal del microorganismo.-^** 
Es probable que esta incidencia sea una subestimacion; un 
estudio de la enfermedad de inicio temprano llevado a cabo en 
el Reino Unido comunico una incidencia de 3 a 6 infecciones 
por cada 1 000 nacidos vivos sobre la base de la cantidad de 
neonatos que requirieron la deteccion de una posible sepsis 
durante las primeras 72 boras de vida.^^^ El microorganismo se 
adquiere por una infeccion ascendente in utero antes del parto, 
a traves de la rotura de membranas o durante el pasaje a traves 
del canal de parto colonizado por los estreptococos. Aunque 
una proporcion sustancial de estos lactantes (aproximadamen- 
te el 50%) estaran colonizados, solo el 1-2% de ellos se infec- 

311.359 gj inicio de la enfermedad ocurre durante los 5 prime- 
ros dias de vida; en mas del 50% de los casos, los lactantes se 
enferman dentro de las primeras 12 a 20 boras despues del 
nacimiento.^^"* El espectro de la enfermedad incluye bacterie- 
mia, neumonia, meningitis, shock septico y neutropenia. 
Aunque mas del 50% de los casos ocurren en lactantes de ter- 
mino, los lactantes prematuros se asociaron con tasas de ataque 
mas altas y mayor morbilidad.^^^ La mortalidad debida a enfer¬ 
medad de inicio temprano en los lactantes de termino varia del 
2% al 8%; se observan tasas de mortalidad mas altas en los lac¬ 
tantes prematuros y son inversamente proporcionales al peso 
de nacimiento.^^^ ***®* Los factores matemos que aumentan el 
riesgo de infeccion de inicio temprano del recien nacido son 
trabajo de parto prematuro, rotura prolongada de membranas, 
bacteriemia posparto, amnionitis materna, colonizacion vagi¬ 
nal importante y bacteriuria por estreptococos del grupo 
B -86.331,374 Durante la decada de 1970, alrededor del 50% de 
los lactantes en los que se desarrollo una enfermedad de inicio 
temprano murieron por la infeccion, y muebos pacientes que 
sobrevivieron a la meningitis por estreptococos del grupo B 
quedaron con secuelas neurologicas permanentes. 

La enfermedad de inicio tardio ocurre con una incidencia 
de 0.5 en 1 000 a 1,8 en 1 000 nacidos vivos^** y se vuelve cli- 
nicamente evidente 7 dias a 3 meses (promedio, 3 a 4 semanas) 
despues del nacimiento. Aunque alrededor del 50% de las 
infecciones de inicio tardio se adquieren a partir del canal de 
parto de las madres colonizadas, los casos restantes son el 
resultado de la adquisicion posnatal del microorganismo desde 


la madre u otros cuidadores o dentro del hospital.La bac¬ 
teriemia por meningitis asociada es la presentacion clmica pre- 
dominante.-^'^'^ La mortalidad asociada con la enfermedad de 
inicio tardio es del 10-15%. Hasta el 50% de los ninos con 
meningitis de inicio tardio tienen complicaciones y secuelas 
neurologicas permanentes.***^^ La distribucion de los serotipos 
de estreptococos del grupo B tambien varia segiin que la enfer¬ 
medad sea de inicio temprano o tardio.^** Entre los recien naci¬ 
dos con enfermedad de inicio temprano y sin meningitis, la dis¬ 
tribucion de los serotipos se divide por igual entre los serotipos 
Ic, II y III. Entre los que tienen una infeccion similar por 
meningitis, predominan las cepas del serotipo III. En la enfer¬ 
medad de inicio tardio, en la cual la meningitis es la presenta¬ 
cion clmica frecuente, las cepas del serotipo III representan 
mas del 90% de los aislamientos. Por otra parte, la meningitis 
por estreptococos del grupo B en los adultos se asocia princi- 
palmente con microorganismos serotipo II. 

Hacia mediados de la decada de 1980, el mayor conoci- 
miento de las infecciones por estreptococos del grupo B y el 
reconocimiento de los smtomas en los pacientes en riesgo lle- 
varon a adelantos en la asistencia neonatal que condujeron a 
una reduccion de la tasa de mortalidad hasta alrededor del 
15%. Como es mas probable que los lactantes bijos de madres 
muy colonizadas tengan enfermedad de inicio temprano y dado 
que los que adquieren un inoculo bacteriano grande durante el 
parto tienen una probabilidad significativamente mayor de 
sufrir tanto la enfermedad de inicio temprano como la de inicio 
tardio, la identificacion de las madres colonizadas se convirtio 
en el centre de atencion de las estrategias de prevencion. Los 
investigadores examinaron las posibles intervenciones para 
evitar la enfermedad por estreptococos del grupo B, y varies 
ensayos clmicos demostraron que la administracion intraparto 
de antibioticos interrumpia la transmision del microorganismo 
de la madre al hijo y reducia la incidencia de infecciones de ini¬ 
cio temprano.Este enfoque quimioprofilactico 
previno alrededor del 70-75% de la enfermedad de inicio tem¬ 
prano, pero no tuvo ningun efecto sobre la de inicio tardio. En 
ese momento, varies fabricantes de productos microbiologicos 
comenzaron a desarrollar metodos de deteccion directa para 
estreptococos del grupo B en muestras de hisopados vaginales 
similares a los utilizados para la deteccion directa de estrepto¬ 
cocos del grupo A en muestras de hisopados de fauces. Estas 
pruebas utilizaban anticuerpos antiestreptococos grupo B para 
detectar microorganismos directamente mediante los formates 
de aglutinacion del latex o inmunoanalisis visual o colorimetri- 
co rapido. En teoria, estas pruebas rapidas podian realizarse en 
el periodo preparto inmediato para determinar el estado de la 
colonizacion, y se podia administrar una quimioprofilaxis anti- 
biotica antes del parto y durante su transcurso si los ensayos 
preparto eran positives. Las pruebas comerciales rapidas para 
la deteccion directa de estreptococos del grupo B en las mues¬ 
tras de hisopados vaginales variaban significativamente en sen- 
sibilidad (11-88%) cuando se comparaban con tecnicas de cul- 
tivo en caldo durante toda la noche y, en general, identificaban 
solo a las mujeres que tenian una colonizacion importan- 
te 47.297.625,913.*084 validcz dc la premisa de que el riesgo de 
infeccion neonatal es mayor para los lactantes nacidos de muje¬ 
res muy colonizadas fue puesta en duda por algunos informes 
clmicos. En una evaluacion de un sistema de inmunoanalisis 
enzimatico (El A) rapido para la deteccion directa de estreptoco¬ 
cos del grupo B en muestras vaginales, Towers y cols, comuni- 
caron que la enfermedad de inicio temprano mortal se desarro¬ 
llo en dos de nueve lactantes bijos de madres con colonizacion 
leve y resultados negativos en el EIA rapido.^^^ En otro estudio 
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de un metodo de deteccion rapido para la colonizacion por 
estreptococos del grupo B, Morales y Lim comunicaron que, en 
37 mujeres con colonizacion leve y pruebas de cuidado rapido 
negativas, 6 dieron a luz ninos con sepsis de inicio temprano.^^^ 
Ademas, tambien se discute la oportunidad de la prueba prena¬ 
tal para la colonizacion por estreptococos del grupo B. 
Alrededor del 60-70% de las mujeres con cultivos vaginales 
positivos en el segundo trimestre estaran colonizados al termi- 
no, pero hasta el 30% de las mujeres con cultivos negaiivos 
durante el segundo trimestre tendran cultivos positivos en el 
momento del parto. Por lo tanto, el desarrollo de metodos pre- 
cisos para la deteccion rapida, sensible y especifica de la colo¬ 
nizacion por estreptococos del grupo B en las mujeres en el 
momento del parto o cerca de el se convirtio en el eje de la 
investigacion microbiologica clinica. 

En 1996, los Centers for Disease Control and Prevention 
(CDC), junto con la American Academy of Pediatrics (AAP) 
y el American College of Obstetrics and Gynecology 
(ACOG) acordaron por consenso recomendaciones sobre 
estrategias de prevencion para la enfermedad por estreptoco¬ 
cos del grupo Estas pautas consejaban los encargados 

del cuidado obstetrico que adoptan una estrategia basada sobre 
el cultivo o sobre los riesgos para la prevencion de la enferme¬ 
dad de inicio temprano. La implementacion ulterior de estas 
pautas y su cumplimiento ban conducido a una disminucion 
importante de la incidencia de la enfermedad neonatal de ini¬ 
cio temprano.Un componente critico de estas pautas es el 
uso de profilaxis antibiotica materna durante el trabajo de parto 
y el parto. Esto planted preocupaciones en relacidn con los 
efectos adversos de un mayor uso de antibidticos y el riesgo 
aumentado de reacciones anafilacticas contra la penicilina, el 
farmaco de eleccidn para la quimioprofilaxis. Otra preocupa- 
cidn ha sido el surgimiento potencial de resistencia a los anti¬ 
bidticos en los estreptococos del grupo B. Hasta la fecha, no se 
han aislado cepas resistentes a la penicilina, aunque se ha vuel- 
to relativamente frecuente la resistencia a la clindamicina y a la 
eritromicina. Una tercera preocupacidn fue que la mayor admi- 
nistracidn de penicilina en el periodo neonatal puede propor- 
cionar suficiente presidn selectiva como para que conduzca a 
infecciones neonatales debido a microorganismos resistentes a 
la penicilina como Escherichia coli, el segundo agente en fre- 
cuencia de sepsis en el periodo neonatal. Esta posibilidad no se 
ha concretado hasta la fecha y se requiere una vigilancia conti- 
nua para su deteccidn y contencidn eventual. En 2002, el 
Commmittee on Obstetrical Practice (Comite sobre Practicas 
Obstetricas) de los Estados Unidos emitid una declaracidn de 
apoyo al uso de estrategias de prevencidn con base en cultivos 
de acuerdo con los datos de la red del Active Bacterial Core 
Surveillance/ Emerging Infections Program que sugiere que el 
enfoque basado sobre cultivos es superior al basado sobre ries- 
gos.^^ Los CDC emitieron nuevas pautas en 2002, que reem- 
plazaron a las de 1996 y recomendaban la deteccidn sistemati- 
ca universal basada sobre el cultivo para la colonizacidn vagi¬ 
nal y rectal de todas las mujeres embarazadas a las 35-37 sema- 
nas de gestacidn (recuadro 13-3).^^® 

El protocolo de cultivos recomendado por los CDC, la 
ACOG y la FDA comprende la recoleccidn de muestras de hi- 
sopados vaginales y rectales durante las semanas 35 a 37 de 
gestacidn.Las muestras de hisopados vaginales se 
recogen del lercio inferior de la vagina y del conducto anal (un 
unico hisopado de la vagina y luego del conducto anal o un hi- 
sopado recogido de cada sitio). Los hisopados se colocan en 
Trans-Vag® o caldo LIM (caldo de Todd-Hewith con 10 
ug/mL de acido nalidixico, 15 ug/mL de colistina y 10 mg/mL 


de extracto de levadura) y se incuban durante 18 a 24 horas.^^^ 
Despues de la incubacidn, se subcultiva el caldo en agar sangre 
de carnero y se incuba durante 18-24 horas. Las placas son 
reincubadas por un dia adicional si no se encuentran estrepto¬ 
cocos del grupo B. Entonces se los identifica mediante meto¬ 
dos bioquimicos (p. ej., prueba CAMP, hidrolisis de hipurato, 
API Rapid Strep), serologicos (seroagrupamiento mediante 
coaglutinacion o aglutinacion del latex) o hibridacion quimio- 
luminescente (Gen-Probe®, AccuProbe®). Todo el procedi- 
miento de cribado puede llevar 2 a 3 dias. La deteccion directa 
de estreptococos del grupo B en el caldo LIM luego de la incu- 
bacion tambien puede tener valor para acortar el tiempo de 
deteccion, pero este metodo necesita otra evaluacion. Guerrero 
y cols, examinaron 551 cultivos rectovaginales para estrepto¬ 
cocos del grupo B y 101 fueron positivos por el metodo de sub- 
cultivo."^*^^ De estas 101 muestras, 99 (98%) de los cultivos en 
caldo dieron pruebas de aglutinacion positivas con el reactivo 
de latex para grupo B. La prueba de AccuProbe Group B 
Streptococcus Culture Identification® (Gen-Probe, San Diego, 
CA), un ensayo de confirmacion de cultivos con sonda de aci- 
dos nucleicos quimioluminescente, tambien fue evaluada para 
la deteccion de estreptococos del grupo B en muestras de caldo 
LIM que contienen hisopados vaginoanorrectales despues de la 
incubacion durante 18 a 24 horas. Se obtuvieron sensibilidades 
del 94,7-95,6% y especificidades del 98,4-99,5% cuando se 
comparo la prueba AccuProbe con incubacion en caldo LIM 
con el subcultivo e identificacion.^^^’^^^ Tambien se puede uti- 
lizar la sonda DNA quimioluminescente AccuProbe para iden- 
tificar cepas en medios de cultivo o en granulos originales obte- 
nidos mediante centrifugacion de caldos de hemocultivo posi¬ 
tivos.En ocasiones, los cultivos de cribado daran otros 
agentes de infeccion. Stefonek y cols, comunicaron el aisla- 
miento de estreptococos p-hemoliticos del grupo A de cultivos 
de cribado rectovaginales de dos pacientes en los que se desa- 
rrollo sepsis puerperal por estreptococos del grupo A.^^^ 

En 2002, la Food and Drug Administration aprobo un nuevo 
producto denominado ensayo IDI-Strep B (Infection Diag¬ 
nostic, Sainte Foy, Quebec, Canada) como una nueva prueba 
para la deteccion de estreptococos del grupo B en hisopados 
rectovaginales recogidos de mujeres embarazadas. Este es un 
ensayo de PCR en tiempo real que utiliza el instrumento 
Cepheid Smart Cycler para detectar DNA de estreptococos del 
grupo B. La prueba puede proporcionar resultados dentro de la 
hora y es la primera prueba sin cultivos que reiine los criterios 
de rendimiento recomendados por las pautas de los CDC en el 
recuadro 13-3. Este metodo tiene una sensibilidad de como 
minimo un 85% en comparacion con el metodo de amplifica- 
cion-cultivo en caldo. Al igual que el metodo estandar, se reco- 
ge la muestra de una paciente con 35 a 37 semanas de gesta- 
cion o cuando comienza el trabajo de parto. Esta prueba debe 
realizarse de modo de obtener los resultados con tiempo sufi¬ 
ciente para que la mujer reciba 4 horas de antibioticoterapia 
antes del parto. Aun cuando puede realizarse como prueba 
estandar sola, sigue siendo necesario el cultivo de la muestra 
para efectuar las pruebas de sensibilidad a los antibidticos para 
clindamicina y eritromicina si el paciente es alergico a la peni¬ 
cilina. Debido a la ventana de tratamiento de 4 horas, la prue¬ 
ba es util solo si los resultados se obtienen al menos 4 horas 
antes del parto. En las pacientes que acuden durante el trabajo 
de parto o que no han tenido cuidados prenatales, se puede rea- 
lizar el ensayo IDI-Strep B si se dispone de 5 a 6 horas para las 
pruebas y la administracidn de tratamiento antibidtico. 

Aunque los estreptococos del grupo B se asocian con un 
20% de endometritis posparto, 25% de bacteriemias luego de la 
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Recuadro 13-3 Procedimientos para recoger y procesar muestras ctmicas para cultivo de estreptococos del grupo B y para 
realizar pruebas de sensibilidad para clindamicina y eritromicina^^^ 


Procedimiento para la recoleccion de muestras ch'nicas para cultivo de estreptococos del grupo B a las 35-37 semanas de gestacion 


• Pase el hisopo por la porcion mas externa de la vagina (introito vaginal) y luego por el recto (inserte el hisopo a traves del esfmter anal) utilizando el 
mismo hisopo o dos hisopos diferentes. El cultivo debe ser recolectado en la paciente ambulatoria por el personal sanitario de la salud o la propia paciente, 
con instrucciones apropiadas. No se recomiendan los cultivos del cuello uterino y no se debe utilizar un especulo para recoger el cultivo. 

• Coloque el/los hisopo/s en un medio de transporte de rutina. Existen en el comercio sistemas de transporte apropiados (p. ej., de Amie o de Stuart sin car¬ 
bon). Si se recogen por separado hisopados vaginales y rectales, ambos hisopos pueden ser colocados en el mismo recipiente del medio. Los medios de 
transporte mantienen la viabilidad de los estreptococos del grupo B hasta durante 4 dias a temperatura ambiente o bajo refrigeracion. 

• Los rotulos deben identificar claramente que las muestras son para cultivo de estreptococos del grupo B. Si se ordenan pruebas de sensibilidad para muje- 
res alergicas a la penicilna, los rotulos de las muestras tambien deben identificar a la paciente como alergica a la penicilina y deben especificar que se 
deben realizar pruebas de sensibilidad para clindamicina y eritromicina si se afslan estreptococos del grupo B. 


Procedimiento para el procesamiento de muestras clinicas para cultivo de estreptococos del grupo B 


• Extraiga el/los hisopo/s del medio de transported. Inocule el/los hisopo/s en un medio de caldo selectivo recomendado, como caldo de Todd-Hewitt suple- 
mentado con gentamicina (8 ^g/mL) y acido nalidixico (15 pg/mL) o con colistina (10 pg/mL) y acido nalidixico (15 pg/mL). Los ejemplos de opciones 
comerciales disponibles incluyen caldo de Trans-Vag suplementado con sangre de camero desfibrinada o caldo LIM.*’ 

• Incube el caldo selectivo inoculado durante 18-24 horas a 35-37 °C en aire ambiente o CO, al 5%. Subcultive el caldo en una placa de agar sangre de car- 
nero (p. ej., agar tripticasa soja con sangre de carnero desfibrinada). 

• Inspeccione e identifique los microorganismos sugestivos de estreptococos del grupo B (zona estrecha de P-hemolisis, cocos grampositivos, catalasa nega¬ 
tives). Tenga en cuenta que puede ser dificil observar la hemolisis, de modo que las colonias tipicas sin hemolisis deben ser evaluadas mejor. Si no se iden- 
tifican estreptococos del grupo B despues de la incubacion durante 18-24 horas, reincube e inspeccione a las 48 horas para identificar los microorganismos 
sospechosos. 

• Se pueden utilizar distintas pruebas de latex para el agrupamiento de Streptococcus u otras pruebas para deteccion de antigeno de estreptococos del grupo 
B (p. ej., sonda genetica) para la identificacion especiTica o se puede utilizar la prueba de CAMP para una identificacion presuntiva. 


Procedimiento para las pruebas de sensibilidad en disco para clindamicina y eritromicina en las cepas aisladas, cuando se indican en pacientes alergicos'^ 
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na desde otro sitio de infeccion.^^^Es necesario el tratamien- 
to antibiotico con aspiracion o drenaje abierto de las articula- 
ciones infectadas y la extraccion de los dispositivos protesicos, 
si estan presentes, para lograr la curacion. Los estreptococos 
del grupo B tambien constituyen la principal causa de osteo- 
mielitis en los lactantes y la siembra hematogena del hueso es 
la fuente del microorganismo.^'^^ La osteomielitis vertebral cau- 
sada por estos estreptococos es rara y suele ser el resultado de 
la siembra hematogena desde otro foco o desde el tubo diges- 
tivo.32o.352 Xambien se ha comunicado osteomielitis vertebral 
como complicacion rara de la bacteriemia posparto e infeccio- 
nes urinarias.^"^’^^^ En general, la artritis septica por estos estrep¬ 
tococos del grupo B se presenta con fiebre y dolor articular que 
sigue a la bacteriemia o es simultaneo con ella.^^^ Los pacien- 
tes con artritis suelen ser ancianos, tienen diabetes o una neo¬ 
plasia como factores de riesgo y presentan hemocultivos o cul- 
tivos sinoviales positivos.*^^^ Tambien se han comunicado raros 
casos de fascitis necrosante debida a estreptococos del grupo 
g 812.937 general, la neumonia por estos estreptococos ocurre 
en huespedes debilitados mas ancianos, a menudo es el resul¬ 
tado de la aspiracion del contenido orofarmgeo y se puede 
complicar con el desarrollo de empiema.^^^’*^^^ La conjuntivitis, 
la queratitis y la endoftalmitis hematogena por estreptococos 
del grupo B son infecciones graves, aunque raras, que ocurren 
en ojos con dano previo y conducen a una patologia importan- 
te, que lleva a disminucion de la agudeza visual o incluso a la 
ceguera.^^^ 

La bacteriemia por estreptococos del grupo B desde un foco 
distante de infeccion puede conducir a meningitis y endocardi¬ 
tis. La meningitis es rara, representa un 4% de la meningitis 
bacteriana en los adultos y ocurre principalmente en mujeres 
posparto y adultos de edad avanzada con enfermedades subya- 
centes cronicas, como diabetes, cirrosis, deterioro neurologico, 
neoplasias, insuficiencia renal, enfermedad cardiovascular/pul- 
monar e infeccion por Tambien se ha comunicado 

meningitis por estreptococos del grupo B luego de un trauma- 
tismo de craneo grave o asociada con rinorrea de liquido cefa- 
lorraquideo.^^^ La endocarditis ocurre tanto en varones como 
en mujeres, se puede presentar de forma aguda o subaguda y 
representa el 2-18% de las enfermedades invasoras por estrep¬ 
tococos del grupo B en los adultos.*^^ Las anomalias cardia- 
cas preexistentes suelen estar presentes antes del inicio de la 
enfermedad y, una vez establecidas, habitualmente se desarro- 
llan grandes vegetaciones y la valvula mitral es la mas afecta- 
da. Las complicaciones causadas por fenomenos embolicos o 
por la rapida destruccion del tejido valvular puede requerir el 
reemplazo valvular.^^^’®^^ La endocarditis en recien nacidos y 
lactantes ocurre pocas veces pero se asemeja a los casos en los 
adultos, con destruccion valvular extensa y aparicion de feno¬ 
menos embolicos.^®La bacteriemia, la endocarditis y la 
meningitis por estreptococos del grupo B en los pacientes con 
cancer gastrointestinal, colonico o pancreatico han sugerido 
una asociacion similar a la que existe entre S. bovis, y enfer¬ 
medades colonicas y cancer de colon.^^^ 

La bacteriuria por estreptococos del grupo B se ha asociado 
con una evolucion desfavorable del embarazo, mayor tasa de 
trabajo de parto prematuro y rotura prematura de membra- 
nas.692,1074 A(iemas de ser una causa bien reconocida de infec¬ 
cion urinaria en las mujeres embarazadas, este microorganismo 
es una causa de cistitis y pielonefritis en hombres, mujeres no 
embarazadas y ninos.^^"^ Entre el 5% y el 20% de los adultos sin 
embarazo con bacteriemia tienen infeccion urinaria por estrep¬ 
tococos del grupo Los factores de riesgo para la infec¬ 

cion urinaria causada por este microorganismo son edad avan¬ 


zada, enfermedad subyacente (sobre todo diabetes), presencia 
de un cateter urinario permanente, infecciones urinarias pre- 
vias, anomalias estructurales del aparato urinario y otros tras- 
tomos comorbidos (p. ej., enfermedad prostatica).^"^^"^®^ La pie¬ 
lonefritis y el absceso renal son posibles complicaciones de la 
infeccion ascendente y la diseminacion hematogena de los 
estreptococos del grupo 

Estos estreptococos pueden producir el smdrome similar al 
shock toxico que se asocia con estreptococos del grupo 
Schlievert y cols, comunicaron el caso de una mujer de 27 anos 
que presento una enfermedad similar al shock toxico que con- 
sistia en fiebre, hipotension y erupcion eritematosa, descama- 
cion y falla multiorganica.^^ Aunque sus hemocultivos fueron 
negativos, se aislaron estreptococos p-hemoliticos grupo B en 
los cultivos de orina y vaginales. Otros estudios de estos culti- 
vos demostraron que producian una sustancia toxica que tenia 
las propiedades asociadas con las exotoxinas pirogenas; la sus¬ 
tancia producia fiebre, mayor sensibilidad a la endotoxina en 
animales de experimentacion y actuaba como un mitogeno lin- 
focitico potente. 

Al igual que los estreptococos del grupo A, los del grupo B 
siguen siendo sensibles a la penicilina G, el farmaco de elec- 
cion para el tratamiento de las infecciones y para la quimio- 
profilaxis perinatal de mujeres que eran portadoras vaginales 
de estreptococos del grupo Tambien son altamente acti- 
vas ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona, cefazolina, quinu- 
pristina-dalfopristina y meropenem, y la mayoria de las cepas 
tienen concentraciones inhibitorias minimas (CIM) < 0,06 
pg/mL.^"^’^^^ Algunos estreptococos del grupo B demues- 
tran resistencia a la eritromicina y la clindamicina, y la propor- 
cion de cepas resistentes varia con la localizacion geografica. 
En una encuesta de 119 cepas invasoras y 227 cepas coloniza- 
doras de estreptococos P-hemoliticos del grupo B aisladas en 
recien nacidos de seis centros academicos de los Estados 
Unidos, el 20,2% y el 6,9% eran resistentes a la eritromicina y 
la clindamicina, respectivamente.^^^ Entre las cepas aisladas en 
California, el 32% y el 12% fueron resistentes a la eritromici¬ 
na y la clindamicina, respectivamente, mientras que las cifras 
correspondientes para las cepas aisladas en Florida fueron del 
8,5% y del 2,1%. Los datos nacionales estadounidenses de 
sensibilidad de los microorganismos aislados en el torrente 
circulatorio de centros que participan en el programa de vigi- 
lancia SENTRY mostraron que el 25,4% de las cepas de los 
Estados Unidos y el 14,3% de las de Canada eran resistentes a 
la eritromicina y el 7% de los aislamientos provenientes tanto 
de los Estados Unidos como de Canada eran resistentes a la 
clindamicina.^^ Los genotipos de resistencia a macrolidos- 
gentamicina que se han detectado en estreptococos del grupo 
B incluyen erniA (resistentes a la eritromicina, sensibles a la 
clindamicina), ermB (resistentes a la eritromicina, resistentes 
a la clindamicina) y mef (resistentes a la eritromicina, sensi¬ 
bles la clindamicina).Todas las cepas de estreptococos del 
grupo B evaluadas hasta la fecha han sido sensibles a la van- 
comicina. 


Estreptococos^-hemolfticos de losgrupos CyG 

Los estreptococos P-hemoliticos del grupo C actualmente 
incluyen 5. dysgalactiae subespecie equisimilis, S. dysgalac- 
tiae subespecie dysgalactiae, S. equi subespecie equi y 5. equi 
subespecie zooepidemic us. Se ha demostrado que las cepas 
anteriores de S. equisimilis aisladas en seres humanos portan 
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los antigenos del grupo C o del grupo G de Lancefield y son 
desde el punto de vista genetico lo suficientemente similares a 
las cepas del grupo C de los animales (subespecie dysgalac- 
tiae) como para ser ubicadas en la misma especie, pero corres- 
ponden a diferentes subespecies.®^'^^^’^^^^ S. dysgalactiae subes¬ 
pecie equisimilis crece como colonias grandes en agar sangre 
de carnero (SBA) y suele ser p-hemolitico. Las cepas relacio- 
nadas que portan el antigeno del grupo C o L y son aisladas pri- 
mariamente en animales se denominan ahora S. dysgalactiae 
subespecie dysgalactiae Las cepas de esta subespecie pue- 
den ser a-hemoliticas, P-hemoliticas o no hemoliticas. 
Ademas, algunos estudios geneticos moleculares ban hallado 
grandes semejanzas entre las especies anteriores S. equi y S. 
zooepidemicus\ estas especies ban sido reclasificadas ahora 
como S. equi subespecie equi y S. equi subespecie zooepidemi- 
cus?^^ Estas subespecies son portadoras del carbohidrato anti- 
genico del grupo C de Lancefield en su pared celular y produ- 
cen hemolisinas que son similares a las de los estreptococos 
del grupo C. Las subespecies de S. equi y S. dysgalactiae for- 
man colonias grandes en SBA, lo que las diferencia de los 
estreptococos a-hemobticos, p-hemoliticos o no hemoliticos 
"diminutos” o de “colonias pequenas” del grupo anginoso de 
estreptococos viridans, que tambien pueden portar el antigeno 
polisacarido del grupo Los microorganismos del grupo 
anginoso tambien difieren de los microorganismos del grupo C 
de “colonias grandes” desde el punto de vista genetico y feno- 
tipico.^^^'^®"^ Algunos estudios de casos y controles indican que 
los microorganismos del grupo C de colonias grandes pueden 
producir faringitis, mientras que los del grupo anginoso que 
portan el antigeno del grupo C (o A, G o F) no lo hacen.^^^ Sin 
embargo, algunos estudios recientes ban realizado una asocia- 
cion entre faringitis y una subespecie recien descrita de S. 
constellatus, S. constellatus subespecie pharyngis.^^^^ 

S. dysgalactiae subespecie equisimilis, la cepa humana mas 
frecuente, ha sido aislada en la faringe de portadores y en perso¬ 
nas con faringitis y amigdalitis exudativa.Este 
microorganismo tambien ha sido aislado en otras infecciones, 
tanto en ninos como en adultos, que incluyen sepsis en huespe- 
des neutropenicos, sepsis puerperal, celulitis, fascitis necrosante, 
neumonia, epiglotitis, empiema, bacteriemia, meningitis, absce- 
so encefalico, osteomielitis, artritis septica, endocarditis, endof- 
talmitis, absceso intraabdominal, sepsis relacionada con catete- 
res y La mayoria de los 

pacientes con estas infecciones tienen enfermedades subyacen- 
tes, como enfermedad cardiopulmonar cronica, diabetes, inmu- 
nosupresion, trastomos dermatologicos, neoplasias, infeccion 
por HIV y alcoholismo.*"^^’^^^’^^^ Los estreptococos p-hemoliticos 
que tienen antigenos de los grupos C y G tambien ban sido aso- 
ciados con smdrome del shock toxico estreptococico, fascitis 
necrosante y fiebre reumatica aguda.'^^^ -^^^’^^^ El cribado de ais- 
lamientos de estreptococos de los grupos C y G para exotoxinas 
pirogenicas estreptococicas ha identificado solo el gen para SPE 
G ispeG) y los otros SPE y sus respectivos genes naturales estan 
ausentes."^^’^^^ Sin embargo, Igwe y cols, examinaron 21 cepas 
de estreptococos P-hemoliticos de los grupos C y G y observa- 
ron que 11 eran PCR positivas al menos para uno de los genes 
speM, ssa o smeZ, que son miembros de la familia de los supe- 
rantigenos de los estreptococos del grupo A.^^^ 

S. equi subespecie zooepidemicus causa distintos tipos de 
enfermedades en animales, entre ellas mastitis bovina, infec¬ 
ciones respiratorias en caballos, artritis purulenta en corderos y 
cabras, e infecciones genitales en aves de corral. S. equis subes¬ 
pecie zooepidemicus tambien ha sido implicado en infecciones 
humanas, como neumonia, bacteriemia, endocarditis, meningi¬ 


tis, artritis septica, aneurisma de la aorta abdominal, trombosis 
venosa profunda, nefritis y linfadenitis cervical.'^'^''*^’^^’^®^’^®®^ 
Los brotes de faringitis humana causados por S. equis subespe¬ 
cie zooepidemicus han sido rastreados al consumo de leche de 
vaca no pasteurizada y queso casero que contema los microor¬ 
ganismos.En algunos de los individuos afectados, tam¬ 
bien se observe glomerulonefritis posestreptococica.-^^^ S. equi 
subespecie equi es la causa de una infeccion respiratoria de los 
caballos llamada “gurma” o “papera equina”, caracterizada 
por fiebre alta, secrecion nasal mucopurulenta y abscesos en 
los ganglios linfaticos submandibulares y retrofarmgeos que 
finalmente se rompen y drenan en el aparato respiratorio del 
animal infectado.^^^ Este microorganismo es excepcional en 
seres humanos y ha sido aislado en casos de bacteriemia y 
meningitis. 

Los estreptococos (3-hemoliticos del grupo G constituyen 
una parte de la flora gastrointestinal, vaginal, orofarmgea y 
cutanea humana normal. Las cepas con antigeno del grupo G 
aisladas en humanos tambien se denominan S. dysgalactiae 
subespecie equisimilis y las cepas con este antigeno aisladas en 
animales corresponden a S. canis?^^’^^^^ Las infecciones causa- 
das por cepas del grupo G asociadas con seres humanos son 
faringitis, otitis media, infecciones pleuropulmonares, celulitis, 
tromboflebitis septica, bacteriemia, endocarditis y meningi¬ 
tis,519,644.1001.1032,1069,1072 Xambien se han comunicado infecciones 
graves de las protesis oseas y articulares causadas por estos 
microorganismos. Se ha informado celulitis y artritis septica 
por estreptococos del grupo G en el sitio de una inyeccion 
parenteral o cerca de el, con bacteriemia y complicaciones 
hematogenas ulteriores, en adictos a drogas intravenosas.^"^^’"^®^ 
La bacteriemia por este microorganismo tambien se observa en 
las circunstancias clmicas de neoplasias subyacentes, sepsis 
puerperal, aborto septico, enfermedad pulmonar cronica e insu- 
ficiencia cardiaca congestiva. Se ha comunicado meningitis y 
sepsis por estreptococos del grupo G en un paciente con 
SIDA.®®° Se identified S. canis, el estreptococo del grupo G ais¬ 
lado en perros, en un ser humano con sepsis en 1997.^® 

En general, los estreptococos p-hemohticos de los grupos C 
y G son sensibles a penicilina, ampicilina y cefalosporinas de 
tercera generacidn, como ceftriaxona.^'"^’^^^’^^^ Algunas cepas 
pueden mostrar una sensibilidad intermedia a la penicilina G, 
pero son sensibles a las cefalosporinas de tercera y de cuarta 
generacidn. Algunas cepas pueden ser resistentes a la eritromi- 
cina y a otros macrdlidos (p. ej., clindamicina, claritromicina y 
azitromicina). Todas las cepas evaluadas hasta la fecha han sido 
sensibles a la vancomicina. 


Estreptococos ^-hemoliticos del grupo F 

Los microorganismos de este grupo han sido llamados S. 
milleri en el esquema taxondmico britanico y el grupo angi¬ 
noso (5. anginoso, S. constellatus y S. intermedins) en los 
esquemas taxondmicos estadounidenses. Estos microorganis¬ 
mos pueden ser a-hemoliticos, P-hemoliticos o no hemoliticos 
y pueden tener el antigeno grupo F, C o G o pueden ser no 
agrupables. Estos estreptococos caracteristicamente crecen en 
colonias diminutas en medios de agar. Las colonias son punti- 
formes despues de 24 horas y, si son P-hemoliticas tienen una 
zona grande de hemdlisis que se extiende mucho mas alia del 
margen de la colonia. Los estreptococos P-hemoliticos del gru¬ 
po F son causas reconocidas de infecciones supuradas graves, 
como celulitis, abscesos de tejidos profundos, bacteriemia. 
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osteomielitis y endocarditis (vease luego la seccion sobre “El 
grupo anginoso”)- El grupo anginoso se explicara con los 
estreptococos viridans. 


Otros estreptococos del grupo de ''cocos piogenos” 

Se describieron otros estreptococos P-hemoliticos pioge- 
nos que portan otros antigenos de la pared celular de Lan- 
cefield y que producen infecciones en animales. Estos estrep¬ 
tococos son S. porcinus, S. iniae (S. shiloi), S. phocae y S. 
didelphys. Las cepas de S. porcinus pertenecen al grupo E, P, U 
o V de Lancefield y causan infecciones en cerdos. En 1995, 
Facklam y cols, comunicaron sobre 13 cepas de S. porcinus que 
se habian descubierto en seres humanos y fueron enviadas a los 
CDC en los 10 anos anteriores.^^^ De estas 13 cepas, 5 prove- 
nfan del aparato genital femenino (vagina, cuello uterino), 3 
eran de tejidos placentarios, 2 fueron aislados en sangre y se 
aislo una en piel, una en orina y otra en una herida infectada. 
Nueve reaccionaron con el nuevo y provisorio antigeno Cl de 
grupo, 3 reaccionaron con el antisuero contra grupo P de Lan- 
cefield y 1 no fue agrupable. S. iniae es un patogeno de algu- 
nos peces, como la tilapia. pero puede causar bacteriemia, 
meningitis y endocarditis en personas que manipulan peces 
contaminados.’®^^ S. shiloi, una especie de estreptococos P-he- 
moliticos que causa meningoencefalitis en las truchas, es iden- 
tico desde el punto de vista bioquimico y genetico a S. iniae. 

S. phocae es un Streptococcus p-hemolitico que provoca infec¬ 
ciones pleuropulmonares en focas de puerto y focas grises. En 
la descripcion original de esta especie, se caracterizaron 22 
cepas.^^® Cinco de las 22 cepas reaccionaron con los antisueros 
para el grupo C de Lancefield, pero las 17 restantes no fueron 
agrupables. Las mismas 5 cepas reaccionaron con el reactivo 
de latex grupo C Streptex, 13 reaccionaron con el reactivo de 
latex grupo F Streptex y 4 no reaccionaron con ningun reacti¬ 
vo Streptex. S. didelphys es un Streptococcus p-hemolitico que 
ha sido aislado en lesiones cutaneas, higado, bazo y pulmones 
de zarigLieyas.®^^ Esta especie es inusual en cuanto que la prue- 
ba de catalasa es fuertemente positiva hasta que el microorga- 
nismo ha sido subcultivado varias veces. 

S. urinalis es un Streptococcus antes no descrito que fue ais¬ 
lado en una muestra de orina de un paciente con cistitis.^^^ La 
secuenciacion comparativa de genes RNA (rRNA) ribosomico 
16S muestra que este microorganismo pertenece al subgrupo 
de cocos piogenos de los estreptococos y tiene afmidad filoge- 
neticas estrecha con los estreptococos P-hemoliticos del grupo 
A y 5. canis (grupo G). Al contrario de la mayoria de los miem- 
bros del subgrupo piogeno, esta especie es a-hemolitica en 
SBA. 


Streptococcus pneumoniae 

Factores de virulencia 

La virulencia de S. pneumoniae es atribuible fundamental- 
mente a su capacidad para resistir la opsonizacion, la fagocito- 
sis y la destruccion intracelular de las celulas fagociticas7’* 
Esta resistencia se relaciona fundamentalmente con la capsula 
de polisacarido del microorganismo. En modelos animales, la 
inhibicion de la produccion de la capsula mediante tecnicas 
geneticas (mutagenesis de transposones) vuelve a estos micro- 
organismos avirulentos. Existen al menos 90 tipos capsulares de 
S. pneumoniae; 23 de estos tipos representan mas del 88% 
de las bacteriemias y meningitis por neumococos.^^^ Los poli- 


sacaridos capsulares en 5. pneumoniae estan compuestos por 
polimeros largos de unidades repetidas formadas por dos a 
siete monosacaridos, algunos de los cuales pueden estar en 
cadenas largas o ramificadas.^^^ Estos polimeros se sintetizan 
por el agregado de porciones de hidratos de carbono al extremo 
proximal de la cadena y la mayoria de los tipos estan fijados al 
peptidoglucano y el polisacarido C de la pared celular. Algunos 
tipos de la capsula neumococica (p. ej., tipo 3) tienen propie- 
dades biologicas que tornan a estos microorganismos mas 
virulentos que otros y los neumococos que pertenecen a los 
diferentes serotipos capsulares varian en su capacidad para pro- 
ducir respuestas de anticuerpos humorales.^*^ Estas caracteris- 
ticas pueden explicar la mayor virulencia asociada con algunos 
tipos capsulares sobre otros. Al parecer, la adherencia inicial de 
los neumococos a la mucosa nasofaringea no esta mediada por 
material capsular sino que esta relacionada con adhesinas bac- 
terianas que interactuan con receptores sobre las superficies de 
las celulas epiteliales farmgeas. La interaccion puede ocurrir 
con el acido sialico mucoso a traves de la neuraminidasa neu¬ 
mococica o a traves de ligandos de la superficie celular del 
neumococo que se unen a residues disacaridos de A-acetil-o- 
galactosamina-galactosa sobre las superficies de las celulas del 
aparato respiratorio.^^ Los neumococos tambien tienen tanto 
acidos teicoicos como acidos lipoteicoicos. Los acidos teicoi- 
cos estan ligados de forma covalente al peptidoglucano de la 
pared celular por enlaces fosfodiester, mientras que los acidos 
lipoteicoicos estan ligados a la membrana celular. Estas mole- 
culas son estructuralmente similares y estan compuestas por 
unidades repetidas que contienen glucosa, 2-acetamido-4- 
amino-2,4,6-tridesoxi-D-galactosa, A-acetil-glucosamina, fos- 
focolina y ribitol-5-fosfato. Las unidades repetidas estan liga- 
das entre sf por enlaces fosfodiester. Los acidos teicoicos y los 
acidos lipoteicoicos de S. pneumoniae tambien se denominan 
polisacarido C y antigeno F, respectivamente, y todos los sero¬ 
tipos neumococicos tienen ambos antigenos. 

Otros productos celulares de S. pneumoniae, como neumoli- 
sina, autolisina y moleculas de la superficie celular, pueden 
desempehar un papel en la virulencia de los neumococos. Los 
mutantes defectuosos en la produccion de estos distintos com- 
ponentes tienen una virulencia menor en modelos animales, y 
la inmunizacion con productos purificados conduce a la pro¬ 
duccion de anticuerpos especificos que confieren una resisten¬ 
cia parcial ante la exposicion a infecciones.La neumolisina 
es una protema citotoxina activada por tiol de 53 kDa que se 
acumula dentro de las celulas durante el crecimiento y es libe- 
rada con la lisis celular por la autolisina.^^* La neumolisina 
interactua con el colesterol en las membranas celulares de dis- 
tintas celulas huespedes, forma oligomeros sobre la membrana 
y dentro de ella que evolucionan a poros, y finalmente lisa las 
celulas. Ademas, inhibe la actividad bactericida de las celulas 
fagociticas, detiene la motilidad ciliar, estimula la produccion 
de citocinas por los macrofagos (sobre todo interleucina [IL]- 
1, IL-8 y factor de necrosis tumoral [TNFD y activa la via cla- 
sica del complemento.^®^'^^^-^^* Los mutantes que carecen de 
capacidad para producir neumolisina tienen menor virulencia 
en modelos animales y la inmunizacion con neumolisina puri- 
ficada proporciona una proteccion parcial a una carga de cepas 
virulentas, productoras de neumolisina.®^’^^' La autolisina es 
una A-acetil-muramoil-L-alanina amidasa que, junto con una 
enzima glucosidasa, funciona durante la division celular para 
separar las celulas hijas, y al final del crecimiento exponencial 
para dividir los microorganismos, produciendo dispersion liti- 
ca de neumolisina y a-hemolisina.^^ La virulencia esta dismi- 
nuida en los mutantes negativos para autolisina en comparacion 
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con las cepas de tipo silvestre.^^* Es probable que la menor 
virulencia se deba a la falta de liberacion de componentes toxi- 
cos de la pared celular y neumolisina y, por ende, a la genera- 
cion de una respuesta inflamatoria muy reducida. Las cepas de 
S. pneumoniae tambien producen dos enzimas neuraminida- 
sa diferentes (NanA y NanB), que escinden el acido sialico 
terminal de las superficies celulares para exponer las porcio- 
nes A^-acetil-glucosamina-galactosa que median la adherencia 
de las celulas bacterianas.^'^^ Se ha propuesto que las neurami- 
nidasas liberadas en el sistema nervioso central (SNC) por 
neumococos in vivo pueden producir la desialilacion de la 
gpl20 sialilada del HIV y de los receptores de quimio- 
cinas/CD4 de las celulas de la microglia/linfocitos diana del 
HIV, lo que conduce a la progresion de la infeccion viral y al 
desarrollo manifiesto de encefalitis por HIV.^^^ Algunas cepas 
neumococicas tambien producen hialuronidasa y IgAj prote- 
asas. La primera enzima facilita la propagacion de los micro* 
organismos en el tejido, mientras que la ultima inactiva la IgA 
secretoria para facilitar la colonizacion neumococica y la inva¬ 
sion ulterior de las superficies mucosas.Tambien se descri- 
bio una proteina de superficie denominada PspA (protema de 
superficie A del neumococo) que es importante para la viru¬ 
lencia neumococica, aunque su funcion se desconoce.^'**’^’'^ 
PspA es la protema antigenica inmunodominante sobre la 
superficie de las celulas neumococicas, y los anticuerpos diri- 
gidos contra PspA de una cepa neumococica dada protegen a 
los animales de experimentacion contra la carga de la cepa 
homologa y de las cepas heterologas. Los mutantes defectuo- 
sos en la produccion de PspA son avirulentos. La inoculacion 
intranasal de ratones con PspA evita tanto la colonizacion del 
aparato respiratorio como el desarrollo de enfermedad invasi- 
va 1080 Pqj. razon. PspA es un antigeno que podria utilizar- 
se para la elaboracion de vacunas.^^® 

l/acunas antineumococicas 

Actualmente, existen dos vacunas para la prevencion de la 
enfermedad debida a S. pneumoniae: vacunas de polisacaridos 
puros y vacunas conjugadas de polisacaridos y protemas. Las 
vacunas de polisacaridos neumococicos -Pneumovax23® 
(Merck and Company, Whitehouse Station, NJ) y Pneu- 
Imune23® (Lederle, Wyeth-Lderle, Inc., Pearl River, NY)- 
estan compuestas por una mezcla de 23 polisacaridos capsula- 
res neumococicos.Los 23 serotipos capsulares incluidos en 
estas vacunas son 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, lOA, 11 A, 
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. Estos 
tipos capsulares representan por lo menos un 85-90% de los 
serotipos que causan infecciones neumococicas invasivas en 
adultos y nihos, y los seis serotipos que originan mas a menu- 
do infecciones neumococicas resistentes a los farmacos en los 
Estados Unidos (serotipos 6B, 9V, 14, 19A, 19F y 23F)P^ El 
Immunization Practices Advisory Committee (Comite Asesor 
sobre Practicas de Inmunizacion) de los CDC recomienda la 
vacunacion de: 1) personas de 65 ahos o mayores; 2) personas 
de 2-64 ahos que tienen una enfermedad cronica (p. ej., enfer¬ 
medad cardiovascular cronica, miocardiopatias), enfermedad 
pulmonar cronica (p. ej., enfermedad pulmonar obstructiva cro¬ 
nica [EPOC], enfisema, pero no asma), diabetes mellitus, alco- 
holismo, hepatopatia (p. ej., cirrosis) o perdidas de liquido 
cefalorraquideo (LCR); 3) aquellos que presentan asplenia fun- 
cional o anatomica (p. ej., drepanocitosis, esplenectomia); 4) 
personas de 2-64 ahos que viven en ambientes o circunstancias 
que los colocan en riesgo de enfermedad neumococica invaso- 
ra (nativos de Alaska, algunas poblaciones de indigenas norte- 


americanos, residentes de asilos y otras instituciones de cuida- 
dos cronicos) y 5) personas de 2 ahos o mayores que estan 
inmunodeprimidas, incluidas aquellas con infeccion por HIV, 
leucemia, linfoma, enfermedad de Hodgkin, mieloma multiple, 
neoplasias, insuficiencia renal cronica, smdrome nefritico y 
otros trastomos asociados con inmunosupresion (p. ej., tras- 
plante de medula osea) y personas que reciben inmunoterapia 
supresora.*'^^'^^^ Se ha demostrado que son vacunas seguras, efi- 
caces y relativamente poco costosas. Estas vacunas de polisa¬ 
caridos puros provocan una respuesta de anticuerpos en las 
celulas B, pero los antigenos son independientes de las celulas 
T, de modo que no se observa una respuesta inmunitaria pro- 
tectora en los nihos menores de 2 ahos.’’^ Otros inconvenientes 
de las vacunas de polisacarido neumococico son su incapaci- 
dad para afectar la portacion nasofarmgea y, por lo tanto, la 
propagacion de los microorganismos de una persona a otra, y 
su eficacia limitada en pacientes con neoplasias hematologicas 
o estados de inmunodeficiencia subyacente. 

En febrero de 2000, se autorizo el uso de PCV7 (Pneumo- 
ccocal Conjugate Vaccine 7), una nueva vacuna de conjugado 
neumococico heptavalente (Prevnar; Wyeth Lederle Vaccines, 
Peral River, NY) en lactantes y nihos.PCV7 esta compuesta 
por una protema transportadora de toxina difterica inerte 
(CRMjg^) ligada de forma covalente con los antigenos polisa¬ 
caridos capsulares de siete serotipos de S. pneumoniae. Los 
siete serotipos incluidos en la vacuna son los serotipos 4, 6B. 
9V, 14, 18C, 19F y 23F, asociados con un 80% de enfermedad 
neumococica que ocurre en nihos menores de 6 ahos.'^^^^^ Esta 
nueva vacuna se aplica en inyeccion intramuscular y se puede 
administrar simultaneamente con otras inmunizaciones infanti- 
les. Se recomienda PCV7 para los nihos de 2 ahos y menores, 
y se administra a los 2, 4 y 6 meses de edad, con una inmuni¬ 
zacion de refuerzo a los 12 y 15 meses de edad. La inmuniza¬ 
cion inicial con PCV7 ya se puede iniciar a las 6 semanas de 
vida. Para los nihos de 2 a 5 ahos de edad, el Advisory 
Committee on Immunization Practices (Comite Asesor sobre 
Practicas de Inmunizacion) de los Estados Unidos ha recomen- 
dado que los nihos en alto riesgo de enfermedad neumococica 
(nihos con hemoglobinopatias por celulas falciformes, asplenia 
congenita/adquirida/funcional, inmunodeticiencias congenitas 
o adquiridas, tratamientos inmunosupresores, enfermedades 
cronicas) reciban tanto PCV7 como la vacuna de polisacaridos 
para aumentar la respuesta inmunitaria por la administracion 
de un antfgeno dependienie de las celulas T y ampliar la cober- 
tura de anticuerpos mas alia de los siete serotipos incluidos en 
la PCV7. La vacuna conjugada PCV7 provoca una respuesta 
viva de anticuerpos dependientes de las celulas T, necesaria 
para la produccion optima de anticuerpos y la capacidad para 
montar una respuesta amnesica a traves de la memoria inmuni¬ 
taria. Algunos estudios grandes han mostrado que la 

nueva vacuna de conjugado heptavalente neumococico es efi- 
caz para evitar la enfermedad invasora en nihos pequehos debi¬ 
da a los serotipos de S. pneumoniae de la vacuna.^"^^’®'^ Estos 
estudios indican que se previno mas del 90% de la enfermedad 
neumococica invasora debida a los serotipos de la vacuna en 
los nihos inmunizados. Es interesante sehalar que no se obser- 
varon aumentos en las infecciones debidas a serotipos distintos 
de la vacuna durante los ensayos de eficacia clinica, y se obser- 
v6 que las tasas de portacion nasofarmgea de S. pneumoniae 
estaban disminuidas en los nihos vacunados, fenomeno no 
observado en los que recibieron la vacuna de polisacarido. En 
un pequeho estudio sobre eficacia se observe que la PCV7 pro- 
vocaba tambien respuestas protectoras de anticuerpos en los 
nihos con drepanocitosis. 
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Importancia clinica 

S. pneumoniae es la causa principal de neumoma bacteriana 
extrahospital aria. El microorganismo puede estar alojado en las 
vias respiratorias altas del 5-10% de los adultos, aunque se han 
comunicado tasas de portacion mayores del 60% en poblacio- 
nes cerradas.^^’ En general, los lactantes son colonizados alre- 
dedor de los 3 a 4 meses de edad y se mantienen asi durante 
unos 4 meses con un serotipo dado; la incidencia maxima de 
colonizacion neumococica ocurre a los 2 a 3 anos cuando la 
tasa puede ser de hasta 40-60%.En los adultos, la coloni¬ 
zacion y la portacion persisten desde 2 a 4 semanas, pero pue- 
den mantenerse mucho mas tiempo, y las tasas de portacion 
entre los adultos suelen variar del 5% al 10%.^'^ La duracion de 
la portacion disminuye con la edad y, por lo tanto, tiende a ser 
mas prolongada en los ninos que en los adultos. La coloniza¬ 
cion de los lactantes con neumococos se relaciona con la 
ausencia de anticuerpos anticapsulares especiTicos y los seroti- 
pos poco antigenicos que son frecuentes en este grupo etario.**^^ 
La sensibilidad de las personas ancianas a la enfermedad neu¬ 
mococica refleja el envejecimiento del sistema inmunitario y la 
produccion disminuida ulterior de anticuerpos, junto con cam- 
bios generales en los niveles de actividad, los mecanismos de 
depuracion mucociliar comprometidos, la desnutricion o el 
debilitamiento debido a otras enfermedades cronicas subya- 
centes, como diabetes y alcoholismo.^^® 

La mayoria de las infecciones graves por S. pneumoniae 
ocurren en lactantes menores de 3 anos y en mayores de 65 
anos.^^^^** Las tasas de ataque son cuatro a cinco veces mayo¬ 
res en los individuos de raza negra que en los de raza blanca.^* 
Esta diferencia parece ser real, aunque otros factores (p. ej., 
acceso a la asistencia de salud, otras condiciones biologicas o 
ambientales subyacentes) pueden influir en estas tasas. Las 
tasas de ataque tambien son mas altas entre las poblaciones de 
nativos de Alaska, las poblaciones de indigenas nativos de los 
Estados Unidos y los aborigenes australianos.^'^^ ^^ Los pacien- 
tes con afecciones subyacentes que suprimen distintos meca¬ 
nismos de defensa del huesped como hipogammaglobulinemia, 
deficiencias de los componentes del complemento y drepano- 
citosis, corren un riesgo mayor de enfermedad neumococica 
invasiva.^'^^^’^^^® Las personas que tienen asplenia funcional o 
aquellas que han sufrido esplenectomias quirurgicas estan 
expuestas a un riesgo particularmente alto de desarrollar una 
bacteriemia neumococica invasora y a menudo mortal.^^"* Entre 
los ninos, las infecciones suelen asociarse con los serotipos 6, 
14, 18, 19 y 23. En un estudio pediatrico de 15 anos de dura¬ 
cion llevado a cabo en Birmingham, Alabama, estos serotipos 
fueron responsables del 70% de los casos de meningitis y bac- 
teriemia.'*^^’^'^^ Entre los adultos, predominan los serotipos 1, 3, 
4, 7, 8 y 12. 

En el huesped apropiado, S. pneumoniae gana acceso a los 
espacios alveolares por la aspiracion o inhalacion y finalmen- 
te puede producir neumonia lobular, con consolidacion y bac- 
teriemia.^^* Los trastornos que se reconocen por predisponer a 
los adultos a la enfermedad neumococica son enfermedad 
broncopulmonar subyacente y compromiso de la inmunidad 
humoral.*'*^ Los trastornos que deterioran la respuesta inmuni- 
taria humoral (p. ej., mieloma, linfoma, leucemia linfocitica 
cronica, cirrosis hepatica, deficiencias de los componentes del 
complemento) probablemente tengan la influencia maxima 
sobre la sensibilidad individual a la infeccion neumococica. 
La incidencia y la gravedad de la enfermedad neumococica 
tambien estan aumentadas en los individuos con defectos en 
los mecanismos de depuracion de las vias respiratorias altas, 


como los fumadores y los individuos con asma, bronquitis 
cronica, EPOC o carcinoma broncogeno y epidermoide del 
pulmon. Las infecciones respiratorias virales tambien predis- 
ponen a la infeccion neumococica del aparato respiratorio 
porque estos agentes danan los mecanismos de depuracion 
bronquial. El inicio de la neumonia neumococica es casi siem- 
pre brusco, aun en los pacientes en los que una infeccion viral 
respiratoria previa es el principal factor predisponente. En los 
ninos mayores y los adultos jovenes, los sintomas incluyen 
escalofrios, seguidos de fiebre sostenida, tos y produccion de 
esputo purulento y a menudo hemoptoico. En los pacientes 
ancianos, la infeccion puede presentarse en forma insidiosa en 
varios dias.^^^ Los sintomas pueden variar desde una tos mini¬ 
ma, con disminucion real de la temperatura, hasta una presen- 
tacion fulminante, que conduce rapidamente al shock y la 
muerte. Los hemocultivos son positivos en el 20-30% de los 
pacientes con neumonia neumococica. En general, los adultos 
mayores tienen otros trastornos que los colocan en mayor ries¬ 
go de enfermedad grave, como neoplasias, alcoholismo, car- 
diopatia, EPOC y diabetes.^^^'^^* Las radiografias de torax de 
los pacientes con neumonia neumococica demuestran consoli¬ 
dacion lobular en un 40-50% y el resto muestra un patron 
bronconeumonico focal. Los infiltrados debidos a enfermedad 
neumococica tienden a ser unilaterales y afectan los alveolos, 
mas que los bronquiolos y los tejidos intersticiales. Las com- 
plicaciones de la neumonia neumococica son absceso pulmo- 
nar, infecciones pericardicas, empiema, derrames pleurales y 
endocarditis.*^"^Los derrames y los empiemas pleurales se 
pueden visualizar en las radiografias de torax, pero se delinean 
mejor mediante tomografia computarizada (TC) y ecogra- 
fia.*^'^ Si las colecciones liquidas son lo suficientemente gran- 
des, puede ser necesario un drenaje a traves de la colocacion 
de un tubo de toracostomia para lograr la curacion, junto con 
la antibioticoterapia. Las TC y la ecografia son utiles para el 
diagnostico de las neumonias necrosantes y los abscesos pul- 
monares profundos debidos a S. pneumoniae. La tasa de mor¬ 
tal idad de la neumonia neumococica es de un 5%, pero puede 
aproximarse al 20-30% cuando se acompana por bacteriemia. 
La bacteriemia neumococica sin afectacion pulmonar es una 
entidad que ocurre en huespedes inmunologicamente deprimi- 
dos. Las enfermedades o los trastornos subyacentes que pre- 
disponen a los pacientes a la bacteriemia neumococica recu- 
rrente o recidivante son esplenectomia, leucemia mieloide 
aguda, trasplante de medula osea, drepanocitosis, infeccion 
por HIV y smdrome de intestino 

S. pneumoniae tambien es una causa importante de bacterie¬ 
mia y sepsis tanto en ninos como en adultos. En ninos por otra 
parte sanos que tienen bacteriemia, alrededor del 25% se aso- 
cian con una otitis media neumococica coexistente, el 30-40% 
estan ligados a neumoma o infecciones neumococicas focales 
y el resto no tiene ningiin foco identificable.^"*^''^^*’^"*^ Por otra 
parte, mas del 90% de las bacteriemias en los adultos son el 
resultado de una neumoma.^ Como ya se menciono, otros tras¬ 
tornos comorbidos -asplenia, neoplasias, drepanocitosis e 
infeccion por HIV- contribuyen al desarrollo de bacteriemia y 
tambien afectan la respuesta final a los antibioticos y al trata- 
miento de sosten. Aunque la mortalidad para la bacteriemia 
neumococica y la sepsis es bastante baja en los ninos, en los 
adultos se aproximan al 35-40%. S. pneumoniae tambien ha 
surgido como causa importante de enfermedad en pacientes 
infectados por HIV.*®^ Estas infecciones tienden a ocurrir al 
comienzo de la evolucion de la infeccion por HIV (a menudo 
antes de que se haya considerado incluso un diagnostico de 
esta), son extraordinariamente graves, y pueden tener presenta- 
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clones clinicas inusuales junto con la bacteriemia.^^^ Rodri- 
guez-Barradas informo cinco casos de infecciones neumococi- 
cas graves en pacientes infectados por HIV; las presentaciones 
incluyeron neumonia con derrames pleurales recurrentes, pio- 
neumotorax complicado por una fistula broncopleural, purpura 
fulminante con gangrena periferica de las extremidades, 
mediastinitis neumococica con infeccion adyacente de los teji- 
dos blandos de la pared toracica y absceso encefalico neumo- 
cocico.^’^ 

S. pneumoniae tambien es la causa mas frecuente de menin¬ 
gitis bacteriana en adultos; con el uso creciente de las vacunas 
conjugadas de H. influenzae tipo b, el neumococo es el agente 
actual mas frecuente en lactantes y ninos pequenos.^^^ En los 
adultos, el neumococo representa alrededor de un tercio de las 
meningitis extrahospitalarias en los Estados Unidos y tiene una 
mortalidad asociada del 20-25%.^^ En general, la meningitis 
por S. pneumoniae ocurre como resultado de la siembra de las 
meninges durante la bacteriemia, y los microorganismos pro- 
bablemente entran a traves del plexo coroideo. Los smtomas de 
presentacion en alrededor del 60-70% de los adultos son fiebre, 
rigidez de la nuca y cambios del sensorio.^^^ En los lactantes, 
llanto, irritabilidad, malestar general, alimentacion insuficien- 
te, vomitos y convulsiones pueden dominar el cuadro clmico; 
se desarrolla un abombamiento de la fontanela solo en un ter¬ 
cio de estos ninos. En ancianos, en inmunocomprimidos o en 
ambos, la presentacion puede ser insidiosa y la norma es la 
somnolencia, la obnubilacion y poca fiebre o ninguna. Sin 
embargo, puede ocurrir una meningitis, junto con el shock 
septico mortal en pacientes que estan profundamente inmuno- 
suprimidos (p. ej., pacientes que han sufrido trasplante de 
medula osea).^^ S. pneumoniae tambien es la causa principal 
de meningitis luego de las fracturas de craneo. El traumatismo 
de craneo que produce una fractura de la base con perdida de 
LCR interrumpe la integridad de la duramadre y puede permi- 
tir la entrada directa de microorganismos en el SNC desde un 
sitio adyacente de infeccion (p. ej., sinusitis, mastoiditis, otitis 
media).^^^ 

En la poblacion pediatrica, S. pneumoniae representa el 40- 
50% de los casos de otitis media aguda y se ha asociado con 
sinusitis y mastoiditis.En los pacientes con otitis media, 
la membrana timpanica aparece inflamada, inmovil y abomba- 
da en el examen con un otoscopio. Las complicaciones de la 
otitis media neumococica aguda son perforacion de la mem¬ 
brana timpanica, mastoiditis, paralisis del nervio facial, bacte¬ 
riemia y artritis septica.^^^ Es mejor obtener muestras para el 
diagnostico a traves de una miringotomia o timpanocentesis. 
Los neumococos, junto con H. influenzae, tambien son respon- 
sables de un 70% de las infecciones sinusales agudas y suba- 
gudas. 

S. pneumoniae es una causa infrecuente de endocarditis, 
pericarditis, osteomielitis, artritis septica, peritonitis, infeccio¬ 
nes pelvianas agudas, infecciones neonatales e infecciones de 
piel/tejidos blandos. La mayoria de los pacientes tienen enfer- 
medad subyacente, como diabetes, neoplasias, alcoholismo, 
lupus eritematoso sistemico o infeccion por HIV y otros focos 
de enfermedad neumococica, como meningitis o neumonia. 
Las neumonlas representan menos del 3% de los casos de 
endocarditis bacteriana y el 3-7% de todos los casos de endo¬ 
carditis pediatrica."^^^ La endocarditis neumococica sigue un 
curso agudo, se asocia con destruccion valvular y formacion de 
abscesos perivalvulares aorticos y tiene una tasa de mortalidad 
de alrededor del 24% hasta mas del 50%.^9i'^^5.783.893 gj trata- 
miento de la endocarditis neumococica con terapia farmacolo- 
gicamente sola se asocia con malos resultados. En general, los 


pacientes tienen cardiopatia preexistente y, en un estudio de 
endocarditis neumococica en ninos, la cardiopatia congenita 
fue el unico factor de riesgo identificable.^^^ La peritonitis pri- 
maria causada por los neumococos se observaba en otra epoca 
con frecuencia en los ninos en asociacion con sindrome nefro- 
tico, pero en la actualidad ocurre sobre todo en adultos con 
cirrosis y otras hepatopatlas junto con bacilos gramnegativos 
entericos. La osteomielitis y la artritis septica causadas por S. 
pneumoniae ocurren a menudo en ninos con drepanocitosis.^"^^ 
En los adultos, la artritis septica neumococica suele ocurrir en 
pacientes con bacteriemia y afecta mas de una articulacion en 
alrededor de un tercio de los pacientes.La mayoria de los 
casos pueden ser manejados con cobertura antibiotica apropia- 
da y artrocentesis. En algunas mujeres, 5. pneumoniae puede 
formar parte transitoria de la flora vaginal, y pueden ocurrir 
infecciones pelvianas, obstetricas y ginecologicas, sobre todo 
con trastomos subyacentes como la presencia de un dispositivo 
intrauterino o la cirugla ginecologica reciente.^®^ ’®^^ Los absce¬ 
sos tuboovaricos debidos a S. pneumoniae tambien pueden ser 
una fuente de infecciones peritoneales neumococicas.^^^ Se han 
comunicado infecciones neumococicas neonatales que repre¬ 
sentan el 1-11% de los casos de sepsis neonataL^^® Estos ninos 
presentan meningitis, bacteriemia, neumonia, artritis/osteomie- 
litis septica u otitis media, casi siempre han nacido a termino, 
y tienen 2 a 3 semanas de vida en el momento de la presenta¬ 
cion. La fuente probable de infeccion es el aparaio genital de la 
madre. S. pneumoniae tambien ha sido reconocido como causa 
importante de infecciones de los tejidos blandos, que incluyen 
celulitis facial y periorbitaria, fascitis, rabdomiolisis y absce- 

Estas infecciones ocurren en hues- 
pedes con trastomos subyacentes, como lupus eritematoso 
sistemico, enfermedad renal en estadio terminal, artritis reu- 
matoide, diabetes tipo 2 o infeccion por HIV. Algunos investi- 
gadores tambien han observado una asociacion con las colage- 
nopatlas.^^’ 

Una preocupacion importante con respecto a S. pneumoniae 
es la aparicion de resistencia a los antibioticos, sobre todo a la 
penicilina.^^’^^^’^^^ Los neumococos con resistencia disminuida 
a la penicilina fueron comunicados inicialmente en la decada 
de 1960. Durante las decadas de 1970 y 1980, la resistencia a 
la penicilina entre las cepas de S. pneumoniae era rara en los 
Estados Unidos y solo el 0,2% eran resistentes. Sin embargo, a 
mediados de la decada de 1990, el 35% de la totalidad de los 
aislamientos neumococicos de los Estados Unidos mostraron 
una menor sensibilidad a la penicilina.Algunos estudios 
mas recientes entre poblaciones del sistema de vigilancia 
nacional de los CDC indican que la menor sensibilidad a la 
penicilina de las cepas de S. pneumoniae varla del 15% al 35%, 
segun la region geografica.*®^^ Entre 10 103 cepas extrahospi¬ 
talarias de S. pneumoniae aisladas en muestras respiratorias 
durante 2000-2001 en 206 centros de 154 regiones de los 
Estados Unidos, el 38,9% mostraron menor sensibilidad a la 
penicilina.^^^ Esto tambien se documento en cepas foraneas de 
S. pneumoniae. En un estudio de 2003, el porcentaje de cepas 
con menor sensibilidad a la penicilina fue del 6,5% en el Reino 
Unido, el 9,1% en Alemania, el 12,4% en Italia, el 36,4% en 
Grecia, el 54,5% en Espana y el 56,7% en Francia.^"^^ La resis¬ 
tencia a la penicilina de S. pneumoniae se asocia con una alte- 
racion de las protelnas de union a penicilina (PBP) que tienen 
menor afmidad para fijar la penicilina a la pared de la celula 
bacteriana.Las PBP son en realidad enzimas transpeptidasa 
que participan en la sintesis de peptidoglucanos y se han iden- 
tificado seis PBP -designadas lA, IB, 2A, 2B, 2X y 3- en S. 
pneumoniae. Las mutaciones en los genes que codifican PBP 
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2B explican la resistencia de bajo nivel a la penicilina, mientras 
que las mutaciones en el gen para PBP 2X se asocian con resis¬ 
tencia de alto nivel a la penicilina.^®^ ^ Se considera que las 
cepas con CIM de penicilina de 0,06 |ig/mL o menor son sen- 
sibles, las que tienen una CIM de 0,1 a 1 pg/mL tienen resis¬ 
tencia intermedia (y tienen una sensibilidad disminuida a la 
penicilina) y aquellas con CIM mayores de 1 pg/mL son resis- 
tentes.^^® Las cepas que tienen una resistencia a la penicilina de 
alto nivel presentan una CIM de penicilina > 2 pg/mL. Las 
cepas de S. pneumoniae que muestran menor sensibilidad o 
resistencia franca a la penicilina G tambien son menos sensi- 
bles a otras penicilinas y cefalosporinas de todas las generacio- 
nes, y se ban comunicado fracasos terapeuticos para las infec- 
ciones neumococicas graves con agentes que antes eran utiles 
como cefotaxima, cefuroxima y ceftriaxona.*^^’^^^-*^^^'^^^ Ademas 
de las penicilinas y las cefalosporinas, se informo una resisten¬ 
cia simultanea de los neumococos a otros antibioticos, como 
macrolidos, sulfamidas y tetraciclinas.^^^*^^'^-^'^^’®^^ En un estu- 
dio internacional publicado en 2004, la resistencia a los macro¬ 
lidos fue maxima entre las cepas de 5. pneumoniae en Asia 
(51,7% de resistencia), seguida de Europa (26% de resistencia), 
Estados Unidos (21,6% de resistencia). Medio Oriente (13,7% 
de resistencia), Pacifico Sur (10,6% de resistencia) y Africa 
(10% de resistencia)2^^ Se ha desarrollado una tendencia parti- 
cularmente alarmante de resistencia neumococica a los agentes 
antibioticos fluoroquinolonas.'^^^ En el capitulo 15 se presen- 
ta mas informacion relacionada con la sensibilidad a los anti¬ 
bioticos de S. pneumoniae y los metodos para evaluarla. 


Estreptococos viridans 

El grupo viridans incluye varias especies de estreptococos 
ot-hemoliticos y no hemoliticos, la mayoria de los cuales cons- 
tituyen parte de la flora normal de las vias respiratorias altas y 
del aparato urogenital.Los estreptococos viridans causan el 
30-40% de los casos de endocarditis bacteriana subaguda, lo 
que conduce a su aislamiento de multiples conjuntos de hemo- 
cultivos.*®^^ La endocarditis por estreptococos viridans ocurre 
principalmente en individuos con enfermedad preexistente de 
las valvulas nativas; tambien puede asociarse con infeccion 
de valvulas protesicas. Esta endocarditis se presenta de forma 
insidiosa, y la fiebre, la fatiga y la perdida de peso son los 
hallazgos mas frecuentes. Tambien se presentan a menudo 
soplos cardiacos, estigmas perifericos de endocarditis (p. ej., 
hemorragias lineales subungueales y conjuntivales, petequias) 
y vegetaciones en los ecocardiogramas. Las complicaciones 
incluyen enfermedad multivalvular, aneurismas de la valvula 
mitral, abscesos paravalvulvares y glomerulonefritis asociadas 
con inmunocomplejos circulantes.^"^^'^^^ En un estudio reciente 
de 77 pacientes con endocarditis, el 18% tenia afectacion de 
multiples valvulas y el 36% de estas infecciones se debieron a 
estreptococos viridans.La identificacion sistematica de las 
especies de estreptococos viridans asociadas con endocarditis 
bacteriana subaguda indican que S. mitis, S. sanguis, S. oralis, 
S. gordonii, S. mutans, S. salivarius, S. vestibularis y S. sinen¬ 
sis. una nueva especie a-hemolitica, son los estreptococos 
viridans que con mas frecuencia producen endocardi- 
jjg 301.302,523.622.1027.1071 orofariugc cs la fuente probable de bac- 
terias en la mayoria de estas infecciones; a menudo se observa 
mala higiene bucal y enfermedad periodontal en estos pacien¬ 
tes. Otros procedimientos, como sigmoidoscopia de fibra opti¬ 
ca y endoscopia gastrointestinal superior, tambien pueden pro- 


vocar bacteriemia transitoria que puede infectar valvulas car- 
diacas ya danadas.^^^’^^'^ Algunas comunicaciones recientes de 
endocarditis debidas a estreptococos viridans resistentes a la 
penicilina ban ocurrido en pacientes que recibieron profilaxis 
con penicilina para procedimientos dentales.'^'^^'^^ 

Aunque las bacteriemias transitorias por estos microorganis- 
mos suelen resolverse en el huesped normal sin ninguna secue- 
la adversa, se ha reconocido como entidad clmica distinta la 
bacteriemia prolongada por estreptococos viridans, sobre todo 
en pacientes pediatricos y adultos neutropenicos que se some- 
ten a quimioterapia oncologica.^^-^^^’^^^’^^^’^^^’^’^'^^^^^ En estos 
enfermos, la bacteriemia se asocia con la quimioterapia citoto- 
xica agresiva administrada para el tratamiento de leucemias, 
linfomas o tumores solidos y para el trasplanie de medula 
osea.^^’"^^’^^^-^^' Los factores de riesgo para el desarrollo de bacte¬ 
riemia por estreptococos viridans en estos pacientes inmunode- 
primidos son la administracion de dosis altas de agentes citoto- 
xicos (p. ej., citarabina), la presencia de ulceraciones mucosas 
bucales secundarias a la quimioterapia citotoxica o radiacion, 
la ausencia de antibioticoterapia previa y la neutropenia 
grave.La mucositis bucal probablemente sirve como 
puerta de entrada para estos microorganismos en el torrente cir- 
culatorio.^^^ A1 respecto, la mala salud dental subyacente y la 
enfermedad periodontal son factores de riesgo para el desarro¬ 
llo de bacteriemia por estreptococos viridans en los huespedes 
neutropenicos.'^^^ Algunos antibioticos utilizados para profila- 
xis en estos enfermos tambien se asocian con bacteriemia por 
estreptococos viridans. En un estudio de 38 ninos con neutro¬ 
penia, el 60% estaba recibiendo trimetoprim-sulfametoxazol 
profilactico en el momento de que el primer hemocultivo se 
volvio positivo.'^ Tambien se ha identificado el uso profilacti¬ 
co de fluoroquinolonas como factor de riesgo de bacteriemia en 
pacientes con leucemia mieloide aguda.”^^^ En estos pacientes, 
la bacteriemia por estreptococos viridans puede complicarse 
por el desarrollo de smdrome de dificultad respiratoria del 
adulto (SDRA), hipotension, shock y endocarditis bacteria- 
na 22 io7.io8.74i especies de estreptococos viridans asociadas 
con bacteriemia neutropenica son S. mitis, S. oralis, S. saliva¬ 
rius y S. Xambien se han comunicado 

infecciones bacteriemicas por estreptococos viridans en recien 
nacidos de termino y de pretermino de bajo peso al nacer.2 Las 
madres de estos recien nacidos suelen tener varios factores de 
riesgo que afectan adversamente el pronostico del embarazo, 
como corioamnionitis, rotura prematura de membranas, inicio 
prematuro del trabajo de parto e infeccion urinaria en el mo¬ 
mento del parto. 

Los estreptococos viridans tambien pueden ser aislados en 
raras ocasiones en otras infecciones graves, como meningitis y 
neumonia, sobre todo en huespedes inmunodeprimidos. La 
meningitis causada por estreptococos viridans puede ocurrir 
tanto en adultos como en ninos, y la presentacion clmica difie- 
re poco de la de otras meningitis piogenas (rigidez de la nuca, 
convulsiones, inflamacion menmgea y alteracion del senso- 
rio).2'i^’^^^ En general, el origen del microorganismo es endoge- 
no; las anomalias estructurales congenitas de cabeza y cuello, 
las infecciones de cabeza y cuello, la endocarditis, las infec¬ 
ciones extracraneales y el traumatismo de craneo o los proce¬ 
dimientos neuroquiriirgicos previos (p. ej., craneotomia) se han 
asociado con el desarrollo de meningitis, pero es posible que 
los origenes definidos de la infeccion no esten senalados hasta 
en un tercio de los pacientes.Se ha documentado meningitis 
recurrente por estreptococos viridans en ninos con anomalias 
estructurales del oido interno y los senos mastoideos.^®'* Las 
complicaciones de la meningitis incluyen supuracion intracra- 
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neal y vasculitis cerebral.Tambien se ha comunicado menin¬ 
gitis y bacteriemia causadas por S. mitis y 5. salivarius luego 
de puncion lumbar, endoscopia digestiva alta y caulerizacion 
por hemorragia gastrica.^^^*^^^ Asimismo, se informo una 
meningitis recurrente por S. sanguinis en un varon de 15 ahos 
con una derivacion ventriculoperitoneal.^^ Colville y cols, 
informaron el primer caso de meningitis causado por 5*. oralis 
en una niha saludable de 12 afios luego de la extraccion de un 
diente canino deciduo como parte de su tratamiento ortodonti- 
co.^^^ Se aislo 5. salivarius como causa de meningitis en una 
mujer de 73 ahos antes sana en la que luego se descubrio que 
tenia un adenocarcinoma colonico asintomatico, lo que sugirio 
una asociacion de esta especie “similar a S. hovis'' con una 
enfermedad neoplasica oculta.^*^ Otras infecciones del SNC, 
como absceso encefalico pueden ocurrir luego de un traumatis- 
mo o cirugia de craneo, o pueden ser secundarias a un foco pri- 
mario de infeccion en otro sitio a traves de la extension directa 
desde un sitio contiguo o a traves de la via hematogena.^^^^^^ 
Puede ocurrir una extension directa desde infecciones odonto- 
logicas (p. ej., abscesos radiculares, periodontitis), infecciones 
de los senos paranasales o fuentes oticas.^^^ En general, los abs¬ 
cesos oticos son unicos, se localizan en los lobulos frontales o 
temporales, y pueden ser polimicrobianos. Los trastomos pre- 
disponentes para el absceso encefalico por estreptococos viri¬ 
dans son insuficiencia cardiaca congestiva, otitis media croni- 
ca, traumatismos de craneo con rinorrea de LCR, sinusectomia 
y craneotomia seguida de la colocacion de una derivacion ven¬ 
triculoperitoneal.^^^ 

Tambien se ha comunicado una neumonia bacteriemica por 
estreptococos viridans, pero es rara. Marrie informo sobre siete 
pacientes con neumonia extrahospitalaria por estreptococos 
viridans.Todos los pacientes eran de edad mas avanzada (49 
a 80 ahos), tenian varios trastomos predisponentes (incluidos 
alcoholismo, carcinoma de pulmon resecado, hipotiroidismo y 
diabetes mellitus) y estaban bacteriemicos. Las cepas de 
estreptococos viridans de tres pacientes fueron S. mitis, S. san¬ 
guis y S. intermedius. Sarker y cols, comunicaron tres casos de 
neumonia extrahospitalaria por estreptococos viridans con 
hemocultivos positivos simultaneos en adultos antes sanos.^"*^ 
Se presenta neumonia por estreptococos viridans en pacientes 
de edad avanzada en el caso de una aspiracion orofaringea 
Las complicaciones de la neumonia, como empiema y absce¬ 
sos pulmonares asociados con neumonia por estreptococos 
viridans, son entidades clmicas relativamente raras.^^*-^^^ 
Diversas infecciones provocadas por distintas especies de 
estreptococos viridans han incluido epiglotitis, artritis septica, 
osteomielitis vertebral secundaria a bacteriemia/endocarditis, 
pericarditis, smdrome de Lemierre y queratitis cristalina infec- 
En 2003, se comunico un brote de un 
smdrome de shock toxico en pacientes inmunocompetentes 
que residian en el delta del rio YangZi en la provincia de 
Jiangsu. China.^^® Este brote, que ocurrio durante 1990-1991, 
se debio a un cion de S. mitis. Con posterioridad se encontro 
este mismo cion, segun los resultados de los patrones de elec- 
troforesis en gel de campo pulsado, en otros pacientes con el 
smdrome desde 1991 a 1995. Esta cepa producia una protema 
de 34 kDa que era pirogena en ratones, mitogena en esplenoci- 
tos cultivados y aumentaba la sensibilidad de los conejos a una 
carga de endotoxina. La secuenciacion de esta protema mostro 
que no estaba relacionada con exotoxinas pirogenas conocidas 
producidas por estreptococos P-hemoliticos del grupo A y de 
otro tipo. 

Algunos estreptococos viridans que habitan en la cavidad 
bucal han surgido como patogenos importantes asociados pre- 


dominantemente con la iniciacion y la patogenia de las caries 
dentales. S. rnutans, S. sobrinus y otros miembros del “grupo 
mutans” de estreptococos bucales son capaces de producir 
enzimas denominadas glucosiltransferasas. que hidrolizan la 
sacarosa de la dieta (un disacarido de glucosa y fructosa) y 
conectan las porciones de glucosa entre si en uniones al,6 y 
a 1,4 glucosidicas para formar glucanos insolubles. Estos 
glucanos permiten a los microorganismos adherirse a las super¬ 
ficies lisas de los dientes y forman la matriz de la placa dental. 
La fijacion especifica e inespecifica de S. mutans y otros 
microorganismos a los glucanos adherentes e insolubles y la 
formacion ulterior de acidos conduce a la desmineralizacion 
del esmalte dental y a la iniciacion de lesiones de caries. 
Otros estreptococos bucales, como S. sanguis, S. salivarius y 
tal vez S. gordonii, tambien pueden sintetizar estos polisacari- 
dos. pero solo el “estreptococo mutans” muestra un aumento de 
la colonizacion bucal inducido por sacarosa.^^^’^^^ '^ Ademas, 
los estreptococos mutans parecen producir mayor cantidad de 
acido a partir de hidratos de carbono que otras bacterias buca¬ 
les orales porque pueden fermentar una amplia variedad de 
azucares y toleran mas el acido que otros estreptococos buca- 
les/65.632 Estos microorganismos sintetizan polisacaridos intra- 
celulares que pueden ser metabolizados a acido en ausencia de 
hidratos de carbono fermentables exogenos, lo que les permite 
producir cantidades importantes de acido incluso “entre las 
comidas”.^^^ Los estreptococos mutans integraban al principio 
una unica especie -S. mutans- que estaba dividida en ocho 
serotipos designados “a” a “h” sobre la base de la especificidad 
serologica de los antigenos de hidratos de carbono de la pared 
celular. Luego, estos distintos serotipos fueron asignados a un 
estado de especies separadas.^*^® 5. mutans (serotipos c, e y f) y 
S. sobrinus (serotipos d y g) son las especies que predominan 
en los seres humanos; la otra especie se encuentra en distintos 
animales.^'^^ Los investigadores que se ocupan de la microbio- 
logia dental han implementado metodos moleculares de detec- 
cion directa de 5. mutans en muestras de placa y gingivales, y 
anticuerpos monoclonales contra 5. mutans que utilizan junto 
con tecnicas de inmunotransferencia de colonias para la identi- 
ficacion y el recuento de estos microorganismos en muestras de 
saliva y de placa dental. 

Antes de la decada de 1980, las especies de estreptococos 
viridans se describian por completo en funcion de sus caracte- 
risticas fenotipicas. El analisis mediante tecnicas moleculares y 
geneticas y con series extensas de pruebas fenotipicas ha modi- 
ficado considerablemente la taxonomia de estos microorganis¬ 
mos. Los principales cambios ocurridos como resultado de 
estos analisis incluyen descripciones enmendadas de especies 
bien reconocidas como S. mitis y S. sanguis, el descubrimiento 
y la descripcion de varias especies bucales nuevas (p. ej., S. 
vestibularis, S. gordonii, S, parasanguis, S. oralis, S. crista, S. 
sinensis y S. oligofermentans), la division de los serotipos del 
grupo S. mutans en distintas especies y la reasignacion taxono- 
mica de '"Streptococcus'" viridans 5. morbillorum como segun- 
da especie en el genero La fre- 

cuencia de algunas de las especies recien descritas en muestras 
clmicas no se conoce y se esperan otras investigaciones a medi- 
da que se disponga de metodos mas fiables para su identifica- 
cion en los laboratorios de microbiologia clmica. Aunque se 
han comunicado en muestras hum anas, S. uberis y S. paraube- 
ris se aislan principalmente en animales; producen mastitis 

bovina.^^^’^32.1059 

En el pasado, los estreptococos viridans eran sensibles a 
penicilina, ampicilina y a la mayoria de los otros antibioticos. 
Sin embargo, en las dos ultimas decadas los estudios de sensi- 
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bilidad a los antibioticos ban mostrado con claridad que esta 
aumentando la resistencia a penicilinas, cefalosporinas, amino- 
glucosidos y otras clases de antibioticos, sobre todo entre las 
cepas de S. mitis. En 1992, Potgieter y cols, informaron la sen- 
sibilidad a los antibioticos de 211 estreptococos viridans aisla- 
dos en hemocultivos.^®^ Aunque todas las cepas fueron sensi- 
bles a cefotaxima, ceftriaxona, imipenem y vancomicina, el 
38% era resistente a la penicilina (CIM, ^ 0,25 pg/mL), el 41% 
era resistente a eritromicina y el 7% era resistente tanto a la eri- 
tromicina como a la tetraciclina. Cinco cepas de S. mitis eran 
resistentes a la penicilina (CIM, 16 a 32 pg/mL) y tambien 
mostraban mayor resistencia (CIM, 64 a 128 pg/mL) o alto 
grado de resistencia (CIM ^ 500 pg/mL) a la gentamicina y la 
tobramicina. Kaufhold y Potgieter comunicaron sobre cuatro 
cepas de S. mitis aisladas en hemocultivos que eran resistentes 
a la penicilina (CIM, 16 a 32 pg/mL); dos de estas eran resis¬ 
tentes a la gentamicina (CIM, 128 pg/mL) y las otras dos mos- 
traron alto grado de resistencia a la gentamicina (CIM, > 1 000 
pg/mL).^^^ En un estudio de 352 aislamientos de estreptococos 
viridans de 43 centres medicos de los Estados Unidos, el 13% 
mostro alto grado de resistencia a la penicilina (CIM, > 4 
pg/mL) y 43% tuvo una resistencia intermedia (CIM, 0,25-2,0 
pg/mL) a la penicilina y S. mitis y S. salivarius comprendian 
las cepas altamente resistentes a la penicilina.Asimismo, el 
44% de 50 aislamientos hematicos del Memorial Sloan- 
Kettering Cancer Center era resistente a la penicilina.^^'^ En 
2001, Levy y cols, informaron sobre dos pacientes con endo¬ 
carditis causada por cepas resistentes a la penicilina de S. mitis 
y S. sanguinis, respectivamente.^^^ Ambas cepas tambien fue¬ 
ron resistentes a la ceftriaxona y sensibles a la clindamicina y 
la vancomicina. Un estudio publicado en 2004 de Finlandia 
observo que S. mitis constituia el 82% de los estreptococos 
viridans aislados en pacientes con neutropenia y que el 5% y el 
4% de estas cepas mostraban resistencia a la penicilina (CIM, 
> 4 pg/mL) y la cefotaxima (CIM, > 4 pg/mL), respectivamen- 
te.^"^^ Hasta la fecha, no se ban descrito estreptococos viridans 
resistentes a la vancomicina. 


Grupo anginoso: Streptococcus anginosus, Streptococcus 
constellatus y Streptococcus intermedius 

Entre los estreptococos viridans, un grupo de microorganis- 
mos que ba tenido revisiones taxonomicas repetidas es el 
“grupo anginoso”. tambien conocido como “grupo 
Streptococcus millerr en la literatura taxonomica britanica. El 
grupo anginoso de estreptococos viridans corresponde a tres 
especies -5. intermedius, S. constellatus y S. anginosus- que 
forman colonias diminutas en medios de agar. Estos microor- 
ganismos pueden portar o no antigenos de grupo de Lancefield 
(grupo A, C, F o (3) y pueden ser o no bemoliticos en agar san- 
gre de carnero.^^^ La mayoria de las cepas de S. anginosus son 
no bemolfticas, mientras que mas del 50% de las de S. conste¬ 
llatus pueden ser (i-bemoliticas; las cepas de S. intermedius 
pocas veces son p-bemoliticas.^^* Estos microorganis- 

mos forman parte de la flora orofarmgea bumana y pueden ser 
cultivados en las fauces, la nasofaringe y las crestas gingivales. 
Tambien se encuentran normalmente en el tubo digest!vo y en 
la vagina. La virulencia de este grupo puede estar relacionada 
con la presencia de una capsula en algunas cepas, la produccion 
de una proteina inmunosupresora parcialmente caracterizada y 
la produccion de distintas enzimas que degradan glucosamino- 
glucanos (p. ej., neuraminidasa, DNasa, condroitinsulfato poli- 
merasa y hialuronidasa).^'^’^'^’'^^^’^^'*’^^'^ Algunas cepas que perte- 


necen al grupo anginoso tambien pueden fijar fibronectina y 
producir una actividad similar a la trombina.^®^’ Ademas, algu- 
nos estudios in vitro ban mostrado que los estreptococos del 
grupo anginoso inbiben la quimiotaxis de los leucocitos poli- 
morfonucleares y son ingeridos por las celulas PMN mas rapi- 
damente que 5. aureus\ sin embargo, una vez ingeridos son 
destruidos mas lentamente que este.^®^*^ Las cepas de S. inter¬ 
medius tambien producen una toxina similar a la leucocidina, 
denominada intermediolisina. que puede estar asociada con 
virulencia, aunque ni la toxina ni sus genes se encuentran en S. 
constellatus o S. anginosus.^^ El estudio de cepas del grupo 
anginoso provenientes de la faringe bumana ba conducido a la 
descripcion de una nueva subespecie de S. constellatus -S. 
constellatus subespecie pharingys- que expresa el hidrato de 
carbono del grupo C y se asocia con faringitis.*^^^ Ademas, 
recientemente se delinearon cinco “ribogrupos” rRNA 16S 
entre las cepas de S. anginosus que difieren algo en sus carac- 
teristicas fenotipicas y su potencial patogenico.^^^ 

S. intermedius, S. constellatus y S. anginosus se reconocen 
por su tendencia a producir abscesos purulentos en tejidos pro- 
fundos, bacteriemia, endocarditis e infecciones intraabdomina- 
les, pulmonares, del SNC y bucales.®^ ''^^ La bacteriemia por 
estos microorganismos suele ser atribuible a un foco de infec- 
cion en otro sitio, y el tubo digestivo y las vias respiratorias 
altas son las fuentes mas frecuentes. Los abscesos metastasicos 
supurados constituyen una complicacion importante de la bac¬ 
teriemia. Las cepas de 5. intermedius y S. constellatus se aso- 
cian mas a menudo con formacion de abscesos que 5. angino¬ 
sus.S. constellatus se aisla en infecciones odontogenas, 
pleuropulmonares e intraabdominales. S. intermedius tambien 
se aisla en infecciones pulmonares, pero se asocia mas a menu¬ 
do con abscesos de los tejidos blandos profundos, abscesos 
bepaticos e infecciones del SNC (p. ej., abscesos encefali- 
cos).'^9 io48 g anginosus a menudo participa en infecciones 
mixtas de origen gastrointestinal o genitourinario.'^*' 
Ademas, estas bacterias son los agentes causales en el 8% a 
mas del 30% de todas las infecciones cutaneas y subcutaneas, 
y pueden ocasionar infecciones graves de los tejidos blandos, 
sobre todo en pacientes con trastomos subyacentes, como dia¬ 
betes mal controlada y consumo de drogas intravenosas.*®^’^^^ 
Al igual que otros estreptococos viridans, los del grupo angi¬ 
noso causan bacteriemia en pacientes con neutropenia y enfer- 
medades subyacentes que son tratados con regimenes citotoxi- 
cos, aunque tambien puede ocurrir una bacteriemia fulminante 
en individuos antes sanos.^^^*^^^ Los estreptococos del grupo 
anginoso se aislan con poca frecuencia en pacientes con endo¬ 
carditis.Woo y cols, comunicaron seis casos de endocarditis 
del grupo anginoso entre 377 casos de endocarditis que ocu- 
rrieron en Hong Kong en un periodo de 5 anos.^^^^ Cinco 
pacientes tenian enfermedades subyacentes (cardiopatia reu- 
matica, cardiopatia isquemica, enfermedad pulmonar obstruc- 
tiva cronica, taquicardia supraventricular) y uno era adicto a 
drogas intravenosas. Todas las cepas de estos pacientes fueron 
identificadas como 5. anginosus. 

En general, las infecciones pleuropulmonares y las infeccio¬ 
nes de cabeza y cuello producidas por estreptococos del grupo 
anginoso ocurren como abscesos de flora mixta, que tambien 
sirven como fuentes para la diseminacion bematogena. Las 
infecciones pulmonares a menudo son el resultado de la aspi- 
racion del contenido orofarmgeo, que conduce a neumonia. La 
neumonia puede complicarse por empiema y la formacion de 
abscesos pulmonares.Los microorganismos del grupo 
anginoso residentes de la cavidad bucal pueden producir abs¬ 
cesos periodontales y periapicaies y otras infecciones maxilo- 
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faciales supuradas."^^ Fisher y Russell aislaron estreptococos 
del grupo anginoso en el 37% de 45 pacientes con abscesos 
periapicales dentoalveolares; todos salvo uno fueron 5. angi- 
nosus.^^ Los microorganismos de sitios dentales infectados, 
senos paranasales, tejidos blandos y regiones periamigdalinas 
pueden propagarse por extension directa para afectar el craneo, 
la orbita y los espacios de los tejidos profundos en el cuello y 
el En consecuencia, se pueden aislar microorganis¬ 

mos del grupo anginoso en cultivo puro o mixto en casos de 
sinusitis cronica, abscesos encefalicos, abscesos submandibu- 
lares, liquido del oido medio o el oido interno, abscesos cervi- 
cales, abscesos epidurales y liquido de empiema subdu- 

282,478,504,1082 

Hasta el 40% de las infecciones asociadas con el grupo angi¬ 
noso son intraabdominales que se desarrollan luego de una 
apendicectomfa u otra cirugia o como resultado de la perfora- 
cion colonica causada por un traumatismo u otras lesiones gas- 
trointestinales (p. ej., carcinoma de colon). Las infecciones 
intraabdominales por estreptococos del grupo anginoso se aso- 
cian con peritonitis y formacion de abscesos apendiculares, 
hepaticos, subfrenicos y pancreaticos.^^^"^^^ A1 parecer, el trau¬ 
matismo y la enfermedad de la mucosa intestinal facilitan la 
invasion del torrente circulatorio por los microorganismos. En 
general, en los abscesos intraabdominales se aislan aerobios y 
anaerobios mixtos en cultivo y la evidencia proveniente de 
modelos animales sugiere que el potencial patogenico de estos 
estreptococos aumenta por el crecimiento sinergico de bacterias 
anaerobias.^®^ Tresadern y cols, comunicaron sobre infecciones 
del grupo anginoso en 23 pacientes de cirugia general, muchos 
de los cuales se sometieron a procedimientos colorrectales, y 
arribaron a la conclusion de que el uso de antibioticos preope- 
ratorios, como gentamicina y metronidazol, puede promover en 
realidad el surgimiento de estos microorganismos como pato- 
genos en esta localizacion anatomica.^^^ En ocasiones, se aislan 
estreptococos del grupo anginoso en infecciones ginecologicas, 
obstetricas, urogenitales y neonatales, que incluyen abscesos 
pelvianos, carcinoma colorrectal, abscesos tuboovaricos, infec¬ 
ciones intrauterinas y lesiones de los genitales externos.^^^’®^‘ 

En general, los miembros del grupo anginoso han sido con- 
siderados sensibles a distintos antibioticos, pero existen indica- 
ciones de que su resistencia puede estar aumentando. En un 
examen realizado en 1999 de 180 cepas del grupo anginoso, 
94,4%, 92,8%, 87,1%, 97,3% y 97,3% fueron sensibles a peni- 
cilina, ampicilina, cefuroxima, cefazolina y cefotaxima, res- 
pectivamente.^^^ En un examen mas reciente de 44 cepas 
caracterizadas genotipicamente no se observe ningiin caso de 
resistencia a la penicilina en 12 cepas de S. intermedius, 16 de 
S. constellatus y 16 de S. anginosus, aunque 4 mostraron 
menor sensibilidad a la penicilina y 4 tenian una sensibilidad 
intermedia a la ampicilina; todas fueron sensibles a la ceftria- 
xona.^^® Tambien esta surgiendo resistencia a macrolidos-linco- 
samida-estreptogramina entre estos microorganismos. En el 
estudio de Limia y cols., el 17,7% al 18,3% de las 180 cepas 
evaluadas fueron resistentes a la eritromicina y la clindamicina, 
respectivamente.^^^ Algunos estudios de vigilancia de la sensi¬ 
bilidad a los antibioticos indican que puede hallarse resistencia 
a la eritromicina en el 3,2-17,7% de las cepas, segiin la locali¬ 
zacion geografica y solo se han observado ligeras diferencias 
en la resistencia a macrolidos-lincosamida-estreptogramina 
entre estas tres especies del grupo anginoso.^^^ El analisis 
genetico de algunas cepas resistentes a macrolidos-lincosami- 
da-estreptogramina ha documentado la presencia de los genes 
erm{B), ermiJR) y mefiA)-mef(E) que conducen a resistencia 
constitutiva a la eritromicina, resistencia inducible a la eritro¬ 


micina y resistencia mediadas por la salida de macrolidos, res- 
pectivamente. Aun cuando la mayoria de las cepas del grupo 
anginoso son relativamente resistentes a los aminoglucosidos 
(es decir, gentamicina), habitualmente se puede demostrar 
sinergia con los p-lactamicos. Los microorganismos del grupo 
anginoso son sensibles a la vancomicina.^^^ 


Estreptococos del grupo D: el “complejo Streptococcus 
bovis/Streptococcus equinus” y especies relacionadas 

Los estreptococos del grupo D, que son comunes en la flora 
intestinal de los vertebrados, fueron identificados en un princi- 
pio por sus caracteristicas bioquimicas y antigenicas. Estos 
estreptococos tienen el antigeno acido lipoteicoico del grupo D 
en sus paredes celulares. Algunas ex especies del grupo D son 
habitantes normales predominantes del tubo digestivo humano 
y fueron denominadas “enterococos”, mientras que otras espe¬ 
cies que tienen el antigeno D y forman solo una pequeha parte 
de la flora enterica normal fueron denominadas “no enteroco- 
cos”. La consideracion practica que subyace en la division de 
estos microorganismos en dos grupos era que los enterococos 
suelen ser mas resistentes a penicilinas, cefalosporinas y ami¬ 
noglucosidos que los estreptococos del grupo D no enteroco¬ 
cos. La aplicacion de tecnicas de genetica molecular durante 
mediados de la decada de 1980 condujo a la division de los 
estreptococos del grupo D en dos grupos. Las especies de ente¬ 
rococos fueron colocadas en el genero Enterococcus, mientras 
que las especies de no estreptococos se mantuvieron en el 
genero Streptococcus. 

Los estreptococos del grupo D no enterococos fueron desig- 
nados S. bovis o S. equinus sobre la base de sus caracteristicas 
fenotipicas y su origen. Las cepas de S. bovis fueron divididas 
en dos biotipos sobre la base de la fermentacion del manitol: 
las cepas de S. bovis biotipo I siguieron siendo manitol positi- 
vas, mientras que las cepas biotipo II (o la variante 5. bovis) 
eran manitol negativas. Las cepas biotipo 11 fueron divididas 
fenotipicamente sobre la base de la actividad de p-glucuroni- 
dasa (P-GUR): S. bovis biotipo II. 1 eran p-GUR negativas. 
mientras que S. bovis biotipo II.2 eran p-GUR positivas. En 
1984, Farrow y cols, delinearon seis grupos diferentes por 
homologia de DNA entre los estreptococos del grupo La 
cepa tipo S. equinus y las cepas 5. bovis biotipo II. 1 (manitol 
negativas, P-GUR negativas) del ganado pertenecian al grupo 
genomico I. El grupo genomico 2 incluyo las cepas identifica- 
das como S. bovis biotipo I (manitol positivas) y las aisladas en 
la sangre humana y en casos de endocarditis; estas cepas fue¬ 
ron reclasificadas luego como la nueva especie 5. gallolyticus, 
porque tambien hidrolizaban el galato.^^^ El grupo 3 estaba for- 
mado por cepas manitol variable atipicas de 5. bovis y S. equi¬ 
nus, mientras que el grupo 4 estaba formado por un conjunto 
heterogeneo de cepas con pruebas de hidrolisis de esculina 
positivas y negativas. Las cepas con DNA del grupo 4 fueron 
clasificadas como la nueva especie Streptococcus infanta- 
rius.^^^ Con posterioridad, el analisis de S. infantarius definio 
dos subespecies dentro de este grupo: S. infantarius subespecie 
infantarius y S. infantarius subespecie coli.^^^ Los grupos 5 y 6 
estaban formados por microorganismos clasificados actual- 
mente como Enterococcus saccharolyticus y Streptococcus 
alactolyticus, respectivamente. Al mismo tiempo, se describie- 
ron otras dos cepas estreptococicas nuevas relacionadas con el 
grupo de S. bovis: 5. macedonicus, una especie a-hemolitica 
aislada originariamente en el queso griego y S. waius, una 
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especie a-hemolitica aislada en biopeliculas de leche desnata- 
da.366.970 ]y[^g SC obscrvo que S. wains era identico a S. 
macedonius, de modo que se mantuvo el nombre de la especie 
como 5. macedonius.^^^ Asimismo, se hallo que S. caprinus era 
una denominacion tardia subjetiva equivalente de S. gallolyti- 
cus, por lo que se conservo el nombre S. gallolyticiis.^^ 

En 2001, Clarridge y cols, examinaron 22 cepas clmicas de 
S. bovis y las especies relacionadas descritas antes mediante 
metodos fenotipicos y genotfpicos y sugirieron que las cepas S. 
bovis biotipo II.2 constitufan una genoespecie separada distin- 
ta de S. bovis, S. gallolyticus y S. infantarius}^ Como las 
secuencias de rRNA 16S de estas especies muestran una iden- 
tidad del 97,1-99,8% entre ellas, se buscaron secuencias gene- 
ticas alternativas para discriminar genoiipicamente entre estas 
especies estrechamente relacionadas. Para este fin, Poyart y 
cols, amplificaron y secuenciaron una porcion interna del gen 
sodA, que codifica una superoxido dismutasa dependiente del 
manganeso, para crear una base de datos de acuerdo con las 
secuencias de sodA a fin de examinar estos microorganis- 
mos.^^^ A partir de estas secuencias, se delinearon cinco grupos 
correspondientes a cinco especies distintas. Tres de los cinco 
grupos correspondian a S. eqiunus, S. gallolyticus y S. infanta- 
rius. El cuarto grupo estaba formado por cepas identificadas 
fenotipicamente como S. bovis biotipo II.2 y el quinto grupo 
correspondia a cepas identificadas como S. infantarius subes- 
pecie coli. Estos investigadores propusieron que las cepas S. 
bovis biotipo II.2 fueran asignadas a la nueva especie, S. pas- 
teiirianiis y que las cepas S. infantahus subespecie coli fueran 
renombradas Streptococcus lutetiensisf^ 

En 2003, se realizo una reevaluacion de la taxonomia del 
grupo S. bovis/S. equinus en un esfuerzo por mejorar la dife- 
renciacion fisiologica entre estas especies y aclarar su ubica- 
cion filogenetica.^32 tJtilizando hibridacion de DNA-DNA y 
analisis de secuencia de rRNA 16S, estos investigadores con- 
cluyeron que muchas de estas nuevas “especies” (p. ej., “5. 
pasteurianus", “5. lutetiensis'') no mostraron suficiente diver- 
gencia entre las secuencias como para asignarlas a una especie 
separada. Como el nombre ''Streptococcus gallolyticus'' tenia 
un precedente taxonomico, Schlegel y cols, propusieron adop- 
lar los nombres S. gallolyticus subespecie gallolyticus, S. 
gallolyticus subespecie pasteurianus y S. gallolyticus subespe¬ 
cie macedonicus para S. bovis biotipo I, S. bovis biotipo 11.2 
(“.S', pasteurianus") y S. macedonicus, respectivamente. 
Ademas, algunos estudios de hibridacion no apoyaron esta 
asignacion de cepas de S. infantarius subespecie coli a la espe¬ 
cie propuesta “5. lutetiensis", de modo que se propuso retener 
las dos subespecies S. infantarius. Si se aceptan las dos nomen- 
claturas propuestas, S. bovis I, S. bovis II. 1 y S. bovis II.2 
corresponden a S. gallolyticus subespecie gallolyticus, S. infan¬ 
tarius subespecie coli (S. lutetiensis) y S. gallolyticus subespe¬ 
cie pasteurianus (“5. pasteurianus"), respectivamente.®34 g^tos 
estudios taxonomicos tambien establecieron que S. bovis y S. 
equinus constiluyen la misma especie, lo que sugiere que las 
cepas de “S. equinus" aisladas en muestras clmicas humanas 
probablemente fueran mal interpretadas.3^3,401,854 g^tos estudios 
confirmaron que S. alactolyticus y S. intestinal is tambien son 
identicos. 

5. bovis causa bacteriemia, meningitis y endocarditis de val- 
vula nativa y de valvula protesica; el aislamiento de este micro- 
organismo en la sangre tambien se asocia con carcinoma del 
colon.3°^’‘^64487.1021 estudio de 16 pacientes evaluables con 

endocarditis por S. bovis, 11 (69%) tenian tumores coloni- 
cos.3®^ Se observo S. bovis significativamente mas en las heces 
de pacientes con cancer colorrectal que en las de controles 


sanos o en aquellos con polipos intestinales benignos. Una 
investigacion bacteriologica de pacientes con cancer de colon y 
otras enfermedades intestinales mostro que el 56% de los 
pacientes con cancer de colon tenian S. bovis en sus heces, en 
comparacion con el 10% de los pacientes controles sin trastor- 
nos intestinales.3^® Zarkin y cols, observaron que la bacteriemia 
por S. bovis tambien se asociaba con enfermedad y disfuncion 
hepaticas.'^^^ En este estudio, el 58% de los pacientes con 
endocarditis por S. bovis y el 46% de aquellos con bacteriemia 
tenian enfermedad colonica; se observo enfermedad hepatica 
en el 52% de los pacientes con endocarditis y en el 57% de 
aquellos con bacteriemia. Se observo tanto enfermedad coloni¬ 
ca como hepatica en el 27% de los pacientes en los que se desa- 
rrollo endocarditis. Gonzalez-Quintela y cols, tambien obser¬ 
varon que el 55% de 22 pacientes con bacteriemia por S. bovis 
tenian una hepatopatia subyacente, que incluia cirrosis e infec- 
cion por hepatitis Wilson y otros tambien han comunica- 
do una asociacion entre endocarditis por S. bovis y enfermeda¬ 
des del colon distintas del carcinoma.‘^64 io64 goitre 21 pacientes 

con endocarditis por S. bovis, el 62% tenia enfermedad coloni¬ 
ca que no estaba limitada al carcinoma; el 24% tenia una enfer¬ 
medad intestinal inflamatoria, el 14% tenia diverticulitis, el 
10% tenia polipos colonicos, el 10% tenia adenomas vellosos 
colonicos y el 5% tenia carcinoma col6nico.^®64 Xambien se ha 
observado una asociacion entre infecciones diseminadas por 
S. bovis y colitis ulcerativa idiopatica y enterocolitis cronica 
por radiaci6n.32®^^ Osada y cols, comunicaron un caso en el 
cual se aislo S. bovis en el empiema toracico de un paciente que 
se sometio a un tratamiento por cancer de colon recurrente.^'*^ 
Se ha postulado un mecanismo de que la enfermedad colonica 
subyacente o los cambios en la secrecion hepatica de bilis o 
inmunoglobulinas en la luz intestinal pueden promover el 
sobrecrecimiento de S. bovis y el movimienio de los microor- 
ganismos desde el intestino a la circulacion venosa portal. La 
falla del sistema reticuloendotelial hepatico afectado para con- 
tener a los microorganismos conduce a bacteriemia y endocar¬ 
ditis. Los pacientes con bacteriemia, endocarditis o meningitis 
por S. bovis se deben realizar una colonoscopia completa para 
detectar lesiones gastrointestinales ocultas.^33 

La bacteriemia y la diseminacion hematogena de S. bovis 
pueden conducir a otras distintas presentaciones clmicas. A 
pesar de la asociacion frecuente con el carcinoma de colon, se 
ha comunicado meningitis y bacteriemia por S. bovis en 

pacientes sin neoplasias subyacentes.336-389,792 y infor- 

maron de un caso habitual de meningitis por S. bovis en un 
paciente infectado por HIV, que tambien tenia colitis y hemo- 
rragia gastrointestinal graves secundarias a infeccion por 
Strongyloides stercolaris.^^^ Es posible que las ulceraciones 
mucosas producidas por la migracion de estrongiloides haya 
permitido el acceso de S. bovis al torrente circulatorio. Algunos 
informes tambien han establecido S. bovis como causa ocasio- 
nal de peritonitis bacteriana espontanea.3*9-^6i2 y ^qIs. 

comunicaron un caso de infeccion intraamniotica mortal de un 
feto de 24 semanas en el cual se aislo S. bovis en sangre y teji- 
dos fetales maternos.^^34 gp 2002, se comunico el primer caso 
de bacteriemia por S. bovis debida a la colonizacion de la luz de 
un cateter venoso permanente en un paciente con enfermedad 
avanzada por HIV y hepatitis B; el paciente no tenia enferme¬ 
dad gastrointestinal ni hepatica y la bacteriemia se resol vio con 
la extraccion del cateter.^® Otras infecciones asociadas con S. 
bovis son neumonia, espondilodiscitis aguda, artritis septica, 
absceso encefalico, peritonitis asociada con dialisis peritoneal 
ambulatoria continua, osteomielitis ileal y vertebral e infeccion 
de artroplastia secundaria a bacteriemia en asociacion con car- 
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cinoma del La penicilina sigue 

siendo altamente activa contra la mayoria de las cepas de S. 
bovis, aunque se han comunicado cepas ocasionales relativa- 
mente resistentes a ella. Asimismo, la clindamicina tambien es 
activa contra la mayoria de las cepas, pero parece estar sur- 
giendo resislencia a este agente.^^"^ 

5. hovis tambien se encuentra en varias especies animales, 
en las cuales se lo suele considerar un habitante inofensivo del 
aparato digestivo. De hecho, la cepa tipo de S. bovis fue aisla- 
da originariamente en excrementos de vacas y difiere de las 
cepas clmicas humanas en varias pruebas fisiologicas.^^® 
Algunas cepas parecen ser causas importantes de septicemia 
en las palomas.^^"^ Tambien se han aislado cepas similares a S. 
bovis en el tubo digestivo de cerdos y polios identificadas 
como S. alactolyticus?^^ Algunos estudios quimiotaxonomi- 
cos con cepas de animales y de seres humanos tambien apo- 
yan la literatura taxonomica mas nueva, lo que indica que es 
mas probable que S. gallolyticus subespecie gallolyticus este 
mas involucrado en infecciones humanas que S. bovis sensu 
stricto}^^ 


Streptococcus suis 

Streptococcus suis merece especial atencion debido a su 
valor taxonomico como patogeno importante de los cerdos y 
ocasional de los seres humanos. Las infecciones causadas por 
S. suis representan problemas sanitarios y economicos serios 
en paises con industrias porcinas intensivas, como Espaha, 
Australia, Alemania, Belgica, Holanda y el Reino Lfnido. 5. 
suis causa un amplio espectro de enfermedades graves en cer¬ 
dos, como neumonia, meningitis, septicemia y artritis purulen- 
ta.**^^ En los lechones, las amigdalas y las vias nasales se colo- 
nizan entre las 5 y las 10 semanas de vida; las tasas de porta- 
cion entre animales sanos pueden ser de hasta un 80%.^^ Algu¬ 
nos estudios realizados en Australia mostraron que mas del 
70% de los cerdos sacrificados para consumo humano en ese 
pais eran portadores de S. suis}^^ En los animales infectados, S. 
suis produce inicialmente fiebre, anorexia y otros smtomas 
generales, y la afectacion menmgea se manifiesta por el rapido 
inicio de convulsiones, paralisis y muerte.^^ Los microorganis- 
mos pueden aislarse facilmente en los ventriculos cerebrales y 
en los ganglios linfaticos regionales de las vias respiratorias 
altas. aunque el aislamiento en tejido esplenico o hepatico es 
infrecuente."^^® Aunque la enfermedad de los cerdos en los 
Estados Unidos no es frecuente, se ha aislado S. suis en gana- 
do porcino de Minnesota y Nebraska. 

Los primeros casos humanos de infeccion por S. suis fueron 
comunicados en 1968 en Dinamarca y. para 1989, se habian 
publicado 108 casos humanos. Las infecciones humanas apare- 
cieron en Hong Kong, Holanda, Dinamarca, Gran Bretana, 
Francia, Belgica, Alemania y Suecia.^*^’^^^ El primer informe de 
infeccion humana en America del Norte fue de un caso de en¬ 
docarditis por S. suis en un paciente de Canada.Las infec¬ 
ciones humanas ocurren principalmente en personas que traba- 
jan directamente con cerdos (p. ej., trabajadores de mataderos, 
granjeros de cerdos, inspectores de carnes, veterinarios) o en el 
procesamiento industrial y la elaboracion de productos porci- 
nos.*^^ '®^^ De hecho, algunos casos humanos comunicados en 
Hong Kong se han atribuido a la popularidad y el consumo de 
gran cantidad de cerdo en China.Se cree que S. suis ingresa 
en el huesped por via percutanea a traves de cortes y abrasio- 
nes en la piel. Tambien se ha propuesto el ingreso a traves de la 


nasofaringe y el tubo digestivo y la gastroenteritis aguda puede 
ser una manifestacion destacada de la presentacion septica.^^ 
Despues de la infeccion, el inicio de la enfermedad es anuncia- 
do por un prodromo ‘‘similar a la gripe”, seguido del rapido 
desarrollo de bacteriemia y meningitis.^®-^^^^^ Tambien puede 
ocurrir una bacteriemia fulminante sin meningitis.La secue- 
la mas frecuente de la infeccion menmgea es el compromiso 
vestibulococlear que conduce a ataxia y mareos.^^^ A menudo 
se observa afectacion del octavo nervio craneal, con hipoacusia 
unilateral o bilateral.Las complicaciones son el resultado de 
la siembra de sitios distantes durante la bacteriemia y pueden 
incluir artritis, espondilodiscitis, endoftalmitis, peritonitis y 
neumonia.^^'^^^’^®^^ Tambien se han comunicado varios casos de 
endocarditis por S. suis^^^-'^^^'^^^ 

Se han realizado en varios paises algunos estudios sobre la 
sensibilidad a los antibioticos de las cepas de S. suis tipo 2 y 
otros serotipos obtenidos de animales y seres humanos. En un 
estudio de 110 cepas de cerdos y 25 cepas de seres humanos 
llevado a cabo en Francia, casi todas fueron sensibles a penici¬ 
lina, amoxicilina y gentamicina: los agentes menos activos fue¬ 
ron macrolidos, lincosamidas y doxiciclina.^^^ En una encuesta 
de 689 cepas porcinas realizada en Japon desde 1987 hasta 
1996 se observe que las cepas de 5. suis tipo 2 eran altamente 
sensibles a penicilinas, cefazolina, ofloxacina y trimetoprim- 
sulfametoxazol.^^^ Casi el 87% de las cepas fueron resistentes 
a las tetraciclinas y el 71,4% y el 29,5% lo fueron a kanamici- 
na y estreptomicina, respectivamente. Algunos estudios efec- 
tuados en cepas aisladas en Suecia y Dinamarca desde 1967 
hasta 1981 y desde 1992 hasta 1997 comunicaron que todas 
eran sensibles a penicilina, ampicilina, vancomicina y trimeto- 
prim. Entre las aisladas en Dinamarca desde 1992 hasta 1997, 
el 20,4% de las cepas de serotipo 2 y el 44,8% de las cepas de 
serotipo 7 fueron resistentes a los macrolidos (eritromicina, 
clindamicina).* Tambien se observe resistencia a las tetracicli¬ 
nas en el 43,9% de las cepas serotipo 2 y el 15,5% de las cepas 
serotipo 7 aisladas durante el mismo periodo. Menos del 5% de 
las cepas recogidas desde 1967 hasta 1981 fueron resistentes a 
estos agentes. De las muestras contemporaneas, el 15,4% de las 
cepas de serotipo 2 provenientes de Suecia, el 57,1% de las ce¬ 
pas de serotipo 2 provenientes de Dinamarca y el 91,4% de las 
cepas de serotipo 7 de Suecia fueron resistentes al sulfametoxa- 
zol. Se considera que la penicilina es el farmaco de eleccion para 
el tratamiento de la infeccion sistemica por 5. suis. Sin embargo, 
se ha informado resistencia a la penicilina no mediada por p-lac- 
tamasas entre las cepas de S. suis de cerdos en Espaha y en una 
cepa aislada en un caso de meningitis humana. 

S. suis fue reconocido oficialmente como una especie de 
Streptococcus existente en 1987.^^^ Las cepas son agrupables 
con los antisueros de Lancefield en los grupos R. S, RS y T o 
son no agrupables.Algunas tambien reaccionan con antisue- 
ro contra estreptococos del grupo D, lo que sugiere que tienen 
el antigeno lipoteicoico de ese grupo D. Por esta razon, al prin- 
cipio se creyo que era un Streptococcus del grupo D o una 
especie de Enterococcus. Esta observacion no fue sustentada 
con tecnicas moleculares y la reactividad con antisueros del 
grupo D se debe a reacciones cruzadas falsas entre los grupos 
D y R. Las cepas de S. suis tambien estan encapsuladas y se 
describieron 35 serotipos capsulares diferentes, designados 1 a 
35 421-423,482.767 g serotipo 1 produce meningitis en lecho¬ 

nes menores de 6 semanas de vida. Este serotipo incluye cepas 
pertenecientes al grupo S de Lancefield. 5. suis de serotipo cap¬ 
sular 2 tambien se asocia con enfermedad sistemica en cerdos 
de 3 a 20 semanas de vida y es el unico serotipo del que se ha 
comunicado que produce enfermedad sistemica en los seres 
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humanos. En la serie de casos humanos comunicados en 1988 
por Arends y Zanen en Holanda, 28 de las 30 cepas aisladas en 
infecciones humanas eran de serotipo capsular 2, una era de 
serotipo 4 y una era no tipificable.^^ Este serotipo comprende 
los estreptococos grupo R de Lancefield. Se pueden hallar 
otros serotipos que tienen los grupos RS de Lancefield (reac- 
cionan con el antisuero R y con el antisuero S) y reactividad T 
tanto en cerdos asintomaticos como enfermos. Los serotipos 
pueden determinarse mediante aglutinacion en portaobjetos, 
inmunodifusion o coaglutinacion.*^^® A pesar de que la mayor 
parte de los casos de la enfermedad es causada por una peque- 
fia cantidad de serotipos diferentes, el serotipo capsular no es 
predictor de virulencia. Varies metodos para determinar huellas 
digitales genomicas que incluyen elec trofore sis en gel de 
campo pulsado, ribotipificacion, analisis de DNA polimorfo 
con amplificacion aleatoria y tipificacion de secuencias multi¬ 
locus ban demostrado una heterogeneidad genetica considera¬ 
ble entre las cepas de S. suis pertenecientes al mismo serotipo 
capsular o a serotipos capsulares diferentes.Los 
metodos de ribotipificacion ban podido identificar dos grupos 
principales entre las cepas de S. suis tipo 2 porcinas en 
Dinamarca.^^^ Las cepas de un grupo se asociaron con menin¬ 
gitis, mientras que las del segundo agrupamiento se asociaron 
con neumonia, sepsis y endocarditis. Las cepas de meningitis 
en el primer grupo fueron resistentes al sulfametoxazol, mien¬ 
tras que las del segundo fueron resistentes a la tetraciclina. 

S. suis de serotipo 2 produce distintos factores que se aso- 
cian con virulencia, aunque la patogenia de la infeccion en los 
seres bumanos y los animales es aun poco clara."*^^ La capsula 
de las cepas serotipo 2 es un factor de virulencia compuesto por 
glucosa, galactosa, ramnosa, A-acetil-glucosamina y acido sia- 
lico.^°^ El locus del gen cps de S. suis tipo 2 ba sido clonado, 
caracterizado y manipulado mediante mutagenesis insercional 
para producir mutantes carentes de capsula.^^^ Estas cepas no 
encapsuladas fueron muy sensibles a la ingestion y la destruc- 
cion por los macrofagos alveolares del pulmon porcino in vitro 
y fueron avirulentas en cerdos sin germenes luego de una carga 
intranasal. S. suis tambien produce una citolisina/bemolisina 
que activa el tiol, forma poros y fija el colesterol denominada 
suilisina.^^^ El gen para suilisina (sly) ha sido secuenciado y es 
estructuralmente similar a la neumolisina producida por S. 
pneumoniae Esta hemolisina/citolisina es responsable de los 
efectos toxicos directos sobre las celulas epiteliales.**^^ Los 
mutantes que carecian de suilisina fueron no hemoKticos, no 
citotoxicos para macrofagos cultivados y avirulentos en ratones 
cuando fueron inoculados a traves de la via intraperitoneal, 
pero solo estaban ligeramente atenuados en un modelo porcino 
de infeccion sistemica.^^ Utilizando tecnicas de PCR, se obser¬ 
ve el gen sly en mas del 80% de las cepas asociadas con casos 
de meningitis, septicemia y artritis, y en mas del 90% de las 
cepas provenientes de las amigdalas de cerdos sanos, pero solo 
en el 44% de las cepas asociadas con neumoma porcina.^^^ Las 
cepas de tipo 2 encapsuladas tambien producen dos protemas 
-protema liberada por la muramidasa (MRP) y factor proteico 
extracelular (EF)- que se asocian con virulencia, pero su papel 
en la patogenia de la enfermedad no esta claro, ya que los 
mutantes isogenicos que carecen de estas protemas no se com- 
portan en forma diferente de las cepas de tipo silvestre en 
modelos de infeccion en el raton.'^^^-^^^ Se describieron cuatro 
proteasas asociadas con celulas y extracelulares distintas en 
cepas de S. suis de tipo 2 virulentas.^"^^ Estas proteasas pueden 
funcionar para obtener nutrientres, para neutralizar los meca- 
nismos de defensa del huesped y para ayudar a la invasion y la 
destruccion tisulares. Las cepas S, suis tipo 2 producen una 


hemaglutinina adhesina de 18 kDa que se une a las porciones 
de galactosa y galactosa-V-acetilglucosamina, una protema 
fijadora de albumina de 39 kDa y tambien se ha descrito una 
protema fijadora de IgG de 60 kDa. Como se ha observado esta 
adhesina tanto en cepas virulentas como avirulentas, su papel 
en la patogenia de esta enfermedad, si es que existe alguno, no 
esta claro. 


Otros estreptococos viridans aislados en animates 

Se describieron otras varias “especies” de estreptococos a- 
hemoliticos y no hemoKticos en la literatura medica, veterina- 
ria y taxonomica. Estas especies son S. thoraltensis, S. hyova- 
ginalis, S. hyointestinalis, S. pluranimalium, S. uheris, S. pa- 
rauberis, S. entericus, S. ovis, S. gallinaceus y S, minor. S. tho- 
raltensis y S. hyovaginalis son especies de estreptocos a- 
hemoliticos que se ban aislado en el aparato genital de hembras 
porcinas, mientras que S. hyointestinalis se encuentra en el 
tubo digestivo porcino. S. pluranimalium, una nueva espe- 
cie que se asemeja a las cepas de la ex especie S. acidominimus 
(vease mas adelante), es una especie a-hemoKtica que se 
encuentra en el aparato genital y las amigdalas del ganado 
vacuno, los tejidos amigdalinos de ovejas y felinos, y en el 
buche y el aparato respiratorio de los canarios.^^^ Esta especie 
tambien ha sido aislada en mastitis subclmica en el ganado 
vacuno. S. uberis y S. parauberis son causas de mastitis bovi- 
na y no ban sido aisladas en seres humanos. Estas dos especies 
son indistinguibles entre si utilizando criterios fenotfpicos, y se 
ban creado sondas moleculares especiTicas de especie para 
ambas. Cepas humanas identificadas fenoKpicamente como S. 
uberis se ban vuelto a identificar como Globicatella sangui¬ 
nis}'^ S. entericus es un nuevo Streptococcus a-hemolitico que 
habita en el intestino bovino.^®^^’ S. ovis y S. gallinaceus son 
especies a-hemoKticas que ban sido aisladas en infecciones 
(incluida la bacteriemia) en ovejas y polios, respectivamen- 
te.2]6a-2i7 ^ minor se describio en 2004 y ha sido aislado en las 
amigdalas, los hisopados anales y las heces de perros, y en 
las amigdalas de temeros y gatos.^^^ 

Emerococcus coleocola es un microorganismo similar a 
Streptococcus a-hemolitico que se aisla en el aparato repro- 
ductor de caballos.222 Esta especie se encuentra mas estrecha- 
mente relacionada con microorganismos similares a Strep¬ 
tococcus en los genQros Abiotrophia, Ignavigranum, Facklamia 
y Globicatella, que ban sido aislados en muestras cKnicas 
humanas. 


Otros estreptococos 

Las cepas de S. acidominimus ban sido mal caracterizadas 
desde que se describiera la especie original en 1922.^® El nuevo 
examen de las cepas aisladas en seres humanos establecio su 
verdadera identidad como Facklamia sourekii?^^ S. thermophi- 
lus y S. macedonicus se encuentran en quesos y otros produc- 
tos lacteos. S. thermophilus esta relacionado con S. salivarius 
y puede ser incorporado como subespecie de S. salivarius o ser 
una especie distinta.^'^^’^*’^ S. macedonicus ha sido reclasificado 
como S. gallolyticus subespecie macedonicus, que forma parte 
del complejo 5. bovis/S. equinus. S. caprinus es un sinonimo 
subjetivo ulterior de 5. gallolyticus y S. intestinalis es un sinoni¬ 
mo reciente de S. alactolyticus}^^'^^^ Se observo que S. difficile 
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correspondfa a cepas no hemoliticas de estreptococos del grupo 
B (5. agalactiae)!^^ 


Especies de Enterococcus 

Taxonomia 

El genero Enterococcus incluye a los miembros enterococos 
ya clasificados con los estreptococos del grupo Estos 

microorganismos son residentes normales del tubo digestivo y 
las vias biliares y, en menor cantidad, de la vagina y la uretra 
masculina. Su importancia como causantes de enfermedades 
humanas es cada vez mayor, en gran parte debido a su resis- 
tencia a los antibioticos a los cuales otros estreptococos suelen 
ser sensibles. In vitro, los enterococos tienen CIM de penicili- 
na que son 10 a 100 veces mas altas que para otros estreptoco¬ 
cos. Los enterococos constituyen la segunda causa en frecuen- 
cia de infecciones intrahospitalarias urinarias y de heridas y la 
lercera causa de bacteriemia intrahospitalaria.^^^’^^® Debido a su 
resistencia a las penicilinas y a cefalosporinas de varias gene- 
raciones, la adquisicion de resistencia de alto nivel a los ami- 
noglucosidos, y ahora el surgimiento de resistencia a la vanco- 
micina, estas bacterias a menudo producen sobreinfecciones 
graves entre los pacientes que reciben tratamientos con anti¬ 
bioticos de amplio espectro. 

La taxonomia de las especies de Enterococcus ha sufrido un 
cambio considerable desde mediados de la decada de 1980. 
Antes del advenimiento y el uso amplio de las tecnicas geneti- 
cas para el analisis taxonomico, los enterococos se distinguian 
de los estreptococos y de especies relacionadas por su capaci- 
dad para crecer a 10 “C y 45 °C, por su crecimiento en presen- 
cia de NaCI al 6,5%, por su crecimiento a un pH de 9,6, su 
capacidad para hidrolizar esculina en presencia de bilis al 40% y 
la produccion de pirrolidonil arilamidasa (PYR). Mas del 90% 
de las cepas tambien tenian el antigeno lipoteicoico del grupo 
D de Lancefield en las paredes celulares. Algunos estudios 
taxonomicos actuales han puesto en evidencia varias especies 
que son miembros del genero Enterococcus por criterios gene- 
ticos. pero que carecen de muchas de las caracteristicas fenoti- 
picas tfpicas del genero.Por fortuna, la mayoria de estas 
especies no son comunes en muestras clinicas humanas. E.fae- 
colis es la cepa mas frecuente y esta asociado con el 80-90% de 
las infecciones por enterococos humanos. E. faecium se ubica 
segundo y se aisla en 10-15% de las infecciones.Otras espe¬ 
cies de enterococos, que incluyen E. avium, E. casseliflavus, E. 
cecorurn, E. durans, E. gallinarum, E. hirae, E. raffinosus, E. 
malodoratus, E. dispar, E. raffinosus y E. mimdtii se aislan 
pocas veces en infecciones humanas (vease recuadro 13-4). 
Las especies restantes se encuentran fundamentalmente en el 
tubo digestivo de distintos animales y pocas veces, o nunca, se 
aislan en infecciones humanas importantes (vease recuadro 13- 
4). En los ultimos anos, se han descrito varias especies nuevas 
de enterococos en fuentes clinicas humanas (E. gilvus, E. 
pollens, CDC PNS [por probable new species, probable espe- 
cie nueva]-El, CDC PNS-E2, CDC PNS-E3), animales (£. 
canis, E, villorum [igual que E. porcinus], E. rotti, E. asini, E. 
phoeniculicola) y el medioambiente (E. hoernoperoxidus, E. 
moraviensis) (recuadro 13-4). Con ayuda de las tecnicas de 
taxonomia molecular, se han vuelto a clasificar algunas ex 
especies de Enterococcus o se noto que son iguales a las ya 
reconocidas. Por ejemplo, se observe que E. seriolicido era 
identica a Lactococcus gorxneae, E. fJavescens era igual a E. 
casseliflavus y E. solitarius era identica a Tetragenococcus 


halophilus.^^^'^'^^''^^^'^^^'^^^^ Se veran de vez en cuando en la bi- 
bliografia informes de especies inusuales o infrecuentes de 
Enterococcus aisladas en infecciones humanas. En la era del 
huesped inmunodeprimido, el microbiologo clmico debe cono- 
cer estas otras especies y los metodos para su identificacion. En 
el recuadro 13-4 se describen los miembros del genero 
Enterococcus. 

Factores de virulencia 

A diferencia de varias especies de estreptococos explicadas 
hasta ahora, no se conocen bien los factores que determinan la 
virulencia de los enterococos.Algunas cepas de E. faeca- 
lis producen una citolisina/hemolisina que actua sobre los eri- 
trocitos humanos, de conejos, equinos y bovinos (pero no sobre 
los eritrocitos de ovejas) y tiene una importante toxicidad 
demostrada en los modelos de endoftalmitis y endocarditis en 
el conejo.^^^"*'^^ La sustancia de agregacion es una protema de 
union de superficie por plasmidos que promueve el agrupa- 
miento de los microorganismos para facilitar el intercambio de 
los plasmidos.Esta sustancia tambien funciona facilitando 
la adherencia de los enterococos a celulas intestinales y epite- 
liales renales cultivadas y promueve el crecimiento de vegeta- 
ciones cardiacas en el modelo de endocarditis en el cone- 
Jq 188,383,587 q^j-qs estudios sugieren que la sustancia de agrega¬ 
cion puede part ici par en la fijacion de E. faecal is a los neutro- 
filos y las celulas epiteliales intestinales cultivadas y en la 
intemalizacion ulterior y la supervivencia intracelular de estos 
microorganismos.^"^^’^^*^ Alrededor del 40% de las cepas de E. 
faecalis aisladas en sangre y en endocarditis producen una pro- 
teina de superficie singular denominada Esp (“extracelular 
surface protein”, protema de la superficie celular) que ayuda 
al microorganismo a evadir los anticuerpos por su capacidad 
para alejarse de la superficie celular.^^® La mayoria de las cepas 
de E. faecalis y algunas de E. faecium en bacteriemias produ¬ 
cen gran cantidad de superoxido extracelular que puede 
aumentar la virulencia de los enterococos en abscesos de flora 
mixta.^®^ Los acidos lipoteicoicos constituyen el antigeno del 
grupo D de los enterococos y tambien puede funcionar en la 
virulencia al inducir la produccion de factor de necrosis tumo¬ 
ral (TNF) e interferon, lo que conduce a la modulacion de la 
respuesta inmunitaria.^^^ Por ultimo, el 50-65% de las cepas de 
E. faecalis producen cocolisina, una metaloendopeptidasa 
extracelular, que puede desempenar un papel en la virulencia al 
inactivar a la endotelina, un peptido vasoactivo.^**® 

Importancia cimica 

Las especies de Enterococcus causan infecciones urinarias 
complicadas, bacteriemia, endocarditis, infecciones intraabdo- 
minales y pelvianas, infecciones de heridas y tejidos blandos, 
sepsis neonatal y, pocas veces, meningitis.^^® Las infecciones 
urinarias constituyen la infeccion enterococica mas frecuente e 
incluyen cistitis, pielonefritis. prostatitis, absceso perinefrico e in¬ 
fecciones complicadas con bacteriemia. La mayoiia de estas 
son de origen intrahospitalario o se asocian con anomalias 
estructurales e instrumentacion de las vias urinarias.^^^’^^^ En 
general, las bacteriemias enterococicas son el resultado de la 
infeccion en otros sitios (p. ej., infecciones urinarias, de las 
vias biliares, gastrointestinales/genitourinarias) y mas a menu¬ 
do son intrahospitalarias. Los factores de riesgo para el desa- 
rrollo de bacteriemia son edad avanzada, inmunosupresion, 
enfermedades y trastornos subyacentes (p. ej., prematuridad, 
diabetes, neoplasias, insuflciencia cardiaca congestiva, insufi- 
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Recuadro 13-4 Mrembros del genero Enterococcus 

GRUPO/Especie 

Comentarios | 

GRUPO 1 

E. av/wm-'* 

Aislado en el tubo digestive de aves, perros y seres humanos; las cepas pueden portar tanto los anti'genos 
hidratos de carbono grupo D como grupo Q de Lancefield; esta especie (y E. malodoratus) son las dos 
especies de enterococos que producen H,S. E. avium ha sido aislado en casos de bacteriemia y osteomieli- 

jjg 238,258.435.682,759 

E. gilvus*^"^ 

Nueva especie descrita en 2002; fue aislada originariamenie en una muestra de bilis de un paciente con cole- 
cistitis. 

E. malodoratus^'^ 

Aislada de queso Gouda y productos lacteos no pasteurizados: el nombre significa “de mal olor”; tambien 
produce H,S. 

E. pallens^'^^ 

Nueva especie descrita en 2002; aislada en una muestra de liquido de dialisis peritoneal de un paciente en el 
cual se desarrollo peritonitis a partir del intestino perforado. 

E. pseudoavium-^^ 

Los estudios de relacion genetica y algunas caracten'sticas fenotipicas diferencian esta especie de E. avium: 
cepa tipo aislada en un caso de mastitis bovina. 

E. raffinosus^^ 

Originariamente se lo considero relacionado con E. avium (junto con E. solitarius y E. pseudoavium): se lo 
denomina asi por su capacidad para producir acido a partir de rafinosa; se aisla en infecciones humanas. 
que incluyen hemocultivos, orina, abscesos y osteomielitis vertebral.’'*’*'*- 

E. saccharolyticus^^^ 

Originariamente se denomino 5. saccharolyticus: describia un grupo de cepas similares a S. hovis aisladas en 
vacas; el analisis genetico mostro que este microorganismo esta mas estrechamente relacionado con los 
enterococos que con los estreptococos; tiene ciertas caracteristicas fenotipicas similares a las especies de 
Enterococcus (p. ej., crecimiento a 10 °C y 45 °C, crecimiento en NaCl al 6,5%), pero no reacciona con 
antisueros de grupo D; se propuso pasar esta especie del grupo de Streptococcus viridans al genero 
Enterococcus como E. saccharolyticus. 

Enterococcus, especie CDC PNS-E-3‘*' 

“Nueva especie propuesta” de los CDC, aislada en tejido encefalico obtenido de un paciente de 11 meses en 
Honolulu. Hawai, en 2001. 

GRUPO 2 

E. faecalis 

Se aisla mas frecuentemente en muestras clmicas humanas y en el tubo digestivo humano; tambien se 
encuentra en el tubo digestivo de aves de corral, ganado bovino, cerdos, perros, caballos, ovejas y cabras. 

E. faeciim 

Se encuentra en muestras clmicas humanas; suele ser mas resistente a los antibioticos que E. faecalis: tam¬ 
bien se encuentra en el tubo digestivo de distintas especies de animales. 

E. casseliflavus^^*' 

Se aisla en plantas, suelo y, pocas veces, en las heces de polios; originariamente fue clasificado como una 
subespecie de E. faeciiim: produce un pigmento amarillo y tambien es movil. Este microorganismo es un 
agente oportunista en infecciones humanas y ha sido aislado en pacientes con bacteriemia.”'*'^''^ 

E. gallinarum^^^ 

Aislado en heces de polios; originariamente fue clasificado como Streptococcus galinarum “grupo D de 
polios”; una de las dos especies moviles de Enterococcus: tambien se ha aislado en una infeccion de un 
paciente en hemodialisis, como causa de endocarditis de valvula nativa, y en hemocultivos.”'*’*®’' 

E. mundtiE^^ 

Microorganismo inmdvil de pigmento amarillo; aislado en plantas, suelo y tubo digestivo de ganado bovino, 
cerdos y caballos; llamado asi por J. 0. Mundt, microbiologo norteamericano. Esta especie ha sido aislada 
en un absceso humano en un muslo y en una muestra de mucosa sinusal obtenida quirurgicamente.”'* 

E. haemoperoxidus^^^ 

Nueva especie ambiental de enterococos descrita en 2001; aislada en aguas superficiales, piscinas y agua 
potable en la region del norte de Moravia en la Republica Checa. 

Enterococcus, especie CDC PNS-E2‘^* 

“Nueva especie propuesta" de los CDC, aislada en hemocultivos de un paciente en Los Angeles en 1997. 

GRUPO 3 

E. dispar^-^ 

Especie de la que se creyo originariamente que era una variante bioquimica de E. hirae, pero el analisis de 

16S rRNA indico que es en realidad una especie antes no descrita; aislada en muestras humanas, incluidas 
heces y liquido sinovial.^” 

E. durans'^ 

Esta especie se encuentra principal men te en la leche y en otros productos lacteos y es una cepa clinica rara. 

En 2004, E. durans fue aislado como causa de endocarditis de valvula nativa.*^^ 

E. hirae'^'> 

Produce detencion del crecimiento en polios; aislado en el buche y las heces de los polios, y el tubo digestivo 
de ganado bovino, cerdos, perros, caballos, ovejas, cabras y conejos; la cepa tipo (E. hirae ATCC 8043) 
tiene requerimientos nutricionales complejos y es utilizada en la industria alimentaria como microorganis¬ 
mo de bioensayos para aminoacidos y vitaminas. E. hirae fue aislado en la sangre de una paciente de 49 
anos con enfermedad renal en estadio terminal que se habia sometido a hemodiali.sis.^^^ 

E. ram^'> 

Descrita en 2001. esta especie fue aislada originariamente en los intestinos y las heces de ratas con diarrea. 


Aislada en el tubo digestivo de perros; fenotipicamente identica a E. porcinus, que se considera un sinonimo 
menor de E. villorum y fue aislada originariamente en los intestinos y las heces de cerdos con diarrea. 


ciencia renal, infecciones profundas), instrumentacion gas- espectro que tienen poca o ninguna actividad antienterococica 
trointestinal, genitourinaria o del aparato respiratorio previa, (p. ej., cefalosporinas)/^’"^^ En general, los microorganis- 
hospitalizacion prolongada y el uso de antibioticos de amplio mos acceden al torrente circulatorio a traves de las vias urina- 
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Recuadro 13-4 Miembros del genero Enterococcus (cont) 

GRUPO/Especie 

Comentarios 

GRL PO 4 

£ 

Descrita en 1998, esta especie se encuentra en el ciego de burros; mas estrechamente relacionada con £. 
avium, E. pseudoavium y E. faecium. 

£. Lecorum- 

Especie de estreptococo recientemenie reclasificada hallada en los intestines de polios; carece del antigeno 
grupo D, es PYR-negativa y es incapaz de crecer en caldo de NaCl al 6,5%; similar a £. columbae, puede 
ser confundido con E. avium y con S. bovis}'^*-^'^^'^^ E. cecorum ha sido aislado como causa de peritonitis 
asociada con la dialisis peritoneal, peritonitis bacteriemica recurrente y peritonitis bacteriana espontanea 
con erapieraa, y ha sido aislado en hemocultivos de un paciente con desnutricion grave 

E. sulfureus^^ 

Especie de pigmento amarillo recien descrita; aislada en plantas; no ha sido aislada aun en seres humanos. 

E. phoeniculicola^"^ 

Descrita en 2003, esta especie se encuentra en las glandulas del plumaje de la abubilla arborea silvestre de 
pico rojo; no crece en agar BE ni en caldo de NaCl al 6,5%. 

Enierococcus especie CDC PNS-El 

“Nueva especie propuesta” de los CDC aislada en la sangre de un paciente en Evanston, Illinois, en 1991. 

GRL PO 5 

£. columbae^^^ 

Especie de estreptococos recien clasificada aislada en tubo digestivo de palomas; estrechamente relacionada 
con £. cecorum y E. avium', caracterizada por ser PYR negativa e incapaz de crecer en caldo de NaCl al 

6,5% 

E. canis^^^ 

Aislada originariamente de un perro con otitis externa cronica; probablemente residente del intestino canino; 
crece en agar BE, crece en caldo de NaCl al 6,5% y es PYR positiva. 

E. moraviensis^^^ 

Nueva especie enterococica ambiental descrita en 2001; aislada en aguas superficiales y fuentes de agua pota¬ 
ble del norte de Moravia en la Republica Checa. 


rias, abscesos intraabdominales o pelvianos, heridas, ulceras 
por decubito o dispositivos de acceso intravenoso. Los entero- 
cocos tambien causan el 5-20% de los casos de endocarditis y 
constiiuyen una causa frecuente de endocarditis de valvula pro- 
tesica.^^® En general, la endocarditis afecta a pacientes de edad 
avanzada que tienen una valvulopatia subyacente o valvulas 
protesicas y tiene casi siempre una presentacion subaguda.^^-^*^ 
En las infecciones intraabdominales y pelvianas, los entero- 
cocos suelen hallarse mezclados con otros microorganismos 
aerobios y anaerobios endogenos; tambien se ha comunicado 
una peritonitis espontanea pura por enterococos y la peritonitis 
enterococica asociada con dialisis peritoneal ambulatoria con- 
tinua.^®®’^^^ Aunque muchas infecciones invasoras por enteroco¬ 
cos se originan en sitios intraabdominales, existe una contro- 
versia relacionada con el papel de los microorganismos en la 
patogenia de las infecciones intraabdominales y la peritoni- 
Algunos estudios han mostrado que la cobertura antibio- 
tica antienterococica empirica es beneficiosa para los pacientes 
inmunodeprimidos que tienen una peritonitis posoperatoria 
intrahospitalaria, los enfermos con sepsis intraabdominal que 
han recibido antibioticos que no cubren al enterococo, y los 
pacientes con peritonitis y cardiopatia coexistente o protesis 
que se encuentran en riesgo de sufrir una endocarditis por ente- 
rococos.'*^^ A menudo se encuentran enterococos en infecciones 
de heridas y tejidos blandos (p. ej., quemaduras, ulceras por 
decubito) por otras bacterias facultativas y anaerobias, y las 
complicaciones asociadas con estas infecciones (p. ej., osteo- 
mielitis enterococica) pocas veces se deben a enterococos a 
menos que se presenten como agentes sobreinfectantes. La sep¬ 
sis neonatal por enterococos tiene una presentacion aguda de 
inicio temprano, caracterizada por fiebre, somnolencia y difi- 
cultad respiratoria acompanada por bacteriemia y meningi¬ 
tis.^^ Los recien nacidos prematuros corren mayor riesgo de 
sufrir infecciones intrahospitalarias por enterococos, sobre 
todo cuando tienen dispositivos de acceso perifericos o sondas 


de alimentacion.^^ La meningitis por enterococos es una infec- 
cion enterococica rara que puede observarse tanto en adultos 
como en nihos.^^"^’^^^’^^^ Esta meningitis se puede desarrollar en 
forma espontanea o como una complicacion posoperatoria. Los 
individuos con meningitis espontanea por enterococos suelen 
tener una infeccion enterococica en otros sitios, presentan una 
enfermedad subyacente grave y tienen una bacteriemia entero¬ 
cocica simultanea mas a menudo que aquellos que tienen infec¬ 
ciones posoperatorias. La enfermedad subyacente en los 
pacientes con meningitis espontanea incluye neoplasias, diabe¬ 
tes, insuficiencia renal y tratamiento con agentes inmunosupre- 
sores. Los pacientes con meningitis posquirurgica por entero¬ 
cocos suelen tener un antecedente de traumatismo del SNC (p. 
ej., accidentes, colocacion de una derivacion).^^'* En una revi¬ 
sion reciente de meningitis por enterococos, E. faecalis repre- 
sento el 76% de las cepas y 15 de los 25 casos que se debieron 
a E. faecium fueron causados por cepas resistentes a la vanco- 
micina.’^’’^ Las infecciones respiratorias causadas por enteroco¬ 
cos son raras y solo se observan en pacientes muy debilitados.®'^ 
La resistencia de los enterococos a distintos antibioticos 
contribuye realmente a su patogenicidad. Estos microorganis¬ 
mos muestran poca resistencia intrmseca a los aminoglucosi- 
dos y las lincosamidas, tienen CIM relativamente altas para 
penicilinas y cefalosporinas, y son resistentes a la accion de las 
sulfamidas in vitro. Las CIM mas altas para los p-lactamicos se 
deben a la menor afinidad de las protemas de union a penicili- 
na (PBP) de la pared celular por estos agentes. La baja resis¬ 
tencia a los aminoglucosidos se debe a la menor penetrabilidad 
de la pared celular del enterococo.^^^ Aunque los enterococos 
parecen sensibles a las sulfamidas in vitro, pueden superar el 
bloqueo de la smtesis de folato in vitro. En general, las infec¬ 
ciones graves asociadas con enterococos se tratan con una 
combinacion de penicilina o ampicilina y un aminoglucosido. 
El surgimiento de resistencia elevada a los aminoglucosidos 
(CIM de estreptomicina > 2 000 pg/mL); CIM de pentamicina 
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> 500 fig/mL en los enterococos, sobre todo E. faecalis y E, 
faecium, afecto gravemente el enfoque terapeutico y la res- 
puesta clmica de los pacientes con bacteriemia, endocarditis y 
otras infecciones graves.^® La resistencia elevada a los ami- 
noglucosidos se ha diseminado entre varias especies de entero¬ 
cocos y ha sido documentada en cepas de E. avium, E. casseli- 
flavus, E. gallinarum, E. rqffinosus y E. miindtiiP^ Las cepas 
que muestran resistencia elevada a los aminoglucosidos no son 
destruidas por la actividad sinergica del agente p-lactamico 
junto con un aminoglucosido. Esta gran resistencia esta media- 
da por transposones y puede ser transferida a otros microorga- 
nismos.^^’ El sinergismo bactericida entre penicilina y amino¬ 
glucosidos requiere que el microorganismo no solo tenga CIM 
para los aminoglucosidos por debajo de los valores citados 
antes, sino que la concentracion en suero de penicilina este 
cerca de la CIM o la exceda, la resistencia creciente a los P-lac- 
tamicos junto con CIM elevadas de aminoglucosidos anula 
tambien el sinergismo. A causa de la falta de sinergismo con- 
fiable entre penicilina y aminoglucosidos contra los enteroco¬ 
cos, resistencia alta de estos a los aminoglucosidos y surgi- 
miento de S. aureus resistente a la meticilina, la vancomicina 
se convirtio en un agente de primera Imea eficaz tanto contra 
estafilococos como contra enterococos. 

Hasta comienzos de la decada de 1980, la sensibilidad de los 
enterococos a la ampicilina y la vancomicina seguia siendo 
bastante previsible. Desde ese momento, se han comunicado 
especies de Enterococcus resistentes a la ampicilina y la van¬ 
comicina con una frecuencia creciente. Se demostro que la 
resistencia a la ampicilina en algunas cepas de E. faecalis se 
debia a la produccion de enzimas p-lactamasas.^^^ Con poste- 
rioridad, se informo resistencia a la penicilina en cepas de E. 
faecium, E. gallinarum y E. raffinosus\ con estos microorga- 
nismos, la resistencia se debio a la menor afmidad de las pro- 
temas de union a penicilina de la pared celular.'^''^^'-^^^ La apa- 
ricion de cepas de E. faecalis y E, faecium resistentes a la van¬ 
comicina anuncio un cambio importante en los enterococos. 

La resistencia adquirida a los glucopeptidos (vancomicina y 
teicopianina) en las especies de Enterococcus corresponde a 
cinco fenotipos diferentes, designados VanA, VanB, VanD, 
VanE y VanG, donde VanA y VanB son los fenotipos prevalen- 
tes y de mayor importancia clinica.^^^^^^ ’®^^ Estos fenotipos 
corresponden a genotipos designados van A, vanB, vanD, vanE 
y vanG, respectivamente. En general, estos fenotipos describen 
grupos de genes que codifican enzimas que crean los compo- 
nentes estructurales que conducen a la resistencia fenotfpica. 
Esta resistencia a los glucopeptidos es el resultado de la sinte- 
sis de diferentes precursores de peptidoglucanos que quedan 
incorporados en la pared celular y tienen menor afinidad de 
union a vancomicina, teicopianina o ambas. Normalmente, las 
cepas sensibles a la vancomicina tienen cadenas laterales de 
peptidoglucanos que terminan con el depsipeptido “D-alanil-D- 
alanina” y el antibiotico glucopeptido se une a este depsipepti¬ 
do. En las cepas resistentes a los glucopeptidos, el depsipeptido 
es reemplazado por “o-alanil-D-lactato” (fenotipos VanA, VanB 
y VanD) o por “D-alanil-D-serina” (fenotipos VanE y VanG). 
Las cepas de E. faecium y E. faecalis que tienen el genotipo 
van A muestran una resistencia inducible caracteristica alta, 
mediada por transposones, tanto a la vancomicina (CIM, 64-1 
000 pg/mL) como a la teicopianina (CIM, 16-512 pg/mL), 
ambos antibioticos de la clase de los glucopeptidos.'®^^ Las 
cepas con el genotipo vanB tienen una resistencia inducible 
adquirida a distintas concentraciones de vancomicina (CIM, 4- 
1 000 pg/mL), pero siguen siendo sensibles a la teicopianina 
(CIM, 0.5-1 pg/mL), aunque raras cepas vanB tambien pueden 


ser resistentes a este ultimo antibiotico.^^^'®"^’ Las cepas que 
expresan el genotipo vanB tambien incluyen las de E. faecalis 
y E. faecium. Algunas cepas de E. faecium expresan el genoti¬ 
po vanD; estas cepas son constitutivamente resistentes tanto a 
la vancomicina ((I’lM, 64-28 pg/mL) como a la teicopianina 
(CIM, 4-64 ug/mL) y la resistencia no es transferible a otros 
enterococos.^^® Raras cepas de E. faecalis que expresan el 
genotipo vanE expresan una resistencia inducible baja a la van¬ 
comicina (CIM, 16 pg/mL), aunque siguen siendo sensibles a 
la teicopianina (CIM, 0,5 pg/mL).^^' El fenotipo VanG se aso- 
cia con resistencia baja a la vancomicina (CIM, 16 pg/mL), 
pero con sensibilidad a la teicopianina (CIM, 0,5 pg/mL) e ini- 
cialmente se observe en cepas de E. faecalis proven!entes de 
Australia.^^^ Las cepas que tienen el genotipo vanC muestran 
una resistencia constitutiva e intnnseca baja a la vancomicina 
(CIM, 2-32 pg/mL) y son sensibles a la teicopianina (CIM, 0,5- 
1 pg/mL). El genotipo vanC corresponde a la resistencia intrm- 
seca a los glucopeptidos observada en E. gallinarum, E. casse- 
liflavus y E. flavescens. Este grupo del gen vanC no es transfe- 
rido mediante conjugacion a otros microorganismos, suele 
expresarse en forma constitutiva y tiene origen cromosomi- 
co.610’719 £\ genotipo vanE se refiere al grupo de genes de resis¬ 
tencia a glucopeptido hallado en la ex especie Bacillus, 
Paenihacillus popillae.^^ Los enterococos del fenotipo VanA 
son los mas problematicos porque estas cepas pueden transfe- 
rir marcadores de resistencia vanA por un mecanismo conjuga- 
tivo a otros enterococos y otros microorganismos grampositi¬ 
vos, que incluyen Staphylococcus aureus?^^ Sin embargo, en 
1994, se mostro que las cepas con el genotipo de clase vanB 
podian transferir tambien sus genes de resistencia a la vanco¬ 
micina. El desarrollo de sondas de DNA para la deteccion 
directa de locus de resistencia ayudo en algunas investigacio- 
nes epidemiologicas de brotes hospitalarios causados por ente¬ 
rococos resistentes a la vancomicina.'®7® 

Otro fenomeno de los enterococos es el de la dependencia 
de la vancomicina. Esto se refiere a las cepas de enterococos 
que crecen solo en presencia de este agente. Los enterococos de- 
pendientes de la vancomicina fueron descritos por primera vez 
en 1994, cuando estos microorganismos fueron cultivados en 
la orina de un paciente que recibia un tratamiento prolongado 
con vancomicina.^72.373 p)es(je ese momento, se han comunica¬ 
do otros aislamientos de enterococos dependientes de la van- 
comicina.^73 pacientes expuestos a la vancomicina y a 
otros agentes (p. ej., cefalosporinas de espectro ampliado) 
corren riesgo de colonizacion por enterococos resistentes a la 
vancomicina y esta exposicion tambien los coloca en riesgo de 
ser colonizados por enterococos dependientes de la vancomi¬ 
cina. Los enterococos resistentes y dependientes de la vanco¬ 
micina pueden utilizar las ligasas de la pared celular para ela- 
borar un depsipeptido alternativo de la pared celular (D-alani- 
na-D-lactato), que reemplaza a la D-alanina-D-alanina hallada 
normalmente. En la ausencia de vancomicina, los enterococos 
resistentes a la vancomicina conservan su capacidad para ela- 
borar el depsipeptido D-alanina-D-alanina y siguen creciendo 
en forma normal. Debido a mutaciones en los genes de la 
ligasa que conducen a deleciones/sustituciones de aminoaci- 
dos en la enzima ligasa, las cepas de enterococos dependien¬ 
tes de vancomicina no pueden elaborar el depsipeptido D-ala- 
nina-D-alanina original como componente de la pared celular, 
de modo que en realidad el crecimiento es dependiente de la 
vancomicina. Estas cepas de enterococos son relativamente 
poco frecuentes. Se describieron cepas dependientes de la 
vancomicina derivadas tanto de E. faecalis como de E. fae- 
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Se explica mas adelante en este capitulo la identificacion de 
las especies de Enterococcus. En el capitulo 17 se proporciona 
mas informacion sobre la resistencia a los antibioticos y los 
metodos para evaluar las pruebas de sensibilidad. 

Genero Melissococcus 

El genero Melisosococcus contiene una unica especie, M. 
pluton. Este microorgan is mo causa una enfermedad de las abe- 
)as denominada “loque europea”. En 1994, utilizando datos de 
'Cjuencia de rRNA 168, Cai y Collins demostraron que M. plu- 
hm estaba mas estrechamente relacionado con el genero 
Enterococcus. Como la denominacion de este microorganis- 
mo en el genero Melissococcus precedio a la descripcion del 
genero Enterococcus, la incorporacion de M. pluton entre los 
enierococos, segiin las reglas de la nomenclatura. hubiera 
requerido transferir todas las especies de enterococos al gene¬ 
ro Melissococcus. Debido a la familiaridad de los enterococos 
lanto para los medicos como para los microbiologos, esos auto- 
res recomendaron mantener a M. pluton como la unica especie 
del genero Melissococcus. 


Bacterias ''similares a Streptococcus 

Especies de Abiotrophiay tie Granuticatelta 

En un principio se pensaba que los “estreptococos con 
\ariante nutricional” eran estreptococos viridans que requerfan 
compuestos del tiol (p. ej., cistema) o la forma activa de vita- 
mina B, (piridoxal o piridoxamina) para el crecimiento en 
medios bacteriologicos.*^^ Estos microorganismos tambien han 
sido denominados estreptococos con deficiencias nutricionales, 
estreptococos que requieren tiol, estreptococos que requieren 
piridoxal y estreptococos “satelites”. Los estudios de relacion 
de DNA que compararon las variantes nutricionales de estrep¬ 
tococos y otros estreptococos viridans identificaron dos grupos 
de hibridacion de DNA que correspondian a dos especies, 
denominadas Streptococcus defectivus y Streptococcus adja- 
cens.^^^ En 1995, Kawamura y cols, en Japon realizaron anali- 
sis de secuencia de rRNA 168 de estas dos especies y observa- 
ron que no estaban relacionadas con ninguna especie pertene- 
ciente al genero Streptococcus. 8e propuso el nuevo genero 
Abiotrophia para acomodar estos “estreptococos”, y los nom- 
bres de las nuevas especies fueron Abiotrophia adiacens y 
.Abiotrophia defectiva.^^'' En 1998 y 1999, se caracterizaron 
otros dos miembros del genero: Abiotrophia elegans, de un 
paciente con endocarditis y Abiotrophia balaenopterae, aislado 
en un rocual aliblanco (ballena minke, Balaenoptera acutoros- 
rratai.^-^^^ En 2000, Kanamoto y cols, utilizando criterios 
geneticos y fenotipicos identificaron y caracterizaron otra 
nueva especie de Abiotrophia estrechamente relacionada con 
A. adiacens y propusieron el nombre Abiotrophia para-adia¬ 
cens para esta nueva especie.^"^^ Mas tarde, se demostro que 
estas nuevas especies tienen una afinidad filogenetica mas 
estrecha con A. adiacens que con A. defectiva. La ultima espe¬ 
cie se encuentra mas relacionada desde el punto de vista filo- 
genetico con varias especies “similares a Streptococcus'^ no 
Abiotrophia, que incluyen Globicatella sanguinis, especies de 
Facklamia, especies de Eremococcus y especies de Ignavi- 
granum. En la actualidad, varios estudios han demostrado la 
naturaleza polifiletica del genero Abiotrophia y la estrecha afi¬ 
nidad entre A. adiacens, A. elegans, A. para-adiacens y A. 
balaenopterae. 8obre la base de estos estudios, estos tres 
microorganismos han sido reclasificados en el nuevo genero 


Granulicatella como Granulicatella adiacens, Granulicatella 
paraadiancens, Granulicatella elegans y Granulicatella bala¬ 
enopterae.A. defectiva se conserva como la unica especie 
del genero Abiotrophia. 

A. defectiva, G. adiacens y G. elegans forman parte de la 
flora normal de las vias respiratorias altas, el aparato urogeni¬ 
tal y el tubo digestivo.^^’Las especies de Abiotrophia y 
Granulicatella causan sepsis y bacteriemia, y constituyen la 
causa del 5-6% de los casos de endocarditis infecciosa y com- 
plicaciones bacteriemicas asociadas con endocardi¬ 
tis 123,173,189,190,710.820,823 p)esde 1999 se ha documentado que A. 
defectiva y G. adiacens producen infecciones del 8NC, como 
meningitis y abscesos encefalicos y epidurales.^"^ En 

casi todos los casos, la infeccion se asocio con procedimientos 
neuroquirurgicos previos, que incluyen craneotomia, coloca- 
cion de una derivacion ventriculoperitoneal, mielografia guia- 
da por tomografia computarizada y reseccion tumoral. Estos 
microorganismos tambien han sido aislados en infecciones 
oculares importantes, entre ellas conjuntivitis, endoftalmitis 
luego de cirugia de cataratas y queratitis asociada con lentes de 
contacto de hidrogel de uso prolongado.^* *'^^’^^^’^'^^ Otras infec¬ 
ciones que las especies de Abiotrophia y Granulicatella produ¬ 
cen neumonia, absceso escrotal, sinusitis, artritis septica, oste- 
omielitis vertebral, infeccion de artroplastia e infeccion de 
medula Estos microorganismos producen 

distintos factores extracelulares in vitro, que incluyen neurami- 
nidasa y varias aminopeptidasas, que pueden contribuir a su 
virulencia; tambien pueden unirse a fibronectina y otras pro- 
temas de la matriz extracelular.^^’^'*® Por su importancia clinica 
y sus requerimientos exigentes en el cultivo, es esencial que el 
microbiologo clinico este familiarizado con las circunstancias 
clmicas en las cuales ocurren y con los metodos de laborato- 
rio que son necesarios para su aislamiento en muestras de 
pacientes. 

Las especies de Abiotrophia y Granulicatella son mas resis- 
tentes a los antibioticos que los estreptococos viridans. Aunque 
la mayoria de las cepas son sensibles a clindamicina, eritromi- 
cina, rifampicina y vancomicina, algunos estudios han demos¬ 
trado menor sensibilidad a la penicilina y sensibilidad variable 
a cefalosporinas y aminoglucosidos.^*® En un estudio de Tuhoy 
y cols., el 41% de 27 cepas de G. adiacens y 12 de A. defecti¬ 
va fueron sensibles a la penicilina (CIM, <0,12 |ig/mL), el 
51% tenia una sensibilidad intermedia (CIM, 0,25-2 pg/mL) y 
el 8% eran resistentes a la penicilina (CIM, > 4 pg/mL).^^^ Las 
cepas de G. adiacens fueron mas sensibles a la penicilina y la 
cefazolina (55% de sensibilidad a la penicilina, 52% de sensi¬ 
bilidad a la cefazolina) que las cepas de A. defectiva (8% de 
sensibilidad a la penicilina, 0% de sensibilidad a la cefazolina). 
Para ceftriaxona, el 83% de las cepas de A. defectiva y el 63% 
de G. adiacens eran sensibles en el punto de corte del Clinical 
Laboratory 8tandards Institute (CLSI). En este estudio, todas 
las cepas fueron sensibles a clindamicina, rifampicina, ofloxa- 
cina, levofloxacina, quinupristina-dalfoprislina y vancomicina 
y no se detecto resistencia elevada a los aminoglucosidos. 
Como estos microorganismos necesitan piridoxal para su cre¬ 
cimiento, los medios de prueba de sensibilidad a los antibioti¬ 
cos deben ser complementados con clorhidrato de piridoxal 
(concentracion final del 0,001 %) para su realizacion.^^^ 

Especies de Aerococcus^ Helcococcus 

Los aerococos son microorganismos similares a Strepto¬ 
coccus que se encuentran en el medioambiente, casi siempre en 
asociacion con agua y pueden aislarse en aire, polvo, suelo. 



672 CAPiTULO 13 Cocos grampositivos: Parte il: Estreptococos, enterococos y bacterias “similares a Streptococcus" 


vegetacion, productos cameos y el medioambiente hospitala- 
rio.^^ Aerococcus viridans, la especie mas vieja del genero, 
causa una enfermedad mortal de las langostas denominada gaf- 
kemia, pero en los seres humanos son fundamentalmente opor- 
tunistas.^^’”^^^ Los aerococos ban sido aislados en pacientes con 
algunos trastornos clmicos, como endocarditis, bacteriemia, 
meningitis, artritis septica, osteomielitis e infecciones de heri- 
das.565,717.775.939.948 ocasioucs, los aerococos son incluidos en 
estudios de eficiencia y pueden confundirse facilmente con 
estreptococos viridans y enterococos. Los aerococos tienen una 
tendencia caracteristica a formar tetradas cuando crecen en cal- 
dos de cultivo. Los microorganismos son microaerofilos y se 
observa escaso o ningun crecimiento en condiciones anaero- 
bias. Se ha demostrado que las cepas antes asignadas al genero 
Pediococcus como R urinae-equi estan estrechamente relacio- 
nadas desde el punto de vista fenotipico con A. viridans}^^ En 
general, las cepas de A. viridans son sensibles a penicilina, 
macrolidos, sulfamidas y trimetoprim. 

En 1989, Christensen y cols, en Copenhague comunicaron 
sobre un grupo de 29 pacientes con sospecha de infecciones 
urinarias en los cuales se aislaron “microorganismos similares 
a Aerococcus'' en muestras de orina.^”’^^*^ En 11 de estos 
pacientes, el microorganismo fue aislado en cultivo puro (> 10^ 
unidades formadoras de colonias [UFC]/mL). Los pacientes 
(20 mujeres y 9 hombres) variaron en edad de 49 a 88 ahos y 
el 50% de ellos tenian trastornos locales o sistemicos (p. ej., 
diabetes, neoplasias del aparato urinario o de otros sitios, uro- 
litiasis) que tambien los pueden haber predispuesto a una infec- 
cion por microorganismos oportunistas. Los pacientes con sep¬ 
ticemia y endocarditis causadas por estos microorganismos 
eran ancianos, tenian algiin tipo de enfermedad subyacente (p. 
ej., infarto de miocardio, cancer de prostata, diabetes) y en 
ellos se habian aislado microorganismos similares a 
Aerococcus en muestras de sangre u orina.*^* '^^ La caracteriza- 
cion fenotipica de estas cepas de microorganismos similares a 
Aerococcus demostro que diferian de las cepas de A. viridans 
en varios aspectos.®-^^** Sobre la base de los criterios fenotipicos 
de diferenciacion y el analisis filogenetico de los datos de 
secuencia de rRNA 16S de cepas de referenda de A. viridans, 
Aguine y Collins propusieron clasificar a estos microorganis¬ 
mos como la nueva especie Aerococcus urinae} La inclusion 
de A. urinae en el genero Aerococcus se sustenta en los resul- 
tados de secuenciacion del rRNA 16S, y estos datos tambien 
son el sustento de la inclusion tanto de los biotipos esculina 
positivos como los esculina negativos dentro de la misma espe¬ 
cie. Desde la denominacion de esta nueva especie, se ha 
comunicado A. urinae como causa de infecciones urinarias, 
septicemia, endocarditis, infecciones de tejidos blandos, espon- 
diiodiscitis y linfadenitis.^^®-'^^^-^^^’^^^-^^’^^^’*^'* Las cepas de A. 
urinae suelen ser sensibles a penicilina, amoxicilina, piperaci- 
lina, cefepima, rifampicina y vancomicina.^”’^'^^ Las quinolo- 
nas, las tetraciclinas y la eritromicina muestran una actividad 
moderada a buena, y la mayoria de las cepas tienen CIM ele- 
vadas para algunas cefalosporinas y una menor sensibilidad a 
los aminoglucosidos. Algunos estudios de muerte bacteriana 
en funcion del tiempo sugieren que el tratamiento combinado 
es el de eleccion para la endocarditis causada por este micro¬ 
organismo. 

Desde la identificacion de A. urinae se describieron otras 
tres especies de Aerococcus: Aerococcus christensenii, 
Aerococcus iirinaehominis y Aerococcus sanguinicolaP-^'^'^^ 
A. christensenii fue aislado en muestras vaginales en la 
University of Washington en Seattle y habia sido identificado 
tentativamente como Streptococcus acidominimusP^ La des- 


cripcion de A. sanguinocola se basa sobre un unico aislamien- 
to en hemocultivos humanos, pero esta especie ha sido aislada 
tanto en urocultivos como en hemocultivos (incluida la endo¬ 
carditis) desde su descripcion inicial en 2001 Las cepas 
de A. sanguinocola son sensibles a penicilina, amoxicilina, 
cefotaxima, cefuroxima, eritromicina, vancomicina, quinupris- 
tina-dalfopristina, rifampicina, linezolida y tetraciclinas, y tie¬ 
nen una sensibilidad variable a las quinolonas; algunas cepas 
son resistentes a clindamicina. meropenem y trimetoprim-sul- 
fametoxazol.^^^ Asimismo, la descripcion de A. urinaehominis 
se basa sobre un unico aislamiento en una muestra de orina 
humana.^^^ No existe informacion sobre la sensibilidad a los 
antibioticos de A. urinaehominis. 

Durante un examen de varios aislamientos similares a Strep¬ 
tococcus provenientes de fuentes clmicas humanas, Collins y 
cols, encontraron nueve cepas de cocos facultativos, gramposi¬ 
tivos y catalasa negativos semejantes a los aerococos pero que 
producian un crecimiento variable en caldo de NaCl al 6,5%.^®* 
Siete de las nueve cepas fueron aisladas en heridas de los pies 
o las piemas y dos provenian de cultivos de masas mamarias. 
La otra caracteristica inusual de estos microorganismos era que 
fueron lipofflicos; el crecimiento en medios de agar y en caldo 
fue aumentando por la presencia de suero o Tween 80. Se 
demostro que estos microorganismos pertenecian a un nuevo 
genero y especie de cocos grampositivos mediante analisis 
genetico y criterios fenotipicos y han sido asignados al nuevo 
genero Helcoccocus como Helcococcus kunzii. Otros estudios 
sobre la nueva ecologia de este nuevo microorganismo sugie¬ 
ren una asociacion con la flora bacteriana de las extremida- 
des inferiores y una tendencia a ser aislados en las infeccio¬ 
nes de heridas y celulitis Junto con microorganismos mas 
virulentos, como Staphylococcus aureus. Desde su des¬ 
cripcion, H. kunzii ha sido aislado en cultivo puro en un quis¬ 
le sebaceo infectado, un absceso mamario y un absceso pos- 
quirurgico del pie4'^2.764.8i3 1999 , se describio una segunda 

especie de Helcococcus, Helcococcus ovis,^^^ que se encuentra 
en las ovejas. 

Especies de Leuconostoc 

Las especies de Leuconostoc son cocos facultativos, hetero- 
fermentativos, no esporulados, inmoviies y grampositivos que 
se encuentran en el medioambiente (sobre plantas y en el 
suelo). Estos microorganismos tienen importancia economica 
debido a su uso en las industrias lactea y de conservas y en la 
elaboracion de vinos. Han sido aislados en infecciones huma¬ 
nas, la mayoria de las cuales ocurren en huespedes inmunode- 
primidos.'^^'***^^ Se han aislado especies de Leuconostoc en 
hemocultivos de pacientes con neoplasias subyacentes y cate- 
teres intravenosos permanentes y tambien en abscesos hepati- 
cos e intraabdominales, sitios de gastrostomia y traqueostomia, 
abscesos odontogenos, abscesos mamarios, osteomielitis, 
empiema pleural, peritonitis bacteriana relacionada con dialisis 
y espontanea, y fistulas Se 

han aislado especies de Leuconostoc como agentes oportunis¬ 
tas que producen bacteriemia e infecciones pulmonares en 
receptores de trasplantes de medula osea, de trasplantes de 
organos solidos, pacientes con afecciones gastrointestinales, 
pacientes quemados y pacientes con 
Tambien se aislo una especie de Leuconostoc en el LCR de una 
niha de 16 ahos que antes estaba Sana, en la cual el microorga¬ 
nismo produjo una meningitis purulenta.^^^ Friedland y cols, 
comunicaron un caso de meningitis purulenta debida a L 
mesenteroides en una niha de un mes.^®^ Carapetis y cols, des- 
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cnbieron dos casos de bacteriemia causada por especies de 
Leuconostoc (especiTicamente, L lactis y L pseudomesente- 
ixyide I en ninos con enterocolitis necrosante que estaban reci- 
biendo nutricion parenteral prolongada.^'’'^ En uno de estos 
casos, se aislo la misma cepa de L lactis en el sitio del tubo de 
gasirostomia del paciente. Se comunico bacteriemia causada 
por L rnesenteroides y Enterohacter sakazakii en asociacion 
con formulas para lactantes contaminadas.^^^ Tambien se infor- 
maron especies de Leuconostoc como causas de infecciones 
inirahospitalarias. 

Las especies de Leuconostoc pueden ser identificadas errone- 
amente como neumococos, estreptococos viridans o lactobaci- 
los- En forma similar a los pediococos y a ciertos lactobacilos, 
pero a diferencia de la mayoria de las otras bacterias gramposi- 
livas. las especies de Leuconostoc son intrmsecamente resis- 
lentes a la vancomicina.^^ En algunas comunicaciones de 
casos. los pacientes fueron tratados con vancomicina cuando 
las infecciones por estos microorganismos se evidenciaron cli- 
nicamente. Las caracteristicas de las especies de Leiicononstoc 
que ayudan a diferenciarlas de otras bacterias similares a 
Streptococcus son su resistencia a la vancomicina y la forma- 
cion de gas a partir de glucosa durante el crecimiento en caldo 
MRS (se explica mas adelante). El tratamiento para las infec¬ 
ciones graves por Leuconostoc incluye penicilina y aminoglu- 
cosidos; la mayoria de las cepas son sensibles a tetraciclinas, 
imipenem, clindamicina y gentamicina. 

Especies de Pediococcusy Tetragenococcus 

Las especies de Pediococcus son cocos grampositivos que al 
igual que los estreptococos, producen acido lactico como unico 
producto de fermentacion de la glucosa. Estos microorganis¬ 
mos se encuentran naturalmente en las plantas y son importan- 
tes en las industrias cervecera y alimentaria. Se los puede hallar 
en las cervezas comun y de bajas calorias y tambien se los uti- 
liza en los alimentos para el procesamiento y la preservacion. 
Se agregan a las verduras procesadas y a los productos de soja 
como reforzadores de sabor y se utilizan en biotecnologia 
como cepas indicadoras para los bioensayos vitammicos. El 
genero Pediococcus incluye siete especies: P acidilactici, P 
damnosus, P dextrinicus, P inopinatus, P. panful us, P pento- 
saceus y P claussenii}^"^ Las cepas de P. urinae-equi, ex espe- 
cie de Pediococcus, se asemejan fenotipicamente a A. viridans, 
y una sonda de DNA especiTica para A. viridans tambien reac- 
ciona con P urinae-equi, lo que indica que son el mismo 
microorganismo.^^^’"^^^ Ademas, algunos estudios geneticos que 
utilizaron rRNA 16S y hibridacion de DNA-DNA senalan que 
la ex especie Pediococcus halophilus representa una Imea de 
descendencia que esta separada tanto de pediococos como de 
aerococos y esta mas estrechamente relacionada con los ente- 
rococos. Debido a estos datos geneticos, las cepas antes deno- 
minadas P. halophilus ban sido ubicadas en el nuevo genero 
Tetragenococcus y la especie tipo es Tetragenococcus halophi- 
lusP^ Tambien se hallo que T halophilus es identico a 
Enterococcus solitarius. En 1997, Satomi y cols, describieron 
otra especie de Tetragenococcus, T muriaticus, que fue aislada 
en la salsa de higado de calamar, un alimento fermentado japo- 
nes tradicional.^'*^ Esta especie puede creceren concentraciones 
de NaCl de hasta un 25%. 

El Bacterial Reference Laboratory of the Respiratory 
Diseases Brandi (Laboratorio Bacteriano de Referencia de la 
Division de Enfermedades Respiratorias) de los CDC ha reci- 
bido cepas de pediococos provenientes de distinias muestras 
clmicas humanas. que incluyen saliva, heces, orina, heridas, 


abscesos y sangre.^^^ En general, los pediococos han sido ais- 
lados en pacientes con distintos trastornos subyacentes, como 
neoplasias hematologicas, enfermedad cardiovascular, enfer- 
medad pulmonar cronica, gastrosquisis, pancreatitis y diabe- 
tes,42,6i 234,474.844,896 Muchos packntes con estas infecciones ha- 
bian tenido una operacion abdominal previa o tenian colocados 
tubos nasogastricos o cateteres venosos centrales para nutricion 
parenteral total durante peiiodos prolongados. Los pediococos 
aislados en hemocultivos suelen ser cultivos positivos unicos 
entre varios cultivos positivos con otros microorganismos. En 
un estudio de 26 pacientes que se sometieron a una desconta- 
minacion intestinal total con gentamicina-vancomicina-colimi- 
cina preparatoria para la terapia de induccion de remision o el 
trasplante de medula osea, Maugein y cols, observaron espe¬ 
cies de Pediococcus en el 89% de muestras de heces recogidas 
en estos enfermos.^™ Al igual que las especies de Leuconostoc, 
estos microorganismos son resistentes a la vancomicina; 
muchos pacientes manifiestan primero smtomas de infeccion 
mientras son tratados con este antibiotico.^^^'^**^ En una comu- 
nicacion, P. acidilactici fue identificado en multiples hemocul¬ 
tivos en un hombre de 53 ahos con leucemia mieloblastica 
aguda.*^^^ En el momento del primer hemocultivo positivo, este 
paciente habia estado recibiendo vancomicina durante 14 dias, 
junto con ceftazidima, metronidazol y quimioterapia oncologi- 
ca. Los pediococos aislados en muestras clmicas se identifica- 
ron como P acidilactici o P. pentosaceiis. En general, los 
pediococos son sensibles a penicilina G, eritromicina, clinda¬ 
micina, gentamicina e imipenem.^^^^'^'^^ 

Especies de Gemella 

En la actualidad, el genero Gemella incluye seis especies: 
G. haemolysans, G. morhillorum, G. hergeriae, G. sanguinis, 
G. palaticanis y G. cuniculi}^^'^^^'^^'^'^'^'^'’^ G. haemolysans, la 
especie tipo del genero, es un coco grampositivo de facil deco- 
loracion que aparece caracteristicamente como diplococos con 
las caras adyacentes aplanadas. Debido a estas propiedades, 
fue incluido con los cocos gramnegativos en el genero 
Neisseria. El analisis de la pared celular demostro que el 
microorganismo tenia una pared celular de tipo grampositivo, 
aunque es mucho mas delgada que la de otros microorganis¬ 
mos grampositivos. Algunos estudios de hibridacion de acidos 
nucleicos no mostraron ninguna relacion con los miembros de 
la familia Neisseriaceae. Estos datos. Junto con la reaccion 
de caialasa negativa, relegaron a esta especie a la familia 
Streptococcaceae. Sin embargo, al contrario de lo que sucede 
con los estreptococos, el crecimiento es malo en condiciones 
anaerobias. G. morhillorum fue clasificado antes con los 
estreptococos como Streptococcus morhillorum e incluido en 
un principio en los estreptococos viridans. El analisis genetico 
de cepas de S. morhillorum indico que el microorganismo 
estaba mas estrechamente relacionado con G. haemolysans 
que con los estreptococos y los peptoestreptococos.^^®’^'^^^'^®"^'^ 
Algunos estudios de cromatografia gas-liquido mostraron que, 
ademas del acido lactico. algunas cepas tambien producian 
acidos acetico, formico, succmico y piriivico, mas cantidades 
pequenas de etanol, lo que apoyo la transferencia de S. morhi¬ 
llorum al genero Gemella como Gemella morhillorum. En 
1998, se caracterizaron y describieron dos especies nuevas de 
Gemella: Gemella hergeriae y Gemella sanguinis.^^^'^^^ Estas 
cepas (seis de cada especie) fueron aisladas en sangre y eran 
distintas de las especies de Gemella descritas mediante carac- 
terizacion bioquimica y molecular. Con posterioridad, se des¬ 
cribieron otras dos especies: Gemella palaticanis y Gemella 
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G. palaticanis fue aislado en una vesicula de la 
cavidad bucal de un perro Labrador retriever y G. cuniculi, en 
un absceso submandibular de un conejo de orejas cafdas. En la 
actualidad, no se conoce el habitat de G. bergeriae y G. san¬ 
guinis en los seres humanos y, fuera del aislamiento en los 
hemocultivos, no se ha asociado ninguna infeccion especiTica 
con esta nueva especie. 

Los miembros del genero Gemella se aislan pocas veces en 
muestras clmicas. Sin embargo, su similitud con los estrepto¬ 
cocos viridans probablemente ha conducido a que no fuera 
reconocido y a que fuera mal interpretado. G. haemolysans 
forma parte de la flora de las vias respiratorias altas, mientras 
que G. morbillorum puede hallarse en los aparatos respiratorio 
y digestivo humanos. Se ha aislado tanto G. haemolysans como 
G. morbillorum como causas ocasionales de bacteriemia y 
endocarditis que afectan valvulas cardiacas nativas y protesi- 
cas.75.346,379,490.600,698.744 SC huu comuuicado casos de 

meningitis, meningoencefalitis, artritis septica, osteomielitis, 
espondilodiscitis, queratitis con endoftalmitis, absceso retrofa- 
ringeo, empiema toracico con absceso pulmonar, shock septico 
y una artroplastia de rodilla infectada asociada con especies de 

41.245.261.314.315.671.689.744.785,815.997.1003.1008,1017 qUg 

las infecciones por S. bovis, tambien se ha realizado una aso- 
ciacion entre endocarditis debida a especies de Gemella y la 
presencia de polipos adenomatosos y carcinoma de colon."^^^^^^ 
En general, las especies de Gemella son sensibles a una amplia 
variedad de agentes antibioticos, que incluyen penicilina, 
ampicilina, rifampicina y vancomicina, pero se puede observar 
resistencia de bajo nivel a aminoglucosidos y trimetroprim en 
algunas cepas.^"^"^ En 1993, se observe que una cepa de G. hae¬ 
molysans que fue aislada en un hemocultivo tenia menor sensi- 
bilidad a la penicilina y resistencia franca a vancomicina, tei- 
coplanina, eritromicina y tetraciclina.®^ 

Especies de Vagococcus 

El genero Vagococcus fue propuesto en 1989 para categori- 
zar un grupo de cocos grampositivos moviles y catalasa nega¬ 
tives que se asemejaban a lactococos.^®^ Estos microorganis- 
mos moviles habian side aislados en heces de polios y agua de 
rio. Utilizando dates de secuenciacion del rRNA 16S, se mos- 
tro que estas cepas “similares a Lactococcus'' moviles forma- 
ban una linea de descendencia distinta dentro de las bacterias 
productoras de acido lactico y estaban claramente separadas de 
los estreptococos, enterococos y especies de Lactococcus sensu 
stricto. Mas aiin, tambien se observe que eran fenotipicamente 
distintas. Collins y cols, colocaron a estos microorganismos en 
el nuevo genero Vagococcus (“coco errante”).^^ Las cepas 
similares a Lactococcus moviles del grupo N en el genero 
Vagococcus se denominan ahora Vagococcus fluvialis (“pro- 
pias de un rio”). Tambien se han aislado cepas de V fluvialis en 
lesiones cutaneas y amigdalas en cerdos, vacas, caballos y 
gates domesticos.^®^ Los CDC han comunicado la recepcion de 
dos cepas de V fluvialis. una de un hemocultivo y la otra del 
liquido peritoneal de un paciente en dialisis renal.Se han ais¬ 
lado otras cepas de V fluvialis en muestras clmicas human as 
(hemocultivos, liquido peritoneal, heridas), en animales (cer¬ 
dos) y en el medioambiente (agua de pozo).^^° 

Durante un estudio genetico de lactobacilos atfpicos aislados 
en distintos productos cameos (miembros del genero 
Carnobacterium). se describieron dos cepas en truchas arco iris 
adultas, distintas de las aisladas en las aves de corral.Estas 
dos cepas mostraron el maximo grado de homologia de secuen- 
cia del rRNA 16S con cepas de V fluvialis, con las que forman 


un grupo genetico cercano filogeneticamente a carnobacterias, 
estreptococos, lactococos y enterococos, pero distinto de ellos. 
Los dos aislamientos provenientes de salmonidos han sido 
asignados al genero Vagococcus como Vagococcus salmonina- 
rum. Mas tarde, se demostro que este microorganismo produ- 
cia infecciones peritoneales en el salmon y en la trucha 
marron.*^^^ En 1999, se describio una tercera especie de 
Vagococcus aislada en muestras de sangre, higado, pulmon y 
bazo de una nutria comun (Lutra lutra). Esta cepa fue caracte- 
rizada geneticamente y denominada Vagococcus lutrae.^^ En 
2000, se aislo una cuarta especie de Vagococcus durante exa- 
menes post mortem en una foca y una marsopa de puerto. Esta 
cepa se hallo en cultivo puro en los tejidos hepaticos y renales 
de la foca, y se observo un crecimiento importante en los teji¬ 
dos peritoneal, esplenico, renal, hepatico, pulmonar, encefali- 
co, placentario e intestinal de la marsopa del puerto. Sobre la 
base de los datos filogeneticos y fenotipicos, la cepa fue deno¬ 
minada Vagococcus fessus."^^^ No se ha aislado V salmonina- 
rum, V lutrae y V fessus en muestras clmicas obtenidas de 
seres humanos. 

Especies de Alloiococcus 

En 1989, Faden y Dryja informaron sobre el aislamiento de 
un coco grampositivo grande y de lento crecimiento en 10 
nihos con otitis media cronica con derrame.^"*^ Los ninos tenian 
10 meses a casi 3 ahos de edad, y cada nino tenia antecedentes 
de dos a cinco episodios de otitis media. Mediante la aspiracion 
del oido medio se extrajeron secreciones serosas, mucoides o 
francamente purulentas; se observaron celulas inflamatorias en 
todas las muestras. En la mayoria de los casos, tambien se 
pudieron observar grandes cocos grampositivos en los frotis 
tehidos con Gram de estos h'quidos. Se aislo un nuevo micro¬ 
organismo en cultivo puro en 11 aspirados oticos y en cultivo 
mixto con Haemophilus influenzae no tipificable, difteroides, 
micrococos o estafilococos coagulasa negativos en cinco mues¬ 
tras. En uno de los ninos examinados en el estudio se aislo el 
mismo microorganismo en tres muestras separadas de oido 
medio recogidas en un periodo de 8 meses. En cultivo, los 
microorganismos crecieron con extremada lentitud y conduje- 
ron a los autores a sugerir que tal vez habian sido omitidos en 
el pasado porque las placas de cultivo no habian sido incuba- 
das el tiempo suficiente. Debido a la asociacion de este gram¬ 
positivo de lento crecimiento con la otitis media cronica, Faden 
y Dryjia recomendaron que las muestras para cultivo obtenidas 
por aspiracion del oido medio debian ser incubadas por lo 
menos durante 5 dias para facilitar la deteccion de estas bacte¬ 
rias.Aguirre y Collins caracterizaron luego este coco inusual 
y lo llamaron Alloiococcus otitis.^ Una revision del nombre de 
este microorganismo de A. otitis a A. otitidis fue sugerida y 
aprobada luego de acuerdo con las reglas de la nomenclatura 
binomial. Ademas de las cepas aisladas en secreciones del oido 
medio, los CDC han recibido cepas de A. otitidis provenientes 
de hemocultivos y esputo.^^^ Las cepas de A. otitidis son sensi¬ 
bles o tienen una resistencia intermedia a penicilina, ampicili¬ 
na y cefalosporinas de espectro ampliado (cefixima, ceftriaxo- 
na) y son resistentes a eritromicina y trimetoprim-sulfametoxa- 
zol.^*^ Debido a su lento crecimiento, varios investigadores han 
ideado metodos de amplificacion molecular para la deteccion 
de este microorganismo en derrames del oido medio.^^^^^® 
Estas tecnicas altamente sensibles tambien han permitido la 
deteccion del microorganismo en la nasofaringe y el conducto 
auditivo externo, lo que sugiere que estos sitios constituyen su 
habitat natural. 
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E3se:»es de Globicatella 

Ea 1992. Collins y cols, describieron nueve aislamientos cli- 
aco> humanos linicos (cinco provenientes de hemocultivos, 
arcs dc urocultivos y uno de LCR).^^^ Los rasgos fenotipicos 
^CKaron que estas cepas no eran miembros de los grupos 
S-:rtPTococci4S, Lactococcus, Enterococcus o Aerococcus. 
Ademas. los investigadores geneticos mostraron claramente 
lica iinea de descendencia distinta para estas cepas dentro del 
"grjpo de bacterias productoras de acido lactico”. Estas cepas 
nan Mdo asignadas al nuevo genero Globicatella (que significa 
jadena corta compuesta por celulas esfericas). Todas eran 
:ei>K]picamente similares y ban recibido el nombre de especie 
Globicatella sanguinis (antes G. sanguis). Las cepas de G. san- 
zidiniy remilidas a los CDC provenian de hemocultivos, urocul- 
\ cultivos de heridas y de una muestra de LCR obtenida 
durante una necropsia.^^^ En 2001, Shewmaker y cols, comu- 
nk.arv>fi sobre 28 cepas de G. sanguinis que habi'an sido aisla- 
da> en urocultivos y hemocultivos de pacientes con diagnosti- 
co de endocarditis, sepsis y bacteriemia.^^"^ Vandamme y cols, 
en Belgica caracterizaron una segunda especie de Globicatella 
que me aislada en infecciones del aparato respiratorio y arti- 
culares en temeros, ovejas y cerdos.^^^ Esta cepa fue denomi- 
nada Globicatella sulfidifaciens por su capacidad para produ- 
cir H,S. 

Esoecies de Facklamia 

En 1997, Collins y cols, caracterizaron cinco cepas humanas 
de cocos grampositivos catalasa negativos en muestras de 
onna. vagina, sangre y abscesos.^‘° Algunos estudios compara- 
de secuenciacion de genes rRNA 16S demostraron que 
estas cepas desconocidas eran genealogicamente homogeneas 
^ constituian una nueva linea filogenetica estrechamente rela- 
CMsnada con el genero Globicatella pero distinta de el. Tambien 
diferian de G. sanguinis en su estructura del peptidoglucano 
murema. Aun cuando estaban muy estrechamente relacionadas 
con G. sanguinis desde el punto de vista filogenetico, fenotipi- 
camente eran muy diferentes. G. sanguinis producia acido a 
panir de varios hidratos de carbono, mientras que las nuevas 
:epas eran totalmente asacaroliticas. Estas cepas tambien teni- 
an algunas caracterisiicas que se asemejaban a microorganis- 
mos similares a Gemella con tolerancia a la sal, como D. 
pi 2 rum (vease mas adelante) y fueron colocadas en el nuevo 
genero Facklamia como Facklamia hominis.^^^ 

Se describieron otras varias especies de Facklamia en la lite- 
ratura taxonomica y microbiologica de anos ulteriores. Collins y 
cols, caracterizaron dos cepas en sangre Humana como segunda 
especie asacarohtica, Facklamia ignava.^^"^ El ano siguiente, el 
nusmo gmpo describio a Facklamia sourekii en su caracteriza- 
cion de otras dos cepas aisladas en hemocultivos humanos.^^^ 
Esta nueva especie diferia de F. hominis y F ignava por ser un 
termentador activo. Facklamia languida fue propuesto como 
nueva especie de Facklamia para describir tres cepas humanas en 
muestras de sangre y LCR.^®^ Esta especie es asacarolitica, pero 
difiere fenotipicamente de la otra especie en varias reacciones 
enzimaticas. Fackalamia tabacinalis tambien se describio en 
1999 y fue denominado para describir una cepa aislada como un 
contaminante del rape.^^'^ Su secuencia genetica de rRNA 16S se 
asemejo muy estrechamente a F ignava. Facklamia miroungae 
fue descrito en 2001 y fue aislado en un hisopado nasal de un 
elefante marino joven {Mirounga leonina).^^^ 

Las distintas especies de Facklamia parecen tener perfiles de 
sensibilidad a los antibioticos ligeramente diferentes. LaClaire 


y Facklam determinaron la sensibilidad de F. hominis (cuatro 
cepas), F. ignava (cinco cepas), F languida (seis cepas), F. sou¬ 
rekii (tres cepas) y F. tabacinalis (una cepa) y observaron que 
una cepa de F hominis y dos cepas de F. ignata tenian CIM de 
penicilina que caian en el rango intermedio, mientras que todas 
las otras cepas eran sensibles a la penicilina.^^^ Una cepa de F. 
ignava, una de F sourekii y las seis cepas de F. languida fue¬ 
ron resistentes a la cefotaxima; cinco de las seis ultimas cepas 
tambien eran resistentes a la cefuroxima. Aunque la mayoria 
fueron sensibles a la eritromicina, tres cepas de F. ignava y dos 
de F languida eran resistentes. Cinco de las seis cepas de F. 
languida y una de las cinco de F. ignava eran resistentes a la 
clindamicina. Todas tenian una sensibilidad intermedia o eran 
resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol y ninguna fue resis- 
tente a la levofloxacina o la vancomicina. 

Especies de Dotosigranulum, Ignavigranumy Dolosicoccus 

Los generos Dolosigranulum e Ignavigranum describen bac¬ 
terias similares a Gemella que pueden crecer en NaCl al 6,5%. 
Dolosigranulum pigrum, la unica especie del genero, fue des- 
crita en 1993, y el Laboratorio de Estreptococos de los CDC ha 
caracterizado varias cepas en hemocultivos, muestras oculares, 
hisopados nasofaringeos, esputo, orina, aspirados gastricos y 
de senos paranasales, y muestras medulares de necropsia.“ D. 
pigrum tambien ha sido aislado en los hemocultivos de un 
hombre de 64 anos con sinovitis."^^* LaClaire y Facklam reali- 
zaron pruebas de sensibilidad en 27 cepas cl micas de D. 
pigrum y observaron que todas eran sensibles a penicilina, 
amoxicilina, cefalosporinas (cefotaxima, cefuroxima), clinda¬ 
micina, levofloxacina, meropenem, rifampicina, tetraciclina y 
vancomicina; 15 eran resistentes a la eritromicina.^^^ 

Ignavigranum ruoffiae es el nombre dado a dos cepas de 
cocos grampositivos catalasa negativos que fueron aislados en 
una herida y un absceso otico.^^^ Estas cepas tolerantes a la sal 
estaban relacionadas filogeneticamente con especies de 
Globicatella y Facklamia y fenotipicamente se asemejan a las 
especies de Facklamia asacaroliticas. No existen datos de su 
sensibilidad a los antibioticos. 

El genero Dolosicoccus fue creado para clasificar a otro 
coco grampositivo catalasa negativo unico que fue aislado en 
un hemocultivo.^^® Esta cepa estaba filogeneticamente relacio- 
nada con G. sanguinis y el grupo de especies de Facklamia y 
fenotipicamente se asemeja a F. hominis y F. ignava. La unica 
especie en el genero es Dolosicoccus paiicivorans. 

Especies de Eremococcus 

El genero Eremococcus fue creado para clasificar cocos filo- 
genetica y fenotipicamente iguales aislados en el aparato geni¬ 
tal de yeguas de pura sangre.La secuenciacion comparativa 
del rRNA 16S demostro que estaban relacionados con A. defec- 
tiva y G. sanguinis y mas lejanamente relacionados con espe¬ 
cies de Facklamia e /. ruoffiae. La unica especie en el genero 
es Eremococcus coleocola. 

Genero Lactococcus 

El genero Lactococcus consiste en “estreptococos producto¬ 
res de acido lactico” o “estreptococos lacteos”. Desde el punto 
de vista historico, estos microorganismos portan el antigeno de 
grupo N de Lancefield, aunque solo alrededor del 80% de las 
cepas de lactococos portan el antigeno extraible en sus paredes 
celulares. Los lactococos son microorganismos infrecuentes en 
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muestras cimicas que han sido aislados en sangre, orina y heri- 
das.322.652.859,1075 lactococos dcbeii ser considerados patoge- 
nos oportunistas de baja virulencia.*^ Los miembros del genero 
Lactococcus son L. lactis subespecie lactis, L. lactis subespe- 
cie cremoris, L. lactis subespecie hordniae, L. garx'eiae, L. 
plantanim, L. raffinolactis y L. xyiosus. L lactis subespecie 
lactis y L garveiae son las especies de lactococos aisladas mas 
a menudo en muestras cimicas humanas. 


Aislamiento e identificacion de estreptococos y bacterias 
“similares a Streptococcus” 

Frotis directos con tincion de Gram 

Por lo general, en las muestras cimicas la tincion de Gram de 
los frotis pondra en evidencia cocos grampositivos o gramva- 
riables dispuestos en pares o cadenas cuando en los cultivos 
crecen estreptococos (vease lamina en color 13-IB). Tanto en las 
muestras como en los cultivos en caldo, las cadenas de celu- 
las tienden a aparecer como cadenas de pares de celulas mas 
que como cadenas de celulas individuales. Las formas de las 
celulas individuales varian desde las que se asemejan a diplo- 
cocos hasta las que parecen cocobacilares o corineformes. Esta 
morfologia a menudo se observa en frotis de cultivos en caldo 
y tambien de medios solidos. Los estreptococos viridans, en 
particular, tienden a tener celulas que parecen mas alargadas. S. 
pneumoniae suele presentarse como pares de celulas lanceola- 
das (vease lamina en color 13-1C). En frotis de muestras que 
dan cepas mucoides y muy encapsuladas, la capsula puede apa¬ 
recer como un halo rosado o como un area sin tincion que 
rodea a las celulas en relieve contra un fondo rosado que rodea 
al microorganismo. 

Se puede hacer un diagnostico rapido de meningitis por 
estreptococos del grupo B y por neumococos por el examen de 
un frotis de LCR tenido con Gram. Si se remite el LCR sufi- 
ciente (mas de 1-2 mL), debe centrifugarse la muestra para 
obtener un granule para examen y cultivo. La citocentrifuga- 
cion de muestras de LCR aumenta la deteccion de pequefias 
cantidades de microorganismos e incrementa la sensibilidad de 
la tincion de Gram en comparacion con las muestras con centri- 
fugacion convencional o sin centrifrugar.'^-^ El uso de citocentri- 
fugacion evita la realizacion de pruebas del latex o coaglutina- 
cion para la deteccion de antigenos capsulares de estreptococos 
del grupo B o de neumococos (vease seccion sobre “Deteccion 
directa”, mas adelante). 

Medios de cultivo 

Cuando se sospechan estreptococos, las muestras para culti¬ 
vo deben sembrarse en un medio apropiado que contenga san- 
gre con una base de peptona lo suficientemente rica como para 
favorecer el desarrollo de estos microorganismos con requeri- 
mientos nutricionales especiales. El medio base de agar debe 
ser un medio de infusion en peptona (p. ej., tripticasa soja, pro- 
teosa peptona, Todd-Hewitt) sin hidratos de carbono agrega- 
dos. Aunque las colonias seran mas grandes en medios que 
contengan glucosa (p. ej., medio base de Columbia) despues de 
24 horas, el acido producido a partir de glucosa inactiva la 
estreptolisina S de los estreptococos p-hemoliticos del grupo A 
y puede interferir en la interpretacion de las cualidades hemo- 
liticas del microorganismo. Se agrega sangre de carnero al 
medio basal en una concentracion del 5% como celulas indica- 
doras de hemolisis. Las concentraciones mas bajas de sangre 
en los medios hacen mas dificultoso el reconocimiento de la 


reaccion hemolitica, mientras que las concentraciones mas 
altas pueden ocultar por completo la hemolisis. En agar sangre 
de carnero, los estreptococos pertenecientes a los grupos A, B, 
C, F y G son p-hemoliticos (se describiran mas adelante), 
mientras que la mayoria de las especies de Enterococcus y los 
estreptococos del grupo D son a-hemoliticos o no hemoliiicos. 
Excepto para las cepas del grupo D y algunas cepas del grupo 
B, los estreptococos agrupables no hemoliticos son raros. El 
agar sangre de carnero no favorece el crecimiento de 
Haemophilus haemolyticus o Haemophilus parahaemolyticus; 
de ahf que pequehas colonias P-hemoliticas aisladas en mues¬ 
tras en agar sangre de carnero suelen ser estreptococos. La 
bibliografia creciente sobre Arcanobacterium haemolyticum 
como causa de faringitis puede requerir cambios en los meto- 
dos de laboratorio utilizados para los cultivos de faringe, por- 
que este microorganismo es P-hemolitico y catalasa negativo 
pero es un bacilo grampositivo (cap. 14). 

El agar selective tambien puede aumentar el aislamiento de 
estreptococos del grupo A de cultivos de faringe. Las formulas 
que mas se utilizan y que se comercializan utilizan una base de 
agar tripticasa soja que contiene sangre de carnero al 5% y sul- 
fametoxazol (23,75 pg/mD-trimetoprim (1,25 pg/mL).'^^-''^ 
Gran parte de la flora orofarmgea normal (p. ej., estreptococos 
viridans, micrococos, estafilococos y neisserias) sera inhibida 
en este medio. El empleo de este medio selectivo aumenta el 
aislamiento de estreptococos de los grupos A y B y permite la 
visualizacion de (3-hem61isis sin el “trasfondo” del crecimien¬ 
to de otros microorganismos. Los medios selectivos comercia- 
les incluyen Group A Selective Strep A® con sangre de carne¬ 
ro al 5% (ssA; BD Diagnostics Systems, Sparks, MD) y Strep 
A Isolation Agar® (Remel Laboratories, Lenexa KS). En una 
evaluacion comparativa, Pacifico y cols, cotejaron la recupera- 
cion de estreptococos del grupo A en medios selectivos para 
estreptococos (ssA) y en agar sangre de carnero regular incu- 
bado en diferentes condiciones (en aire, en CO., y en atmosfe- 
ra anaerobia).’^-‘’^ El maximo rendimiento de cultivo positivo en 
este estudio se obtuvo utilizando el medio selectivo para 
Streptococcus incubado en condiciones anaerobias durante 48 
horas. La mayoria de los laboratorios incuban medios para el 
aislamiento de estreptococos p-hemoliticos del grupo A duran¬ 
te 48 horas en un medioambiente enriquecido con CO^, presu- 
poniendo que solo los cultivos de pacientes con pequefias can¬ 
tidades de microorganismos o de aquellos que son portadores 
de estreptococos del grupo A crecen en condiciones anaero¬ 
bias.Sin embargo, aun los pacientes con pequefias cantidades 
de microorganismos pueden tener una respuesta inmunitaria, lo 
que sugiere que estan infectados y no son simplemente porta¬ 
dores del microorganismo.Las pequehas cantidades de 
microorganismos en una placa de cultivo en un paciente con 
faringitis estreptococica clinica tambien pueden reflejar la 
recoleccion insuficiente de las muestras. 

Los estreptococos aislados en muestras cimicas humanas se 
identifican sobre la base de sus cualidades hemoliticas, las 
pruebas serologicas para la deteccion de antigenos de la pared 
celular o capsulares, y pruebas fisiologicas y bioquimicas. 
Algunas de las pruebas realizadas en el laboratorio para la 
identificacion de estos microorganismos proporcionan resulta- 
dos presuntivos, mientras que otras brindan resultados definiti¬ 
ves. Sin embargo, antes de proseguir con las pruebas de iden¬ 
tificacion, es necesario verificar que los cocos grampositivos en 
consideracion son catalasa negatives utilizando H^O., al 3%, 
lo que los ubica en Streptococcus y grupos bacterianos simila¬ 
res a Streptococcus. La prueba de la catalasa se explica en deta- 
lle en el capitulo 12. 
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Becuadro 13-5 identificacion de hemolisis 


11m de hemolisis 


“hemolisis 


' ^ hemolisis 
i 

►bemolisis 


Cebado a o “zona ancha" 
a-hemolisis 


Comentarios 


Lisis parciai de los eritrocitos que rodea a una colonia, que produce un cambio de color gris verdoso o pardusco en el medio 
(lamina en color 13-lF). 

Lisis completa de eritrocitos, que produce una eliminacion de la sangre del medio debajo de las colonias y a su alrededor 
(lamina en color 13-lD y P). 

Sin hemolisis y, en consecuencia, sin cambio en el medio debajo de las colonias y a su alrededor. Se dice que los microorga- 
nismos que no muestran hemolisis son y-hemoliticos o no hemoliticos. 

Una zona pequena de eritrocitos intactos inmediatamente adyacente a la colonia, con una zona de hemolisis completa de los 
eritrocitos que rodea a la zona de eritrocitos intactos. Este tipo de hemolisis puede ser confundida con p-hemolisis. 


Hemolisis en agar sangre 

Los estreptococos en agar sangre de camero pueden produ- 
ciT cuatro tipos de hemdlisis (recuadro 13-5). La observacion y 
la interpretacion correcta de las propiedades hemoliticas de los 
estreptococos son muy importantes porque la realizacion de 
pruebas ulteriores se basa sobre esta evaluacion inicial. Es 
mejor observar la hemolisis examinando las colonias que cre- 
cen en condiciones anaerobias o inspeccionando las subsuper¬ 
ficies en cuatro placas o en placas con siembra en estria y pun- 
cion porque, para los estreptococos del grupo A, la maxima 
actividad de las hemolisinas labiles al oxigeno (OLS) y esta- 
bles al oxigeno (SLS) se observa solo en condiciones anaero¬ 
bias. Las hemolisinas labiles al oxigeno tambien son produci- 
das por las cepas del grupo C y algunas cepas del grupo G, de 
modo que la deteccion de hemolisinas por estos microorganis- 
mos tambien aumenta por incubacion anaerobia. Aunque no se 
recomienda la incubacion anaerobia sistematica de muestras en 
las que se sospechan estreptococos, se pueden adoptar pasos 
para aumentar al maximo la deteccion de hemolisinas bajo 
incubacion aerobia o capnofflica. Esta es la finalidad de la tec- 
nica de ‘"estna y puncion” que se utiliza para sembrar muestras 
de hisopados de faringe en agar sangre para el diagnostico de 
faringitis estreptococica (fig. 13-2; vease lamina en color 13- 
ID y F). Esta tecnica introduce parte del inoculo debajo del 
agar, creando asi un medioambiente relativamente anaerobic. 
Tambien se deben punzar las areas de la placa no inoculadas 
con la muestra. Las placas deben ser incubadas a 35 en aire 
o en COj al 5-7%. Aunque algunos laboratories recomiendan 
un medioambiente de incubacion sobre los otros para los culti- 
vos faringeos, en general el aislamiento de estreptococos p- 
hemoliticos de pacientes con faringitis estreptococica no se 
compromete en ninguna condicion ambiental.’^^^ 

Tecnicas de deteccion directa diferentes del cultivo para estreptococos 
p-hemoliticos del grupo A en muestras farmgeas 

Las tecnicas sin cultivo para la deteccion directa de estrepto¬ 
cocos del grupo A en muestras de hisopados faringeos han teni- 
do un uso amplio en los laboratories clmicos desde comienzos 
de la decada de 1980. En estos sistemas, el antigeno estreptoco- 
cico de grupo se extrae del material hisopado utilizando oxido 
nitroso o mediante un paso de extraccion enzimatica, seguido de 
la deteccion del antigeno extraido. En los primeros equipos 
comerciales, los formatos de aglutinacion del latex o de enzi- 
moinmunoanalisis (EIA) eran los metodos utilizados para la 
deteccion de antfgenos (vease lamina en color 13-lG). La sensi- 
bilidad de estos ensayos para detectar antigenos de estreptococos 


del grupo A variaba entre el 62% y el 96%; la especificidad en la 
mayoria de los casos excedia el 97%J5o.288,333.393.489,87i.io87 
Tambien se introdujeron las tecnicas de inmunoanalisis liposo- 
mico como el sistema de Q Test Strep (BD Diagnostic Systems) 
en las cuales, en lugar de utilizar anticuerpos antiestreptococos 
del grupo A conjugados a una enzima, los anticuerpos eran con- 
jugados a un liposoma (una “esfera” artificial de fosfolipidos) 
que contenia el colorante sulfato de rodamina. La reaccion del 
antigeno con los anticuerpos lisaba el liposoma y liberaba el 
colorante sulfato de rodamina. Se ha evaluado el metodo del 
liposoma; la sensibilidad y la especificidad fueron del 91% y del 
83%, respectivamente.^^"^’^®* 

El “Strep A OIA” (para inmunoanalisis optico) (Biostar, 
Boulder CO) es una prueba que se realiza sobre un portaobje- 
tos. El resultado se determina por un cambio fisico en el espe- 
sor de delgadas peliculas formadas por las reacciones de union 
entre el antigeno del grupo A y los anticuerpos antigrupo A 
(vease lamina en color 13-lH). El antigeno se extrae del hiso- 
po con acido acetico (0,3 M) y se agregan anticuerpos de cone- 
jos contra estreptococos del grupo A marcados con peroxidasa 
de rabano picante. Esta mezcla se deposita sobre el portaobje- 
tos OIA, donde el antigeno se une a los anticuerpos antiestrep¬ 
tococos del grupo A fijados sobre el portaobjetos. Se lava el 



Siembra primaria 
con hisopo 

Primera estria con ansa 
de alambre 


Puncion en el agar con 
ansa de alambre 


Estnas adicionales con el ansa 
de alambre para dispersar los 
microorganismos en colonias 
aisladas 


Figura 13-2 Tecnica de estria y puncion para el aislamiento de estreptoco¬ 
cos p-hemoliticos. 
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portaobjetos y se aplica un sustrato enzimatico (tetrametil ben- 
zidina que contiene peroxido de hidrogeno) que se deja reac- 
cionar durante 4 minutos. Despues del lavado, la reaccion se 
lee examinando el matiz de luz reflejado desde el punto de 
reaccion sobre el portaobjetos; si se presenta antigeno de es¬ 
treptococos del grupo A en la muestra del hisopado original, el 
area de reaccion sobre el portaobjetos aparece como una man- 
cha violacea. Si el antigeno no esta presente, la superficie del 
portaobjetos retiene su color oro. La sensibilidad y la especifi- 
cidad de Strep OIA varia del 81% al 98,9% y del 95% al 100%, 
respectivamente.*’^'*’^^^’^^*''’^*’'^^^ 

Tambien se ban utilizado tecnicas de sondas y de sondas 
amplificadas de DNA para la deteccion directa de estreptoco¬ 
cos del grupo A en muestras de hisopado faringeo. La prueba 
Gen-Probe Group A Strep Direct (Prueba Directa para 
Estreptococos del grupo A, Gen-Probe, San Diego, CA) es un 
metodo quimioluminescente no isotopico que utiliza una sonda 
de DNA para detectar las secuencias complementarias de 
rRNA de los estreptococos del grupo A directamente en un 
extracto de un hisopado faringeo. Esta prueba ha sido evaluada 
por varios grupos; se han comunicado sensibilidades del 88 , 6 % 
al 94,8% y especificidades del 98% al 9974 , 472 , 475,778 
inconveniente de la prueba Gen-Probe Group A Strep Direct es 
que el hisopo utilizado para recoger la muestra debe estar com- 
puesto por rayon o fibras de dacron que son esterilizadas con 
oxido de etileno o hisopos de dacron esterilizados mediante 
rayos gamma. Los hisopos compuestos por fibras de rayon que 
se esterilizan mediante rayos gamma producen una quimiolu- 
miniscencia de fondo elevada. Por esta razon, no se deben uti- 
lizar hisopos CulturettePlus® (rayon irradiado) (BD Bio¬ 
sciences) con esta prueba. Hace poco, se ha comercializado el 
ensayo LightCycler Strep-A® (Roche Applied Science, 
Indianapolis, IN), una prueba de sonda amplificada que utiliza 
PCR en tiempo real, para su uso en laboratorios clmicos. Este 
metodo utiliza el equipo LightCycler y puede evaluar hasta 32 
muestras en un tiempo de ejecucion de 1,5 horas. Uhl y cols., 
en la Mayo Clinic, evaluaron este ensayo y observaron una sen¬ 
sibilidad y una especificidad del 93% y el 98%, respectiva- 
mente.^** Es probable que la sensibilidad de este ensayo sea 
mayor del 93%, dado que las siete muestras evaluadas eran 
positivas con el ensayo LightCycler y los cultivos negativos. Es 
probable que otro estudio de este nuevo ensayo aclare las 
caracteristicas de realizacion de este enfoque para el diagnosti- 
co de la faringitis estreptococica. 

En los Estados Unidos, muchas de las pruebas basadas en 
inmunoanalisis para la deteccion directa de estreptococos del 
grupo A y utilizadas en los laboratorios de los consultorios 
medicos han obtenido, por su complejidad, la eximicion de la 
FDA de los alcances de la Clinical Laboratory Improvement 
Act (Ley de Mejoramiento de Laboratorios Clmicos). Algunas 
de estas pruebas eximidas son el BD Link2 Strep A® (BD 
Diagnostic Systems), la prueba QuickVue Dipstick Strep A® 
(Quidel, San Diego, CA) y la prueba ImmunoCard STAT Strep 
A® (Meridian Bioscience, Cincinnati, OH). Aunque la especi¬ 
ficidad de los sistemas de aglutinacion del latex y EIA es muy 
alta (habitualmente mayor del 97%), la sensibilidad de los dis- 
tintos sistemas para la deteccion de estreptococos del grupo A 
varia ampliamente (entre el 62% y el 95%). Aunque el 
American College of Physicians y la American Society of 
Internal Medicine propusieron pautas de practica para el trata- 
miento de adultos con faringitis que se basaban solo sobre cri- 
terios clmicos (incluso sin utilizar las pruebas de antigenos 
rapidos) para el diagnostico, este enfoque es considerado con¬ 
troversial por otras sociedades medicas, como la Infectious 


Diseases Society of America, la American Heart Association y 
la American Academy of Pediatrics.^^’^^“'^^®’^*® La American 
Heart Association, los prospectos de los envases de muchos de 
los sistemas de prueba rapida para antigeno y la mayoria de los 
microbiologos clmicos recomiendan que todas las muestras 
que dan resultados negativos de antigenos rapidos sean confir- 
madas por cultivo. Independientemente del metodo de ensayo 
de los sistemas de prueba o de las afirmaciones del fabricante 
para un sistema de prueba o una tecnica dados, se recomienda 
obtener dos hisopados faringeos. Se debe realizar un cultivo 
faringeo estandar con el segundo hisopo para las muestras que 
dan resultados negativos en la deteccion rapida de antigeno con 
el primer hisopo. Algunos laboratorios han sustituido el cultivo 
por la prueba Gen-Probe Group A Strep Direct para la confir- 
macion de los resultados negativos del antigeno directo.^^^ 

Tecnicas de deteccion directa diferentes del cultivo para estreptococos 
p-hemoliticos del grupo B y Streptococcus pneumoniae 

El diagnostico de la enfermedad sistemica por estreptococos 
del grupo B se logra mejor cultivando el microorganismo de 
muestras correctamente recogidas. Tambien existen metodos 
para la deteccion directa de antigeno capsular de estreptococos 
del grupo B en LCR, suero y orina. Las pruebas de aglutina¬ 
cion del latex (LA) y coaglutinacion (COA) han sido utilizadas 
en muchos laboratorios para el diagnostico rapido de las infec- 
ciones sistemicas por estreptococos del grupo B, sobre todo 
meningitis durante el periodo neonatal. Las pruebas LA actual- 
mente disponibles incluyen el sistema Directogen Meningitis 
Combo Test® (BD Biosciences Microbiology Products, Sparks, 
MD) y el sistema Wellcogen Bacterial Antigen® (Murex 
Diagnostics, Dartford, Reino Unido). El sistema de prueba 
comercial COA es la prueba de LCR Phadebact (Boule 
Diagnostics, Huddinge, Suecia). La sensibilidad de los produc¬ 
es de aglutinacion del latex para la deteccion de antigenos de 
estreptococos del grupo B varia entre alrededor del 85% al 
100 %, aunque algunos estudios han comunicado sensibilidades 
de tan solo 27% a 54 %. 48 . 68 , 381 , 446 . 454,511 especificidades 

correspondientes de las pruebas de aglutinacion del latex va- 
rian entre el 80% y el 100%.'**-^^* '^^^'' A pesar de la realizacion 
de estas pruebas en ensayos clmicos que condujeron a la apro- 
bacion para su uso, muchos laboratorios han dejado de ofre- 
cerlas de rutina. Ademas del costo relativamente alto, no se ha 
confirmado su utilidad diagnostica y pronostica despues de 
anos de experiencia. Pueden ser muy utiles en casos de sospe- 
cha de meningitis en los cuales la tincion de Gram es negativa, 
cuando los cultivos de LCR son negativos despues de 48 horas 
o ambos.^^^ En la actualidad, el metodo recomendado para la 
deteccion directa optima de estreptococos del grupo B en LCR 
depende de la inspeccion cuidadosa de un frotis tenido con 
Gram de una muestra citocentrifugada.'^^ 

Los metodos de deteccion directa para estreptococos del 
grupo B en muestras rectovaginales son relativamente poco 
sensibles en comparacion con el metodo de amplificacion en 
caldo recomendado por los CDC (recuadro 13-3). Los ensayos 
rapidos en formato de aglutinacion del latex o EIA no deben 
utilizarse para el cribado de muestras de hisopados rectovagi¬ 
nales para estreptococos P-hemoliticos del grupo B (vease la 
seccion sobre “Importancia clmica” en “Estreptococos P- 
hemoliticos del grupo B”, para una explicacion de los metodos 
de cribado). 

Como adyuvante del diagnostico. por cultivos en infecciones 
respiratorias por S. pneumoniae, existen metodos para la detec¬ 
cion de antigeno neumococico en orina en pacientes con neu- 
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monia neumococica. La prueba de antigeno urinario de 
Strepiococcus pneumoniae Binax NOW® (Binax, Portland, 
ME t C' un ensayo inmunocromatografico rapido que permite 
realizar un diagnostico presuntivo de neumonia neumococica 
medianie la deieccion de antigenos capsulares solubles especi- 
lic* »s en muestras de orina. Los antigenos neumococicos detec- 
Lidos por esta prueba representan mas del 90% de la enferme- 
dad invasora que se presenta en los Estados Unidos y en todo 
el mundo. En un estudio llevado a cabo en el Reino Unido, el 
ensayo NOW fue positivo en el 82% de 107 muestras de orina 
de pacientes con neumonia neumococica bacteriemica; 3 de 
1<'6 pacientes con neumonia y bacteriemia debida a otros 
microorganismos tambien eran prueba NOW positivos, lo que 
dio una especificidad del 97%.^°® En un estudio poblacional 
pn>-peclivo de adultos con neumonia en Espafia, la prueba fue 
CH^^iiiva en el 70,4% de 27 pacientes con neumonia neumoco¬ 
cica documentada por cultivo; la especificidad correspondiente 
de la prueba en este estudio fue del 89,7%."^ En otro estudio, 

detecto antigeno urinario en el 80% de 20 pacientes con bac- 
lenemia neumococica y en el 52% de 54 pacientes con S. pneu¬ 
moniae aislado en el esputo7°^ Samra y cols, evaluaron la prue¬ 
ba NOW tanto con muestras de LCR como de orina de 22 
pacientes con meningitis neumococica documentada por culti¬ 
vo *■ Para las muestras de LCR, 21 de 22 fueron positivas 
■ sensibilidad del 95,4%) con la prueba rapida; solo 12 de 21 
muestras de orina fueron positivas (sensibilidad del 57,1%). El 
examen de todas las muestras de LCR que eran negativas por 
cultivo para S. pneumoniae o positivas para otros microorga¬ 
nismos fueron negativas, para una especificidad del 100% para 
muestras de LCR. Sin embargo, 5 (18,5%) de 27 muestras de 
*»nna de pacientes con cultivo de LCR positivos para otras bac¬ 
terias y 63 (13,4%) de 470 muestras de orina de pacientes con 
cultivo de LCR negativos fueron positivas con la prueba NOW. 
L n inconveniente potencial de la prueba NOW de orina es que 
los portadores nasofaringeos sanos de S. pneumoniae tambien 
pueden tener pruebas positivas. Un estudio llevado a cabo en 
Gambia, donde la tasa de portacion entre los ninos evaluados 
fue del 87%, comunico que el 55% de las muestras de orina de 
ninos sanos que eran portadores neumococicos eran prueba 
Binax NOW positiva."^ En otro estudio realizado en Ecuador se 
observ e que el 21,7% de los ninos que eran portadores nasofa¬ 
ringeos de S. pneumoniae eran prueba NOW positivos y el 
4.2% de los no portadores tenian pruebas falsas positivas de 
antigeno urinario."^^^ Estos investigadores postularon que el 
ensayo Binax NOW en orina puede ser mas util para el diag¬ 
nostico de neumonia neumococica y bacteriemia en poblacio- 
nes con bajas tasas de portacion nasofaringea de neumococos. 

Ademas de la deteccion de antigeno en orina, se ban creado 
varios metodos moleculares basados en la PCR para la detec¬ 
cion directa, identificacion y tipificacion de S. pnewmo- 
Tambien se describieron tecnicas de PCR en 
tiempo real que utilizan LighCycler y que comprenden la am- 
plificacion de genes de neumolisina o autolisina para la detec¬ 
cion directa de neumococos de muestras clinicas, como sangre 
V LCR 6'72.883.1{X)0 

Morfologia de las colonias y prueba de la catalasa 

Despues de 18 a 24 boras de incubacion en agar sangre, las 
colonias de estreptococos (i-bemolfticos del grupo A tienen 
aproximadamente 0,5 mm de diametro, son transliicidas o 
transparentes y tienen una superficie lisa o mate. En general, la 
zona de P-bemolisis tiene dos a tres veces el diametro de la co- 
lonia. Las colonias tienen cupula y presentan un borde conti- 


nuo. Algunas cepas de estreptococos del grupo A seran mucoi- 
des debido a la presencia de gran cantidad de material capsu¬ 
lar. Los grupos C y G tambien tienen un aspecto similar, aun- 
que las colonias de algunas cepas del grupo G pueden tener un 
tinte dorado a la inspeccion cuidadosa y las zonas bemoliticas 
suelen ser muy grandes. Los estreptococos P-bemoliticos del 
grupo B forman colonias mas grandes en agar, el margen de 
bemolisis alrededor de la colonia es comparativamente mas 
pequeno para los estreptococos del grupo B que para los otros 
estreptococos P-bemoliticos y en general la bemolisis es “mas 
tenue” y menos evidente. Una proporcion importante de estrep¬ 
tococos del grupo B (basta el 11%) puede ser no bemolitica. 
Las colonias de estreptococos del grupo D tienden a ser mas 
grandes que aquellas del grupo A, de 0,5 a I mm despues de la 
incubacion durante toda la noebe. Las cepas del grupo D son 
a-bemolfticas o no bemoliticas en agar sangre de camero 
(vease lamina en color 13-4C). En general, las colonias son gri- 
ses, lisas y tienen un borde liso o continuo. Los estreptococos 
del grupo F forman colonias muy pequenas y puntiformes con 
una zona grande de P-bemolisis. Estas colonias extremada- 
mente pequenas se denominan “colonias diminutas” y son 
caracteristicas del grupo anginoso de estreptococos: S. angino- 
sus, S. constellatus y S. intermedins. En general, las colonias P* 
bemoliticas diminutas son puntiformes luego de 24 boras de 
incubacion, aunque tienen una zona algo grande y manifiesta 
de p-hemolisis. Los microorganismos del grupo anginoso que 
crecen en medios solidos tambien tienen un olor caracteristico 
dulce, acaramelado o a madreselva debido a la produccion de 
diacetilo.^^"^ Esta caracteristica se puede observar con los 
miembros a-bemoliticos, p-bemoliticos y no bemoliticos de 
este grupo. 

S. pneumoniae muestra un espectro de tipos de colonias, 
cuyo aspecto depende del grado de encapsulacion. En general, 
estas colonias estan rodeadas por una amplia zona verde inten- 
sa de a-bemolisis. Las colonias de las cepas muy encapsuladas 
pueden tener varios milimetros de diametro, son muy mucoi- 
des, parecen grises y pueden asemejarse a gotas de aceite en la 
superficie del agar. Las colonias de cepas menos encapsuladas 
son mas pequenas (vease lamina en color 13-2H). Con la incu¬ 
bacion prolongada, la porcion central de la colonia puede 
colapsar y toma un aspecto caracteristico en “pieza de damas’\ 
Algunas colonias pueden colapsar todas juntas, lo que da el 
aspecto de la cabeza plana de un clavo sobre la superficie del 
agar. 

Otras especies de estreptococos viridans forman colonias de 
diversos tamanos y texturas (vease lamina en color 13-IE). 
Algunas pueden ser lisas y tienen un borde continuo. mientras 
que otras pueden parecer rugosas. con la formacion de hordes 
festoneados con la incubacion prolongada. Las colonias de 
Aerococcus, Pediococcus, Gemella, Leuconostoc, Tet rage no¬ 
coccus, Vagococcus, Globicatella, Helcococcus, Facklamia, 
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Ignavigranum y las especies 
facultativas de Lactobacillus se asemejan estreebamente a 
estreptococos viridans o estreptococos del grupo D en su 
aspecto y son a-bemoliticas o no bemoliticas. 

Los miembros de los estreptococos y de grupos de bacterias 
similares a Streptococcus son catalasa negativos, excepto por 
A. otitidis. Este microorganismo es similar a Streptococcus en 
la morfologia de sus colonias pero es catalasa positivo. Algunas 
cepas de enterococos (sobre todo las de E. faecalis) producen 
una “seudocatalasa” que es responsable de la reaccion de cata¬ 
lasa positiva debil que se observa con algunas cepas, sobre todo 
en los aislamientos primarios. La fuerza de esta reaccion puede 
disminuir despues de algunos subcultivos seriados. 
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Reconocimiento y caracterizacion preliminar de los estreptococos 
y las bacterias “similares a Streptococcus" 

La determinacion de hemolisis y la realizacion de una prue- 
ba de catalasa eran en otra epoca los unices requerimientos para 
caracterizar preliminarmente a los estreptococos. Sin embargo, 
con el reconocimiento de varies grupos de bacterias similares a 
Streptococcus en infecciones humanas, tambien son necesarias 
otras pruebas, sobre todo para cepas aisladas en liquidos corpo- 
rales esteriles. Algunos de estos microorganismos (especies de 
Leuconostoc y Pediococcus) son intrmsecamente resistentes a la 
vancomicina y a los antibioticos glucopeptidos ciclicos relacio- 
nados (p. ej., ristocetina, aricidina y teicoplanina). El aumento 
aparente en el reconocimiento y el aislamiento de estos micro¬ 
organismos puede estar parcialmente relacionado con el surgi- 
miento de S. aureus resistente a la meticilina y el uso consi- 
guiente de vancomicina como un antibiotico de primera linea, 
sobre todo en huespedes muy debilitados. Estos microorganis¬ 
mos y otros "de aspecto similar” pueden ser diferenciados pre¬ 
liminarmente de especies de Streptococcus y Enterococcus y 
entre ellos con las pruebas que se muestran en el cuadro 13-1. 

En agar sangre de carnero, estos microorganismos se aseme- 
jan a estreptococos viridans o enterococos; todos ellos son a- 
hemoliticos o no hemoliticos. Se observa una morfologfa 
estreptococica caracterfstica -cadenas de cocos- con los estrep¬ 
tococos, enterococos, lactococos, especies de Leuconos- 
toc/Weissella, especies de Vagococcus. especies de Abiotro- 
phia/Granulicatella, especies de Dolosicoccus, especies de 
Ignavigranum, especies de Globicatella y especies de Lactoco- 
ccus en los frotis tenidos con Gram de cultivos de caldo de tio- 
glicolato. Los cocos grampositivos dispuestos predominante- 
mente en pares, tetradas o en cumulos son mas caracteristicos 
de los aerococos, especies de Alloiococcus, especies de 
Gemella, especies de Pediococcus, especies de Helococcus y 
especies de Tetragenococcus. Algunas de las bacterias similares 
a Streptococcus descritas hace poco (p. ej., especies de Fackla- 
mia, especies de Tetragenococcus) a menudo forman pares o 
cadenas cortas. En general, los lactobacilos facultativos mues¬ 
tran la morfologia bacilar tipica, mientras que otras especies se 
asemejan a cocos. La observacion de cocos grampositivos en 
cadenas cortas en medios de cultivos de sangre y el crecimien- 
to de microorganismos en subcultivo de agar chocolate sin cre- 
cimiento en el subcultivo de SB A correspondiente sugieren 
especies de Abiotrophia/Granulicatella. En medios que contie- 
nen sangre, algunas cepas pueden producir una reaccion de 
catalasa debil con al 3%; por lo tanto, las cepas que mues¬ 
tran esta reaccion deben ser subcultivadas en medio sin sangre 
y revaluadas para actividad de catalasa. Cabe senalar que la 
unica especie entre las bacterias similares a Streptococcus que 
es verdaderamente catalasa positiva es Alloiococcus otitidis. 

La investigacion de la sensibilidad a la vancomicina de los 
estreptococos viridans o no hemoliticos aislados en liquidos 
corporales mediante procedimientos asepticos pueden evaluar- 
se utilizando el disco comun de 30 pg en una placa de agar san¬ 
gre de carnero incubada a 35 ”C durante 18 a 24 horas. Algunas 
cepas pueden requerir una incubacion prolongada (hasta 72 
horas) para interpretar la prueba. Los microorganismos resis¬ 
tentes a la vancomicina (especies de Pediococcus, especies de 
Leuconostoc) suelen tener CIM mayores de 250 pg/mL y cre- 
cen hasta el borde del disco. La presencia de cualquier zona 
alrededor del disco indica sensibilidad a la vancomicina. La 
produccion de gas a partir de glucosa, una prueba util para la 
diferenciacion de las especies de Leuconostoc de los otros 
microorganismos, se determina mejor en caldo de Mann, 


Rogosa y Sharpe (MRS) para Lactobacillus (Difeo Labora¬ 
tories, Detroit MI) cubierto con vaselina.“^^ La formacion de 
burbujas bajo el sello de vaselina indica produccion de gas y la 
naturaleza heterofermentativa de su metabolismo. El caldo 
MRS se incuba hasta durante 7 dfas. Otras pruebas utiles para 
la caracterizacion preliminar de los microorganismos similares 
a Streptococcus son pirrolidonil arilamidasa (PYR), leucina 
aminopeptidasa (LAP) y pruebas de tolerancia a la sal. Esta 
ultima se realiza en caldo con infusion de corazon que conve¬ 
ne NaCl al 6,5% y se incuba hasta 14 dias antes de llamarla 
negativa. El parametro es la presencia de crecimiento, como en 
la prueba de tolerancia a la sal para la identificacion de entero¬ 
cocos. Las pruebas PYR y LAP estan disponibles como prue¬ 
bas rapidas en disco de varios fabricantes (p. ej., Remel; Carr- 
Scarborough, Decatur, GA) y tambien en algunos de los siste- 
mas comerciales (p. ej., API Rapid STREP). La prueba para 
Streptococcus BactiCard (Remel) incluye PYR, LAP y una 
prueba de hidrolisis de esculina. Esta tarjeta, cuando se utiliza 
con resultados de sensibilidad a la vancomicina, puede propor- 
cionar una caracterizacion preliminar de especies de Entero¬ 
coccus, Lactococcus, Aerococcus, Gemella, Leuconostoc, Pe¬ 
diococcus y Globicatella. 

En ocasiones, pruebas menos frecuentes son utiles para 
aumentar las pruebas tradicionales o confirmar las identifica- 
ciones obtenidas con sistemas comerciales. Para las pruebas de 
temperatura de crecimiento, se recomienda utilizar un bano 
de agua regulado a 45 ”C y un refrigerador a 10 °C. Si existe 
algun crecimiento, se observa despues de 24 a 48 horas de incu¬ 
bacion. La motilidad se determina en un medio de agar semiso- 
lido comiin para motilidad, con el agregado de tetrazolio o sin 
el. Esta prueba debe ser incubada hasta 48 horas a temperatura 
ambiente. La prueba de Voges-Proskauer (VP) para acetilmetil- 
carbinol que se utiliza para los estreptococos se realiza en caldo 
VP con un inoculo importante incubado durante toda la noche. 
Despues del agregado de a-naftol y reactivos de hidroxido de 
sodio, se agita o se sacude el tubo y se lo incuba a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. En este momento, las reacciones 
rojas, rosadas e incoloras corresponden a reacciones positivas, 
debilmente positivas y negativas, respectivamente. 

Identificacion presuntiva de estreptococos 

Los estreptococos p-hemoliticos, los neumococos, los 
estreptococos del grupo D y los enterococos son identificados 
defmitivamente utilizando procedimientos serologicos (que se 
explican mas adelante) que detectan los antigenos de grupos de 
Lancefield (grupos A, B, C, D, F y G) o los antigenos de poli- 
sacaridos capsulares (S. pneumoniae) de los microorganismos. 
La identificacion de especie de los estreptococos del grupo D, 
especies de Enterococcus y los estreptococos viridans se logra 
fundamentalmente mediante pruebas bioquimicas, fisiologicas 
y enzimaticas. Sin embargo, muchos laboratorios utilizan algu¬ 
nas pruebas presuntivas que se correlacionan altamente con los 
metodos serologicos, aunque son menos costosas. En el cuadro 
13-2 se resumen los resultados de las pruebas presuntivas para 
los principales grupos de estreptococos. En los protocolos 1-2, 
1-6, 8-1 y 13-1 a 13-4 se describen los procedimientos detalla- 
dos para la realizacion y la interpretacion de las pruebas pre¬ 
suntivas mas frecuentes. 


SENSIBILIDAD A LA BACITRACINA 

La prueba de sensibilidad a la bacitracina se utiliza para la 
identificacion presuntiva de los estreptococos P-hemoliticos 



Cuadro 13-1 

Caracteristicas fenotipicas para la identificacion presuntiva de cocos grampositivos catalasa negativos 





GENERO 

CRECI- 
MIENTO, 
35-37 °C, CA 

CRECIMIENTO, 
35-37 X, SBA 

MORFOLOGIA 
DE LA TINCI6n 
DE GRAM 

HEMOLISIS, 

SBA 

CAT LAP 

PYR 

SENSIBILIDAD 
A LA VANCO- 
MICINA 

GAS, 

CALDO MRS 

MOT 

CRECIMIENTO, 
CALDO DE NaCI 
AL 6,5% 

CRECIMIENTO, 
10 ®C 

CRECIMIENTO, 
45 ®C 

Streptococcus 

+ 

-1- 

Cadenas 

a. P.7 

- -1- 

- 

S 

- 

- 

V 

- 

V 

Enterococcus 


+ 

Cadenas 

a, Y 

+ 

-1- 

S/R 

- 

V 

+ 

-1- 

-1- 

Abiotrophia 

+ 

- 

Cadenas 

a, Y 

+ 

+ 

S 

- 

- 

- 

- 

V 

Granulicatella 

+ 

- 

Cadenas 

a, Y 

-1- 

+ 

s 

- 

- 

- 

- 

V 

Aerococcus 

+ 

-1- 

Tetradas, grupos 

a 

V 

V 

s 

- 

- 

-1- 

- 

- 

Helcococcus 


-1- 

Tetradas, grupos 

Y 

- • - 

+ 

s 

- 

- 

-1- 

- 

- 

Leuconostoc 

+ 

+ 

Cadenas 

a, Y 

- 

- 

R 

-1- 

- 

V 

+ 

-1- 

Weisella 

+ 

+ 

Cadenas 

a, Y 

- 

- 

R 

+ 

- 

-1- 

V 

V 

Pediococciis 

-1- 

+ 

Tetradas, grupos 

a 

+ 

- 

R 

- 

- 

V 

- 

-f- 

Tetragenococcus 

-1- 

-1- 

Tetradas, grupos 

a 

-H 

- 

S 

- 

- 


- 

-H 

Gemella 

+ 


Tetradas, grupos, 
cadenas 

a, Y 

V 

-1- 

S 

- 

- 

- 

- 

- 

Vagococcus 

+ 

-1- 

Cadenas 

a, Y 

+ 

-1- 

S 

- 

+ 

-1- 

-1- 

- 

Alloiococcus 

+ 

+ 

Grupos, tetradas 

a 

-1- -1- 

+ 

S 

- 

- 

-H 

- 

- 

Globicatella 

+ 

+ 

Cadenas 

a 

- 

+ 

S 

- 

- 

+ 

- 

- 

Facklamia 

+ 

+ 

Grupos, cadenas 

a 

-1- 


S 

- 

- 


- 

- 

Dolosigranulum 

+ 

-f- 

Grupos, tetradas 

a 

+ 

+ 

S 

- 

- 

+ 

- 

- 

Ignavigranum 

-1- 

+ 

Grupos, cadenas 

a 

+ 

-1- 

s 

- 

- 

+ 

- 

- 

Dolosicoccus 

-1- 

-1- 

Cadenas 

a 

- 

-1- 

s 

- 

- 

- 

- 

- 

Eremococcus 

+ 

+ 

Cadenas 

a 

- 

ND 

s 

- 

- 


- 

+ 

Lactococcus 

-1- 

-1- 

Cadenas 

a, Y 

-1- 

+ 

s 

- 

- 

V 

+ 

V 

reaccion positiva; reaccion negativa: V; react ion variable; ND: datos no disponibles; reaccion positiva debit: CA: 

peptidasa: PYR: pirroUdonil arilamidasa; MOT. motilidad. 

agar chocolate: Hemolisis SBO\ hemolisis en 

agar sang re de camera. 

CAT: catalasa: LAP: leucina amino- 


Aislamiento e identlfioacion de estreptococos y bacterias “similares a Streptococcus 681 




682 CAPITULO 13 Cocos grampositivos: Parte II: Estreptococos, enterococos y bacterias “similares a Streptococcus' 


del grupo A. La prueba se realiza en un medio de agar sangre 
con un disco diferencial de bacitracina (p. ej., disco de bacitra- 
cina TAXO A, 0,04 unidades, BD Microbiology Systems, 
Cockeysville, MD; discos Bacitracin Diferenciation, 0,04 uni¬ 
dades, Remel). El procedimiento se describe en detalle en el 
protocolo 13-1. Cualquier zona de inhibicion alrededor del 
disco se considera una prueba positiva (vease lamina en color 
13-2B y C). Aunque es una prueba simple, economica y bas- 
tante precisa para la identificacion presuntiva de estreptococos 
del grupo A, no es altamente especifica. Mas del 10% de las 
cepas de estreptococos de los grupos C y G tambien son sensi- 
bles a la bacitracina, como lo son alrededor del 5% de las cepas 
del grupo B. En consecuencia, esta prueba se realiza a menudo 
junto con la prueba de sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxa- 
zol porque los estreptococos de los grupos C y G suelen ser 
sensibles a este antibiotico, mientras que los estreptococos de 
los grupos A y B son resistentes. Algunos investigadores ban 
recomendado el uso de discos de bacitracina directamente 
sobre el agar sangre primario no selectivo para la rapida detec- 
cion e identificacion de estreptococos del grupo A en cultivos 
faringeos. Sin embargo, este metodo solo identifica el 50-60% 
de las cepas. La colocacion de discos de bacitracina en placas 
primarias que contienen medios selectivos es mucho mas sen¬ 
sible. El informe de laboratorio debe reflejar el uso de un meto¬ 
do presuntivo: “estreptococos p-hemolfticos, presuntivamente 
no grupo A por bacitracina”. 

SENSIBILIDAD A TRIMETOPRIM-SULFAMETOXAZOL 

La prueba de sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol pre¬ 
suntivamente distingue los estreptococos de los grupos A y B 
de otros estreptococos p-hemoliticos. Cuando se la utiliza junto 
con la prueba de la bacitracina, ayuda a separar los estreptoco¬ 
cos no A, no B que pueden ser sensibles a la bacitracina, por¬ 
que tanto las cepas A como B son resistentes a trimetoprim-sul¬ 
fametoxazol, mientras que los grupos C, F y G son sensibles 
(vease lamina en color 13-2C). La prueba se efectua de la 
misma forma que la de la bacitracina, salvo en que se utiliza un 
disco comercial que contiene 1,25 pg de trimetoprim y 23,75 
pg de sulfametoxazol. Cualquier zona de inhibicion indica sen¬ 
sibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol (vease protocolo 13-1). 

PRUEBA DE CAMP Y PRODUCCION DE PIGMENTO 

La prueba de CAMP (denominada asf por Christie, Atkins y 
Munch-Petersen) se utiliza para identificar presuntivamente 
estreptococos del grupo B (vease protocolo 8-1) y se realiza uti- 
lizando una cepa de S. aureus productora de (J-hemolisina 
(ATCC [American Type Culture Collection] 25923).^^^ Los 
estreptococos del grupo B secretan una protema llamada “factor 
CAMP” que interactiia con la [J-hemolisina producida y secre- 
tada por S. aureus para producir una hemolisis mayor o sinergi- 
ca. Esta aparece como un area con forma de punta de flecha de 
mayor hemolisis en el lugar donde las dos Imeas de crecimien- 
to estan mas proximas (vease lamina en color 13-2D).^^^ Esta 
prueba es altamente sensible, e incluso cepas del grupo B no 
hemoliticas seran CAMP positivas. Un pequeho porcentaje de 
estreptococos del grupo A tambien seran CAMP positivos, al 
igual que algunas cepas de Listeria monocytogenes. Esta prue¬ 
ba se utiliza a menudo junto con las pruebas de bacitracina y tri¬ 
metoprim-sulfametoxazol en la misma placa de agar sangre 
para la identificacion presuntiva de estos microorganismos (cua- 
dro 13-2). Los informes deben declarar “estreptococos P-hemo- 
liticos del grupo B presuntivos por prueba de CAMP”. 


La prueba de CAMP sigue siendo ampliamente utilizada pa¬ 
ra la identificacion presuntiva de estreptococos del grupo B, 
pero se han explotado otras caracterfsticas fisiologicas del 
microorganismo como posibles metodos de identificacion. Los 
estreptococos del grupo B producen un pigmento carotenoide 
naranja rojizo en ciertos tipos de medios de cultivo. Esta pro- 
piedad ha sido explotada para su identificacion presuntiva y 
varios investigadores han publicado formulas en los medios 
para este objetivo.^^^’^"^^^ De la Rosa y cols, comunicaron en 
Espaha sobre un medio denominado NGM (nuevo medio 
Granada).Este medio contiene peptona proteosa, almidon 
soluble, glucosa, piruvato y agar como medio basal, con meto- 
trexato de sodio como reforzador de pigmento y colistina como 
agente selectivo. Cuando se sembraron muestras del aparato 
genital femenino en NGM y se las incubo en condiciones ana- 
erobias, se detectaron el 95% de los estreptococos del grupo B 
por el crecimiento de colonias naranja-rojizas despues de 18 
horas de incubacion. La colocacion de NGM en tubos profun- 
dos de agar detecto el 98% de los estreptococos del grupo B 
dentro de las 12 horas. La pigmentacion fue menos evidente o 
intensa cuando las placas fueron incubadas en condiciones 
aerobias, pero esta diferencia no se observe con NGM en tubo. 
Se han utilizado medios de agar y de Granada en caldo para la 
busqueda de estreptococos del grupo B en la vagina en muje- 
res preparto y se han obtenido resultados similares a los logra- 
dos con el caldo LIM selectivo. Los medios de Granada 
se utilizan principalmente en centres europeos y no se comer- 
cializan en los Estados Unidos. 

Recientemente se ha comercializado una adaptacion del 
medio de Granada para la deteccion de estreptococos del grupo 
B en muestras rectovaginales. El sistema Strep B Carrot Broth 
(Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA) consiste en un tubo de 
medio liquido que contiene proteosa peptona, almidon y siste- 
mas amortiguadores (buffers). Los enriquecimientos suple- 
mentarios para el crecimiento de estreptococos del grupo B son 
proporcionados en un disco de papel de filtro que se deja go- 
tear en forma aseptica en el medio de caldo antes de la inocu- 
lacion. Se coloca un hisopado rectovaginal de la paciente en el 
medio despues de la recoleccion y se sella bien el tubo con la 
tapa a rosea. Se incuba luego el caldo durante 6 a 24 horas a 
35 °C. Los estreptococos (3-hemolfticos del grupo B viran el 
naranja del caldo Strept B Carrot a rojo en 6 a 24 horas, con- 
firmando asi su presencia en la muestra. Las pruebas de caldo 
que viran el rojo a naranja no necesitan ser subcultivadas para 
confirmar la presencia de estreptococos del grupo B; los tubos 
que no viran el naranja a rojo luego de la incubacion deben ser 
subcultivados en agar sangre. Solo los estreptococos del grupo 
B p-hemolfticos viran el naranja del caldo de Carrot a rojo; un 
cambio de color no ocurre fiablemente con las cepas no hemo¬ 
liticas. En la actualidad, se evalua esta prueba nueva para 
determinar si el sistema Strep B Carrot Broth es equivalente al 
metodo que utiliza caldo LIM con subcultivos en placas de 
agar sangre. 

HIDROLISIS DE HIPURATD DE SODIO 

Los estreptococos del grupo B tambien pueden hidrolizar el 
hipurato en sus componentes glicina y acido benzoico. Para la 
prueba se inocula el microorganismo en caldo con hipurato de 
sodio y se incuba durante la noche a 35 ""C. Las celulas se cen- 
trifugan y se extrae el sobrenadante. Se agrega un reactivo con 
cloruro ferrico (0,2 mL; FeC^ ■ g H^O, 12 g en 100 mL de solu- 
cion acuosa de HCl al 2%) en el sobrenadante (0,8 mL), con 
formacion de un precipitado pesado. Si el precipitado se man- 



Cuadro 13-2 Criterios fenotipicos para la identificacion presuntiva de estreptococos y enterococos de importancia dinica 


MICROORGANISMO 

HEMOLISIS 

BACITRACINA 

SXT 

PRUEBA 

DE CAMP 

HIDROLISIS 
DE HIPURATO 

LAP 

PYR 

ESCULINA 
DE BILIS 

CRECIMIENTO, 
CALDO CON 
NaCl AL 6,5% 

OPTOQUINA 

SOLUBILIDAD 
DE BILIS 

Estreptococos del grupo A 

p 

S 

R 

- 


+ 

+ 

- 

- 

R 

- 

Estreptococos del grupo B 

p, ninguna 

R 

R 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

V 

R 

- 

Estreptococos de los grupos 

p 

V 

S 

- 


+ 

- 

- 

- 

R 

- 

C, FyG 

Enterococos del grupo D 

a, p. ninguna 

R 

R 


V 

+ 

+ 

+ 

+ 

R 

- 

Estreptococos del grupo D, 

a, ninguna 

R 

S 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

R 

- 

no enterococos 

Estreptococos viridans 

a, ninguna 

V 

S 

- 

V 

+ 

- 

V 

- 

R 


Neumococos 

a 

V 

s 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

S 



+: reaccion positiva; : reaccion negativa; S\ sensible: R: resistente; SXT: trimetoprim-sulfametoxasoi; LAP: leucina aminopeptidasa: PYR: pirwlidonil arilamidasa. 
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tiene luego de 10 minutos, hay acido benzoico y la prueba de 
hidrolisis del hipurato es positiva. Como alternativa, puede 
agregarse reactivo de ninhidrina al sobrenadante para detectar 
glicina libre.-^®^ Con este metodo, la aparicion de un color azul 
intense es positiva. Los estreptococos p-hemoliticos hipurato- 
positivos se informan como “presuntos estreptococos del grupo 
B por hidrolisis del hipurato”. 

PRUEBA DE Bins ESCULINA 

Esta prueba se utiliza para la identificacion presuntiva de 
especies de Enterococcus y estreptococos del grupo D. En 
general, se realiza en agar inclinado o en una placa (protocolo 
13-2). Los microorganismos que son bilis esculina positives 
pueden crecer en presencia de bilis al 40% e hidrolizar la escu¬ 
lina. La mayoria de las especies de Enterococcus y los estrep¬ 
tococos del grupo D ennegrecen el medio de bilis-esculina den- 
tro de las 24 horas (vease lamina en color 13-2F); algunas raras 
cepas pueden requerir una incubacion de 48 horas antes de que 
se aprecie hidrolisis.^^^ Se deben tomar precauciones en utilizar 
formulas de agar bilis esculina que contengan el requisito de 
bilis al 40%; los productos de algunos fabricantes contienen 
menos bilis que esta cantidad, lo que conduce a la identifica¬ 
cion equivocada de algunos estreptococos viridans como 
estreptococos del grupo D o enterococos. 

PRUEBA DE TOLERANCIA A LA SAL (CALDD DE NaCI AL 6,5%) 

La prueba de tolerancia a la sal (caldo de NaCl al 6,5%) sepa- 
ra las especies de Enterococcus de los estreptococos no entero¬ 
cocos grupo D S. hovis y S. equinus (vease protocolo 13-4). Se 
inocula el microorganismo por identificar en un agar o caldo 
con base de infusion que contiene NaCl al 6,5%. Despues de 
una incubacion durante toda la noche, se observa el medio para 
detectar la presencia de crecimiento, lo que indica tolerancia a 
la sal al 6,5%. Las especies de Enterococcus seran tolerantes a la 
sal (vease lamina en color 13-2D); S. bovis no crece. 


PRUEBA DE LA LEUCINA AMINOPEPTIDASA (LAP) 

La produccion de leucina aminopeptidasa (LAP), junto con 
PYR, es litil para identificar estreptococos, enterococos y algu¬ 
nos microorganismos simiiares a Streptococcus. Esta prueba se 
encuentra disponible como un ensayo de manchas en disco 
(Remel; Carr-Scarbourough), como parte de un sistema de 
identificacion presuntivo de tres pruebas (Remel BactiCard 
Strep) o en paneles de 4 horas o de toda la noche para la iden¬ 
tificacion de estreptococos (API Rapid Strep).^”^* Se humedecen 
los discos y se coloca un inoculo importante del material de las 
colonias de una placa de agar (esto puede requerir que las pla- 
cas con aislamientos de crecimiento muy lento se incuben 2 a 
3 dias antes de contar con un inoculo suficiente para la prueba). 
Despues de 10 minutos, se agrega al disco una gota de reactivo 
para la deteccion. La aparicion de color rojo en el disco des¬ 
pues de 3 minutos senala una reaccion LAP positiva; un color 
amarillo indica una prueba negativa y un color rosado se codi- 
fica como una prueba debilmente positiva. La prueba LAP es 
positiva para todos los estreptococos y enterococos, y estos 
liltimos son PYR positivos. 

PRUEBA DE LA PIRROLIDONIL ARILAMIDASA (PYR) 

La prueba de hidrolisis de PYR (protocolo 1 -6) es una prue¬ 
ba presuntiva tanto para estreptococos del grupo A como del 


grupo Reemplaza a la prueba de la bacitracina y a la 
prueba de tolerancia a la sal para estreptococos del grupo A y 
especies de Enterococcus, respectivamente. La enzima detec- 
tada se denomina pirrolidonil arilamidasa. Se inocula caldo 
que contiene PYR L-pirrolidonil-p-naftilamida) con el micro- 
organismo y se incuba a 35 °C durante 4 horas. Durante este 
tiempo se hidroliza PYR. Luego se detecta P-naftilamida fibre 
mediante el agregado del acoplador de colorante diazo, N,N- 
dimetilaminocinnamaldehido. Se desarrolla color rojo si PYR 
ha sido hidrolizado (vease lamina en color 13-2G). Esta prue¬ 
ba es altamente sensible y especiTica para los estreptococos 
del grupo A y la mayoria de las especies de Enterococcus. 
Existen varias adaptaciones de la prueba de hidrolisis de PYR 
en el comercio y proporcionan resultados rapidos (15 minutos 
o menos). Otros microorganismos (p. ej., la mayoria de los 
lactococos, A. viridanSy G. haemolysans, los estreptococos con 
variantes nutricionales y algunos estafilococos) tambien son 
PYR positivos. Esta prueba esta incluida con la hidrolisis de 
esculina y la leucina aminopeptidasa en el sitema BactiCard 
Strep® (Remel). 

SENSIBILIDAD A LA OPTOQUINA 

Se utiliza la sensibilidad a la optoquina (clorhidrato de etil- 
hidrocupreina) para diferenciar 5. pneumoniae de los otros 
estreptococos viridans (vease protocolo 13-3). Como sucede 
con las pruebas de bacitracina y trimetoprim-sulfametoxazol, 
la prueba de sensibilidad a la optoquina se realiza en medios 
de agar sangre. Sin embargo, a diferencia de las otras dos 
pruebas, se deben medir las zonas de inhibicion antes de la 
interpretacion. Una zona de 14 mm o mas ancha alrededor del 
disco de 6 mm indica sensibilidad a la optoquina e identifica 
al microorganismo como neumococo (vease lamina en color 
13-2E). Si la zona es menor de 14 mm, se debe realizar una 
prueba de identificacion alternativa (p. ej., serologia o solubili- 
dad en bilis) porque algunos estreptococos viridans no neumo- 
cocos y aerococos pueden mostrar pequenas zonas de inhibi¬ 
cion. En general, los estreptococos viridans y los estreptococos 
del grupo D son resistentes a la optoquina. Una evaluacion 
reciente de la prueba con 99 cepas clmicas de S. pneumoniae 
y 101 estreptococos viridans comunico una sensibilidad y una 
especificidad del 99% y el 98%, respectivamente.^^^ Se han 
informado cepas de S. pneumoniae resistentes a la optoquina, 
pero pocas veces se encuentran.^^'’’^^^ Borek y cols, tambien 
comunicaron aislamiento de Streptococcus viridans con una 
zona de 18 mm de inhibicion alrededor del disco de optoqui¬ 
na. La caracterizacion de cepas de S. mitis sensibles a la 
optoquina puso en evidencia la adquisicion de genes de S. 
pneumoniae que codifican subunidades de H + ATPasa, que es 
la diana de la optoquina.^^ Las cepas de S. pneumoniae que 
son resistentes a la optoquina tienen mutaciones puntuales en 
la subunidad a o c de la H -h ATPasa y presentan CIM de opto¬ 
quina que son 4 a 30 veces mas altas que las de las cepas sen¬ 
sibles. 


PRUEBA DE SOLUBILIDAD EN BILIS 

La prueba de solubilidad en bilis es otra prueba para la iden¬ 
tificacion de S. pneumoniae. Puede realizarse en una suspen¬ 
sion del microorganismo en caldo o en solucion fisiologica o 
directamente en una placa. Ambos procedimientos se describen 
en el protocolo 1-2. El desoxicolato, el reactivo de “bilis” uti- 
lizado en estos procedimientos, activa las enzimas autoliticas 
del microorganismo. 
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Pruebas comerciales de identificacion presuntiva 

Existen placas comerciales triples para la identificacion pre¬ 
suntiva de estreptococos p-hemoliticos de los grupos A y B, 
estreptococos del grupo D y especies de Enterococcus. La 
Strep-ID Tri-Plate® (Remel) contiene tres compartimentos: un 
sector con agar sangre de camero para la evaluacion de hemo- 
lisis y la realizacion de las pruebas CAMP y de trimetoprim- 
sulfametoxazol, un sector con agar bills esculina y un sector 
con medio PYR. Despues de la inoculacion y la incubacion 
durante toda la noche, las pruebas se interpretan como se mues- 
tra en el cuadro 13-2 y en la lamina en color 13-2H. 

Identificacion serologica de estreptococos 
p-hemoli'ticos 

El trabajo pionero de Rebecca Lancefield establecio las 
bases de la clasificacion serologica de los estreptococos aisla- 
dos en humanos. Esta clasificacion se basa sobre la deteccion 
de antigenos de hidratos de carbono especiTicos de grupo de la 
pared celular del microorganismo. Los estreptococos agrupa- 
bles que producen enfermedad en los seres humanos pertene- 
cen a los grupos de Lancefield A, B, C, D, F y G. Con este 
esquema solo se pueden clasificar los estreptococos p-hemoli- 
ticos y los microorganismos a-hemoliticos y no hemoliticos 
grupo D. Para detectar los antigenos de la pared celular de estos 
microorganismos, el antigeno de la pared celular debe ser 
extraido primero y luego solubilizado. Esto se puede lograr 
mediante la extraccion con acido (p. ej., acido nitroso), la 
extraccion en autoclave (metodo de Rantz-Randall) o por ex¬ 
traccion enzimatica. Una vez extraido, el antigeno puede detec- 
tarse mediante distintos metodos. 


PRUEBA DE LA PRECIPITINA CAPILAR 

En este metodo utilizado por Lancefield, se deposita en 
capas el antigeno extraido sobre los antisueros especificos de 
grupo en un tubo capilar.^^^ La formacion de una reaccion de pre- 
cipitina en la interfaz extracto-antisuero proporciona la desig- 
nacion de grupo del microorganismo. 

COAGLUTINACION 

En esta tecnica, se hace reaccionar el extracto de antigeno 
con S. aureus sensibilizados con anticuerpos especificos de 
grupo. La aglutinacion visible de los estafilococos cubiertos 
por el antisuero especifico identifica el grupo de los microor¬ 
ganismos. Existen sistemas comerciales de coaglutinacion 
(Phadebact Streptococcus®, Boule Diagnostics, Huddinge, 
Suecia; Meritec Strep®, Meridian Diagnostics, Cincinnati OH). 

AGLUTINACION DEL LATEX 

Las pruebas de aglutinacion del latex utilizan cuentas de 
latex de poliestireno como transportadores de antisueros espe¬ 
cificos de grupo que se hacen reaccionar con el extracto del 
microorganismo. Se utilizan tambien ampliamente sistemas 
comerciales para este metodo (Patho-D^ Strep Grouping Kit®, 
Diagnostics Products, Los Angeles CA; Slidex Strep®, 
BioMerieux, Hazelwood MO; Meritec-Strep®, Meridian 
Diagnostics, Cincinnati, OH)."^^^ Los procedimientos de agluti¬ 
nacion del latex han reemplazado esencialmente a la tecnica de 
extraccion-precipitina capilar como metodo de referencia para 
el seroagrupamiento de los estreptococos P-hemoliticos (vease 


lamina en color 13-3A). La evaluacion correcta de la hemolisis 
es esencial para la fiabilidad de la prueba y se han comunicado 
reacciones cruzadas con otros microorganismos. Por ejemplo, 
Lee y Wetherall demostraron que algunas cepas de S. pneumo¬ 
niae pueden dar reacciones cruzadas con el reactivo de latex de 
los estreptococos C.^*^ Este error puede ocurrir cuando los 
microorganismos se evaluan directamente en los frascos de he- 
mocultivo sin determinar primero el caracter hemolitico de la 
cepa. Algunos de los reactivos comerciales tambien pueden 
tener dificultad para detectar el antigeno grupo D en especies 
de Enterococcus. Thompson y Facklam tambien comunica- 
ron que el reactivo grupo B en los sistemas de reactivos de 
aglutinacion del latex de varios fabricantes daban reacciones 
cruzadas con cepas de S. porcinus, que pueden aislarse en seres 
humanos y cerdos.^^^’^^^ En la University of Illinois, hemos ais- 
lado S. porcinus en varias muestras de hisopado rectovaginal 
remitidas para cribado de estreptococos del grupo B. Aunque 
estas cepas reaccionan con los reactivos de latex del grupo B, 
los microorganismos forman colonias pequenas con zonas Cla¬ 
ras muy grandes de p-hemolisis, lo cual es muy diferente de la 
p-hemolisis marginal blanda asociada con los estreptococos del 
grupo B. 

Identificacion serologica de Streptococcus pneumoniae 

La identificacion definitiva de S. pneumoniae comprende la 
deteccion serologica de polisacaridos capsulares neumococicos 
utilizando antisueros especificos. Esto es complicado porque 
existen mas de 83 serotipos capsulares diferentes. El omnisue- 
ro, un producto escandinavo, es capaz de detectar todos los 
serotipos neumococicos. Este conjunto de antisueros se ha uti¬ 
lizado para crear pruebas comerciales de coaglutinacion 
(Phadebact Pneumococcus®, Boule Diagnostics) y de aglutina¬ 
cion del latex (Pneumoslide®, BD Microbiology Systems; 
Slidex Pneumo®, BioMerieux) para una rapida identificacion 
serologica de S. pneumoniae (vease lamina en color 13-3C). En 
una revaluacion reciente de ambos sistemas de prueba, la sen- 
sibilidad y la especificidad fueron del 99-100% y del 85,1- 
98%, respectivamente.^^^ La identificacion especiTica y la asig- 
nacion a un serotipo capsular individual se logra con la prueba 
de hinchazon capsular de Neufeld (Quellung). 

La prueba de hinchazon capsular puede utilizar un conjunto 
de sueros y antisueros especificos de tipo (Pneumotest®, Sta¬ 
tens Serum Institut, Copenhague, Dinamarca). Se prepara una 
suspension diluida del microorganismo en solucion salina 
fisiologica y se mezcla un ansa de la suspension con un ansa de 
azul de metileno sobre un portaobjetos de vidrio. Se aplica un 
cubreobjetos de vidrio y se incuba a temperatura ambiente 
durante 10 minutos. Se examina el portaobjetos con el objetivo 
seco de gran aumento y con el de inmersion en aceite, con luz 
reducida. Debido a una reaccion de microprecipitinas que ocu- 
rre sobre la superficie del microorganismo, cambia el indice 
refractario de la capsula y adopta un aspecto “tumefacto” mas 
visible, como un halo alrededor de las celulas bacterianas teni- 
das de azul (vease lamina en color 13-3B). Tambien se puede 
observar una aglutinacion microscopica de microorganismos, 
sobre todo con cepas muy encapsuladas. Se deben comparar 
los resultados de la prueba de hinchazon capsular microscopi- 
camente con un preparado similar elaborado con solucion sali¬ 
na fisiologica en lugar de antisueros. 

Tambien se puede utilizar Denka Seiken (Tokyo, Japon) una 
prueba comercial de aglutinacion en portaobjetos para serotipi- 
ficacion neumococica. Esta prueba cuenta con ocho reactivos 
polivalentes, cada uno de los cuales contiene antisueros para 
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cuatro a siete serotipos diferentes y se realiza sobre una sus¬ 
pension de microorganismos preparada en una solucion salina 
con buffer de fosfato. Si se observa aglutinacion con uno de los 
reactivos polivalentes, se evaluan los serotipos de los indivi- 
duos dentro del grupo para determinar el serotipo del microor- 
ganismo aislado. En una comparacion reciente de la prueba 
Denka Seiken con la tecnica Pneumotest Quellung, hubo una 
concordancia del 95,7% entre los dos metodos; los autores 
tambien observaron que esta prueba de aglutinacion en porta- 
objetos era mas facil de realizar e interpretar. 

Caracteristicas bloquimicas para la identificacion 
de estreptococos agrupables 

La identificacion de especies de estreptococos agrupables 
puede establecerse sobre la base de las caracteristicas fisiologi- 
cas. Se utilizan varias de estas reacciones en los distintos siste- 
mas comerciales para la identificacion de estreptococos p-he- 
moliticos. Los metodos de identificacion bioquimica tambien 
pueden permitir la deteccion de cepas aberrantes. Por ejemplo, 
Brand y cols, aislaron tres cepas de estreptococos p-hemoliti- 
cos en hemocultivos que tenfan el antigeno grupo A, pero fue- 
ron identificadas como S. dysgalactiae subespecie equisimilis 
mediante pruebas de fenotipificacion y secuenciacion de rDNA 
16S.^^^ Estas cepas eran acetoina negativas y PYR negativas, al 
contrario de los estreptococos del grupo A. Aunque la mayoria 
de los laboratorios clmicos que manejan muestras provenien- 
tes de seres humanos utilizan metodos serologicos para la 
identificacion de estos microorganismos, los microbiologos 
veterinarios pueden hallar utiles estas pruebas porque no se 
consiguen facilmente antisueros de Lancefield para grupos 
distintos de A, B, C, F y G. En el cuadro 13-3 se presentan las 
caracteristicas fenotipicas para la identificacion de estreptoco¬ 
cos agrupables. 

Identificacion de estreptococos viridans 

Los estreptococos viridans distintos de S. pneumoniae com- 
prenden varias especies de microorganismos a-hemoliticos y 
no hemoliticos (veanse cuadro 13-4 y lamina en color 13-4F). 
Al contrario de los estreptococos p-hemoliticos humanos, estos 
microorganismos, con excepcion de los miembros del grupo 
bovis, carecen de antigenos de grupo serologico de Lancefield 
especiTicos, aunque algunos pueden transportar antigenos que 
reaccionan en forma cruzada con estos antisueros. A diferencia 
de los neumococos, son resistentes a la optoquina e insolubles 
en bilis. En ciertas circunstancias, como en los casos de endo¬ 
carditis y bacteriemia en pacientes con neutropenia, puede ser 
clinicamente litil identificar a estos microorganismos. Los 
individuos con dafio valvular previo pueden tener episodios 
recurrentes de endocarditis y sufrir recafdas despues de un tra- 
tamiento insuficiente. El conocimiento del microorganismo 
aislado y de su sensibilidad a los antibioticos puede ayudar a 
evitar problemas como fracases terapeuticos, reinfecciones y 
tolerancia a los antibioticos. 

La aplicacion de tecnicas moleculares y quimiotaxonomicas 
ha conducido a modificaciones importantes en la taxonomia de 
los estreptococos viridans y los enfoques de la identificacion. 
Debido a la gran cantidad de estreptococos viridans reconoci- 
dos, los metodos de identificacion fenotipica comprenden la 
realizacion de algunas pruebas bioquimicas y enzimaticas.’^^^ 
La mayoria de los laboratorios que intentan identificar a este 
microorganismo utilizan uno o mas sistemas comerciales para 
este objetivo (vease lamina en color 13-4F, G y H). Lamen- 


tablemente, las bases de dates de los distintos sistemas comer¬ 
ciales no se actualizan con la suficiente frecuencia como para 
identificar en forma fiable especies mas nuevas y a menudo se 
requieren otras pruebas. Estos sistemas utilizan pruebas con- 
vencionales modificadas y sustratos cromogenicos y fluoroge- 
nicos novedosos para la deteccion de actividades enzimaticas 
preformadas, y estos enfoques se han convertido en una parte 
estandar de las series de pruebas utilizadas para la identifica¬ 
cion de estas bacterias.^^^*^^^ Los metodos no fenotipicos de 
caracterizacion de estos microorganismos, como la pirrolisis- 
cromatograffa de gases y la espectroscopia infrarroja por trans- 
formacion de Fourrier, se han mostrado promisorios como 
metodos auxiliares de la identificacion.^^"^^^^ Otros metodos 
moleculares y quimiotaxonomicos son la amplificacion por 
PCR y la deteccion de secuencias de acidos nucleicos especi- 
ficas de especie, el analisis del polimorfismo de longitud de 
los fragmentos de restriccion de genes rRNA 16S, el analisis 
de patrones electroforeticos de proteinas de celulas enteras y 
la espectrometria de Sin 

embargo, ninguno de estos metodos se presta para su uso habi¬ 
tual en los laboratorios hospitalarios que tienen mucho traba- 
jo. Por lo tanto, la identificacion de estos microorganismos en 
laboratorios clmicos se basa aun sobre el uso de caracteristi¬ 
cas fenotipicas claves. 

Por conveniencia, los estreptococos viridans pueden ser ubi- 
cados en grupos sobre la base de caracteristicas bioquimicas 
comunes. Estos grupos incluyen el grupo sanguis, el grupo 
mitis, el grupo mutans, el grupo salivarius, el grupo angi- 
nosus y el grupo bovis. Los microorganismos pueden ser asig- 
nados a estos grupos sobre la base de arginina dihidrolasa, 
hidrolisis de esculina, produccion de acetoma (prueba VP), 
produccion de acido a partir de manitol y sorbitol, y presencia 
de ureasa (cuadro 13-4). 

En 1991 y 1998, Beighton y cols., del Departamento de 
Microbiologia Bucal del London Hospital Medical College 
publicaron esquemas amplios para la identificacion fenotipica 
de los miembros reconocidos de estreptococos viridans.^ 

Este esquema emplea pruebas convencionales de utilizacion de 
hidratos de carbono de 24 horas mas una serie de sustratos liga- 
dos a 4-metilumbeliferilo para la determinacion rapida (3 
horas) de enzimas glucosidicas. El cuadro 13-5 se basa sobre 
las descripciones taxonomicas de especies viridans presentadas 
por Beighton y otros.La clave dicotomica de la figura 
13-3 incorpora las pruebas de “agrupamiento” del cuadro 13-4 
y otras pruebas del cuadro 13-5 para la identificacion de espe¬ 
cies individuates “tipicas” dentro de un grupo. Hasta que se 
actualicen las bases de datos de los sistemas comerciales indi- 
viduales para incluir las especies y las pruebas mas nuevas, los 
microbiologos deberan utilizar un enfoque de “el que mejor se 
ajusta” para la identificacion de especie de los estreptococos 
viridans. 


GRUPO SANGUIS 

El grupo de los estreptococos viridans incluye tres especies 
que se encuentran en la cavidad bucal humana: S. sanguis, S. 
parasanguis, S. gordonii y S. sinensis. Aunque algunos inves- 
tigadores consideran que estas especies forman parte del 
grupo mitis sobre la base de los estudios de secuencia rRNA 
16S, pueden diferenciarse facilmente desde el punto de vista 
fenotipico de ese grupo por sus reacciones positivas para argi¬ 
nina dihidrolasa e hidrolisis de esculina.^^® 5. parasanguis se 
describio en 1990 y ha sido aislado en muestras de cultivos 
farmgeos humanos, sangre y orina.‘®^^ S. sanguis puede ser 



Cuadro 13-3 

Caractensticas fenotipicas para la identificacion de los estreptococos p-hemoliticos 














hidr6lisis hidr6lisis 



ACIDO PRODUCIDO A PARTIR DE 


ESPECIES 

c»Kijru ut, 

LANCEFIELD 

BAC 

SXT 

rKDEBA 

DE CAMP LAP 

PYR 

ADH 

ESC HIPIJRATO ACETOINA ALMIDON 

PAL a-GAL 

P-GUR GLU 

LAC 

MNTL RAF RIB SAL 

SORB 

TRE 

S. pyogenes 

A 

S 

R 

+ 

+ 

+ 

V - 

+ 

V + 

+ 

- - - + 

- 

-1- 

S. agalactiae 

B 

R 

R/S 

+ + 

- 

+ 

- + 

+ V 

V + 

V 

_ _ + V 

- 

-1- 

S. dysgalactiae 
subesp. 
dysgalactiae 

C 

R 

S 

+ 

- 

+ 

V - - - 

+ 

+ + 

-1- 

- - -H V 

V 

-1- 

S. dysgalactiae 
subesp. 
equisimilis 

A, C, G, L 

R 

s 

+ 


+ 

+ - - 

+ 

+ + 

+ 

- - + V 


+ 

S. equ\ subesp. 
equi 

C 

R 

s 

+ 

- 

+ 

V - - + 

+ 

4- + 

- 

- - + 

- 


S. equi subesp. 
zooepidemicus 

C 

R 

s 


- 

+ 

V - - + 

+ 

+ + 

- 

- ~ + 

+ 

V 

S. canis 

G 

R 

s 

+ + 


+ 

•f 

- 

+ + 

+ 

- + ND 

- 

+ 

S. phocae 

C, F 

S 

s 

- + 

- 

- 

- - - - 

+ 

+ 

- 

- + - 

- 


S. porcinus 

E, P, U, V, 
ninguno 

R 

s 

+ + 

+ 

+ 

+ V + 

+ 

-1- + 

V 

+ 

+ 

1 

-t- 

+ 

+ 

S. iniae 

Ninguno 

R 

s 

+ + 

+ 


+ - - + 

ND 

ND + 

-1- 

-1- - -1- -1- 

- 

+ 

S. didelphis 

Ninguno 

R 

s 

+ 


+ 

+ - - 

+ V 

+ -H 

V 

- V -H - 


+ 

S. urinalis 

Ninguno 

R 

s 

+ 

+ 

+ 

+ - + 

+ 

+ 

-1- 

ND ND -1- ND 

- 

-1- 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; ND\ datos m 
ADH: arginina dihidrolasa: ESC: hidrolisis de esculina; 
tol; Tre: trehalosu; R: resistente; S: sensible. 

disponibles; V: reaccion variable; BAC: bacitracina, disco de 0,04 unidades; SXT: sulfametoxasol-trimetoprim; LAP: leucina aminopeptidasa; PYR: pirrolidonil arilamidasa; 

PAL: fosfatasa alcalina; a-GAL: a-galactosidasa; p-GUR: ^-glucuronidasa; Glu: glucosa; Lac: lactosa; Mntl: manitol; Raf: rafinosa; Rib: rihosa; Sal: salicina: Sorb: sorbi- 
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Cuadro 13-4 

Diferendacion fenotipica de los grupos de estreptococos viridans hallados en seres humanos 

GRUPO 


HIDROLISIS 

ACETOINA 




VIRIDANS 

ADH 

DE ESCULINA 

(VP) 

MANITOL SORBITOL 

UREASA 

MIEMBROS DEL GRUPO 

Grupo Sanguis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

S. sanguis (S. sanguinis), S. parasanguis 
(S. parasanguinis), S. gordonii, S. sinensis (VP+) 

Grupo Mitis 

- 

- 

- 

- - 

- 

S. mitis, S. oralis, S. crista (S. cristatus), S. peroris, 

S. infantis, S. australis, S. oligofermentans 

Grupo Mutans 

- 

-f 

+ 

+ + 

- 

S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. ratti, 

S. macacae, S. downei, S. ferus y 5'. hyovaginalis 

Grupo Salivarius 

- 

V 

V 

- - 

V 

S. salivarius, S. vestibularis, S. infantarius, 

S. alactolyticus, S. hyointestinalis y S. thermophilus 

Grupo Anginosus 

+ 


+ 

- “ 

- 

S. intermedius, subespecies de 5'. constellatus, 

S. anginosus 

Grupo Bovis 

— 


+ 

V 

— 

S. bovis/S. equinus, subespecies de S. gallolyticus, 
subespecies de S. infantarius, S. alactolyticus 

■p. reaccion positiva; - reaccion negativa; V, reaccion variable. 





dividido en tres biotipos sobre la base de las pruebas fenotipi- 
cas (cuadro 13-5). S. sinensis es un nuevo Streptococcus a- 
hemolitico que fue aislado en la sangre de un paciente con 
endocarditis en 2002.’®^^ Este microorganismo esta mas estre- 
chamente relacionado con S. gordonii. 

GRUPO MITIS 

Estos estreptococos a-hemoliticos se encuentran en la cavi- 
dad bucal. S. mitis es una de las especies aisladas con mayor 
frecuencia en los hemocultivos y tiene cierta importancia debi- 
do a su resistencia emergente a la penicilina y a otros p-lacta- 
micos. El analisis de varios investigadores de cepas similiares a 
S. sanguis condujo a la descripcion de S. gordonii y S. oralis. 
Aunque relacionado genotipicamente con otros microorganis- 
mos del grupo mitis, S. gordonii se asemeja fenotipicamente a 
los microorganismos del grupo sanguis (arginina dihidrolasa 
positivos y a menudo hidrolisis de esculina positivos). S. cris¬ 
ta, una especie bastante nueva que ha sido aislada en la cavidad 
bucal Humana,es inusual porque tiene penachos laterales de 
fibrillas cortas sobre la superficie celular que ayudan al micro¬ 
organismo a congregarse con otros en la placa dental. S. pero- 
ris, S. australis, S. infantis y S. oligofermentans son miembros 
nuevos del grupo mitis y se encuentran en los dientes y en la 
nasofaringe.^^^ 5. orisratti se encuentra en la cavidad bucal 
de ratas Sprague-Dawley debido a su similitud bioquimica con 
otros miembros del grupo mitis. Esta especie es atipica porque 
tiene el antigeno carbohidrato del grupo A de Lancefield.’*^^^ 

GRUPO MUTANS 

El grupo mutans incluye estreptococos bucales que se 
encuentran en seres humanos y en distintas especies animales 
(recuadro 13-2). Como ya se menciono, las especies del grupo 
mutans eran originariamente serotipos de S. mutans que luego 
fueron elevados a la condicion de especie. S. mutans y S. sobri- 
nus son las especies aisladas con mayor frecuencia en seres 
humanos. S. hyovaginalis tambien esta incluido en el grupo 
mutans debido a su senejanza bioquimica con otros estreptoco¬ 


cos del grupo mutans, pero esta especie forma parte de la flora 
normal del aparato genital de los cerdos.^^^ 

GRUPO SALIVARIUS 

Entre las especies en el grupo salivarius, solo S. salivarius, 
S. vestibularis y S. infantarius han sido aislados en muestras 
clmicas humanas. S. salivarius y 5. vestibularis se encuentran 
en la cavidad bucal Humana, mientras que S. infantarius ha sido 
aislado en seres humanos y productos alimenticios.^^^ Las 
cepas de S. infantarius tambien estan incluidas en el grupo 
bovis porque algunas son bilis esculina positivas e hidrolisis de 
esculina positivas. S. alactolyticus tambien esta estrechamente 
relacionada con microorganismos del grupo bovis y se encuen¬ 
tra en distintas especies de aves y en cerdos. S. hyointestinalis 
es una especie del grupo salvarius que se encuentra en el intes¬ 
tine de cerdos y S. thermophilus se aisla en productos lac- 
teos.^^* En el grupo salivarius, todas las cepas de S. vestibularis 
y algunas cepas de S. salivarius producen ureasa. 

GRUPO ANGINOSUS 

Las tres especies que componen el grupo anginoso de estrep¬ 
tococos -S. anginosus, subespecies de S. constellatus y S. inter- 
medius- producen colonias “puntiformes” en agar sangre y pue- 
den ser P-hemohticas, a-hemoliticas o no hemoliticas. Una pro- 
porcion mayor de cepas de S. intermedius son no hemoliticas, y 
las cepas de S. constellatus a menudo son p-hemoliticas. En las 
cepas P-hemoliticas, el tamano de la zona hemolitica es varias 
veces el difcietro de la colonia. Ademas del tamano de la colo- 
nia, otro indicio de que una cepa puede ser miembro de este 
grupo es la presencia de un olor dulce que ha sido descrito como 
“acaramelado” o a “madreselvas”. Este olor se debe a la pro- 
duccion del metabolite diacetilo.*®"^ Las cepas pueden portar los 
antigenos A, C, F o G o pueden ser no agrupables. El creci- 
miento de estos microorganismos aumenta por la incubacion en 
un medio enriquecido con CO 2 y algunas cepas pueden requerir 
incubacion en condiciones anaerobias para un crecimiento opti- 
mo. Como sucede con todos los estreptococos, estos microor- 





Cuadro 13-5 Caractensticas fenotipicas para la identif!caci6n de las especies de grupo Mitis, grupo Mutans y grupo Salivarius de los estreptococos viridans aislados en 
seres humanos 


HEM 

SBO 











ACIDO PRODUCroO A PARTIR DE: 







GRUPO/ESPECIES 

ESC 

ADH 

VP 

URE 

GLU 

MAL 

sue 

LAC 

MNTL 

MANN 

SORB 

ARAB 

INU 

MEL 

RAF 

RIB 

SAL 

TRE 

STA 

GLYC 

GLYG 

AMGD 

Grupo Sanguis 
























S. sanguis biotipo 1 

a 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

V- 

ND 

V- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

- 

S. sanguis biotipo 2 

a 

+ 

+ 

- 


+ 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

v+ 

ND 

- 

V+ 

+ 

- 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

+ 

S. sanguis biotipo 3 

a 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

- 

ND 

+ 

- 

V- 

- 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

- 

S. parasanguis 

a 

V- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

V- 

ND 

- 

v+ 

v+ 

ND 

V+ 

V+ 

ND 

ND 

ND 

V- 

S. gordonii 

a 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

- 

ND 

+ 

V- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 


ND 

+ 

S. sinensis 

a 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

Grupo Mitis 
























S. mitis 

a 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

V+ 

- 

ND 

V- 

ND 

V- 

v+ 

v+ 

V- 

V- 

V- 

ND 

ND 

+ 

- 

S. oralis 

a 

V- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

ND 

- 

ND 

- 

v+ 

v+ 

v+ 

- 

V- 

ND 

- 

ND 

- 

S. crista 

a 

- 

V+ 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

v+ 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

S. peroris 

a 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

- 

S. infantis 

a 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

v+ 

- 

ND 

- 

- 

V- 

- 

- 

- 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

- 

S. australis 

a 

ND 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

- 

- 

ND 

- 

- 

- 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

ND 

S. oligofermentans 

a 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

- 

ND 

- 

- 

Grupo Mutans 
























S. mutans 

a, Y 

+ 

- 

+ 

• - 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

ND 

+ 

v+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

S. sobrinus 

Y, a 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

v+ 

V+ 

ND 

V- 

ND 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Grupo Salivarius 
























S. salivarius 

Y- ot 

+ 

- 

v+ 

V+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

- 

ND 

- 

- 

V+ 

V- 

v+ 

ND 

+ 

V 

ND 

- 

ND 

V 

S. vestibularis 

a 

V+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

v+ 

- 

ND 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

+ 

V 

ND 

ND 

ND 

v+ 


(Continua) 
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Cuadro 13-5 Caracteristicas fenotfpicas para la identificacion de las especies de grupo Mills, grupo Mutans y grupo Salivarius de los estreptococos viridans aislados en 
seres humanos (cont.) 

PRODUCCION DE: 

GRUPO/ESPECIES 

a-GAL 

P-GAL 

O-GLU 

P-GLU 

P-GUR 

NAGA 

a-ARAB 

a-FUC 

P-FUC 

NAGALA 

PAL 

Grupo Sanguis 












S. sanguis biotipo 1 

V+ 


- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S. sanguis biotipo 2 

+ 

V- 

- 

+ 

- 

V- 

- 

- 

+ 

- 

- 

S. sanguis biotipo 3 

- 

+ 

- 

V 

- 

+ 

- 

- 

v+ 

- 

- 

S. parasanguis 

+ 

+ 

+ 

V- 

- 

+ 

V- 

V- 

V- 

+ 

+ 

S. gordonii 

V- 

V- 

V- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

V+ 

+ 

S. sinensis 

- 


ND 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

- 

Grupo Mitis 












S. mitis 

v+ 

V- 

V+ 

v+ 

- 

- 

- 

- 

V+ 

- 

V+ 

S. oralis 

V- 

+ 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 


+ 

+ 

S. crista 

- 

V- 

- 

- 

ND 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

S. peroris 

- 


ND 

- 

- 

- 

ND 

- 

- 

ND 

V 

S. infantis 

- 

+ 

ND 

- 

- 

V+ 

ND 

V 

V 

ND 


S. australis 

- 

- 

ND 

- 

- 


ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

S. oligofermentans 

V- 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

- 

Grupo Mutans 












S. mutans 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S. sohrinus 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Grupo Salivarius 

S. salivarius 

S. vestibularis 

V- 

+ 

+ 

V+ 

V+ 


ND 

ND 

- 

+ 

+ 

V+ 

V-t- 

- 

v+ 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V: reaccion variable: V+: reaccion variable, la mayoria de cepas positivas; V-\ reaccion variable, mayoria de cepas negativas; ND: datos no disponibles: Hem SBA: hemolisis en agar sangre 
de camera; ESC: hidrdlisis de esculina; ADH: arginina dihidrolasa; VP', production de acetoma; URE, ureasa; GLU: giucosa; MAL: maltosa; SUC: sacarosa; LAC: lactosa; MNTL: manitol; MANN: mannosa; SORB: sorbitol; ARAB: 
arabinosa; INU: inulina; MEL, melibiosa; RAF, rafinosa; RIB, ribPsa; SAL: salicina; TRE: trehalosa; STA: almidon; GLY: glicerol; GLYC: glucdgeno; AMGD: amigdalina; ol-GAL: ct-galactosidasa; P-GAL: (Fgalactosidasa; Ct-GLU: 
a-glucosidasa; p-GLU: P-glucosidasa: p-GUR: p-glucuronidasa; NAGA: N-acetil-p-D-glucosaminidasa; a-ARAB: a-arabinosidasa; a-FUC: a-fucosidasa; P-FUC: P~fucosidasa; NAGALA: N-acetil-p-D-galactosaminidasa; PAL: fos- 
fatasa alcalina. 
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Manitol/sorbitol 


+/+ 

+/- 



-/- 


i I \ 


S. mutans 

S. uberis/paruberis 



PYR 

- 

-1- 


S. mutans 


S. uberis/ 
parauberis 


Arginina 

dihidrolasa 


Rafinosa 


Inulina 


S. salivarius 


S. sobrinus 


Hidrolisis de esculina 

+ 



- 

I 1 


Arginina 

dihidrolasa 


S. vestibularis 


S. oralis S. mitis 

p-N-acetilglucosaminidasa + 

p-N-acetilgalactosaminidasa + 

Sialidasa + 


;— 

—i 



Amigdalina/ 

p-D-fucosidasa 


S. gordonii 


Inulina/ 

Rafinosa 


-A 1 

I +/+ 

+A I 

-/+ 

-/- 



r 

* 

i 

% 

f 

S. sanguis 
bio 1 

S. sanguis 
bio 2 


S. sanguis 
bio 3 


S. parasanguis 


S. crista 


Figura 13-3 Organigrama para la identificacion de estreptococos viridans. 


ganismos son LAP positives. Todas las especies en el grupo 
anginoso dan pruebas positivas de hidrolisis de esculina, argini¬ 
na dihidrolasa y produccion de acetoina y fosfatasa alcalina y 
son negativas las pruebas de hidrolisis de hipurato, ureasa y 
PYR. La especie individual puede ser diferenciada por las prue¬ 
bas bioquimicas y enzimaticas que se muestran en el cuadro 
13-6,^^’®^®*®^^ muchas de las cuales se encuentran en sistemas 
comerciales. Estos microorganismos estan incluidos en las 
bases de dates de los sistemas comerciales (p. ej., API Rapid 
Strep, RapID STR y los sistemas API ID32), aunque puede ser 
necesario realizar otras pruebas junto con el seroagrupamiento 
de cepas p-hemoliticas. Hace poco, S. constellatus ha side divi- 
dido en dos subespecies: S. constellatus subespecie constellatus 
y S. constellatus subespecie pharyngis.^^^^ Ademas de la identi¬ 
ficacion fenotipica, se han desarrollado ensayos con base mole¬ 
cular para la identificacion de estos microorganismos. 


Se demostro que las cepas de S. anginosus se encuadran en 
cinco ribogrupos estrechamente relacionados por su rRNA 16S 
y tienen una similitud mayor del 97% entre ellos.^^^ Estos cinco 
grupos han sido designados cepas “similares a ATCC”, cepas 
moviles y ribogrupos I, II y III. Las cepas similares a ATCC 
hibridaron con sondas de oligonucleotidos preparados a partir 
de S. anginosus ATCC 33397. El grupo movil represento el 
37,8% de las cepas de S. anginosus examinadas y el 83% de 
estas fueron aisladas en el aparato urogenital como parte de la 
flora normal. Estas cepas de S. anginosus moviles fermentaron 
el manitol y la rafinosa, mientras que las de los otros grupos no 
lo hicieron. A menudo, S. anginosus ribogrupo I portaba el 
antigeno grupo C de Lancefield. Las cepas ribogrupo II se aso- 
ciaron con infecciones abdominales y las ribogrupo III fueron 
aisladas en infecciones abdominalesm de tejidos blandos, de 
cabeza y cuello e infecciones urinarias. En la actualidad, no 





































































CuadrO 13-6 Caracteristicas fenotipicas para la identificad6n del grupo anginoso: Streptococcus anginosus. Streptococcus constellatus y Streptococcus intermedius 


ESPECIE 

HEMOLISIS 

GRUPOS DE 
LANCEFIELD 


PRODUCCION DE ACIDO A PARTIR DE: 


PRODUCCI6n DE: 


Glucosa 

Lactosa Manitol 

Rafinosa Amigdalina 

P-GAL 

a-GLU 

P-GLU 

NAGA 

S. anginosus 

p 

A,C,F,G, ninguno 

+ 

+ 

- + 

+ 

- 

+ 

V 


no P 

C,F,G, ninguno® 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

- 

S. constellatus 

p 

F, ninguno 

+ 

V 

V 

- 

+ 

- 

- 

subespecie 










constellatus 

no |i 

F, ninguno 

+ 

V 

V 

- 

+ 

- 


S. constellatus 

P 

C 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

subespecie 










pharyngis 










S. intermedius 

P 

Ninguno 

+ 

+ - 

- + 

+ 

+ 

V 

+ 


no p 

Ninguno 

+ 

+ - 

- + 

+ 

+ 

V 

+ 


" Una variante mdvil no hemoUtica de S. anginosus que fermentaha lactosa, manitol, rafinosa y amigdalina y producia tanto a- como ^glucosidasa fue descrita en 1995.^^ 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V; reaccion variable; p-GAL: P-galactosidasa; ol-GLU". ct-glucosidasa; P^GLU: p-glucosidasa; NAGA: N acetil P D-glucosaminidasa. 
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existe ningun criterio fenotipico facilmente determinado dispo- 
nible para separar estos cinco ribogrupos entre si. 

GRUPO BOVIS 

Como ya se explico, el grupo S. bovis ha sufrido una revision 
taxonomica importante. A1 igual que los enterococos, los 
estreptococos del grupo D tienen el antigeno grupo D, hidroli- 
zan esculina en presencia de bilis al 40% y crecen a 45 °C. No 
crecen en caldo de NaCl al 6,5%, no hidrolizan PYR y no cre¬ 
cen a 10 ®C. La mayoria de las cepas son LAP positivas, pro- 
ducen acetoma, no producen arginina dihidrolasa ni ureasa y 
acidifican lactosa pero no sorbitol. Sobre la base de los crite- 
rios fenotipicos, el sistema de identificacion API Rapid Strep 
divide las cepas de S. bovis en S. bovis I, S. bovis 11.1 y S. bovis 
II.2. Las cepas S. bovis I (5. gallolyticus subespecie gallolyti- 
cus) son manitol positivas, rafmosa positivas, glucogeno posi¬ 
tivas, amigdalina positivas y a-GAL positivas y son P-GUR 
negativas (vease lamina en color 13-4D y E). S. bovis 11.1 (5. 
infantarius subespecie infantarius) y S. bovis II.2 (S. gallolyti¬ 
cus subespecie pasteurianus) son manitol negativas, con las 
cepas de S. bovis II. 1 P-GUR negativas y las cepas de S. bovis 
II.2 P-GUR positivas. Estas caracteristicas se presentan en el 
cuadro 13-7. Las cepas de S. bovis I (5. gallolyticus subespecie 
gallolyticus) tambien producen dextranos extracelulares a par- 
tir de sacarosa y pueden hidrolizar el almidon. La hidrolisis del 
almidon se puede detectar con placas de agar de Mueller- 
Hinton que son sembradas con el microorganismo e incubadas 
durante 48 horas. Luego se irrigan las placas con yodo de 
Gram. Las areas incoloras que estan debajo del crecimiento del 
microorganismo y lo rodean indican hidrolisis de almidon, 
mientras que el mantenimiento del color azul o violaceo alre- 
dedor de las colonias no senala ninguna hidrolisis de almidon. 
Como alternativa, se pueden utilizar placas de almidon (varios 
fabricantes). 

Identificacion de Streptococcus suisy otros estreptococos 
aislados en animates 

Se debe sospechar S. suis en pacientes con signos sistemicos 
de sepsis y meningitis que han tenido contacto con cerdos o pro¬ 
duces porcinos. El microorganismo es un coco grampositivo, 
de aspecto tipico, catalasa negativo e inmovil que aparece solo, 
de a pares o en cadenas cortas. S. suis es a-hemolitico en agar 
sangre de camero (p-hemolitico en agar sangre de caballo), re- 
sistente a la optoquina y no crece en caldo de NaCl al 6,5%. 
Algunas cepas crecen en presencia de bilis al 40% y todas pue¬ 
den hidrolizar la esculina. S. suis se asemeja fenotipicamente a 
ciertos estreptococos viridans, sobre todo a S. gordonii, S. san¬ 
guinis y 5. parasanguinis. Las cepas humanas suelen ser del 
serotipo capsular 2 que reaccionan con anticuerpos contra el 
grupo R de Lancefield (Statens Serum Institute, Copenhague, 
Dinamarca). Tambien se puede lograr la tipiflcacion capsular 
utilizando metodos moleculares mediante analisis de secuencia 
de genes cps capsulares.^^ Otras caracteristicas utiles para la 
identificacion de 5. suis se presentan en el cuadro 13-8.^"^^ Este 
importante patogeno animal esta incluido en la base de datos del 
sistema API Rapid Strep (vease explicacion mas adelante). 

En el cuadro 13-8 tambien se presentan las caracteristicas 
fenotipicas de los estreptococos a-hemoliticos y no hemoliti- 
cos y cepas relacionadas de distintas especies halladas en ani- 
males. Estas especies son S. entericus, S. pluranimalium, S. 
uberis/parauberis, S. thoraltensis, S. hyovaginalis, S. hyointes- 
tinalis, S. ovis, S, minor, S. gallinaceus y Eremococcus coleo- 


cola. Las especies del “grupo mutans” de los animales no estan 
incluidas en este cuadro porque forman parte de la flora bucal 
normal de los animales y no es probable observarlas en infec- 
ciones humanas ni animales. 

Identificacion de especies de Enterococcus 

Las especies de Enterococcus crecen bien en la mayoria de 
los medios bacteriologicos, incluido agar sangre de camero al 
5% colistina acido nalidixico (CNA) y agar chocolate (vease 
lamina en color 13-3E). En SB A, la mayoria de las cepas son no 
hemoliticas o a-hemoliticas. La mayoria de las cepas pueden 
crecer a 35-37 °C en aire ambiente, aunque la incubacion en un 
medio enriquecido con CO^ estimula el crecimiento de la mayo¬ 
ria de ellas. Las muestras que contienen enterococos que estan 
muy contaminados con bacilos gramnegativos pueden aislarse 
con facilidad en medios que contienen azida de sodio (p. ej., 
agar selectivo para enterococos de Pfizer, agar bilis esculina 
azida). Ford y cols, describieron un medio denominado agar 
cefalexina-aztreonam-arabinosa que puede utilizarse para estu- 
dios epidemiologicos para detectar la presencia de E. faecium 
en heces de pacientes hospitalizados expuestos a infecciones 
enterococicas graves.Este medio contiene arabinosa (10 g/L), 
aztreonam (75 mg/L), cefalexina (50 mg/L) e indicador de rojo 
fenol (2%) en una base de agar de Columbia (40 g/L). E. fae¬ 
cium crece en este medio como colonias blancas con halos ama- 
rillos, lo que indica la produccion de acido a partir de arabino¬ 
sa, mientras que E. faecalis crece como colonias claras sin 
halos, lo que senala la falta de utilizacion de arabinosa. 

La identificacion de las especies de enterococos a menudo es 
util y a veces es fundamental para un tratamiento correcto del 
paciente y para fines epidemiologicos y de control de infeccio¬ 
nes. Las cepas de E. faecium tienden a ser mas resistentes a la 
penicilina y la ampicilina que las de E, faecalis y la gran mayo¬ 
ria de los enterococos resistentes a la vancomicina son cepas de 
E. faecium. La deteccion temprana de enterococos resistentes a 
la vancomicina en los pacientes en riesgo permite la institucion 
oportuna de practicas de control de infecciones que se sabe que 
limitan la propagacion de estos agentes oportunistas."^^^ Para 
este fin, se han utilizado varias formulas de medios de agar y 
caldo para la rapida deteccion de enterococos resistentes a la 
vancomicina en sitios anatomicos que albergan enterococos 
(muestras de heces, hisopados rectales) (vease lamina en color 
El caldo para enriquecer el crecimiento de 
enterococos resistentes a la vancomicina se toma semiselectivo 
mediante el agregado de vancomicina a los medios, por lo 
general en una concentracion de 6 pg/mL; tambien se pueden 
agregar otros agentes selectivos (p. ej., clindamicina, aztreo¬ 
nam). Como algunas cepas de enterococos resistentes a la van¬ 
comicina pueden ser inhibidas por estas combinaciones de 
antibioticos, se sugiere el subcultivo del medio de caldo selec¬ 
tivo en medios de agar selectivo y no selectivo para optimizar 
el aislamiento de los resistentes. 

La identificacion de especies de Enterococcus se logra 
mediante pruebas bioquimicas y fisiologicas (cuadro 13-9). La 
mayoria (80%) de las especies de Enterococcus reaccionan con 
antisuero contra el grupo D de Lancefield por precipitina capi- 
lar o aglutinacion del latex; no se puede demostrar el antigeno 
grupo D en cepas de E. pseudoavium, E. dispar, E. cecorum, E. 
sulfureus, E. columbae y E. saccharolyticus. La mayoria de las 
especies de enterococos pueden crecer dentro de las 48 horas 
en caldo de infusion de cerebro y corazon (BHI), tanto a 10 
como 45 °C; sin embargo, E. cecorum y E. columbae no crecen 
a 10 °C y E sulfureus, E. malodoratus y E. dispar no crecen a 



Cuadro 13-7 Caractensticas fenotipicas para la identiflcacion de los miembros del grupo ^^Streptococcus bovis/Streptococcus equinus^^ 

PRUEBA 

S. BOVIS/S. 
EQUINUS 

S. GALLOLYTICUS 
SUBESPECIE 
GALLOLYTICUS 

S. GALLOLYTICUS 
SUBESPECIE 
PASTEURIANUS 

S. GALLOLYTICUS 
SUBESPECIE 
MACEDONICUS 

S. INFANTARIUS 
SUBESPECIE 
INFANTARIUS 

S. INFANTARIUS 
SUBESPECIE 
COLI 

S. ALACTOLYTICUS 

Hidrolisis de esculina 

+ 

+ 

+ 


V 

+ 

+ 

Hidrolisis de galato 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Produccion de acido a partir de: 








Glucosa 

+/+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lactosa 

-/+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Manitol 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Rafinosa 

-/+ 

+ 

V 

- 

+ 

- 

- 

Trehalosa 

V 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

Inulina 

-/+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Almidon 

-/+ 

+ 

- 

+ 

+ 

V 

- 

Glucogeno 

-/+ 

+ 

- 

+ 

+ 

V 

- 

Produccion de: 








a-GAL 

-/+ 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

P-GAL 

- 

- 

V 

v+ 


- 

- 

P-GLU 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

P-GUR 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Comentarios (nuevos nombres 
propuestos, etc.) 

Cepas de tipo S. 
^ov/j/aislados en S. 
equinus (homologia 
de secuencia del 
91/100%). Las 
cepas representadas 
son principalmente 
de origen bovino y 
equino 

S. bovis I; incluye 
cepas aisladas en 
seres humanos, gana- 
do bovino y koalas 

S. bovis 11.2; incluye 
cepas humanas 

S. macedonicus, S. 
waius 

S. bovis II. 1; incluye 
cepas humanas y 
bovinas 

“5. lutetiensis"’ 

S. intestinalis 

+: reaccion positiva; - reaccion negativa; V: reaccion variable: 

V+: reaccion variable, pero mayoria de cepas positivas; 

a-GAL: a-galactosidasa; p-GAL: p-galactosidasa; P-GLU: P glucosidasa; P-GUR: P-glucunmidasa. 
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Cuadro 13-8 Caracteristicas bioquimicas para la identiGcacion de Streptococcus suis, Eremococcus coleocola y otros estreptococos a-hemoliticos y no hemoliticos aislados 
en animales 

CARACTERISTICA 

S. SUIS 

S. ENTE- 
RICVS 

S. PLURA- 
NIMAUUM 

S. UBERIS/ 
PARAUBERIS 

S. THORA- 
LENSIS 

S. HYO- 
VAGINALIS 

S. HYOIN- 
TESTINALIS 

S. OVIS 

S. MINOR 

S. GALLI- 
NACEUS 

E, COLEO¬ 
COLA 

Hemolisis, SBA 

a 

a 

a 

a, ninguno 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

a 

Crecimiento a 10 °C 

~ 

- 

- 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

- 

Crecimiento a 45 °C 

- 

- 

+ 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

LAP 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 

+ 

ND 

- 

PYR 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

- 

- 

ND 

- 

ND 

ND 

Crecimiento en agar BE 

V 

- 

+ 

-/+^ 

+ 

- 

- 

ND 

+ 

ND 

- 

Crecimiento con NaCl al 6,5% 

- 

- 

V 

+ 

+ 

- 

- 

ND 

ND 

ND 


Hidrolisis de esculina 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

ADH 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

~ 

- 

V+ 

+ 

+ 

+ 

Hidrolisis de hipurato 

- 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

Acetoma 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

- 

- 

Motilidad 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Produccion de acido a partir de: 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


- 

Sacarosa 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Lactosa 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Manitol 

- 

- 

V+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


+ 

- 

Melibiosa 

V 

- 

ND 

ND 

V 

- 

ND 

- 

- 

+ 

ND 

Inulina 

+ 

- 

- 

V 

+ 

- 

- 

ND 

V 

ND 

ND 

Arabinosa 


- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Sorbitol 

- 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

V 

- 

- 

Almidon 

ND 

+ 

- 

ND 

+ 

- 

+ 

ND 

V 

ND 

ND 

Rafinosa 

V 

- 

ND 

- 

V 

- 

ND 

+ 

V 

+ 

ND 

Ribosa 

- 

- 

V 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

+ 

ND 

Trehalosa 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Glucogeno 

ND 


- 

ND 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 


(Continua) 
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Cuadro 13-8 

Caracteristicas bioqmmtcas para la tdentificacion de Streptococcus suis, Eremococcus coleocola y otros estreptococos a-hemoliticos y no hemoliticos aislados 
en animales (cont.) 

CARACTERISTICA S. SUIS 

S, ENTE- 
RICUS 

S. PLURA- 
NIMALWM 

S. UBERlSf 
PARAUBERIS 

S. THORA- 
LENSIS 

5. HYO- 
VAGINALIS 

S, HYOIN- 
TESTINAUS 

S. OVIS 

S. MINOR 

S. GALU- 
NACEUS 

E, COLEO^ 
COLA 

Produccion de: 












a-GAL 

+ 

- 

ND 

ND 

V 

- 

V 

V 

V+1 

+ 

- 

P-GAL 

V 

+ 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

a-GLU 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

ND 

P-GLU 

ND 

+ 

V 

ND 

+ 

V 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

P-GUR 

+ 

- 

v+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

NAGA 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

ND 

- 

ND 

-1+^ 

ND 

PAL 

- 

- 

V+ 

ND 


+ 

+ 

- 


- 

ND 

Habitat 

Infecciones en crias 
de cerdos; el sero- 
tipo 2 causa 
meningitis en 
seres humanos 

Tubo diges¬ 
tive del 
ganado 
bovine 

Ganado bovine 
(mastitis), apara- 
to genital (amig- 
dalas), cabras 
(amigdalas), 
gates {amigda¬ 
las), canaries 
(buche, aparato 
respiratorio) 

Ganado bovine 
(mastitis) 

Aparatos 
genital y 
digestive 
porcino 

Aparato geni¬ 
tal porcino 

Tubo digestive 
porcino 

Muestras 
clmicas 
de ovejas 

Amigdalas y 
heces de 
perros, 
amigdalas 
de bovinos 
y felines 

Polios 

Caballes 

+: reaccion positiva; reaccion negativa: V; reaccion variable; +'^: reaccion positiva debit o tardia; V-i-‘^: reaccion variable, pero tardia o debit cuando es positiva; reaccion negativa o positiva tardia o debil; 

ponibles; a-GAL: a-galactosidasa; P-GAL: P-galactosidasa; a-GLU: a-glucosidasa; P-GLU: P-glucosidasa; p-GUR: p-glucuronidasa; NAGA: N-acetil-P-D-glucosaminidasa; AL: fosfatasa alcalina. 

ND: datos no dis- 
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45 °C. La mayoria de las especies de Enterococcus hidrolizan 
la esculina en presencia de bills al 40% (prueba BE), crecen en 
caldo que contiene NaCl al 6,5% y son PYR positivas, aunque 
algunas especies tambien son negativas en estas pruebas (cua- 
dro 13-9). Aunque E.faecalis y E.faecium son las especies ais- 
ladas mas comiinmente en muestras clinicas, la incidencia de 
las otras especies y su participacion en procesos patologicos 
especiTicos se desconocen. Facklam y Collins ban propuesto un 
metodo escalonado para la identificacion de especies de 
Enterococcus}^^ Las cepas que se ajustan a los criterios men- 
cionados antes son inoculadas en varios medios de prueba y 
divididos en cinco grupos sobre la base de esas reacciones. Las 
especies individuales dentro de cada grupo se diferencian a su 
vez en especies separadas sobre la base de otras pruebas o 
caracteristicas. En 1992, Knudtson y Hartman, de la Iowa State 
University, examinaron 59 cepas de 13 especies de 
Enterococcus con metodos convencionales y dos sistemas 
comerciales (el sistema API Rapid Strep y el panel MicroScan 
Pos ID) (vease lamina en color 13-3F y Estos investiga- 
dores encontraron varias discrepancias entre las reacciones 
publicadas para las pruebas individuales, las reacciones en sus 
propias pruebas convencionales y los resultados de las pruebas 
individuales obtenidos con los dos sistemas comerciales. 
Utilizando combinaciones de distintas pruebas convencionales 
y de sistemas, estos investigadores tambien publicaron claves 
dicotomicas multifasicas para la identificacion de los microor- 
ganismos. En la figura 13-4 se presenta un organigrama para 
identificar las especies de Enterococcus de importancia cl mica. 

Para la identificacion de enterococos mediante procedimien- 
tos convencionales, se determinan las pruebas de fermentacion 
de bidratos de carbono y de utilizacion de piruvato en medios 
con base de caldo de infusion de corazon que contienen viole- 
ta de bromcresol e bidratos de carbono esterilizados con flltro 
al 1% o piruvato al 1%. La desaminacion de arginina se deter- 
mina utilizando caldo con descarboxilasa de Moeller y la moti- 
lidad se determina en medios semisolidos para motilidad 
(vease lamina en color 13-4B). La deteccion del pigmento 
amarillo producido por E. casseliflavus, E, gallinarurn y E. 
mundtii se logra recogiendo algo del crecimiento en un bisopo 
de Dacron bianco y observando el material de las colonias en 
el hisopo para detectar un color amarillo o naranja-amarillo 
(vease lamina en color 13-4B). Cartwright y cols, observaron 
que el uso tan to de la prueba de motilidad como de deteccion 
de pigmento junto con un sistema de prueba comercial mejora- 
ba mucbo la fiabilidad y la exactitud de la identificacion de los 
enterococos en el laboratorio clmico.^^^ 

Mucbos laboratorios se basan sobre los sistemas comercia¬ 
les para la identificacion de los enterococos. La mayoria de los 
sistemas comerciales descritos mas adelante en este capitulo 
lienen muy buen rendimiento para la identificacion de las espe¬ 
cies mas frecuentes. Tambien se puede identificar con precision 
el genero de los enterococos mediante la prueba para Entero¬ 
coccus AccuProbe (Gen-Probe), que utiliza una sonda de DNA 
oligomerica quimioluminescente marcada con ester de acridi- 
nio para detectar el rRNA del microorganismo diana.^^^-^^^ Esta 
prueba se puede realizar en cepas que crecen en agar o en el 
sedimento celular obtenido por centrifugacion de un caldo de 
bemocultivo.^^^ Tambien se ban creado metodos geneticos y 
moleculares para la identificacion de especies de Enterococcus 
y para la caracterizacion genotipica de sensibilidades de anti- 
bioticos derivados fenotipicamente e incluyen metodos de 
bibridacion del DNA, electroforesis de campo electrico bomo- 
geneo de contorno limitado, ribotipificacion, electroforesis en 
gel de campo pulsado y 


Identificacion de especies de Abiotrophiayi Granulicatella 

Se debe sospecbar A. defective y las especies de 
Granulicatella cuando las tinciones directas de Gram de mues¬ 
tras o los bemocultivos positivos evidencian microorganismos 
estreptococicos que no crecen en cultivo o subcultivo posterior. 
Los medios de bemocultivo comerciales contienen piridoxal y 
favorecen el crecimiento de estos microorganismos. El subcul¬ 
tivo en agar sangre y la colocacion de una estria de estafiloco- 
cos como se bace en la prueba satelite para especies de 
Haemophilus asegura el crecimiento de las variantes nutricio- 
nales de estreptococos en las adyacencias de la estria de estafi- 
lococos (vease lamina en color 13-3D). Como altemativa, se 
pueden colocar discos impregnados con piridoxal en la placa 
de subcultivo, con crecimiento ulterior de los microorganismos 
que aparecen como colonias satelites que rodean el disco. El 
agar chocolate comercial contiene piridoxal, de modo que estos 
microorganismos crecen en agar chocolate. 

Cuando crecen en medios con suplemento de piridoxal (clor- 
hidrato de piridoxal 10 mg por litro) o cisteina (100 mg de l- 
cistema por litro), estos microorganismos pueden ser identifi- 
cados con las pruebas bioquimicas que se muestran en el cua- 
dro 13-10. Muchas de estas pruebas se encuentran en sistemas 
comerciales (p. ej., API Rapid Strep). Al igual que los estrep¬ 
tococos, estas dos especies son LAP positivas, pero al contra- 
rio de ellos, A. defective y las especies de Granulicatella son 
PYR positivas. Estos microorganismos son homofermentati- 
vos, con acido lactico como unico producto terminal de la fer¬ 
mentacion de la glucosa. Tambien son resistentes a la optoqui- 
na y sensibles a la vancomicina. Es necesario tener en cuenta 
que algunas cepas de estreptococos viridans (p. ej., 5. mitis) 
tambien pueden mostrar variantes nutricionales.*®^ Se descri- 
bieron metodos moleculares de la identificacion de estas espe¬ 
cies con variantes nutricionales.^^®-^^^ 

Identificacion de especies de Aerocoemy de Helcococcus 

El genero Aerococcus contiene cinco especies: A. viridans, 
A. iirinae, A. sanguinicola, A. christensenii y A. urinaehominis, 
todas son a-hemoliticas en SBA y en cultivos en caldo crecen 
en pares, tetradas y en ciimulos pequenos. En los casos carac- 
teiisticos, las cepas de A. viridans aparecen principalmente co¬ 
mo tetradas en los frotis tenidos con Gram, mientras que las de 
A. urinae se presentan principalmente en ciimulos. En agar, las 
cepas de A. viridans forman grandes colonias semejanles a las de 
los enterococos. Todas las especies excepto A. christensenii 
crecen en NaCl al 6,5%; A. sanguinicola y algunos A. viridans 
crecen como colonias negras en agar BE. Las cepas de A. viri¬ 
dans son PYR positivas y LAP negativas, pero las de A. uri¬ 
nae y A. christensenii son PYR negativas y LAP positivas. A. 
sanguinicola es positiva para LAP y PYR, mientras que A. 
urinaehominis es negativa para ambas pruebas. En el cuadro 
13-11 se proporcionan otras caracteristicas fenotipicas de 
estas especies. Se ban desarrollado ensayos basados sobre 
PCR y sonda de DNA para la identificacion de A. viridans y 
A. urinae 

Otra especie similar a Aerococcus descrita recientemente es 
Helcococcus kunzii. A diferencia de la mayoria de los aeroco- 
cos, el crecimiento de esta especie es variable en NaCl al 6,5% 
mientras que el suero o el Tween 80 lo estimulan. En el sistema 
API Rapid Strep, H. kunzii produce un perfil que se correspon- 
de a una identificacion “dudosa” de A. viridans (API perfil 
4100413). Las cepas de H. kunzii son no hemoliticas y no cre¬ 
cen a 10 °C ni a 45 ®C. El microorganismo es esculina positivo 



Cuadro 13-9 Caractensticas fenodpicas para la identificacion de Enterococcus y especies relacionadas 
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ADH 

HIP 

GLU 

MNTL SORB 

ARAB 

SBTL 

RAF 

SAC 

PYRV 

MGP 

Grupo I 





















E. avium 

+ 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

-1- 

+ 

- 

-f 

+ 

V 

E. gilvus 

+ 

+ 

+ 

+ 

-I- 

-1- 

-1- 

- 

+ 

- 

- 

-1- 

+ 

+ 

- 

-1- 


+ 

-1- 

- 

E. malodoratus 

+ 

+ 

+ 

ND 

- 

+ 

-1- 

- 

- 

- 

V 

-1- 

+ 

+ 

- 

+ 

-1- 

+ 

-1- 

V 

E. pollens 

+ 

+ 

+ 

+ 

-I- 

-1- 

- 

- 

-I- 

- 

-1- 

+ 

+ 

+ 

-1- 

-1- 

-1- 

+ 

+ 

- 

E. pseudoavium 

- 
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- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

-1- 


+ 

-1- 

- 

-1- 

- 

-1- 

+ 

+ 

E. rajfinosus 

+ 

+ 

+ 

+ 

-1- 

-1- 

+ 

- 

- 

- 

- 

-I- 

+ 

-1- 

+ 

-1- 

+ 

+ 

+ 

V 

E. saccharolyticus 
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ND 
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ND 

ND 


- 

- 

- 
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- 

+ 

+ 
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- 

+ 

+ 
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E. casseliflavus 
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+ 

+ 

ND 

-1- 

-1- 


-1- 


+ 

- 

+ 

-1- 

- 

-1- 

V 

+ 

+ 

V 

+ 

E. gallinarum 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-1- 

-1- 

-1- 

- 

+ 

-1- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

-1- 

+ 

- 

-1- 

E. mundtii 

+ 

+ 

+ 

-l- 

+ 

-1- 

-I- 

- 


+ 

- 

+ 

-1- 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

- 

E. haemoperoxidus 

+ 

+ 

+ 

-1- 

- 

+ 

-I- 

- 


+ 

-1- 

+ 

-I- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Enterococcus, especie 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

-1- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 
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- 
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- 

+ 

- 
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- 
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- 

+ 

+ 

- 

- 
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+ 

+ 

-1- 

+ 

+ 

-1- 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

_ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
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+ 

+ 
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-H 

-1- 
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- 
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- 

- 
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- 

- 
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+ 
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- 
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ND 

ND 

- 
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- 

- 

+ 

+ 

+ 
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- 
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-1- 

+ 
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E. canis 

ND 
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+ 

ND 

ND 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

V 

+ 

+ 

E. moraviensis 

+ 

+ 

+ 

-1- 

- 

-1- 

V 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

-H 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

Especies de 


ND 

+ 

-1- 

- 

+ 
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-1- 
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- 
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+ 

Vagococciis 






















Agar BE. agar hilis esculina: LAP: leucina aminopeptidasa: PYR: pirrolidonil arilamidasa: MOT motilidad: ADH: arginina dihidrolasa; HIP. hidrdlisis de hipurato; GLU: glucosa; MNTL: manitol; SORB: sorbosa; ARAB: arabinosa: 
SBTL: sorbitol; RAF: rafinosa; SAC: sacarosa; PIRV: piruvato; MGP: metil-a-D-glucopiranosida. 
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Figura 13-4 Organigrama para la identificacion de especies de Enterococcus (adaptado de referencia^^^). 


y PYR positive, y LAP negative, produce acido a partir de glu- 
cosa, maltosa, lactosa, trehalosa y glucogeno, y no produce 
P-galactosidasa o (i-glucuronidasa. Estos microorganismos sue- 
len ser sensibles a penicilina, ampicilina y vancomicina. La 
especie humana H. kunzii se diferencia facilmente de la especie 
ovina H. ovis mediante pruebas bioquimicas (cuadro 13-11). 


Identificacion de especies de Leuconostoc, Pediococcus 
y Tetragenococcus 

El genero Leuconostoc contiene varias especies: L. mesente- 
roides subespecie mesenteroides, L. mesenteroides subespecie 
cremoris, L mesenteroides subespecie dextranicum, L. pseudo- 
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Cuadro 13*10 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de especies Abiotrophia defectiva y Granulicatella 

CARACTERISTICA 

A. DEFECTIVA 

G. ADIACENS 

G. PARA-ADIACENS G. ELEGANS G. BALAENOPTERAE 

Requerimientos de piridoxal 

+ 

+ 

+ + 


Crecimiento a 10 °C 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento a 45 °C 

- 

- 

- 

- 

Gas, caldo MRS 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento en agar BE 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento en caldo con NaCl 6,5% 

- 

- 

- 

- 

Arginina dibidrolasa 

- 

- 

+ 

+ 

Hidrolisis de hipurato 

Produccion de acido a partir de: 

- 

- 

+ 

- 

Glucosa 

+ 

+ 

+ + 

+ 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ + 

- 

Trehalosa 

Produccion de: 

+ 

- 

- 

+ 

a-GAL 

+ 

- 

- 

- 

p-GAL 

+ 

- 

- 

- 

P-GLU 

- 

+ 

- 

- 

Habitat 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos Seres humanos 

Cetaceos 

+ : reaccion positiva; ; reaccion negativa. 

a-GAL: a-galactosidasa; P-GAL: P-galactosidasa; P-GLU\ P-glucosidasa; MRS: caldo para Lactobacillus de Mann Rugosa Sharpe: 

agar BE: agar hilis esculina. 






me sente wide L. lactis, L. citreum, L. gelidum, L. carnosum, 
L. fallax, L. argentinum, L. gasicomitatum, L. kimchii, L. ficul- 
neuum y L Los microorganismos 

antes designados L. cremoris y L. dextranicum se incluyen 
ahora como subespecies de L mesenteroides. Los microorga¬ 
nismos pertenecientes a la ex especie L paramesenteroides ban 
sido reclasificados en el nuevo genero Weissella como 
Weissella paramesentewidesP^ Asimismo, los estudios de 
secuenciacion genetica e hibridacion y el analisis electroforeti- 
co de actividades enzimaticas de la ex especie de Leuconostoc 
L oenos ban demosirado que este microorganismo forma una 
rama distinta alejada de las otras especies de Leuconostoc, de 
modo que ba sido colocado en el genero Oenococcus como 
Oenococcus oeniP^'^^^ Las subespecies de L. mesentewides y 
L. lactis se encuentran principalmente en la lecbe y los pro- 
ductos lacteos, mientras que O. oenos se aisla solo en vino y 
habitats relacionados. L. pseudomesenteroides, L. citreum y L. 
kimchii se ballan en plantas y verduras, y en productos lacteos. 
L. gelidum, L. carnosum y L. gasicomitatum se encuentran en 
carnes (vaca, cerdo, tocino, jamon). L. fallax se encuentra en el 
cbucrut (repollo fermentado) y L. argentinum ba sido aislado 
en lecbe argentina cruda.^®"^ 

Las especies de Leuconostoc son cocos grampositivos, cata- 
lasa negativos y productores de acido lactico resistentes a la 
vancomicina y producen gas CO^ a partir de glucosa.^^^ Estas 
bacterias pueden ser diferenciadas de los lactobacilos produc¬ 
tores de gas mediante un escrutinio cuidadoso de los frotis teni- 
dos con Gram de caldo de tioglicolato (vease lamina en color 
13-3E y F). Las especies de Leuconostoc no crecen a 45 °C y 
son arginina dibidrolasa negativas, PYR negativas y LAP nega- 
tivas. Es mejor determinar la produccion de gas a partir de glu- 
cosa en caldo para Lactobacillus MRS (Mann-Rogosa-Sbarpe) 
(Difco Laboratories, Detroit, MI) recubierto con vaselina este- 
ril. La formacion de burbujas debajo del sello de vaselina indi- 
ca produccion de gas y confirma su metabolismo heterofer- 
mentativo. Las especies de Leuconostoc son identificadas a su 
vez por diversas pruebas bioquimicas (cuadro 13-12). Tambien 


se ban identificado algunas especies de Leuconostoc mediante 
analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida con dode- 
cilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de protemas solubles de la 
celula entera.^^^ En el cuadro 13-12 se muestran las caracteris- 
ticas fenotipicas de L. mesenteroides subespecie mesenteroi¬ 
des, L. mesenteroides subespecie dextranicum, L. mesenteroides 
subespecie cremoris, L. pseudomesenteroides, L. citreum, L. 
lactis y Weissella paramesenteroides (antes L. paramesenteroi¬ 
des), que son las especies de Leuconostoc/Weissella aisladas en 
muestras clmicas bumanas. 

Las especies de Pediococcus tambien son intrmsecamente 
cocos grampositivos resistentes a la vancomicina. Sin embargo, 
son no fermentativos, similar a los estreptococos y, a diferencia 
de las especies de Leuconostoc, no producen gas a partir de 
glucosa en caldo MRS.^^* Los microorganismos aparecen como 
cocos grampositivos en pares, grupos y tetradas y son catalasa 
negativos. El crecimiento ocurre sobre un rango de temperatu- 
ra de 25 a 50 °C. En placas, se asemejan a estreptococos viri- 
dans en la morfologia de sus colonias. Pueden confundirse con 
estreptococos del grupo D o enterococos porque son bilis escu- 
lina positivos, tienen el antigeno grupo D de Lancefield y algu¬ 
nas cepas crecen en presencia de NaCl al 6,5%. Los pedioco- 
cos son PYR negativos y LAP positivos. Las especies que se 
ban aislado en infecciones bumanas incluyen P. acidilactici y 
P pentosaceus. Puede ser dificil diferenciar estos microorga¬ 
nismos entre si y la fermentacion de la maltosa -positiva para 
P pentosaceus y negativa para P. acidilactici- constituye la 
prueba mas fiable para la separacion de los dos. Sin embargo, 
Tankovic y cols, senalaron que las dos especies podian ser 
separadas por la sensibilidad a la novobiocina.^"^ Las 25 cepas 
de P acidilactici fueron sensibles a la novobiocina (diametros 
de las zonas en discos de 5 mg, ^ 16 mm), mientras que las 
nueve cepas de P pentosaceus fueron resistentes (diametros de 
la zona, < 10 mm). Ambas especies son sensibles a p-lactami- 
cos, clindamicina, rifampicina, eritromicina, gentamicina e 
imipenem y son resistentes a vancomicina, teicoplanina y fluo- 
roquinolonas.^'^ 





Cuadro 13-11 Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies de Aerococcus y Helcococcus 

CARACTERISTICA 

A. VIRIDANS 

A. URINAE 

A. SANGUINICOLA A. CHRISTENSENII 

A. VRINAEHOMimS 

H. KUNZII 

H. OVIS 

Disposicion celular 

Pares, tetradas, grupos 

Pares, tetradas, grupos 

Pares, tetradas, grupos Pares, tetradas, grupos 

Pares, tetradas, grupos 

Pares, grupos 

Pares, grupos 

Hemolisis 

a 

oc 

a a 

a 

Ninguna, a 

Ninguna 

Crecimiento a 10 °C 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

- 

ND 

Crecimiento a 45 °C 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

- 

ND 

PYR 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

LAP 

- 


+ + 

- 

- 

+ 

Motilidad 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento en agar BE 

V 

- 

+ 

- 

- 

ND 

Crecimiento con NaCl 65% 

+ 

+ 

+ - 

+ 

V 

ND 

Hidrolisis de esculina 

+ 

V 

+ - 

+ 

+ 

- 

Hidrolisis de almidon 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

V 

- 

Hidrolisis de hipurato 

V 

+ 

+ + 

+ 

- 

- 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Fosfatasa alcalina 

ND 

- 

ND 



+ 

Acetoma 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Acido a partir de: 







Glucosa 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

V+ 

- 


+ 

+ 

V 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ - 

+ 

- 

- 

Lactosa 

v+ 

- 

V- 

- 

+ 

- 

Manitol 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

Ribosa 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Trehalosa 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

Arabinosa 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

Ratinosa 

ND 

ND 

- 

- 

- 

- 

Sorbitol 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

Glucogeno 

+ 

- 

- 

- 

V 

V 

a-GAL 

ND 

- 

- 

- 

- 

ND 

P-GAL 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

P-GUR 

- 

+ 


+ 

- 


a-GLU 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

P-GLU 

ND 

- 

- 

V 

+ 

- 

NAGA 

ND 

ND 

- 

- 


- 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V: reaccion variable; V+ . variable, pero mayoria de cepas positivas; V : variable, pero mayoria de cepas negativas; +'‘: reaccion positiva debil; NI): dalos no disponibles; 

arilamidasa: LAP: leucina aminopeptidasa ; a-GAL: a-galactosidasa; l^-GAI : ji-galactosidasa ^-GUR: P-glucuronidasa; a-GLU. a-glucosidasa: ^-GLU: ^-glucosidasa; NAGA: N-acetil-fi-D-glucosaminidasa. 

PYR: pirrolidonil 
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Cuadro 13-12 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de especies de Leuconostoc aisladas en muestras clmicas humanas 

CARACTERfSTICA 

L. MESENTEROIDES 
SUBESPECIE 
MESENTEROIDES 

L. MESENTEROIDES 
SUBESPECIE 
DEXTRANICUM 

L. MESENTEROIDES 
SUBESPECIE CREMORIS 

L. PSEVDOME- 
SENTEROIDES 

L. CITREUM 

L. LACTIS 

WEISELLA 

PARAMESEN- 

TEROIDES 

Hemolisis en SBO 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Pigmento amarillo 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Crecimiento a 10 °C 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

Crecimiento a 37 °C 

V+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Crecimiento a 45 °C 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

LAP 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

PYR 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolisis de esculina 

+ 

V+ 

- 

+ 

+ 

V- 

V+ 

Dextran a partir de sacarosa 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

- 

- 

Acido producido a partir de: 








Amigdalina 

V 

V 

- 

V- 

V+ 

- 

- 

Arabinosa 

v+ 

- 

- 

V+ 

+ 

- 

+ 

Celobiosa 

v+ 

V 

- 

v+ 

+ 

- 

V 

Fructosa 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

Galactosa 

v+ 

V 

+ 

v+ 

V- 

+ 

+ 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lactosa 

V 

+ 

V 

V 

- 

+ 

- 

Maltosa 

+ 

+ 

V- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Manitol 


V 

- 

V- 

V 

- 

+ 

Manosa 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

Melibiosa 

+ 

V 

V- 

v+ 

- 

v+ 

+ 

Rafinosa 

v+ 

V 

V- 

v+ 

- 

v+ 

V- 

Ribosa 

v+ 

ND 

V- 

+ 

- 

- 

+ 

Salicina 

+ 

V 

- 

V 

+ 

- 

V- 

Almidon 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Sacarosa 

+ 

+ 

V 

v+ 

+ 

+ 

+ 

Trehalosa 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

V 

+ 

Xilosa 

+ 

V 

V- 

+ 

V- 

- 

- 

Habitat 

Productos lacteos, 
vegetacion 

Productos lacteos 

Productos lacteos 

Plantas, productos 
lacteos 

Plantas 

Productos lacteos 

Productos lacteos 

+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V+: mayoria de cepas positivas, raras cepas negativas; V 
PYR: pirrolidonil arilamidasa. 

mayoria de cepas negativas, raras cepas positivas: V: reaccion variable: ND: datos no disponibles: LAP: leucina aminopeptidasa: 
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Como ya se menciono, R halophilus es filogeneticamente 
mas cercano a los enterococos y ha sido reclasificado en el 
genero Tetragenococcus como T halophilus. Segun los datos 
que se mencionan en la descripcion original de esta especie, T 
halophilus caracteristicamente crece como pares o tetradas (de 
ahi el nombre) y, en ocasiones, como grupos, no crece a 10 °C 
o a 45 °C, es inmovil, crece en NaCl al 6,5% (en realidad crece 
hasta en NaCl al 10%) y en agar BE y es arginina dihidrolasa 
negativo. La mayoria de las cepas producen acido a partir de 
arabinosa, glucosa, glicerol, maltosa, ribosa, sacarosa y treha- 
losa y no lo producen a partir de lactosa, manosa, manitol y 
sorbitol (vease cuadro 13-13). Al contrario de otros pedioco- 
cos, T. halophilus es sensible a la vancomicina. T muriaticus 
no se asocia con infecciones humanas. 

Identificacion de especies de Gemella 

De las seis especies de Gemella que se describieron, cuatro 
-G. haemolysans, G. morbillorum, G. bergeriae y G. sangui¬ 
nis- han sido aisladas en muestras clmicas humanas. Las dos 
especies restantes -G. palaticanis y G. cuniculi- se encuentran 
en perros y conejos, respectivamente. Las especies de Gemella 
son cocos grampositivos, catalasa negativos que crecen carac¬ 
teristicamente como colonias puntiformes en SBA, que a 
menudo requieren 48 horas o mas para el crecimiento de dis- 
tintas colonias. La incubacion en una atmosfera enriquecida 
con CO, estimula el crecimiento. Son a-hemoliticos o no 
hemoliticos, salvo por la especie animal G. cuniculi, que es 
p-hemolitico. En los frotis tenidos con Gram de cultivos en 
caldo, los microorganismos aparecen como celulas unicas, 
pares o cadenas cortas. Todas las especies de Gemella son PYR 
positivas, LAP positivas, inmoviles y no crecen a 10 °C ni a 45 
°C. No crecen en agar BE, no hidrolizan la esculina, la urea, el 
almidon ni la gelatina y no crecen en caldo con NaCl al 6,5%. 
Las especies de Gemella pueden ser diferenciadas sobre la base 
de la formacion de acido a partir de maltosa, sacarosa, lactosa, 
manitol, sorbitol y trehalosa. G. haemolysans y G. morbillo- 
rum. los aislamientos clinicos mas frecuentes, tambien pueden 
ser diferenciados por reduccion de nitrito. Debido a sus pare- 
des celulares delgadas, G. haemolysans y G. morbillorum cam- 
bian facilmente de color en la tincion de Gram y pueden apa- 
recer como cocos gramnegativos en pares, en cumulos y en 


cadenas cortas. El crecimiento de algunas cepas se ve aumen- 
tado por la presencia de hidratos de carbono fermentables y por 
el agregado de Tween 80 a los medios de crecimiento. Debido 
a la cantidad limitada de aislamientos clinicos, el rendimiento 
de los sistemas para la identificacion de estas bacterias no 
puede ser evaluado en forma critica. Solo se incluyen G. hae¬ 
molysans y G. morbillorum en las bases de datos de los distin- 
tos sistemas comerciales en este momento. En el cuadro 13-14 
se sehalan las caracteristicas fenotipicas para la identificacion 
de especies de Gemella. 

Identificacion de especies de Vagococcus 

El genero Vagococcus incluye a Vfluvialis, aislada en huma- 
nos y animales, y a L salmoninarum, V lutre y V fessus, aisla¬ 
das en animales. El genero Vagococcus fue descrito inicial- 
mente como lactococos del grupo N moviles, y la cepa tipo es 
V fluvialis. V. fluvialis es similar a Streptococcus en la morfo- 
logia de sus colonias y es a-hemolitico o no hemolitico, facul- 
tativo y homofermentativo en su metabolismo, y catalasa nega¬ 
tivo. En las tinciones de Gram, los microorganismos aparecen 
como celulas esfericas u ovoides, estan dispuestos en pares o 
en cadenas. Segun la descripcion original de Collins y cols., V. 
fluvialis son cocos moviles que producen flagelos peritricosos. 
La motilidad puede demostrarse incubando el microorganismo 
en un medio para movilidad a temperatura ambiente. V fluvia¬ 
lis es PYR positivo, LAP positivo e hidroliza esculina en pre¬ 
sencia de bilis al 40% (cuadro 13-15).^^° La mayoria de las 
cepas crecen a 10 °C, pero el crecimiento a 45 °C es variable. 
La mayoria de las cepas tambien crecen en NaCl al 6,5% y 
algunas producen acetoina.^^^'^^^ V fluvialis produce acido a 
partir de glucosa, maltosa, manitol, sorbitol, ribosa y trehalosa, 
pero no de arabinosa, inulina, melibiosa o rafinosa (cuadro 13- 
15).^^® Se han aislado cepas de V. fluvialis en cerdos, gatos y 
caballos; estas cepas fueron VP positivas, fosfatasa alcalina 
positivas y LAP positivas, y algunas fueron inmoviles.^®^ Las 
cepas de Vfluvialis aisladas en muestras clmicas humanas son 
sensibles a ampicilina, cefotaxina, trimetoprim-sulfametoxazol 
y vancomicina, y son resistentes a clindamicina y ofloxacina.^^® 

V salmoninarum se encuentra en peces enfermos, V. lutre en 
nutrias y focas y V fessus en marsopas de modo que su aisla¬ 
miento en muestras clmicas humanas es improbable. Las tres 


Cuadro 13-13 Caracteristicas para la identificacion de especies de Pediococcus y Tetragenococcus halophilus 



P. 

p 

P 

P 

P 

P 

T 

CARACTERISTICA 

ACIDILACTICI 

PENTOSACEUS 

DEXTRINICUS 

DAMNOSUS 

PARVULUS 

INOPINATUS 

HALOPHILUS 

Crecimiento a 45 °C 

+ 

V 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

Acido producido a partir de: 








Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

Arabinosa 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

Almidon 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

_ 

Glicerol 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


Melezitosa 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

Dextrina 

- 

- 

+ 

- 

- 

V 

_ 

Xilosa 

+ 

V 

- 

- 

- 

_ 

_ 

Novobiocina 

s 

R 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 


+: reaccidnpositivo' : reaccion negativo; V\ reaccion variable: ND: datos no disponibles; S: sensible a novobiocina (zona de disco de 5 mg, 'i. 16 mm); R\ resistente a novobioci- 
na (zona de disco de 5 mg, "10 mm). 
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Cuadro 13-14 Caracteristicas fenotipicas para la identificacion de especies de Gemella 


CARACTERISTICA 

G. 

HAEMOLYSANS 

G. 

MORBILLORUM 

G. 

BERGERIAE 

G. 

SANGUINIS 

G. 

PALATICANIS 

G. 

CUNICULI 

Hemolisis 

Ninguna, a 

Ninguna, a 

Ninguna, a 

Ninguna, p 

Ninguna 

p 

Crecimiento a 10 °C 

- 

- 



ND 

ND 

Crecimiento a 45 °C 

- 




ND 

ND 

PYR 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

LAP 

+ 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

Motilidad 

- 

- 


- 

- 

- 

Bills esculina 

- 

- 

- 


ND 

ND 

Crecimiento con NaCl al 6,5% 

- 




ND 

ND 

Hidrolisis de esculina 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Hidrolisis de hipurato 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

Hidrolisis de almidon 


- 

- 


ND 

ND 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Ureasa 

- 


- 


- 

- 

Fosfatasa alcalina 

V+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

Acetoina (VP) 


- 

- 

V 

- 

- 

Produccion de: 







a-GAL 

- 

- 

• 

- 

- 


P-GAL 





- 

- 

a-GLU 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

- 

P-GLU 


- 

ND 

ND 

ND 

- 

P-GUR 

- 

- 

- 

- 

ND 

- 

NAGA 

ND 

• 


- 

ND 


Reduccion de NO^ 

- 

- 

- 


- 

- 

Reduccion de NO, 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

Produccion de acido a partir de: 







Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

+ 


+ 

+ 

- 

Sacarosa 

V 

+ 

- 

+ 

^.w 

- 

Lactosa 


- 

- 

V- 

+ 

- 

Manitol 

- 

V+ 

V- 

+ 

- 

+ 

Sorbitol 

- 

V+ 

- 

+ 

- 

+ 

Trehalosa 

- 




+ 

- 

Habitat 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Seres humanos 

Caninos 

Conejos 

+ : reaccion positiva; reaccion ne^ativa; V: reaccidn variable; V+: reaccion variable, pero mayoria de cepas positivas; -/+‘^: mayoria de cepas negalivas, cepas positivas pro- 
ducen reacciones debiles; ND: datos no disponibles; PYR: pirrolidonil arilamidasa; LAP: leucina aminopeptidasa: a-GAL: a-galactosidasa; P-GAL: P-galactosidasa; a-GLU: 
a-glucosidasa; P-GLU: P—glucosidasa: P-GUR: a-glucuronidasa; NAGA: N-acetiUp-D-glucosaminidasa. 
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Cuadro 13-15 Caractensticas bioqufmicas para la identificacion de especies de Vagococcus 



C\R_\CTERfSTICA 

V. FLUVIALIS 

V. SALMONINARVM 

V. LUTRE 


V FESSUS 

Disposicion celular 

Solo, pares, cadenas cortas 

Solo, pares, cadenas cortas 

Solo, pares, cadenas cortas 

Solo, pares, cadenas cortas 

Hprnolisis en SBO 

a, y 

ot, y 

ND 


a 

. -^tmienio a 10 °C 

V+ 

+ 

ND 


ND 

Crecimiento a 45 °C 

V- 

- 

ND 


ND 

Modlidad 

+ 

- 

+ 


- 

Catalasa 

- 

- 

- 


- 

LAP 

+ 

ND 

ND 


+ 

PYR 

+ 

ND 

ND 


ND 

Hidrolisis de esculina 

+ 

+ 

+ 


ND 

Crecimiento con NaCl al 6,5% 

+ 

+ 

ND 


ND 

.\rginina dihidrolasa 

V 

- 

- 


- 

Hidrolisis de hipurato 

- 

- 

- 


- 

Ureasa 

- 

- 

- 


- 

Crecimiento en agar BE 

+ 

ND 

ND 


ND 

H,S en KIA 

- 

+ 

ND 


ND 

Acetoma 

V 

- 

- 


- 

Fosfatasa alcalina 

ND 

ND 

ND 


V 

Vancomicina 

S 

S 

S 


S 

Produccion de acido a partir de: 






Glucosa/gas 

+/- 

+/- 

+ 


+ 

Maltosa 

+ 

+ 

+ 


- 

Sacarosa 

V 

+ 

+ 


- 

Lactosa 

- 

- 

- 


- 

Manitol 

+ 

- 

- 


- 

Sorbitol 

+ 

- 

+ 


- 

Arabinosa 

- 

- 

- 


- 

Melibiosa 


- 

- 


- 

Rafmosa 

- 

- 

- 


- 

Ribosa 

+ 

+ 

+ 


- 

Trehalosa 

+ 

+ 

+ 


- 

Glucogeno 

ND 

- 

- 


- 

Hidrolisis de: 






a-GAL 

- 

ND 

+ 


- 

P-GAL 

V 

ND 

-/+•' 


V 

a-GLU 

ND 

ND 

+ 


- 

P-GLU 

ND 

ND 

+ 


V 

P-GUR 

- 

ND 

- 


- 

NAGA 

ND 

ND 

+ 


- 

Habitat 

Agua, muestras clmicas 

Peces salmonidos 

Otros 

Focas, marsopas del puerto 


humanas 





+ : reaccion positiva; reaccion negativa; +‘^: reaccion positiva debil; ND: datos no disponibles; LAP: leucina aminopeptidasa; PYR: pirrolidonil arilamidasa; a-GAL: a—galac- 
tosidasa; ji-GAL: (i-galactosidasa; a-GLU: a-glucosidasa; ^-GLU: (i-glucosidasa; 15-GUR: a-glucuronidasa: NAGA: N-acetil-^D-glucosaminidasa. 



706 CAPITULO 13 Cocos grampositivos: Parte II: Estreptococos, enterococos y bacterlas "similares a Streptococcus' 


especies son cocos a-hemoliticos que aparecen como celulas 
aisladas, en pares o en cadenas en los frotis tenidos con Gram 
de cultivos en caldo. Al contrario de V fluvialis y V lutre, V 
salmonmariim es inmovil y produce H^S. V. fluvialis tambien 
produce acido a partir de glicerol y sorbitol, mientras que V 
salmoninarum no lo hace. V. lutre es inmovil, pero puede ser 
diferenciado de V. fluvialis por sus reacciones positivas para 
a-galatosidasa y (J-galactosidasa.^®^ Aunque la motilidad de V 
fessus no se describio, esta especie puede ser diferenciada de 
V, fluvialis, V. lutre y V. salmoninarum por su incapacidad para 
producir acido a partir de maltosa, ribosa, sacarosa o trehalosa. 
Tanto V. salmoninarum como V. fluvialis producen reacciones 
positivas con la prueba AccuProbe para Enterococcus (Gen- 
Probe). Los miembros del genero Vagococcus no estan inclui- 
dos en la base de datos de ninguno de los sistemas de identifi- 
cacion comerciales. 

Identificacion de especies de AUoiococcus, Globicatella, Facklamia, 
Dolosigranutum, Ignavigranumy Dolosicoccus 

Los microorganismos incluidos en el genero AUoiococcus y 
los generos Globicatella, Facklamia, Dolosigranulum e 
Ignavigranum son especies similares a Gemella que pueden 
crecer en NaCl al 6,5% (cuadro 13-16). A. otitidis, el unico 
miembro del genero AUoiococcus, se aisla en muestras de tim- 
panocentesis obtenidas del oido medio de ninos con otitis 
media cronica, en hemocultivos y en esputo.^^^® El microorga- 
nismo crece lentamente en medios de agar, las colonias son 
visibles luego de 2 a 3 dias y no crece en caldo de tioglicolato. 
Los frotis tenidos con Gram de medios de agar muestran cocos 
dispuestos en pares, tetradas y a veces en ciimulos. El creci- 
miento optimo ocurre a 35 a 37 °C y requiere CO 2 , y no ocurre 
ningun crecimiento a 10 °C o 45 Las colonias aparecen 
de color hueso, puntiformes y no hemolfticas, aunque se puede 
observar a-hemolisis y una pigmentacion ligeramente amarilla 
despues de varios dias de incubacion.^^^ Las cepas clmicas fres- 
cas de A. otitidis crecen en agar sangre, pero es posible que no 
crezcan en agar chocolate. El crecimiento exuberante en caldo 
que contiene Tween al 0,5% o lecitina al 0,07% sugiere que el 
microorganismo puede requerir lipidos para el crecimiento 
Optimo. Al contrario de los otros microorganisms considerados 
en este capitulo, A. otitidis es catalasa positivo; esta reaccion 
puede ser muy debil o tardia. El microorganismo es aerobio 
mas que facultative y no produce acido a partir de ningun 
hidrato de carbono. A. otitidis crece en agar bills esculina pero 
no hidroliza la esculina y crece lentamente en caldo de NaCl al 
6,5%. Se produce PYR, LAP y p-galactosidasa y algunas cepas 
hidrolizan el hipurato. Bosley y cols, realizaron estudios de 
sensibilidad a los antibioticos en 19 cepas de A. otitidis y 
observaron que todas eran resistentes a trimetoprim-sulfameto- 
xazol y 18 eran resistentes a la eritromicina.’^^ Las CIM para 
penicilina y ampicilina fueron variables, con cepas sensibles y 
otras con resistencia intermedia (rango de CIM para penicilina, 
0,06 a 0,12 pg/mLi rango de CIM para ampicilina, 0,12 a 0,5 
pg/mL) y se observa el mismo grade de resistencia relativa 
para ceftriaxona y cefixima. Ninguna de las cepas que exami- 
naron produjo enzimas P-lactamasas.'^^ 

G. sanguinis ha sido aislado en muestras humanas, incluidos 
sangre, LCR y orina. En los frotis tenidos con Gram de culti¬ 
vos en caldo, estos microorganismos aparecen como cocos 
grampositivos en pares y cadenas cortas. Las colonias en agar 
sangre de carnero son similares a Streptococcus y son a-hemo- 
liticas. Al igual que los enterococos, G. sanguinis es bilis escu¬ 
lina positivo, crece en NaCl al 6,5% y produce PYR; al contra¬ 


rio de enterococos y estreptococos, no se produce LAP. G. san¬ 
guinis crece a 45 °C pero no a 10 Estas reacciones tam¬ 
bien diferencian a G. sanguinis de otros estreptococos viridans 
en que las ultimas especies son PYR negativas y LAP positivas 
y no crecen en caldo de NaCl al 6,5%. Se puede utilizar para 
estas determinaciones BactiCard STREP (Remel), que incluye 
las pruebas Rapid PYR, LAP e hidrolisis de esculina en for¬ 
mate de tarjeta. A diferencia de los aerococos, G. sanguinis 
produce cadenas caracteristicas en medios de caldo en lugar de 
tetradas. Se debe determinar esta caracteristica de crecimiento 
para diferenciar G. sanguinis de A. viridans, que como G. san¬ 
guinis, es LAP negative, PYR positivo e hidrolisis de hipurato 
positivo. G. sanguinis produce acido a partir de varios hidratos 
de carbono, incluidos glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa, 
manitol, rafinosa y trehalosa; la produccion de acido a partir de 
arabinosa, ribosa y sorbitol es variable (cuadro 13-16). G. san¬ 
guinis se encuentra en la base de datos del sistema BBL Crystal 
Gram-Positive ID, pero no en la base de datos del API Rapid 
Strep, el RapID STR o los sistemas de identificacion 1032.^^"* 
Utilizando los puntos de corte de CLSI para especies de 
Streptococcus distintas de S, pneumoniae, Shewmaker y cols, 
determinaron la sensibilidad a los antibioticos de 28 cepas de 
G. sanguinis y observaron que todas eran sensibles a la amoxi- 
cilina y la vancomicina y algunas tenian CIM de penicilina que 
caian en el rango intermedio.^*'* Se observo una sensibilidad 
variable a otros agentes, incluida cefotaxima (sensibilidad del 
52%), cefuroxima (sensibilidad del 26%), meropenem (sensi¬ 
bilidad del 63%), eritromicina (sensibilidad del 52%), trimeto- 
prim-sulfametoxazol (sensibilidad del 48%), clindamicina 
(sensibilidad del 70%) y tetraciclina (sensibilidad del 48%). 

El patogeno bovino/ovino, G. sulfidifaciens, puede ser dife¬ 
renciado facilmente de G. sanguinis. G. sulfidifaciens produ¬ 
ce H^S y p-glucuronidasa, mientras que G. sanguinis no lo 
hace. G. sanguinis tambien produce P-galactosidasa, fermenta 
el manitol e hidroliza el hipurato; G. sulfidifaciens produce 
reacciones negativas en estas tres pruebas. 

Los miembros del genero Facklamia son cocos grampositi¬ 
vos y catalasa negatives relacionados con las especies de 
Globicatella pero que son filogeneticamente distintos. Las 
especies aisladas en muestras clmicas humanas son F. hominis, 
F sourekii, F ignava y F languida. F miroungae y F tabaci- 
nalis han sido aislados en elefantes marines y en tabaco en 
polvo, respectivamente. En los frotis de caldo de tioglicolato 
tenidos con Gram, las especies de Facklamia aparecen como 
cocos grampositivos dispuestos en pares o cadenas cortas, 
excepto por F hominus, que suele formar grupos. En SB A, las 
colonias suelen ser a-hemoliticas y similares a estreptococos 
viridans. Las especies de Facklamia no crecen en medios de bi¬ 
lis esculina, pero crecen en NaCl al 6,5%. Las especies de 
Facklamia no crecen a 10 °C ni a 45 °C y son LAP y PYR posi¬ 
tivas (cuadro 13-16). 

El genero Ignavigranum, con su unica especie, /. ruoffiae, 
fue descrito por primera vez en 1999. Esta especie crece prin- 
cipalmente como cadenas en caldo de tioglicolato y esta estre- 
chamente relacionada desde el punto de vista filogenetico tanto 
con F. hominis como con G. sanguinis. /. ruoffiae es PYR y 
LAP positivo, crece en caldo de NaCl al 6,5% y no hidroliza la 
esculina. Algunas cepas son argina dihidrolasa positivas. 
Aunque la mayoria de las cepas de F. hominis tambien son argi- 
nina dihidrolasa positivas, esta especie es hidrolisis de hipura¬ 
to positiva, mientras que /. ruoffiae es hipurato negativa (cua¬ 
dro 13-16). Un rasgo caracteristico de /. ruoffiae es el olor a 
“chucrut” producido por el microorganismo cuando crece en 
SBA. 



Cuadro 13-16 Caractensticas Teiioiipicas 

para la idriililicacion de especies de Glohicatella, Alloiococcus, Facklamia, Ignavi^ranuniy Dolosigranulum y Dolosicoccus 

CARACTERISTICA 

G. 

SANGUINIS 

G. SULFIDI- 
FACIENS 

A. 

OTITIDIS 

F 

HOMINIS 

F. E F. E TABA- 

IGNAVA SOUREKII LANGVIDA CINALIS 

E 

M1ROUNGAE 

/. 

RUOFFIAE 

D. 

PIGRUM 

D. PAUCI- 
VORANS 

Disposicion celular 

Cadenas 
cortas, pares 

Solo, pares, 
cadenas cortas 

Pares, tetradas, 
grupos 

Grupos, 

pares 

Pares, cadenas Pares, cadenas Pares, cadenas Pares, celulas 
cortas cortas cortas unicas, cadenas 

cortas 

Pares, cadenas 
cortas 

Celulas linicas, 
pares, grupos 

Grupos, 

tetradas 

Pares, cadenas 
cortas 

Hemolisis en SBO 

a 

a 

7 

a 

y a 7 a 

a 

Y 

a 

a 

Crecimiento a 10 '’C 

- 

ND 

- 

- 

- 

ND 

- 

- 

- 

Crecimiento a 45 °C 

+ 

ND 

- 

- 

_ _ _ . 

ND 

- 

- 

- 

Motilidad 






- 

- 


- 

Catalasa 

- 

- 

+ 

- 

- - - - 

- 


- 

- 

LAP 

- 

ND 

+ 

+ 

+ + + + 

+ 

+ 

+ 


PYR 

V+ 

- 

+ 

V+ 

+ + + + 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hidrolisis de esculina 

+ 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Crecimiento en caldo con NaCl al 6,5% 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + + + 

+ 

+ 

+ 

- 

Arginina dihidrolasa 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

ND 

Hidrolisis de hipurato 

+ 

- 

V 

+ 

+ + - 

- 

- 

- 


Ureasa 


- 

- 

ND 


+ 

+ 


- 

Crecimiento en agar BE 

+ 

- 

+ 

ND 

ND ND ND ND 

ND 

ND 

- 

- 

H,S en KIA 

- 

+ 

ND 


ND ND ND ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Acetoma (VP) 

- 

- 

ND 

* 

- 

- 


- 

- 

Fosfatasa alcalina 

ND 

- 

ND 

S 

- V + - 

V 


- 

- 

Vancomicina 

S 

S 

S 

- 

S S S s 

s 

S 

S 

S 

Produccion de acido a partir de: 










Glucosa 

+ 

+ 

- 


+ + + 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

+ 

- 

- 

- + 

- 

- 

+ 


Sacarosa 

+ 

+ 

- 

- 

- + - + 

- 


- 

1 + 

Lactosa 

V+ 







- 

! 

Manitol 

+ 

- 

- 

- 

- + - 

- 

V 

V 


Sorbitol 

V 

- 

- 

- 

- + - + 

- 


- 

- 

Arabinosa 

V 

- 

- 

- 

- 

- 


V 

- 

Melibiosa 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 


ND 

- 

Rafinosa 

+ 

+ 

- 

- 

- - - - 

- 


- 

+ 

Ribosa 

v+ 

- 

- 

- 

- 

- 


ND 

+ 

Trehalosa 

+ 

+ 

- 

- 

- + + 

+ 

- 

ND 

- 

Glucogeno 

+ 

ND 

- 

- 

- - - 

- 


ND 


Hidrolisis de; 










a-GAL 

ND 

+ 

+ 

+ 

- - - + 

- 


- 

- 

p-GAL 

+ 

- 

+ 

+ 


- 


V 


a-GLU 

ND 

ND 

ND 

ND 

_ _ _ _ 

- 


- 

-- 

P-GLU 

V 

ND 

ND 



- 

- 

- 

- 

P-GUR 

ND 

ND 

ND 



- 

- 

- 

- 

NAGA 

ND 

ND 

ND 

ND 


v+ 

- 

V 


+ : reaccion positiva; reaccion negativa; V; reaccion variable: reaccion positiva debil; V+; variable, pero mayon'a de cepas positivas; V - variable pero mayoria de cepas negativas; ND: datos no disponibles: LAP) leucina ami 

nopeptidasa; PYR. pirrolidonil arilamidasa; a-GAL: a-galactosidasa; (5-GAL: (5-galactosidasa; a-GLU: a-glucosidasa; (5-GLU: (i—glucosidasa; (i-GUR: a~glucuronidasa: NAGA: N-acetil-j3-D-glucosaminidasa. 
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El genero Dolosigranuliim contiene una unica especie, D. 
pigrum. En SB A, este microorganismo crece como pequenas 
colonias a-hemoliticas bianco grisaceas. En las tinciones de 
Gram de caldo (tanto tioglicolato y, en el informe de un caso, 
medio para hemocultivo Organon-Teknika BacT/Alert FAN), 
este microorganismo aparece en pares, tetradas similares a 
Gemella y cumulos."^^' Como las especies de Facklamia, D. 
pigrum es PYR y LAP positivo y crece en sal al 6,5%. Este 
microorganismo es hidrolisis de esculina positivo, pero esta 
reaccion puede tardar varios dias para desarrollarse. No se 
observa ningiin crecimiento a 10 *^0 o a 45 °C o en agar BE 
(cuadro 13-16). 

El genero Dolosicoccus, con su unico miembro, Dolosi- 
coccus paucivorans, es un grupo nuevo que se basa sobre dos 
cepas aisladas en hemocultivos humanos. Este microorganismo 
es distinto de los generos Facklamia y Globicatella, pero esta 
relacionado filogeneticamente con ellos. Como el microorga¬ 
nismo explicado antes, D. paucivorans es PYR positivo, pero 
al contrario de estos otros, es LAP negativo, no crece en caldo 
de NaCl al 6,5% y aparece sobre los frotis de caldo tenidos con 
Gram como celulas linicas, en pares y en cadenas cortas. Al 
igual que D. pigrum, D. paucivorans no crece en medio BE ni 
tampoco a 10 °C o a 45 °C (cuadro 13-16). 

Identificacion de especies de Lactococcus 

Debido a la semejanza superficial con los enterococos o los 
estreptococos viridans, estos microorganismos ban sido mal 
identificados como estreptococos o enterococos atipicos en el 
laboratorio clinico. Los lactococos muestran muchas de las 
caracteristicas de los estreptococos y los enterococos; muchas 
cepas son PYR, LAP, BE y NaCl al 6,5% positivas, y pueden 
crecer a 10 "C. Los lactococos, al contrario de los enterococos, 
no crecen a 45 °C. Una informacion sobre la posibilidad de 


que una cepa sea una especie de Imcwcoccus es la generacion 
de una lista de caracteristicas que no se ajustan a los estrepio- 
cocos ni a los enterococos.^^^ La mayoria de las cepas clmicas 
de lactococos remitidas a los CDC ban sido L. lactis subespe- 
cie lactis o L garveiae. Estas dos especies pueden ser diferen- 
ciadas de las especies comunes de Enterococcus en que ambas 
producen acido a partir de manitol pero no a partir de rafinosa, 
sorbitol o arabinosa. L garveiae, L lactis subespecie cremoris, 
L. lactis subespecie lactis y L. rajfinolactis estan incluidos en 
la base de datos de los sistemas de identificacion ID32 Strep, 
API Rapid Strep y BBL Crystal, respectivamente (vease la sec- 
cion siguiente). Tambien se describieron metodos de sondas de 
oligonucleotidos y las tecnicas de PCR especiTicas de genero 
para separar los enterococos y lactobacilos.^^^®^^ En el cuadro 
13-17 se presentan las caracteristicas bioquimicas para identi- 
ficar las especies de Lactococcus. 

Sistemas comerciales para la identificacion de estreptococos, 
enterococos y bacterias “similares a Streptococcus" seleccionadas 

El desarrollo de sistemas comerciales que incorporan tipos 
similares de pruebas fisiologicas y enzimaticas para la identifi¬ 
cacion de estreptococos ha sido de gran ayuda para la identifi¬ 
cacion de las especies de estreptococos viridans, las especies 
de Enterococcus y los estreptococos del grupo D. Se utilizan 
las reacciones bioquimicas incluidas en los sistemas para 
generar un numero biotipo que corresponde a la identidad del 
microorganismo. Aunque estos sistemas incluyen los estrep¬ 
tococos P-hemoliticos en sus bases de datos, es mejor mane- 
jar estos microorganismos utilizando otros metodos, como las 
pruebas presuntivas ya descritas o los sistemas comerciales 
de identificacion rapida de grupo estreptococico. Sin embar¬ 
go, tambien hay que tener precaucion con los sistemas de 
identificacion comerciales. For ejemplo, el API Rapid Strep® 


Cuadro 13-17 Caracteristicas fenotfpicas para la identificacion de especies de Lactococcus 


L. LACTIS 

L. LACTIS 

L. LACTIS 






SUBESPECIE 

SUBESPECIE 

SUBESPECIE 

L. 

L. 

L. 

L. 

PRUEBA 

LACTIS 

CREMORIS 

HORDNIAE 

GARVEIAE PLANTARUM 

RAFFINOLACTIS 

XYLOSES 

Arginina dihidrolasa 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Hidrolisis de hipurato 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

PYR 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Acetoina (VP) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Produccion de acido a partir de: 








Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

+ 

Maltosa 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Sacarosa 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

- 


Lactosa 

+ 

+ 

- 

V 

- 

+ 

- 

Manitol 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

Sorbitol 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

Rafinosa 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Trehalosa 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


+; reaccion positive; - reaccion negative; V: reaccion variable; PYR: pirrolidonil arilamidasa. 
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identifica erroneamente a los microorganismos Leuconostoc 
como especies de estreptococos viridans, de modo que se 
debe considerar la resistencia a la vancomicina y oiros resul- 
tados de pruebas preliminares junto con las reacciones bio- 
quimicas que se observan sobre la tirita. Los sistemas comer- 
ciales para la identificacion de estreptococos incluyen los 
siguientes. 

API RAPID STREP® 

Este sistema con formato en tira (BioMerieux) consta de 20 
pruebas, que incluyen pruebas fisiologicas, pruebas de sustra- 
tos enzimaticos cromogenicos y pruebas de utilizacion de 
hidratos de carbono. Lo que puede destacarse acerca de este 
sistema es que la tira se puede leer dos veces. Si no se obtiene 
una identificacion luego de 4 boras de incubacion utilizando 
los sustratos flsiologicos y cromogenicos, se puede volver a 
incubar la tira y leerla luego de la incubacion durante toda la 
noche para incluir la produccion de acido de 10 hidratos de car¬ 
bono (vease lamina en color 13-3C). La base de datos incluye 
estreptococos p-hemoliticos, especies de Enterococcus {E. fae- 
calis, E. faecium, E. gallinarum, E. avium y E. durans), estrep¬ 
tococos viridans, lactococos, aerococos, especies de Gemella. 
cepas de S. bovis y Listeria monocytogenes. El API Rapid 
Strep® es en la actualidad el sistema comercial mas amplia- 
mente disponible para la identificacion de los estreptococos y 
las bacterias similares a Streptococcus. La identificacion de las 
cepas que ban sido completamente caracterizadas mediante 
pruebas bioquimicas convencionales y analisis genetico (p. ej., 
relacion de DNA, secuenciacion de rRNA 16S) indica que el 
sistema API Rapid Strep® es reproducible y complementa los 
estudios geneticos existentes. En algunos casos, las pruebas 
sobre las tiras en realidad pusieron en evidencia diferencias 
fenotipicas no observadas con los metodos convencionales. En 
otros casos, la presencia de diferencias fenotipicas entre las 
cepas del sistema Rapid Strep podria demostrar que es genoti- 
picamente distinto cuando se realizaron estudios de acidos 
nucleicos. Las reacciones bioquimicas para muchos microor¬ 
ganismos que se muestran en los cuadros de este capitulo refle- 
jan los estudios recientes durante los cuales se realize analisis 
genetico y la descripcion de nuevas especies junto con la carac- 
terizacion por API Rapid Strep®. Sin embargo, la base de datos 
para este sistema no ha sido actualizada ni ampliada para 
incluir especies estreptococicas mas nuevas (p. ej., S. vestibu¬ 
laris, S. gordonii, S. crista). 

SISTEMA DE IDENTIFICACION PARA GRAMPOSITIVOS BBL CRYSTAL 

El sistema de identificacion para grampositivos Crystal con- 
tiene 29 sustratos bioquimicos y enzimaticos desecados mas un 
control negative a la fluorescencia. Se prepara el inoculo sus- 
pendiendo colonias de una cepa aislada pura en el liquido pro- 
visto con el equipo hasta una turbidez equivalente a un estan- 
dar de McFarland de 0,5. Luego se vierte la suspension en un 
area especifica de la base del panel, el cual se manipula hasta 
distribuir el inoculo. Se golpea luego la tapa del panel, que con- 
tiene los sustratos de prueba, en la base, con la hidratacion ulte¬ 
rior de los sustratos con el inoculo. Despues de la incubacion, 
se leen las pruebas para detectar fluorescencia o cambios en los 
colores de los indicadores de pH utilizando un visualizador 
especial del panel. El patron resultante de las 29 reacciones es 
convenido en un ntimero de perfil de 10 digitos que se correla- 
ciona con una identificacion provista por el libro de Codigos 
electronicos Crystal. El panel puede ser interpretado utilizando 


una base de datos de 4 horas de incubacion o de 18-24 horas de 
incubacion. 

En una evaluacion de este sistema, el Crystal Gram-Positive® 
identified a todas las cepas de estreptococos P-hemoliticos agru- 
pables y S. pneumoniae, pero solo identified 25 de 37 cepas de 
estreptococos viridans en la categoria de especie. El sistema 
identified correctamente a los 23 E. faecalis, 2 de 2 £. avium y 
a todos los 14 E. faecium.^^^^ Hudson y cols, probaron el siste¬ 
ma con cepas veterinarias de enterococos definidas por genoti- 
po y observaron que las pruebas repetidas de las mismas cepas 
conducian a identificaciones diferentes.^®^ De hecho, 19 de las 
50 cepas evaluadas fueron identificadas en diferentes mementos 
tan to como E. faecalis y como E. faecium. Cuando este sistema 
fue probado con 55 aislamientos que pertenecen a los generos 
similares a Streptococcus (Alloiococcus otitidis, especies de 
Facklamia, D. pigrum y I. ruoffiae) que no se encuentran en la 
base de datos actual, el sistema produjo resultados “de identifi- 
cacidn inaceptables” para 14 aislamientos e identified errdnea- 
mente a los otros como especies de Micrococcus. 

RAPID ID 32 STREP® 

Este sistema (BioMerieux) es un sistema de identificacidn en 
formato de tira de 32 pruebas para los estreptococos y bacterias 
similares a Streptococcus. Su base de datos es extensa e inclu¬ 
ye los estreptococos agrupables, varias especies de 
Enterococcus y los estreptococos viridans (que incluyen las 
especies recien descritas como los estreptococos bucales del 
“grupo mutans”, S. oralis, S. gordonii y S. vestibularis). Se pre¬ 
para una suspensidn del microorganismo en agua esteril hasta 
una turbidez equivalente de un estandar de MacFarland de 4 y 
55 pL de la suspensidn en cada una de las 32 cupulas. Se incu- 
ba la tirita a 35 a 37 °C durante 4 horas y se lee manualmente 
utilizando un libro de eddigos o con el lector automatico (ATB 
1520 Reader conectado a un ordenador ATB 1545, 
BioMerieux; vease lamina en color 13-3G). En una evaluacidn 
del sistema Rapid ID 32 Strep con 433 cepas pertenecientes a 
los generos Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, 
Aerococcus, Gemella, Leuconostoc, Erysipelothrix, Gardne- 
rella y Listeria, el 95,3% de las cepas fueron identificadas 
correctamente.^^® Se necesitaron pruebas adicionales para la 
identificacidn del 25,1% de las cepas. Sdlo no se identificaron 
16 cepas (3,7%) y sdlo cuatro (1%) fueron mal identificadas. 
Otra evaluacidn de Kikuchi y cols, comunied que el sistema 
ID32 Strep identified el 87% de 156 cepas de estreptococos 
viridans y que la mayor parte de las identificaciones incorrec- 
tas comprendid cepas de S. oralis, S. mitis y S. gordonii.^^ 
Jensen y cols, evaluaron 122 cepas de estreptococos y entero¬ 
cocos en el sistema ID 32 Strep y observaron que, indepen- 
dientemente de que las interpretaciones de las reacciones se 
obtuvieran por lectura automatica o manual, el 75-77% de las 
cepas fueron identificadas correctamente, el 7% fueron mal 
identificadas y el 16-18% no fueron identificadas. Se identifi¬ 
caron correctamente la mayorfa de los enterococos y cocos pid- 
genos y sdlo dos tercios de los estreptococos viridans.^^"^ 
Cuando se evalud con 55 cepas aisladas de microorganismos 
“similares a Streptococcus'' no incluidos en la base de datos 
actual, el ID 32 Strep® determind correctamente la falta de 
identificacidn para todos los aislamientos de 27 D. pigrum, 6 
de 18 especies de Facklamia y 2 de 3 /. ruoffiae como “identi¬ 
ficaciones inaceptables”.^^"^ Las identificaciones incorrectas 
mas frecuentes de especies de Facklamia proporcionadas por el 
ID 32 fueron como distintas especies de Streptococcus y 
Gemella. 
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RAPID STR^ 

El sistema RapID STR® (Remel) utiliza una cubeta pequena 
que contiene 10 celdas, 4 de las cuales son bifuncionales y con- 
ducen a un total de 14 pruebas bioquimicas (utilizadas junto 
con la reaccion hemolitica del microorganismo aislado). Las 
pruebas incluyen determinaciones fisiologicas (arginina dihi- 
drolasa, hidrolisis de esculina), pruebas de utilizacion de hidra- 
tos de carbono e hidrolisis de sustratos enzimaticos cromoge- 
nicos (vease lamina en color 13-3H). El sistema es inoculado 
con una suspension del microorganismo (estandar de turbidez 
de MacFarland de 1) preparada en un liquido adquirido con el 
sistema y las pruebas se leen despues de una incubacion de 4 
horas a 35 °C en una incubadora sin CO,. La base de datos de 
este sistema incluye los estreptococos p-hemoliticos grupos A, 
B y C/G, estreptococos del grupo D (5. bovis, variante de S. 
bovis, S. equinus), el grupo de S. milleri (5. anginosus, S. cons- 
tellatus, S. interrnedius), especies de Enterococcus (E. faecalis, 
E.faecium, E. avium, E. cassiliflavus/mundtii, E. durans/hirae, 
E. gallinarum, E. raffinosus y E. malodoratus), especies de 
estreptococos viridans {S. mitis, S. mutans, 5. salivarius/vesti- 
bularis, S. sanguinis/gordonii), S. pneumoniae, especies de 
Aerococcus, Gemella morbillorum, especies de Leuconostoc, 
especies de Lactococcus (L. lactis, grupo de L. mesenteroides) 
y especies de Pediococcus {R acidilactici, R pentosaceus). Los 
estreptococos viridans descritos recientemente, enterococos y 
bacterias similares a Streptococcus no estan incluidos en la 
base de datos en este momento. En un estudio reciente de 
Shewmaker y cols, sobre caracterizacion fenotipica de 28 cepas 
de G. sanguinis, el RaplD STR identified incorrectamente siete 
cepas: cinco como S. mutans, una como E. casseliflavus y una 
como E. malodoratus, mientras que las cepas restantes dieron 
perfiles inadecuados para la identificacidn.^^^ En la actualidad, 
los generos similares a Streptococcus recien descritos no for- 
man parte de la base de datos RapID Strep. LaClaire y Facklam 
evaluaron 27 cepas de D. pig rum en el RapID Strep: solo una 
proporciond una identificacidn ‘‘ninguna eleccidn”, dos produ- 
jeron un “bioeddigo cuestionable” y el resto fueron identifica- 
das como “ID inadecuado, 90% E faecalis'\ Dos de las 18 
especies de Facklamia y las tres cepas de /. ruoffiae evaluadas 
fueron identificadas correctamente como “ninguna elec- 
cidn”.^^'^ Las cepas de A. otitidis fueron mal identificados como 
G. morbillorum, A. viridans, S. mitis o S. acidominimus. 

TARJETA DE IDENTIFICACIDN PARA GRAMPOSITIVOS VITEK (GPI) 

La tarjeta GPI® (BioMerieux) es la misma utilizada para la 
identificacidn de estafilococos coagulasa negativos y algunos 
bacilos grampositivos facultativos no esporulados. La tarjeta 
consta de 30 celdas, 29 de las cuales contienen sustratos de 
identificacidn bioquimicos; la celda restante es un control 
negativo. La tarjeta proporciona identificaciones automaticas 
en 2 a 15 horas. La tarjeta ha sido modificada ligeramente 
desde su liberacidn inicial y se ha actualizado la base de datos, 
la cual incluye estreptococos p-hemoliticos (grupos A, B, C y 
G), estreptococos del grupo D (S. bovis, variante de S. bovis 
y S. equinus), S. pneumoniae, siete especies de Enterococcus 
iE. faecalis, E. faecium, E. avium, E. durans, E. casseliflavus, 
E, gallinarum y E. hirae), algunas especies de estreptococos 
viridans (S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. salivarius, S. sangui¬ 
nis/gordonii y S. uberis), el grupo anginoso (S. anginosus, S. 
constellatus y S. intermedins), especies de Aerococcus y 
Gemella morbillorum. Como sucede con otros sistemas, las 
especies de estreptococos viridans descritas mas recientemente 
no se han incluido todavia. La base de datos de la tarjeta GPI 


incluye tambien algunas especies de Staphylococcus, 
Corynebacterium, Arcanobacterium, Listeria y Erysipelothrix. 
No se ha evaluado recientemente la tarjeta modificada con la 
base de datos ampliada en cuanto a su capacidad para identifi- 
car correctamente los estreptococos viridans. La tarjeta GPI 
puede identificar correctamente E. faecalis y E. faecium, pero 
no rinde tan bien para la identificacidn de otras especies de 
Enterococcus. 


PANEL COMBINADO DE VALOR CRITICO PARA GRAMPOSITIVOS 
DE MICROSCAN 

Los paneles de identificacidn MicroScan® (Dade 
MicroScan, West Sacramento, CA) proporcionan resultados 
simultaneos de identificacidn y sensibilidad a los antibidticos 
en un formato de microtitulo. Tritz y cols, evaluaron la capaci¬ 
dad de este sistema para identificar enterococos y observaron 
que tanto E. faecalis como E. faecium eran identificados fia- 
blemente, pero las especies de enterococos menos frecuentes 
eran mal identificadas.^^^ Iwen y cols, evaluaron el panel de 
identificacidn para grampositivos MicroScan Dried Overnight 
GramPositive Identification por su capacidad para identificar 
ocho especies diferentes de Enterococcus y observaron que el 
sistema identificaba el 98,5% de las cepas evaluadas; la resolu- 
cidn de las identificaciones de baja probabilidad con otras 
pruebas (es decir, motilidad y pigmentacidn) sdlo fue necesaria 
para cepas de E. gallinarum/casseliflavus.^^'^ 

American MicroScan (Sacramento, CA) y MicroMedia (San 
Jose, CA) comercializan otros sistemas de microtitulacidn para 
identificacidn de estreptococos pero aun no han sido evaluados. 
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Ccrirebactehum amycolatum 
Corynetacterium diphtheriae 
Corynebacterium jeikeium 
Corynetacterium pseudodiphtheriticum 
Corynebacterium striatum 
Corynebacterium urealyticum 

Especies de Corynebacterium asociadas con animales 

Especies de Corynebacterium aisladas en los alimentos 
y el medioambiente 

Otras bacterias corineformes 

Especies de Actinobaculum 

Especies de Actinomyces a\s\a6as en seres humanos 
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L OS bacilos grampositivos aerobios/facultativos inclu- 
yen una amplia variedad de microorganismos que 
causan enfermedades “clasicas” como listeriosis, car- 
bunco y difteria, y tambien de smdromes patologicos mas nue- 
vos, sobre todo en huespedes inmunodeprimidos. Tambien 
abarcan varios generos recien reconocidos que son microorga¬ 
nismos ambientales o veterinarios no asociados antes con per¬ 
sonas o infecciones humanas. El uso de tecnicas moleculares 
para la caracterizacion de muchas especies nuevas ha requeri- 
do ademas una revision de los patogenos clasicos. For ejemplo, 
el reconocimiento de varias especies facultativas del genero 
Actinomyces ha permitido reconocer la naturaleza facultativa 
de patogenos clasicos, como A. israelii, antes considerados 
microorganismos anaerobios estrictos. Estas tecnicas nuevas 
han permitido la clasificacion de bacterias sin nombre, como 
los grupos corineformes de los CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention), en generos nuevos o existentes, y han 
conducido a la diseccion taxonomica de los generos conocidos 
para contener muchas especies no relacionadas (p. ej., el gene¬ 
ro Bacillus). El esquema de clasificacion presentado en la pro- 
xima edicion del Manual de Bacteriologia Sistemdtica de Ber- 
gey refleja ahora relaciones genotipicas mas que similitudes 
fenotipicas entre estos microorganismos. En el recuadro 14-1 
se presenta la clasificacion de los microorganismos que se 
explicaran en este capitulo. 


Especies deUs\er\d / Listeria monocytogenes 

Taxonomia del genero Listeria 

El genero Listeria consiste en bacterias con forma de bacilos 
regulares, grampositivas, no esporuladas. anaerobias facultati- 


Especies de Exiguobacterium 
Especies de Leifsonia 

Especies de Microbacterium {Aureobacterium) 

Especies de ffof/i/ay “similares a Rothiai’ 
(grupo 4 de los CDC) 

Especies de Turiceiia 

Gardnerella vaginalis 

Taxonomia y morfologfa celular 
Factores de virulencia de G. vaginalis 
Importancia clinica de G. vaginalis 
Aislamiento e identificacion 
Sensibilidad a los antibioticos 

Especies de Lactobacillus 

Taxonomia y epidemiologfa 
Importancia clinica 
Aislamiento e identificacion 
Sensibilidad a ios antibioticos 


vas (vease lamina en color 14-1 A). El genero esta definido por 
un contenido de DNA G + C del 36-38%, una pared celular 
tfpica de grampositivos con una capa de mureina de peptido- 
glucanos que contiene acido m^.yo-diaminopimelico (meso- 
DAP) fijada a la membrana celular por acido lipoteicoico y aci- 
dos teicoicos polirribitol asociados con la membrana. 
Algunos estudios geneticos indican que los microorganismos 
Listeria muestran la relacidn filogenetica mas estrecha con el 
genero Brochothrix (un microorganismo ambiental) y presen- 
tan una relacidn mas distante con microorganismos del genero 
Bacillus, generos esporulados relacionados y el genero 
Lactobacillus, mas que con los microorganismos de los gene¬ 
ros Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus.^^'^^^ La rela- 
cion entre las especies de Listeria y Brochothrix tambien es 
apoyada por datos quimiotaxondmicos.'^^ Aunque algunos taxo- 
nomistas han recomendado la inclusidn de especies de Listeria 
en la familia Lactobacillaceae, Collins^^^ y otros investigadores 
creen que las especies de Listeria merecen la inclusidn en una 
nueva familia. En la prdxima edicidn del Manual de Bacterio- 
logia Sistemdtica de Bergey, las especies de Listeria y Brocho¬ 
thrix se incluyen en la familia propuesta 'Eisteriaceae'" en el 
orden Bacillales, clase "'Bacilir en el filo Firmicutes.^^^ El gene¬ 
ro Erysipelothrix esta incluido en el filo Firmicutes junto con 
especies de Listeria, pero se encuentra en una clase, un orden y 
una familia diferentes (recuadro 14-1). En el cuadro 14-1 se pre- 
sentan las principals caractensticas que diferencian a Listeria, 
Erysipelothrix, iMctobacillus y Brochothrix entre si. 

Durante muchos anos, el genero Listeria consistid en ocho 
especies -L. monocytogenes, L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, 
L. murrayi, L. seeJigeri, L welshimeri y L. denitrificans?^"’ 
Sobre la base de la secuenciacidn de rRNA 16S de L. denitrifi- 
cans, este microorganismo ha sido excluido del genero Listeria 
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Recuadro 14-1 

Clasificacion de los bacilos grampositivos aerobios/facultativos en el domino Bacterlas^^^ 

Filo 

Clase/subclase 

Orden/suborden 

Familia 

Generos 

Firmicutes 

Molicutes 

Incertae sedis 

"Eijsipelotrichaceae ” 

Erysipelothrix 


“Bacilos” 

Bacillales 

Bacillaceae 

Bacillus, Amphibacillus, Exiguobacterium, 





Gracilibacillus. Halobacillus, Salibacillus, Virgibacillus 




Listeriaceae ” 

Listeria. Brochothrix 




"Sporolactobacillaceae ” 

Sporolactobacillus 




"Paenibacillaceae " 

Paenibacillus, Aneitrinibacillus, Brevibacillus, 





Thermobacillus 




“ Alley clobacillaceae ” 

Alicyclobacillus, Sulfobacillus 



“Lactobacillales” 

Lactobacillaceae 

Lactobacillus 

Actinobacterias 

Actinobacterias/ 

Actinomicetales/ 

Actinomycetaceae 

Actinomyces. Actinobaculum, Arcanobacterium. 


Actinobacteridae 

Actinomycineae 


Mobiluncus 



Actinomicetales/ 

Micrococcaceae 

Rhotia 



Micrococcineae 

Brevibacteriaceae 

Brevibacterium 




Cellulomonadaceae 

Cellulomonas, Cellulosimicrobium, Oerskovia 




Dermabacteriaceae 

Dermabacter 




Intrasporangiaceae 

Sanguibacter 




Jonesiaceae 

Jonesia 




Microbacteriaceae 

Microbacterium (Aureobacterium). Leifsonia 



Actinomicetales/ 

Corynebacteriaceae 

Corynebacterium 



Corynebacterineae 

Bifidobacteriales 

Bifidogacteriaceae 

Gardnerella 




“Afiliacion desconocida” 

Turicella 


y colocado en el genero Jonesia como Jonesia denitrificans, Por lo tanto, el genero Listeria incluye ahora seis especies 

que esta ahora en su propia familia (Jonesiaceae) en el orden L. monocytogenes^ L. ivanovii subespecie ivanovii, L ivanovii 

Actinomycetales, clase Actinobacteria, filo Actinobacteria subespecie londoniensis, L seeligeri, L innocua, L grayi y L 

(recuadro 14 . i). 329 , 703.740 Algunos datos de secuenciacion adi- welshimeri. L monocytogenes puede ser dividida en 13 seroti- 

cionales sobre los otros miembros del genero Listeria han iden- pos sobre la base de los antigenos somaticos (S) y flagelares 

tificado dos lineas de descendencia estrechamente relacionadas (H). Entre los 13 serotipos (l/2a, l/2b, l/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 

pero distintas: el “grupo L. monocytogenes"" (que consiste en L 4c, 4d, 4e y 7), la mayor parte de las enfermedades se debe a 

monocytogenes, L innocua, L ivanovii, L. seeligeri y L wels- los tipos 4b,l/2a y l/2b.^^^ 

himeri) y el “grupo L. grayi/L. murrayi"". Desde entonces L. gra- 

yi y L. murrayi se han combinado en una especie linica: L. Pactores de virulencia de L monocytogenes 
grayi Ademas, algunos estudios electroforeticos enzimati- 

cos multilocus de cepas de L ivanovii sugirieron que esta espe- L. monocytogenes es un patogeno intracelular facultativo 

cie tambien podia ser dividida en dos grupos genomicos.^^ Con capaz de invadir y sobrevivir dentro de las celulas de los mami- 

posterioridad, algunos estudios de homologia de DNA mostra- feros, incluidos los macrofagos y varias Imeas celulares de cul- 

ron que estos dos grupos representaban dos subespecies: L. iva- tivo tisular humano. Estos microorganismos tienen una protei- 

novii subespecie ivanovii y L. ivanovii subespecie londonien- nade superficiede 80 kDa denominada internalina.^^^^^^^^^ La 


Cuadro 14-1 

Caractensticas para la diferenciacion de Listeria, Erysipelothrix, Lactobacillus y Brochotrix 


GENERO 

RELACION 
CON O^ 

CRECIMIENTO, 

35 °C 

CATA- 

LASA 

PRODUC- 

CION DE H,S MOTI- 
EN KIA/TSI LIDAD 

ACIDO A PARTIR 

DE GLUCOSA 

PEPTIDOGLUCANO 

DIAMINOACIDO 

MOL% G + C 

Listeria 

Facultativa 

+ 

+ 


+ 

wi^^o-DAP 

36-38 

Erysipelothrix 

Facultativa 

+ 

- 

+ - 

+ 

L-lisina 

36-40 

Lactobacillus 

Facultativa 

+ 

- 

_ _b 

+ 

L-lisina, o meso-DAP 

34-53 

Brochothrix 

Facultativa 

- 


- 

+ 

o L-omitina 

meso-DAP 

35,6-36,1 

° Todas las cepas mdviles a 20-25 °C. Poco mdviles o inmdviles a 35-37 °C. 

^ Mayona de especies inmdviles. pero se han descrito algunas especies mdviles. 

KIA: agar hierro de Kliger; + : reaccidn positiva; reaccidn negativa. 
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iniemaiina interactiia con un receptor de adhesion de la celula 
llamado E-cadherina sobre las celulas epiteliales humanas y 
conduce a la induccion de fagocitosis.^®^ Las cadherinas son 
glucoprotemas transmembrana de 110 kDa que estan estructu- 
ralmente relacionadas y son especificas de los tejidos. Algunos 
experimenios que utilizaron varias Imeas celulares diferentes 
han establecido que la interaccion intemalina/E-cadherina pro- 
mueve tanto la fijacion especiTica como la entrada de L. 
monocytogenes en las celulas epiteliales.^^ La presencia de 
intemalina sola es suficiente para la entrada del microorganis- 
mo en las celulas epiteliales si estas tienen el receptor apropia- 
do. Se describieron otras protemas de superficie en la familia 
de las intemalinas (p. ej., inlB, inlC) y parecen mediar la inva¬ 
sion de otros tipos celulares, como las celulas endoteliales y los 
hepatocitos.^^^’^^^’^^^ Una vez secuestrados dentro de los fago- 
somas. los microorganismos producen listeriolisina O y varias 
fosfolipasas que les permiten escapar del fagosoma antes de la 
fusion lisosomica, evitando asi la destruccion inlracelular. La 
listeriolisina O es codificada por el gen hly y es una hemolisi- 
na formadora de poros similar a la estreptolisina O de los 
estreptococos del grupo Actua al unirse al colesterol de la 
membrana y luego insertarse en la membrana diana, lo que 
conduce a la formacion de los poros transmembrana. Los 
mutantes que carecen del gen hly son avirulentos e incapaces 
de escapar de la vacuola intemalizada.^^^ Ademas, la expresion 
de este gen en las bacterias avirulentas (p. ej., B. subtilis) pro- 
mueve el escape de estos microorganismos al citoplasma.^^ 
Asimismo, los mutantes que carecen de fosfolipasa de amplio 
espectro (PlcB) y fosfolipasa especifica de fosfatidilinositol 
I PlcA) muestran alrededor del 50% de la eficiencia en el esca¬ 
pe de los fagosomas de los macrofagos como cepas de tipo 
silvestre.®*® Una vez dentro del citosol, otra protema de la 
superficie de la listeria, ActA, produce la polimerizacion intra- 
celular de la actina.^^^ Esto conduce a la translocacion de las 
bacterias hacia la superficie de la membrana de la celula diana 
para formar proyecciones similares a seudopodos que brotan y 
son ingeridas por los macrofagos y otras celulas, como hepato- 
citos y enterocitos. Tanto las fosfolipasas bacterianas como una 
enzima melaloproteasa adicional funcionan tambien facilitan- 
do la propagacion intercelular de las bacterias luego de la trans¬ 
locacion mediada por la actina hacia la superficie celular.^^"*-®*® 
Estos mecanismos le permiten al microorganismo moverse 
directamente de una celula a otra sin exposicion a factores 
inmunitarios solubles, como anticuerpos y complemento. 

Epidemiologia de L. monocytogenes 

Aunque todas las especies de Listeria pueden ser aisladas en 
el medioambiente y en diversos animales como patogenos y 
como comensales, solo L monocytogenes es un patogeno ani¬ 
mal y humano bien reconocido. Este microorganismo puede 
ser aislado en suelo, agua fresca, aguas residuales y vegetacion 
y como parte de la flora fecal de una amplia variedad de ani¬ 
males. L. monocytogenes puede infectar numerosos animales 
domesticos, como roedores, conejos, ovejas y rumiantes, los 
cuales se infectan del medioambiente, donde el microorganis¬ 
mo contamina la vegetacion y el suelo. Las infecciones en estos 
animales son sepsis, romboencefalitis, prematuridad y abor- 
to.' ' L. monocytogenes tambien es un contaminante frecuente 
de los productos alimenticios. Puede crecer en biopeliculas 
sobre la superficie de distintos alimentos y en realidad la refri- 
geracion aumenta aun mas su crecimiento debido a la capaci- 
dad de los microorganismos para crecer a 4 "C. Dada su ubicui- 
dad en los alimentos, es probable que los seres humanos tengan 


contacto diario con estos microorganismos y, en consecuencia, 
algunas personas se convierten en sus portadores fecales.^®^ El 
microorganismo es un componente transitorio de la flora intes¬ 
tinal humana y puede ser excretado en las heces en un 1-10% de 
las personas sanas.^®^^®^ La listeriosis humana ocurre principal- 
mente en los meses de primavera y verano, y hay casos espora- 
dicos (fuera de los brotes de transmision alimentaria) en tasas 
anualizadas de menos de 1 caso por 100 000 habitantes, aunque 
la infeccion es mas frecuente en los lactantes (10 casos/100 000 
habitantes) y los ancianos (1,4 casos/100 000 habitantes).^^^ 
Aunque la infeccion asintomatica es bastante rara, siempre se 
debe sospechar en el caso de huespedes inmunodeprimidos. 

Importancia cimica de L. monocytogenes 

L. monocytogenes se asocia con diversos smdromes clini- 
cos.553.599.6oo.62i.669 fesultado mas frecuente de la adquisicion 
del microorganismo casi siempre como consecuencia de la 
ingestion de alimentos contaminados, es la aparicion de un 
estado de portacion gastrointestinal en individuos asintomati- 
cos. Durante este estado el microorganismo puede ser excretado 
en las heces. La infeccion sintomatica aguda ocurre a menu- 
do durante el embarazo, habitualmenle durante la ultima mitad de 
la gestacion (segundo o tercer trimestre) y la enfermedad se 
presenta con smtomas similares a la gripe, con fiebre, odinofa- 
gia, mialgias, malestar general, dolor en hipogastrio y dorsal- 
gia.®^^ En ocasiones, se observa secrecion vaginal, diarrea y 
smtomas urinarios. Se puede presentar leucocitosis periferica 
y los hemocultivos recogidos durante la fase aguda de esta 
enfermedad transitoria pueden ser positivos. Durante la infec¬ 
cion matema, puede ocurrir bacteriemia oculta y la transmision 
transplacentaria del microorganismo, que conducen a la infec¬ 
cion intrauterina del feto.®^^ La infeccion in utero puede indu- 
cir trabajo de parto y el nacimiento prematuro de un feto infec- 
tado o mortinato. En general, los smtomas en la madre ceden 
luego del parto y el alumbramiento. La supervivencia fetal esta 
determinada en parte por la duracion de la gestacion: el aborto 
espontaneo ocurre cuando esta se adquiere al comienzo del 
embarazo y se presenta una infeccion neonatal cuando la infec¬ 
cion se adquiere mas tarde.^®**^^ 

La enfermedad en los neonatos puede ser categorizada como 
de “inicio temprano” o de “inicio tardio”. En general, los recien 
nacidos infectados in utero presentan sepsis aguda, tienen una 
enfermedad diseminada y se observan lesiones cutaneas pustu- 
losas y granulomas que contienen L. monocytogenes en el 
encefalo, el higado, los rinones, el pulmon y el bazo (enferme¬ 
dad de inicio temprano). Los tejidos placentarios suelen mos- 
trar pruebas de corioamnionitis aguda. La mortalidad de la lis¬ 
teriosis de inicio agudo es alta, pero las infecciones neonatales 
mortales son mas frecuentes en los ninos inmunodeprimidos.^^® 
La listeriosis en los lactantes tambien puede presentarse como 
infecciones de inicio tardio, en las cuales el neonato se infecta 
a traves de la portacion gastrointestinal matema del microorga¬ 
nismo. El lactante es expuesto a los microorganismos durante 
el parto vaginal a traves del canal de parto; la deglucion o la 
aspiracion de los microorganismos en este medio es el modo 
probable de adquisicion del microorganismo y de la infeccion. 
Los lactantes con este cuadro tienen mas de 3 a 5 dfas de vida, 
y la enfermedad aparece 7 a 14 dias despues del nacimien- 
IQ 553,599 general, la listeriosis de inicio tardio se presenta 
como una meningitis neonatal, con signos y smtomas de fiebre, 
irritabilidad y fontanelas hipertensas. En estos recien nacidos, 
la tincion de Gram del liquido cefalorraquideo (LCR) muestra 
leucocitos polimorfonucleares junto con hiperproteinorraquia e 
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hipoglucorraquia; se observan los bacilos grampositivos de L 
monocytogenes en mas del 50% de los casos. En los casos de 
enfermedad de inicio tardio, el embarazo casi siempre transcu- 
rre sin complicaciones, signos de infeccion (p. ej., fiebre) ni 
sepsis (p. ej., hemocultivos positivos). 

Las personas adultas tambien pueden infectarse con L mo¬ 
nocytogenes; estos pacientes presentan sepsis aguda, meningi¬ 
tis subaguda, meningoencefalitis o romboencefalitis.^^ Los 
adultos que sufren una sepsis aguda por listeria suelen tener 
procesos malignos subyacentes o estan inmunodeprimidos (p. 
ej., iinfoma, trasplante de organos, diabetes, enfermedad hepa- 
tica/renal cronica, colagenopatias). En general, se observan 
hemocultivos positivos y un cuadro clinico similar a la sepsis 
asociada con la bacteriemia por gramnegativos. En algunos 
pacientes, los microorganismos atraviesan la barrera hemato- 
encefalica e infectan las meninges y el encefalo.^^^ La menin¬ 
gitis subaguda se desarrolla en varios dias y se caracteriza por 
fiebre de bajo grado, cefaleas y rigidez de la nuca. En la pre- 
sentacion subaguda, los recuentos de celulas en LCR suelen ser 
mas bajos y los microorganismos a menudo no se observan en 
las tinciones de Gram del LCR. La meningoencefalitis causada 
por L monocytogenes se asocia con varias caracteristicas sin- 
gulares. La rigidez de nuca es menos frecuente y se observa en 
el 80-85% de los adultos. Los trastornos motores, como ataxia, 
temblores, paralisis de nervios craneales y actividad comicial, 
son mas frecuentes con la infeccion por listeria que por otros 
agentes etiologicos de meningoencefalitis.Otra caracte- 
ristica clmica de estos pacientes es la fluctuacion del estado 
mental. En algunos casos, la infeccion del sistema nervioso 
central por listerias puede progresar y afectar el tronco ence- 
falico (rombencefalitis), y los estudios por imagenes por lo 
general muestran microabscesos en el diencefalo y en el cere- 
belo.^^° 

Los abscesos encefalicos, tanto unicos como multiples, pue¬ 
den producirse como complicacion de la meningoencefalitis 
por listerias.^'®El diagnostico de meningoencefalitis y de 
romboencefalitis se establece por el cultivo de las muestras de 
LCR y sangre. 

Las infecciones focales causadas por L monocytogenes 
abarcan infecciones cutaneas, abscesos, artritis, peritonitis (que 
incluye peritonitis bacteriana espontanea), abscesos hepaticos 
y esplenicos, colecistitis, endoftalmitis, infecciones de articula- 
ciones protesicas y de injertos vasculares, osteomielitis, mio- 

carditis y endocarditis.- 332 , 351 . 452 . 453 . 472 . 544 . 812 . 837 , 844.915 

mayoria de estas complicaciones se asocian con la diseminacion 
hematogena y suelen ocurrir en huespedes inmunodeprimidos. 
Se han comunicado casos en pacientes inmunodeprimidos debi- 
do a enfermedades agudas o cronicas de fondo caracterizadas 
por inmunodeficiencia celular o humoral (p. ej., neoplasias, 
lupus eritematoso sistemico, artritis reumatoide, trasplante de 
organos, colitis ulcerosa, diabetes, nefropatia, cirrosis alcoholi- 
ca e infeccion por HIV) y en los que son tratados con agentes 
quimioterapicos citotoxicos o esteroides por sus trastornos sub- 
yacentes.^'^'^^'^'^^-^^''^'^^^'^'^®^^' Se observaron infecciones cutane¬ 
as en individuos antes sanos que tuvieron contacto directo con 
animates infectados o tejidos animates (tejidos placentarios, 
liquido amniotico). Estas infecciones ocurren en veterinarios, 
individuos con ocupaciones asociadas con animates y, en oca- 
siones, en el personal de laboratorio. Las infecciones cutaneas 
se caracterizan por lesiones papulares o pustulosas y han ocu- 
rrido infecciones diseminadas luego de la inoculacion cutanea 
primaria.^^^'^^^ La endocarditis por L monocytogenes es resul- 
tado de la bacteriemia y suele afectar las valvulas aortica o 
mitral nativas danadas o las valvulas protesicas. Es frecuente la 


embolizacion septica y la formacion ulterior de abscesos en 
sitios distantes. Se observan abscesos hepaticos y esplenicos, 
hepatitis, granulomas hepaticos y peritonitis espontanea cau- 
sados por L. monocytogenes diseminada en pacientes con 
trasplantes, en diabeticos y en aquellos con cirrosis u otras 
hepatopatias.^®^ Se han documentado infecciones de liquido 
pleural por L monocytogenes en pacientes con cancer, en los 
cuales la infeccion pleural ocurrio por siembra hematogena 
de derrames pleurales malignos mas que en forma secundaria 
a un proceso paraneumonico.^^^ L monocytogenes tambien 
puede causar infecciones en pacientes que se encuentran en 
dialisis peritoneal ambulatoria continua y en aquellos que tie- 
nen derivaciones ventriculoperitoneales.^^®’^^®-®'^^^^ Algunos 
estudios mostraron que los individuos con infeccion por HIV 
tienen un riesgo 500 a 1 000 veces mayor de sufrir una infec¬ 
cion por HIV que la poblacion general.'’^® En los casos tipicos, 
las infecciones por listerias en individuos infectados por HIV 
se presentan como meningitis o como bacteriemia sin una fuen- 
te identificable.^^'^^^’^^^'^'^'^ 

L monocytogenes esta presente como contaminante en 
muchos tipos de productos alimenticios, como leche y verduras 
crudas, peces, aves de corral y cames frescas y procesa- 
das.683.775.781 alimcntos contaminados, los recuentos de 

colonias del microorganismo pueden exceder 10‘^ unidades for- 
madoras de colonias (UFC)/g de alimento. En los ultimos anos, 
se han reconocido con frecuencia creciente brotes de gastroen¬ 
teritis febril por alimentos debidos a L. 

En las vacas lecheras puede producir 
encefalitis, meningitis, septicemia y mastitis. La siembra del 
microorganismo desde la ubre o la contaminacion del medio- 
ambiente puede conducir a su presencia en la leche cruda.^^* 
Algunas encuestas han indicado que L monocytogenes puede 
estar presente en alrededor del 4% de las muestras de leche 
cruda examinadas en los Estados Unidos.^*’ El microorganismo 
ha sido aislado en leche y quesos no pasteurizados preparados 
con productos lacteos tambien sin pasteurizar. El rastreo de 
otro brote logro que se estableciera que la contaminacion pro- 
venia de repollos y ensaladas de repollos, zanahorias, cebolla y 
mayonesa contaminados.En estos casos, el repollo crecio en 
suelo contaminado con excrementos de ovejas infectadas. En 
1985, un brote grande en el condado de Los Angeles, 
California, afecto a mas de 181 personas, incluidos 93 casos 
perinatales, y condujo a una tasa de mortalidad del 33%.''’' El 
alimento implicado fue un queso blando de estilo mexicano 
que habia sido preparado con leche no pasteurizada. Tambien 
se ha implicado en algunos brotes el helado contaminado; las 
carnes crudas y los productos procesados preparados con car- 
nes y pescado pueden tambien alojar a los microorganismos.'''^ 
En 1994, ocurrio un brote transmitido por alimentos en 10 de 
36 personas (incluidas dos mujeres embarazadas) que asistie- 
ron a una fiesta en la ciudad de Nueva York.^^'' En este brote, 
los camarones fueron los alimentos contaminados. La investi- 
gacion de otro brote entre 45 concurrentes de un picnic en 
Illinois indico que la leche de chocolate estaba contamina- 
daJ98 774 corolario del reconocimiento de los brotes de 

transmision alimentaria de listeriosis, se describio un sindrome 
de gastroenteritis febril causado por L. monocytogenes. Este 
sindrome incluye diarrea no sanguinolenta, nauseas y vomitos 
acompanados por fiebre, fatiga, escalofrios y mialgias.^^'^*^^^’^^'' 
El analisis serologico retrospective de pacientes con gastroen¬ 
teritis febril ha podido demostrar respuestas inmunitarias a la 
listeriolisina, un presunto factor de virulencia de L monocyto¬ 
genes. La gastroenteritis febril suele ser autolimitada, pero 
puede ocurrir enfermedad invasora en pacientes inmunodepri- 
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midos y en aquellos con otras infecciones gastrointestinales 
bacierianas o virales subyacentes.^^^ 

Junto con el reconocimiento y la documentacion de brotes de 
iransmision alimentaria debidos a L. monocytogenes, los CDC 
ban establecido pautas para su prevencion.^"^^ Las pautas, que se 
aplican a todos los individuos, son cocinar con cuidado los ali- 
menios crudos de origen animal; lavar en forma minuciosa las 
\ erduras crudas antes de comerlas; mantener las cames crudas 
>eparadas de las verduras, los alimentos cocidos y los “alimen- 
los listos para comer” y evitar el consumo de leche cruda (no 
pasteurizada) o de alimentos elaborados con ella. Se deben 
la\ar con cuidado las manos, los cuchillos y las planchas para 
cortar despues de la manipulacion de alimentos crudos. En las 
personas con alto riesgo de listeriosis (personas inmunodepri- 
midas. embarazadas, ancianos), se deben evitar los quesos blan- 
dos (p. ej., queso de estilo mexicano, queso fresco, queso 
cremoso, Camembert y Roquefort), aunque no hay ninguna 
necesidad de evitar los quesos duros (p. ej., queso gruyer, 
queso Colby), el queso crema, el requeson o el yogur.^^^ Los 
alimentos sobrantes o “listos para comer” (p. ej., “perritos ca- 
lientes”) deben ser recalentados con vapor hasta que esten 
calientes antes de ingerirlos. Los alimentos “del mostrador de 
chacineria” (p. ej., fiambres, salames) deben evitarse o calen- 
tarse con cuidado. A mediados de la decada de 1990, la indus- 
iria alimentaria introdujo una iniciativa denominada Analisis 
de riesgos en puntos de control criticos (Hazard Analysis at 
Critical Control Points, HACCP) para mejorar la vigilancia y el 
control de L. monocytogenes y otros patogenos transmitidos 
per alimentos en el medioambiente de la planta procesadora de 
alimentos. La Food and Drug Administration (FDA) ha exigi- 
do un enfoque de “cero tolerancia” para el control de la liste¬ 
riosis, con incrementos tanto en la cantidad de inspecciones 
en los centros de procesamiento de alimentos como el retiro 
del mercado de los alimentos sospechosos de albergar pato- 
genos.*"^^ 

Tambien se han documentado infecciones intrahospitalarias 
por listerias. En junio de 1989, ocurrio un brote de listeriosis 
hospitalaria en Costa Rica en recien nacidos de 4 a 8 dfas de 
vida luego del parto de un lactante con infeccion por listeria 
de inicio temprano.^*^ La investigacion de posibles fuentes del 
microorganismo para los nueve casos mostro que todos los lac- 
tantes habian sido banados con vaselina de un recipiente de 
multiples dosis. Se aislo una cepa de L. monocytogenes que era 
identica a la de los lactantes mediante electroforesis enzimati- 
ca multilocus del frasco de vaselina mediante enriquecimiento 
en frio. El rastreo de otro brote de listeriosis hospitalaria en 
recien nacidos detecto como frente de infeccion el uso fre- 
cuente de un termometro rectal limpiado en forma incorrec- 
ta.^^^ Tambien han ocurrido casos agrupados de infecciones 
hospitalarias por L. monocytogenes en adultos inmunosuprimi- 
dos en varies hospitales. Muchas veces no pudo determinarse 
la fuente de microorganismos de estos brotes. 

Aisiamiento de L. monocytogenes en muestras cimicas 

L monocytogenes puede ser aislado en sangre, LCR, mues¬ 
tras genitales, Ifquido amniotico y muestras de biopsia de teji- 
dos maternofetales. La inoculacion directa tanto en medios de 
agar como en caldo con una incubacion durante toda la noche 
suele dar como resultado el desarrollo del microorganismo, En 
las tinciones de Gram de muestras cimicas y de hemocultivos, 
el microorganismo puede aparecer como bacilos grampositivos 
comunes o como cocobacilos pletoricos y cortos. Si se presen- 
tan celulas polimorfonucleares o mononucleares, los microor¬ 


ganismos se encuentran tanto en forma intracelular como extra- 
celular. Debido a las variaciones en la morfologia de la colora- 
cion de Gram que se observan con este microorganismo, los 
morfotipos de L. monocytogenes pueden ser confundidos con 
difteroides o con ciertos estreptococos, sobre todo S. pneumo¬ 
niae, enterococos y algunos estreptococos viridans. 

Los metodos para el aisiamiento de L monocytogenes en los 
alimentos difieren significativamente de los utilizados para el 
de muestras cimicas humanas. Estos metodos comprenden el en¬ 
riquecimiento en caldo y el subcultivo en distintos tipos de 
medios selectivos, entre ellos Chromogar (Paris, Francia). El 
reconocimiento de L. monocytogenes se logra por la presencia 
de sustancias quimicas en los medios que producen colonias 
coloreadas. Estos metodos se mencionan en publicaciones del 
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y del Ser- 
vicio de Inspeccion de Alimentos de Holanda/*®^^*'^ 

Identificacion de especies de Listeria 

L. monocytogenes crece bien en agar sangre de camero (SBA) 
y produce colonias bianco grisaceas que se asemejan estrecha- 
menie a las de los estreptococos p-hemoliticos del grupo B. 
Despues de 18-24 horas de incubacion, las colonias pueden 
mostrar una zona estrecha de p-hemolisis que no se extiende 
mucho mas alia del borde de la colonia (vease lamina en color 
14-IB y C). Antes de ese momento, la p-hemolisis solo se 
puede observar directamente debajo de la colonia luego de eli- 
minar el crecimiento de esta de la superficie de agar con un 
hisopo. En la incubacion mas prolongada o en zonas de la placa 
que han sido inoculadas con cortes, la P-hemolisis del micro¬ 
organismo se torna mas obvia. Entre las otras especies, las 
subespecies de L. ivanovii producen zonas anchas o incluso 
multiples zonas de P-hemolisis en medios que contienen san¬ 
gre o sangre de caballo, mientras que L. seeligeri produce 
zonas hemoliticas que son mas estrechas que las de L. monocy¬ 
togenes. Fujisawa y Mori evaluaron varios medios basales y 
sangre de diferentes especies animales para la deteccion de 
p-hemolisis producida por L monocytogenes y observaron que 
la base de agar sangre n° 2 (Oxoide, Basingstoke, Inglaterra) con 
suplemento de sangre desfibrinada de caballo al 5% proporcio- 
naba la deteccion mas defmida de la actividad de hemolisina.^*^ 
Debido a la semejanza de las colonias de L. monocytogenes con 
las de los enterococos y los estreptococos p-hemoliticos del 
grupo B, no se recomienda la utilizacion de procedimientos 
abreviados de identificacion en el laboratorio. Siempre se de¬ 
ben realizar tinciones de Gram y pruebas de catalasa. 

L. monocytogenes es un bacilo grampositivo catalasa positi- 
vo, facultativo (cuadro 14-2). El microorganismo es movil y 
muestra unos movimientos “tambaleantes” sobre todo en frotis 
de “gota gruesa” preparados con cultivos de caldo despues de 
la incubacion durante una noche a 25 °C. Esta mayor motilidad 
luego de la incubacion a temperatura ambiente tambien es evi- 
dente en un medio semisolido para motilidad, donde el micro¬ 
organismo muestra un “paraguas” caracteristico de motilidad 
cerca de la superficie del medio que contiene agar al 0,2-0,4% 
despues de la incubacion a 25 "(T (vease lamina en color 14- 
lE).’’ El microorganismo tambien crece en presencia de bilis al 
40% e hidroliza la esculina; por lo tanto, se pueden usar medios 
de agar inclinado (pico de flauta) con bilis esculina, como los 
que se utilizan para el diagnostico presuntivo de estreptococos 
del grupo D {Streptococcus bovis) y enterococos para demos- 
trar hidrolisis de esculina. El microorganismo es fermentative, 
produce acido a partir de glucosa y produce acetoma, lo que 
conduce a una reaccion de Voges-Proskauer positiva. Todas las 



Cuadro 14*2 Caractensticas fenotipicas para la identificacion de especies de Listeria 


ESPECIES 

HEMOLISIS, 

SBA 

REDUCCION 
DE NO, 

HIDROLISIS 

DE HIPURATO 

PRUEBA 
DE CAMP, 

S. AUREUS 

PRUEBA 
DE CAMP, 
R. EQUI 

L. monocytogenes 

p 

- 

+ 

+ 

V 

L. ivanovii subespecie 

p" 

- 

+ 

- 

+ 

ivanovii 

L ivanovii subespecie 

p“ 

- 

+ 

- 


londoniensis 

L. innocua 

Ninguna 

- 

+ 

- 

- 

L. grayi 

Ninguna 

V 

- 

- 

- 

L. seeligeri 

p 

ND 

ND 

+ 

- 

L. welshimeri 

Ninguna 

ND 

ND 

- 

- 


“Zonas ampiias o multiples de ^hemolisis. 

+, reaccion positiva; . reaccion negativa; V, reaccion variable: ND, datos no disponibles. 


PRODUCCION DE ACIDO A PARTIR DE: 


Manitol 

a-metil- 

D-manosido 

L-ramnosa 

D-xilosa 

Ribosa 

.V-acetil-p- 

D-manosamina 

Almidon 

soluble 

- 

+ 

+ 

- 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

ND 

- 

+ 

+ 

V 

- 

V 

ND 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

V 

+ 

- 

ND 

ND 
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cepas de L. monocytogenes fermentan el a-metil-D-manosido y 
no fermentan la D-xilosa. La reaccion P-hemolitica, la prueba 
de catalasa positiva, la falta de produccion de H^S en agar tri¬ 
ple azucar hierro (TSI), la motilidad a temperatura ambiente y 
la hidrolisis de esculina diferencian L monocytogenes de 
Erisipelothrix rhusiopathiae. Este microorganismo se diferen- 
cia de todas las especies de Coiynehacterium por la motilidad. 
Leisfonia aquatica, el ex ''Corynehacterium aquaticufn\ tam- 
bien es un bacilo grampositivo, catalasa positive y movil, pero 
este microorganismo es no hemolitico, crece como colonias 
con pigmentacion amarilla y muestra una reaccion de Voges- 
Proskauer negativa (vease la seccion sobre especies de Leifso- 
nia). Aunque las caracteristicas de L monocytogenes suelen ser 
uniformes y poco ambiguas, se ban aislado cepas aberrantes 
que carecen en actividad de catalasa en pacientes con sepsis y 
meningitis por listeria tipicas.^^^ ^'^^’*^^ En el cuadro 14-2 se pre- 
sentan las caracteristicas bioquimicas para la identificacion de 
las especies de Listeria. 

La prueba de CAMP tambien se ha utilizado para identificar 
L monocytogenes. Con las especies de Listeria, la prueba 
CAMP se realiza con una cepa de S. aureus productora de 
(J-lisina y con una cepa de Rhodococcus equi. Se observa 
hemolisis sinergica entre S. aureus y cepas presuntas de L. 
monocytogenes y L. seeligeri, mientras que se observa hemoli¬ 
sis aumentada entre R. equi y cepas presuntas de L. ivanovii. 
Con L. monocytogenes, esta indicada una prueba de CAMP 
positiva con S. aureus por una mayor hemolisis en la region 
que se encuentra entre las dos estrias de crecimiento que estan 
en angulo recto entre si y no se intersecan, mientras que la 
observada entre R. equi y L. ivanovii aparece como un area de 
hemolisis aumentada con forma de pala. Puede ser dificil inter¬ 
pretar esta prueba, ya que algunos investigadores han comuni- 
cado reacciones hemoliticas sinergicas entre L. monocytogenes 
y R. equi.^^ 

Tambien existen sistemas comerciales para la identificacion 
de especies de Listeria. Los sistemas API Coryne® (BioMe- 
rieux. Marcy TEtoile, Francia) y RapID CB-Plus® (Remel, Le¬ 
nexa, KS) contienen especies de Listeria en sus bases de datos 
y al menos identifican en forma confiable el genero de estos 
microorganismos. En una evaluacion de este sistema para la 
identificacion de especies de Listeria, el API Coryne identified 
las 72 cepas de L. monocytogenes que fueron evaluadas como 
L. monocytogenes/innocua y la identificacion de la especie fue 
dependiente de la presencia de P-hemdlisis y de una reaccion 
de CAMP positiva (vease lamina en color 14-Otros 
investigadores han comunicado resultados similares tanto para 
API Coryne como para RapID API 

Listeria (BioMerieux) y Micro-ID Listeria (Remel, Lenexa, 
KS) estan disenados especiTicamente para la identificacion de 
especies de Listeria. El primero es un sistema de sustratos enzi- 
maticos cromogenicos de 10 pruebas que identifica de modo 
fiable varias especies en el genero, entre ellas L monocytoge¬ 
nes, dentro de las 24 horas.^"^’^^^’^^^ Este panel incluye una prue¬ 
ba para glicil arilamidasa (prueba DIM) que diferencia L. 
monocytogenes (prueba DIM negativa) de L. innocua (prueba 
DIM positiva) sin necesidad de evaluar la actividad hemolitica 
en SBA. Tambien se pueden utilizar las pruebas autonomas 
para la deteccion de alanil arilamidasa que utilizan D,L-alanina- 
P-naftilamida o D,L-alanina-/?-nitroanilida para identificar 
especies de Listeria.^^ L. monocytogenes no hidroliza estos 
compuestos debido a la ausencia de arilamidasas especificas, 
mientras que todas las otras especies, que incluyen L. innocua, 
son alanil o glicil arilamidasa positivas. Esta prueba es muy util 
para identificar cepas de L monocytogenes que son poco 


hemoliticas o no hemoliticas. El Micro-ID Listeria de 15 prue¬ 
bas tambien identifica correctamente a estos microorganismos, 
pero al igual que API Coryne, requiere una evaluacion de 
hemolisis para la diferenciacion de L. monocytogenes y L. 
innocua.^'^ Tambien se han utilizado ciertos sustratos en el 
panel de asimilacion de hidratos de carbono API 50CH 
(BioMerieux) para la identificacion de especies de Listeria."^^^ 

Se han desarrollado ademas metodos moleculares para la 
identificacion de especies de Listeria. Tambien existe un ensa- 
yo con sonda quimioluminiscente de DNA altamente sensible 
y especifico -AccuProbe® Listeria (Gen-Probe, San Diego, 
CA) y un ensayo con sonda espectrofotometrica de DNA 
-GeneTrak Listeria® (GeneTrak Systems, Framingham MA)- 
para la identificacion rapida de L. monocytogenes de colonias 
que crecen en medios de aislamiento primario.^^*^^' La ultima 
prueba se creo y utilizo fundamentalmente para la deteccion de 
L. monocytogenes en los alimentos. Volohov y cols., en la Food 
and Drug Administration, idearon un ensayo de micromatrices 
moleculares para la identificacion de las seis especies de 
Listeria. Este ensayo involucraba la amplificacion mediante 
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiple de seis 
genes diana y la hibridacion de sondas de DNA monocatenario 
marcadas con fluorescencia especificas para cada una de las 
seis especies. 

Se han utilizado varios metodos para la caracterizacion 
molecular de las cepas de L. monocytogenes del medioambien- 
te y tanto de infecciones humanas como animales. Los meto¬ 
dos electroforeticos enzimaticos multilocus han sido utiles en 
los estudios taxonomicos de listerias, pero no son suficiente- 
mente discriminatorios para fines epidemiologicos,^^’^^’^^^ La 
ribotipificacion, la determinacion de huellas dactilares del 
DNA (fingerprinting) sobre base de PCR, el polimorfismo de 
longitud de fragmentos de restriccion, la electroforesis en gel 
de campo pulsado y PCR con cebado aleatorio han sido muy 
utiles para la identificacion de especies de Listeria, en inves- 
tigaciones de brotes de listeriosis por transmision alimenta- 
ria, en la diferenciacion entre la recaida y la reinfeccion, y en 
la determinacion de la diferencia de cepas entre las cepas 
ambientales y aquellas provenientes de animales con listerio- 
gjg 195,338.518,534,554.640.655,901,909 utilizado mctodos similarcs 

para la vigilancia de Listeria en mataderos y para la caracteri¬ 
zacion de cepas aisladas en distintos productos alimenti- 
cios.^'‘2,692 electroforesis en gel de campo pulsado parece ser 
el metodo mas solido de subtipificacion de algunos serotipos 
de listerias como los serotipos 4b, que no son subtipificados 
fiablemente mediante otros metodos moleculares, como la 
ribotipificacion y el polimorfismo de longitud de los fragmen¬ 
tos de restriccion. El sistema automatico RiboPrinter® 
(Qualicon, Wilmington, DE) facilita el rapido reconocimiento 
(8 horas) de cepas relacionadas y puede ser util como primer 
paso para caracterizar cepas aisladas durante los brotes, utili- 
zandose otros metodos (electroforesis en gel de campo pulsa¬ 
do) para una mayor caracterizacion. Cai y cols, describieron un 
metodo de tipificacion que involucraba la secuenciacion multi¬ 
locus de genes especiTicos (genes de mantenimiento -houseke¬ 
eping genes-, genes asociados con la virulencia) y regiones 
espaciadoras intergenicas de los que se observe que son repro- 
ducibles y altamente discriminatorios para diferenciar las cepas 
de L. monocytogenes humanas, animales y transmitidas por ali¬ 
mentos.La serotipificacion, metodo clasico de caracteriza¬ 
cion de especies, no ha sido muy util, dado que solo una peque- 
na cantidad de serotipos (especiTicamente los serotipos l/2a, 
l/2b y 4b) ha sido vinculada con brotes y con la aparicion de 
enfermedad. Mas aun, algunos antigenos de L monocytogenes 



736 CAPITULO 14 Bacilos grampositivos aerobics y facultativos 


utilizados en el esquema de tipificacion son compartidos con L 
innocua, L seeligeri y L. welshimeri. Tambien existen grupos 
de bacteriofagos para la tipificacion de fagos de L. monocyto¬ 
genes utilizados por muchas plantas procesadoras de alimentos 
en Europa. La tipificacion de fagos no es muy eficiente porque 
algunas cepas son no tipificables con los conjuntos de fagos 
existentes. Algunos estudios ban mostrado que las cepas del 
mismo serotipo provenientes de diferentes areas geograficas 
pueden no ser igualmente sensibles a la lisis por el mismo con- 
junto de bacteriofagos.’^^ 

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento de las infecciones 
por Listeria 

Excepto en el caso de las mujeres que dan a luz a lactantes 
con enfermedad de inicio temprano, la infeccion por L. 
monocytogenes suele ser mortal si no se trata. L monocytoge¬ 
nes es en general sensible a penicilina, ampicilina, aminoglu- 
cosidos, eritromicina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol 
e imipenem.^*^ Las cefalosporinas (de primera, segunda y ter- 
cera generacion) y las fluoroquinolonas no son activas contra 
L. monocytogenes. La ampicilina con un aminoglucosido 
(p. ej., gentamina) o sin el se considera el tratamiento de elec- 
cion para las infecciones sistemicas.'’^’En los pacientes 
alergicos a la penicilina, se cree que trimetoprim-sulfametoxa¬ 
zol con rifampicina o sin ella es la mejor altemativa.^^’®^^*^^^ En 
un estudio retrospectivo tambien se observe que amoxicilina 
con trimetoprim-sulfametoxazol era un regimen terapeutico 
eficaz.^®^ Los pacientes deben ser tratados por lo menos duran¬ 
te 3 semanas, segun su estado inmunitario. Los que tienen una 
enfermedad avanzada por HIV pueden requerir tratamiento 
durante toda la vida para evitar las recaidas. Es interesante 
senalar que el uso de trimetoprim-sulfametoxazol como agente 
profilactico para las infecciones por Pneumocystis jiroveci en 
pacientes HIV positivos puede ser parcialmente responsable de 
proteger a estos individuos de las infecciones por Listeria, aun- 
que las pautas alimentarias ampliamente aceptadas tambien 
pueden tener cierta repercusion sobre la incidencia de enfer¬ 
medad en esta poblacion.^^^ La vancomicina es un agente tera¬ 
peutico apropiado contra la bacteriemia primaria por L 
monocytogenes, pero no atraviesa bien la barrera hematoence- 
falica como para ser litil en el tratamiento de la meningitis. 
Nunca se ha comunicado una resistencia natural alta a la van¬ 
comicina entre las listerias, pero se han transferido genes vanA 
que codifican la resistencia a la vancomicina en Enterococcus 
faecium a L. monocytogenes y otras cuatro especies de Listeria 
en laboratorios de investigacion.^^ Para evaluar la sensibilidad 
a los antibioticos de las especies de Listeria, el Clinical 
Laboratory Standards Institute (CLSI) de los Estados Unidos 
recomienda utilizar un metodo de microdilucion en caldo de 
Mueller-Hinton con suplemento de cationes y sangre de caba- 
llo lisada al 2-5% solo para las pruebas con penicilina y ampi- 
cilina.^^^ 

Patogenicldad de otras especies de Listeria 

En modelos de cultivo de raton y tisulares, solo L. monocyto¬ 
genes y L. ivanovii muestran propiedades patogenas, mientras 
que las otras especies del genero se consideran no patogenas.^^^ 
Gouin y cols, observaron que el conjunto de genes asociados 
con la virulencia de L monocytogenes tambien se encuentra en 
L. ivanovii y L. seeligeri?^^ Aunque tanto L monocytogenes 
como L. ivanovii pueden invadir las celulas de mamiferos en 
cultivo tisular y propagarse de una celula a otra, la ultima espe- 


cie carece de la citotoxina asociada con L. monocytogenes, lo 
que sugiere que la falta de citotoxina puede explicar la menor 
virulencia de L. ivanovii Esta ultima es una causa contagio¬ 
sa de aborto tanto en ovejas como en ganado bovino.’^'^*’^ 
Cummins y cols, aislaron L ivanovii en hemocultivos de un 
paciente con SIDA complicado con un linfoma no Hodgkind^^ 
Lessing y cols, tambien lo aislaron en un hemocultivo de un 
alcoholico de 26 ahos consumidor de drogas intravenosas.^” 
En 2003, L. innocua fue comunicado por primera vez como 
causa de bacteriemia mortal en un paciente de 62 ahos no 
inmunodeprimido con colangitis y shock septico.^^^ El micro- 
organismo fue identificado mediante metodos convencionales 
y confirmado por API Listeria y secuenciacion de rDNA 16S. 


Especies de Erysipelothrix; Erysipelothrix rhusiopathiae 
y Erysipelothrix tonsillarum 
Taxonomia del genero Erysipelothrix 

En la edicion de 1984 del Manual de Sergey, se incluye el 
genero Erysipelothrix con los bacilos grampositivos, no espo- 
rulados habituales de condicion familiar incierta.**^^ Algunos 
estudios de secuenciacion de rRNA 16S indican que este gene¬ 
ro esta estrechamente relacionado con el micoplasma, mientras 
que el analisis de la pared celular sugiere una afiliacion con los 
clostridios y los actinomicetos. En la siguiente edicion del 
Manual de Sergey, el genero Erysipelothrix es clasificado en el 
nuevo filo Firmicutes en la clase Molicutos (recuadro 14-1). 
Dentro de esta clase, los ordenes I a IV incluyen a los mico- 
plasmas y microorganismos relacionados, mientras que el 
orden V (incertae sedis) incluye los generos Erysipelothrix y 
Holdemania en la familia propuesta “Erysipelotrichaceae”.^^^ 
Desde el punto de vista serologico, las cepas de Erysipelothrix 
pueden ser subidividas en serotipos, y el mas recientemente des- 
crito es el serotipo 26. Existen tambien algunas cepas, denomi- 
nadas “cepas N”, que no producen ningun anticuerpo precipi- 
tante contra extractos termoestables homologos o heterologos 
en conejos. Los estudios de hibridacion de DNA-DNA realiza- 
dos con estos distintos serotipos indican que el genero 
Erysipelothrix contiene dos especies: E. rhusiopathiae (com- 
puesta por los serotipos la, lb, 2a, 2b, 4-6, 8, 9, 11, 12, 15-17, 
19, 21 y tipo N) y E. tonsillarum (compuesta por los serotipos 
3, 7, 10, 14, 20, 22 y 23).’^^’^’° Las cepas que representan el pri¬ 
mer grupo de serotipos mostraron una hibridacion mayor del 
73% con la cepa tipo de E. rhusiopathiae, pero una hibridacion 
inferior al 24% con la cepa tipo de E. tonsillarum}^^ Por el con- 
trario. las cepas pertenecientes al segundo grupo de serotipos 
mostraron una hibridacion mayor del 66% con la cepa tipo E. 
tonsillarum y menor del 27% con la cepa tipo E. rhusiopat¬ 
hiae }^^ Estos datos geneticos tambien han sido apoyados por 
examenes de patrones proteicos de celulas enteras en SDS- 
PAGE.’^^^’’ Las cepas de E. tonsillarum son fenotipicamente 
identicas a E. rhusiopathiae, salvo en que la primera especie 
puede fermentar sacarosa (cuadro 14-3). Algunos estudios de 
genes rRNA 16S de E. rhusiopathiae y E. tonsillarum han 
mostrado que las secuencias de nucleotidos tienen una concor- 
dancia del 99,8% y solo se presenta una diferencia de tres 
nucleotidos entre las dos secuencias.'^^’’ Dos serotipos (13 y 18) 
se distinguen de los otros mediante hibridacion de DNA y pue¬ 
den representar especies genomicas separadas sin nombre. Se 
ha aislado E. tonsillarum en tejido de amigdalas porcinas y en 
la sangre de perros con endocarditis; pero no en infecciones 
humanas.’^^^*^^^ Las cepas pertenecientes al mismo serotipo 
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CuadrO 14-3 Caractensticas fenotipicas para la identilicadon de especies de Erysipelothrix 

\R.\CTERISTICA 

E. RHUSIOPATHIAE 

E. TONSILLARUM 

H^molisis. SBA 

Ninguna, a 

Ninguna, a 

r' i;alasa 

- 

- 

Riduccion de nitrato 

- 

- 

H.S en agar hierro de Kligler (KIA) 

+ 

+ 

A»:etoma 

+ 

+ 

Produccion de acido a partir de glucosa 

+ 

+ 

Produccion de acido a partir de sacarosa 

- 

+ 

Serotipos incluidos^ 

la, lb, 2a, 2b, 4-6, 8, 9, 11, 12, 15-17, 19, 21,tipoN 

3,7, 10, 14, 20, 22, 23 

Las serotipos 13 y 18 son distintos de los otros por hihridac ion de DNA >' pueden representor otros especies genoniicas separodas. 


representan cepas diversas, conio lo demostro la ribotipificacion 
y la secuenciacion de rDNA 16S.‘^ Se ban desarrollado metodos 
basados sobre PCR para la deteccion directa del microorganis- 
mo en tejidos de cerdos provenientes de mataderos.^’^ 

Factores de virulencia de E. rhusiopathiae 

E. rhusiopathiae produce varios factores que pueden aumen- 
tar la virulencia de estos microorganismosJ^^ La neuraminida- 
sa. enzima que libera residuos de acido sialico terminal de glu- 
colipidos y glucoprotemas, al parecer funciona promoviendo la 
fijacion de las bacterias y la ulterior invasion celular de E. rhu¬ 
siopathiae Su mayor propagacion en los tejidos puede de- 
berse a la produccion de hialuronidasa por el microorganismo, 
aunque el papel de esta enzima en la patogenia de la enferme- 
dad no es todavia muy claro/^^ E. rhusiopathiae tambien pro¬ 
duce una capsula de polisacarido, la cual tiene un peso mole¬ 
cular de 14 a 22 kDa y funciona ayudando al microorganismo 
a resistir la fagocitosis por los leucocitos polimorfonuclea- 
res}^ En presencia de suero normal, los macrofagos pueden 
fagocitar a estos microorganismos, pero la capsula les permite 
sobrevivir y reproducirse intracelularmente por la inhibicion de 
la explosion oxidativa dentro de los macrofagos y una produc¬ 
cion reducida de metabolitos oxidativos reactivos^^^ La opso- 
nizacion con anticuerpos anticapsulares y complemento 
promueve la fagocitosis y la destruccion intracelular de los 
microorganismos. Tambien se demostro que algunas estructu- 
ras de la superficie celular distintas de la capsula influyen en la 
reduccion de la inmunidad protectora contra la infeccion por E. 
rhusiopathiae. Los antisueros dirigidos contra SpaA purifica- 
da, una protema de superficie de 69 kDa que se extiende desde 
la superficie celular a traves de la capsula, pueden proteger a 
los ratones de la exposicion a una cepa virulenta de E. rhusio¬ 
pathiae, y la administracion de SpaA purificada a cobayos 
induce la formacion de anticuerpos opsonicos protectores."^*^^ ^^^ 
Tambien se sugirio un papel similar para una protema de super¬ 
ficie de 64-66 kDa, aunque esta protema. y tal vez otras, pue¬ 
den ser causa de la induccion de inmunidad celular mas que de 
inmunidad humoral. 

Imporlancia clinica de E. rhusiopathiae 

E. rhusiopathiae se distribuye ampliamente en la naturaleza, 
donde se encuentra en distintas especies de animales, princi- 
palmente cerdos y vacas. Como tambien en peces, aves y otros 
mamiferos salvajes y domesticos.’^^ En cerdos y vacas, causa 


una enfermedad de importancia economica conocida como eri- 
sipela, pero puede provocar una enfermedad importante en 
otras especies de animales salvajes y domesticos. La erisipela 
del cerdo es el resultado de la ingestion de alimentos y agua con- 
taminados. Los microorganismos se multiplican en las amigda- 
las y los tejidos linfoides en el intestino y ganan acceso al torren- 
te circulatorio. En estos animales, E. rhusiopathiae causa una 
septicemia aguda o una enfermedad cronica con el desarrollo de 
poliartritis y endocarditis. Tambien se lo encuentra en materia 
organica en descomposicion y puede ser aislado en el suelo. En 
general, los seres humanos adquieren el microorganismo a traves 
del contacto con los tejidos de animales y sus productos infecta- 
dos. De ahi que la infeccion habitual me nte, pero no siempre, esta 
limitada a individuos de ciertas ocupaciones, como camiceros, 
veterinarios, granjeros y Pescadores.*®^ 

En los seres humanos, E. rhusiopathiae puede causar una 
infeccion cutanea localizada y leve o, pocas veces, una infec¬ 
cion sistemica con septicemia.La primera forma, denomi- 
nada erisipeioide, aparece luego de la inoculacion cutanea del 
microorganismo y suele encontrarse sobre los dedos o la 
mano.^**® En los casos tipicos, hay dolor localizado, tumefac- 
cion y un eritema violaceo que puede propagarse hasta la 
muneca y el antebrazo. Las lesiones aparecen 2 a 7 dias des¬ 
pues de la infeccion y se caracterizan por un borde elevado y 
eritematoso que avanza y un area central que ha perdido color. 
Una manifestacion cutanea mas grave incluye la formacion de 
ampollas hemorragicas junto con linfadenitis o linfangitis 
regional. Como el microorganismo se ubica en las regiones 
perivasculares de la dermis, se necesitan muestras de biopsia 
del borde de la lesion que avanza para aislarlo en las infeccio- 
nes localizadas. Esta forma de infeccion suele ser autolimitada 
y cicatrizar en 2 a 4 semanas. 

Las infecciones sistemicas ocurren pocas veces y se caracte¬ 
rizan por sepsis y bacteriemia.***^’^^^"*^^®^ En estos pacientes, es 
frecuente la endocarditis por E. rhusiopathiae (sobre todo del 
lado izquierdo) que causa un dano extenso de las valvulas y los 
tejidos cardiacos sanos, y tiene una mortalidad eleva- 
jjj 115,413,565.899,916 comunicado tanto endocarditis de valvu- 
la nativa como de valvula protesica (que incluye las valvulas 
protesicas de Starr-Edwards y las valvulas de xenoinjertos por- 
cinos) causadas por E. rhusiopathiae.^ A menudo, los indivi¬ 
duos con infeccion sistemica no tienen antecedentes de infec¬ 
cion cutanea primaria.®^^ Estos pacientes estan casi siempre 
debilitados por el tratamiento inmunosupresor (p. ej., adminis¬ 
tracion de corticosteroides) o trastomos subyacentes que con- 
ducen a estados de inmunosupresion, como cancer, diabetes. 
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alcoholismo o lupus eritematoso Tambien se 

ha comunicado una enfermedad multisistemica que se manifes- 
ta por shock e insuficiencia renal, sobre todo en los pacientes 
con endocarditis.^^Las manifestaciones y las complica- 
ciones inusuales de la sepsis y la bacteriemia por este microor- 
ganismo incluyen abscesos paravalvulares y miocardicos, artri* 
tis septica, fascitis necrosante e infartos intracraneales.^^^^^^*^'^®’^^^ 

Aislamiento e identificacion de E. rhusiopathiae 

E. rhusiopathiae puede aislarse en muestras de biopsia de 
lesiones de erisipeloide y ocasionalmente en hemocultivos. Las 
muestras de eleccion para el aislamiento son las obtenidas de 
los hordes en progresion de lesiones cuianeas con celulitis 
mediante la inyeccion de solucion salina fisiologica esteril 
seguida de aspiracion o mediante la obtencion de biopsias en 
sacabocados de las mismas zonas. El microorganismo crece 
bien en los medios de hemocultivo comercialmente disponi- 
bles. E. rhusiopathiae se desarrolla en forma adecuada en agar 
sangre de carnero y forma colonias pequenas (0,1 a 0,5 mm de 
diametro), circulares, convexas, lisas (vease lamina en color 
14-IH). Puede notarse una debil reaccion de a-hemolisis en el 
medio, en particular donde el crecimiento presenta mas zonas 
confluentes. En la tincion de Gram el microorganismo aparece 
en forma de bacilos delgados; tambien pueden observarse 
cadenas no ramificadas de bacilos (cuadro 14-3). La propiedad 
mas util para identificar a este microorganismo es la produc- 
cion de H,S en la profundidad del agar triple azucar hierro o del 
agar hierro de Kliger (KIA) en pico de flauta (agar inclinado). 
Cuando en cepas sospechosas no se investiga la produccion de 
H,S se puede concluir erroneamente que estos microorganis- 
mos son especies de Lactobacillus La inoculacion apropia- 
da por estria y puncion en el pico de flauta del medio KIA pon- 
dra en evidencia un agar inclinado acido y una zona profunda 
acida debido a la produccion de acido a partir de glucosa y lac- 
tosa; el H,S puede notarse en toda la profundidad o solo a lo 
largo de la Imea de estriacion en profundidad (vease lamina en 
color 12-2A). Esta reaccion es util para diferenciar E. rhusio¬ 
pathiae de otros bacilos gramnegativos como Arcanobacterium 
haemolyticum: esta especie presenta tambien p-hemolisis en 
agar sangre de carnero. Una reaccion de catalasa negativa, la 
falta de hemolisis o una a-hemolisis debil en el agar sangre de 
carnero y la produccion de H,S en el medio KIA o en agar tri¬ 
ple azucar hierro tambien ayudan a diferenciar E. rhusiopat¬ 
hiae de L. monocytogenes. La inoculacion por puncion en un 
tubo de agar gelatina y la incubacion a 22 lleva al creci¬ 
miento en forma de “cepillo limpiatubos”, en el cual los micro- 
organismos se propagan en Imeas perpendiculares a la inocula¬ 
cion por puncion.-lo que da una apariencia “vellosa” (vease 
lamina en color 14-lG). Se ha comunicado que E. rhusiopat¬ 
hiae produce una enzima coagulasa que puede coagular el plas¬ 
ma bovino o de conejos.^^’ No obstante, se establecio que esta 
caracteristica se debia al uso de citrato, hallado en el plasma; 
no se observe actividad de coagulasa cuando se utilizaron pre¬ 
parados con oxalato, EDTA o heparina.^^^ 

E. rhusiopathiae es debilmente fermentador, produce acido 
a partir de glucosa, galactosa, fructosa, lactosa, maltosa y N- 
acetilglucosamina. No produce acido a partir de glicerol, ara- 
binosa, xilosa, adonitol, inositol, manitol, sorbitol, amigdalina, 
melibiosa, trehalosa, celobiosa, inulina, melezitosa, rafmosa ni 
glucogeno.^'^^ No produce acetoina ni indol y no reduce los 
nitrates a nitrites. Las bases de dates de los sistemas de identi- 
ficacion API Coryne® y RapID CB-Plus® incluyen a E. rhu¬ 
siopathiae. Las cepas de E tons ilia rum son fenotipicamente 


identicas a E. rhusiopathiae, excepto en que la primera espe¬ 
cie tambien produce acido a partir de la sacarosa. Las caracte- 
risticas bioquimicas de identificacion de especies de Erysipelo- 
thrix se muestran en el cuadro 14-3. 

Sensibilidad de E. rhusiopathiae a \os antibioticos 

En general, las cepas de E. rhusiopathiae son sensibles a 
penicilina, cefotaxima, imipenem, piperacilina, clindamicina y 
ciprofloxacina.^^’ Se han comunicado sensibilidades varia¬ 
bles para eritromicina, tetraciclinas y cloranfenicol. Trimeto- 
prim-sulfametoxazol, gentamicina y netilmicina tienen escasa 
actividad contra E. rhusiopathiae. Es de importancia terapeuti- 
ca considerable el hecho de que las cepas de E. rhusiopathiae 
sean intrinsecamente resistentes a vancomicina, teicoplanina y 
otros glucopeptidos.^^^’^^^ Se observe que penicilina, imipenem 
y fluoroquinolonas son los agentes mas activos contra este 
microorganismo. Aun con un tratamiento antibiotico apropiado, 
la mortalidad asociada con la enfermedad diseminada puede ser 
de hasta un 35-40%. Esta alta mortalidad es atribuible en gran 
parte a las complicaciones de la endocarditis. 


Especies de Bacillus ygeneros relacionados 

Taxonomia y diseccion taxonomica del genero Baciiius 

El genero Bacillus esta formado por un grupo grande de 
bacilos grampositivos, catalasa positives y facultativos caracte- 
rizados por la capacidad para formar esporas en condiciones 
aerobias (vease lamina en color 14-2B). Tambien se describio 
un segundo genero esporulado, Sporolactobacillus, en la edi- 
cion de 1986 del Manual de Bacteriologi'a Sistemdtica de Ber- 
gey}^^ Este genero contiene una sola especie -S. inulinus- ba- 
cilo grampositivo esporulado que es catalasa negative, carece 
de citocromos y tiene menaquinonas. En 1990, Nimura y cols, 
describieron un tercer genero formador de endosporas, Amphi- 
bacillus, que contiene la especie A. xylanus.^^^ El genero 
Amphibacillus incluye bacilos facultativos que forman endos¬ 
poras en condiciones aerobias o anaerobias y carecen de cito¬ 
cromos, menaquinonas y actividad de catalasa. 

Dado que la descripcion del genero Bacillus pone un enfasis 
especial en la formacion de endosporas como criterio taxono- 
mico, se ha asignado al genero durante varias decadas un con- 
junto extremadamente diverso de especies. Aun dentro de este 
criterio, tambien se utilizan como descriptores taxonomicos la 
forma de las endosporas (esfericas, ovaladas, elipsoides, cilin- 
dricas), su localizacion dentro de la celula (central, subterminal, 
terminal) y los cambios inducidos por ellas en la forma celular 
(celulas tumefactas o no tumefactas por la espora intracelular). 
Hasta hace poco, los miembros del genero Bacillus abarcaban 
microorganismos aerobios y facultativos que tambien eran aci- 
dofilos, alcaliTilos, psicrofilos, mesofilos y termofilos, lo que 
reflejaba el crecimiento y el metabolismo en un amplio espec- 
tro de temperaturas y pH. Algunas especies pueden metabolizar 
una gran coleccion de fuentes de carbono, que incluyen meta- 
nol, celulosa y quitina. Tambien se observa una variacion 
importante en los aminoacidos que comprenden las uniones cru- 
zadas dentro del peptidoglucano de la pared celular. A nivel 
genetico, la diversidad dentro del genero esta ejemplificada por 
el contenido de G -h C, que varia de 33 a 69 mol%. Esta hetero- 
geneidad genetica es incompatible con la inclusion en un linico 
genero segun lo definen los metodos taxonomicos bacterianos 
actuales. No es sorprendente que algunos estudios de secuen- 
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ci^ion de rRNA 16S demuestren que el ‘'genero Bacillus'' sea 
nl*>geneiicamente heterogeneo, representado al menos con ocho 
iineas fileticas altamente divergentes."^^ 

La diseccion taxonomica polifasica del genero Bacillus ha 
Ciimducido a la descripcion de muchos generos nuevos desde 
1990. En 1992, las especies que eran termofilas y acidofilas y 
-•Lie contenian acidos grasos cicloheptanos/ciclohexanos unicos 
zn la membrana celular {B. acidoterrestris, B. cyclohepatnicus y 
B acidocaldariiis) fueron colocadas en el nuevo genero 
Mtcxclobacilus (como A. acidoterrestris, A. cyclohepatnicus y 
A. acidocaldariiis) en la familia Bacillaceae; se describieron 
xras especies de Alicyclobacillus en 2000 y 2002.*^''^^’^^’^*^^’^^^ 
En 1993-1994, se propuso el genero Paenibacillus para incluir 
ciertas especies de Bacillus facultativos, con la transferencia 
ulterior de otras distintas especies de Bacillus y especies “pre- 
.'Untivas de Bacillus" al genero Paenibacillus desde ese momen- 
JO/--W9-U 1.795 1996, Shida y cols, demostraron que dos grupos 
relacionados dentro del genero Bacillus -el “grupo Bacillus bre~ 
.is" (10 especies de Bacillus existentes) y el “grupo Bacillus 
aneurolyticus" (dos especies de Bacillus)- representaban taxo- 
nes filogeneticamente distintos entre si y de otros generos, que 
incluyen Bacillus, Sporolactobacillus, Paenibacillus, Amphi- 
bacillus y Alicyclobacillus.^'^'^ Estos dos “grupos de Bacillus" se 
con\irtieron en el genero Brevibacillus (que contiene 10 espe¬ 
cies) y el genero Aneurinibacillus (que contiene tres especies), 
respeclivamente. Desde 1996, el examen genetico y la revalua- 
cion de otras cepas esporuladas aerobias han conducido a la crea- 
cion de otros generos, que incluyen Virgibacilliis, Ureibacillus, 
Thermobacillus, Halobacillus, Gracilibacillus, Filobacillus, 
Geobacillus, Sulfobacillus, Paraliobacillus, Salibacillus y Len- 
tibacillus 33,234,279.280,318,349.408,412,445.627.642,688,777,836,854,892,932,981 

caracterizacion fenotipica de estos generos nuevos es metodolo- 
gicamente compleja y no es pasible de las tecnicas de ideniifica- 
cion de rutina. Varias especies famiHares se mantienen en el 
genero Bacillus, como B. anthracis, B. cereus, B. subtilis, B. thu- 
ringiensis, B. lichenifoimis, B. pumilus, B. sphaericus y B. cir- 
culans. Con toda probabilidad, el genero Bacillus seguira 
sufriendo una diseccion sistematica, lo que conduce a nuevos 
eeneros y especies de bacterias esporuladas (vease lamina en 
color 14-11). 

El genero Bacillus sensu stricto esta compuesto por bacilos 
grampositivos aerobios que produjeron endosporas en condi- 
ciones aerobias. Todas las especies son aerobias o facultativas 
salvo B. infernos, que es estrictamenie anaerobia y que fue ha- 
llada en el suelo.^^ Con raras excepciones, las especies de Baci¬ 
llus son mesofilas. El patogeno primario en este grupo es 
Bacillus anthracis, el agente causal del carbunco. Estos micro- 
organismos son catalasa positivos y, con excepcion de B. anth¬ 
racis y B. mycoides, casi todas las otras especies son moviles a 
traves de flagelos peritricos (antigenos H). La mayoria de las 
especies distintas de Bacillus anthracis son ubicuas en el 
medioambiente (polvo, suelo, agua, materiales de origen vege¬ 
tal y animal). Algunas son patogenos reconocidos de animales 
e insectos. Algunas especies de Bacillus se utilizan en la elabo- 
racion y produccion de antibioticos y vitaminas, en bioensayos 
y como microorganismos indicadores para la monitorizacion 
de la eficacia de desinfectantes y procedimientos de esteriliza- 
cion (p. ej., tratamiento en autoclave, esterilizacion mediante 
calor y radiacion). Cada vez mas especies dentro de este grupo, 
particularmente B. cereus, se reconocen sobre todo en los hues- 
pedes inmunodeprimidos por su potencial para producir impor- 
tantes infecciones humanas, sobre todo entre los huespedes 
inmunodeprimidos. B. anthracis pertenece al “grupo B. 
cereus", que incluye B. cereus, B. thuringiensis y B. mycoides. 


pero esta mas estrechamente relacionado con B. cereus sobre la 
base de la hibridacion de DNA, el analisis de secuencias de 
rRNA 16S y 23S y la presencia de algunas secuencias interge- 
nicas de 

Bacillus anthracis 
EPIDEMIOLOGIA DEL CARBUNCO 

El carbunco, la enfermedad clasica causada por B. anthracis, 
es fundamentalmente una afeccion de los animales herbivoros; 
los seres humanos se infectan por contacto con animales y pro- 
ductos animales infectados.^^’ En los Estados Unidos, se la 
erradico por el uso amplio de vacunas humanas y animales efi- 
caces desde tines de la decada de 1930, los adelantos de los 
procedimientos higienicos utilizados en las fabricas que proce- 
san productos animales, y el mayor uso de fibras sinteticas 
como altemativas a los cueros, pieles y pelos animales. Sin 
embargo, como las esporas de B. anthracis son altamente resis- 
tentes a las condiciones ambientales adversas y como es muy 
dificil asegurarse de que el microorganismo ha sido verdadera- 
mente erradicado de regiones que antes eran endemicas, se 
debe mantener un alto indice de sospecha ante la aparicion 
subita de una enfermedad clmicamente compatible. El agente 
causal, B. anthracis, se mantiene en el suelo como endosporas 
resistentes y, asi, puede seguir siendo infeccioso durante ahos. 
Tradicionalmente, el carbunco suele defmirse en terminos de 
su modo de adquisicion. El carbunco industrial se refiere a la 
adquisicion del microorganismo por los individuos empleados 
en el procesamiento de cueros, lana, pelo o hueso de animales. 
El carbunco no industrial alude a la adquisicion de los micro¬ 
organismos por el contacto estrecho con animales infectados o 
sus esqueletos. La adquisicion industrial se asocia con las for¬ 
mas cutanea y pulmonar de la enfermedad, mientras que la no 
industrial se vincula a carbunco orofaringeo y gastrointestinal 
y a carbunco cutaneo. 

Varios paises, como Japon, la ex Union Sovietica, el Reino 
Unido, Irak y los Estados Unidos tambien han explotado y 
desarrollado el uso de B. anthracis como agente de guerra bio- 
16gica.^^^’^^'‘ En 1992, los sovieticos admitieron sus esfuerzos 
continuos para transformar el carbunco en un arma en las deca- 
das anteriores y divulgaron que en 1979 la liberacion acciden¬ 
tal de esporas de un laboratorio militar en Sverdlovsk produjo 
mas de 77 casos de carbunco inhalatorio, con mas de 66 muer- 
tes.^‘^^ La utilizacion potencial de B. anthracis para bioterroris- 
mo fue constatada en los Estados Unidos durante los ultimos 
cuatro meses de 2001, cuando se entregaron esporas de B. 
anthracis en cartas y paquetes despachados a localidades del 
interior de ese pais. Estos incidentes condujeron a 11 casos de 
carbunco inhalatorio y 11 casos de carbuno cutaneo. 

Los incidentes llevaron a la promulgacion de la legislacion 
antiterrorista en los Estados Unidos y al desarrollo de la 
Iniciativa de Preparacion para el Bioterrorismo. A traves de 
esta iniciativa, los CDC, junto con la Association of Public 
Health Laboratories (APHL), varias agencias federales (el 
Federal Bureau of Investigation [FBI] y el Departamento de 
Defensa) y los laboratorios de salud piiblica de varios estados, 
establecieron la Laboratory Response Network (LRN). En la 
LRN estan integrados los laboratorios de microbiologia clinica 
de todo el pais en una red de cuatro niveles -desde el nivel A 
hasta el nivel D- de acuerdo con la capacidad de examenes 
diagnosticos e instalaciones de seguridad de los laboratorios. 
La mayoria de los laboratorios clmicos hospitalarios que tienen 
capacidad de microbiologia son miembros de nivel A de la 
LRN.*''^ En este nivel, los laboratorios participan en la detec- 
cion temprana de los agentes microbianos de bioterrorismo y 
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pueden realizar e interpretar las pruebas bioqufmicas observa- 
cionales y simples para descartar agentes potenciales de biote- 
rrorismo. Si las pruebas de deteccion sistematica sugieren que 
una cepa dada es un posible patogeno de bioterrorismo, se la 
remite a un laboratorio de nivel B o mas alto. En el cuadro 
14-5 se detallan las pruebas de deteccion sistematica de nivel 
A para B. anthracis que se tratan en la seccion ‘Aislamiento e 
identificacion" mas adelante. 


FACTORES DE VIRULENCIA DE B. ANTHRACIS 

B. anthracis produce toxinas compuestas por tres proteinas 
distintas: antigeno protector (PA), factor de edema (EF) y fac¬ 
tor letal (LF). Las cepas virulentas tambien estan encapsuladas. 
Los genes estructurales de PA, EF y LF -pagA, cya y lef, res- 
pectivamente- residen en un plasmido denominado pXOL 
Estos genes son no contiguos dentro de un area de 30 kb sobre 
el plasmido pXOl. Otro gen pXOl denominado atxA codifica 
una protema reguladora de accion trans que activa la transcrip- 
cion de pagA, cya y '96 612 sintetizada y secretada por 

el microorganismo y se une a receptores no identificados sobre 
celulas diana, donde sufre escision proteolitica. Se libera un 
fragmento aminoterminal de 20 kDa y el fragmento de 63 kDa 
restante se polimeriza con otros fragmentos similares para for- 
mar un heptamero de forma anular, que forma un poro a traves 
de la membrana celular.^^^’^**^ Cada monomero en el heptamero 
se une a EF o LF, lo que les permite entrar en la celula diana. 
Estas tres proteinas actuan luego en combinaciones binarias; 
ninguna tiene actividad toxica por si misma. Cada monomero 
de PA de 63 kDa puede unirse a una molecula de EF o LF.^’^ 
EF y PA forman un complejo denominado toxina de edema 
(ET), que tiene actividad de adenilato ciclasa. LF y PA forman 
un complejo llamado toxina letal (LT), que es el principal fac¬ 
tor de virulencia de B. anthracis. En conjunto, ET y LT aumen- 
tan las concentraciones intracelulares de adenosinmonofosfato 
ciclico (cAMP), inhiben la fagocitosis bacteriana y bloquean 
la explosion oxidativa de los leucocitos polimorfonucleares. En 
los macrofagos, LT inhibe la sintesis macromolecular, promue- 
ve la apoptosis y actua como una proteasa al hidrolizar pro- 
teincinasas involucradas en la transduccion de senales intrace¬ 
lulares. La interrupcion de esta via de senalizacion conduce a 
la inactivacion de factores de transcripcion en el nucleo celular. 
La expresion de los genes de las toxinas y la produccion de 
toxinas son aumentados especiTicamente a nivel genetico por 
CO^ y el crecimiento a 35-37 El crecimiento del micro¬ 
organismo en estas condiciones provoca aumentos de cuatro a 
seis veces en la transcripcion de genes de toxina y en la smte- 
sis de toxinas.^^^-®'^ 

Las cepas virulentas de B. anthracis tambien estan encapsu¬ 
ladas. Los genes para la produccion de la capsula residen en un 
segundo plasmido denominado pX02 y consiste en tres genes 
que codifican tres proteinas vinculadas con la smtesis capsular 
{capB, capC, capA) y un cuarto gen regulador (acpA). Las pro- 
temas tienen pesos moleculares de 44, 16 y 46 kDa, respecti- 
vamente, y estan asociadas con la membrana. Un quinto gen 
pX02, dep, codifica otra protema de 51 kDa que hidroliza el 
material capsular y genera peptidos de menor peso molecu¬ 
lar.**^® La capsula propiamente dicha es un polimero de cadenas 
de a-peptido con uniones yde 50-100 residuos de acido D-glu- 
tamico y contribuye a la virulencia al inhibir la fagocitosis de 
los microorganismos.^^^'^'^ Al igual que la produccion de toxi¬ 
na, la sintesis de material capsular en B. anthracis aumenta por 
las concentraciones elevadas de CO^ y bicarbonato atmosferi- 
cas tanto in vivo como in vitro.^'^ 


PRESENTACIDNES CLINICAS DEL CARBUNCO 

El carbunco humano puede ser dividido en cuatro formas 
clinicas, segiin el modo de adquisicion del microorganis- 
mo.'‘''o.6i2 carbunco cutaneo representa el 95 - 99 % de casos 
en todo el mundo y es el resultado del contacto mucoso direc- 
to con animates infectados o sus productos (p. ej., pelo o cue- 
ros), suelo que contiene el microorganismo o exposicion a 
esporas. En general, las lesiones ocurren en areas expuestas de 
la piel (p. ej., manos, brazos, cuello y rostro). Despues de un 
periodo de incubacion de 2 a 5 dias, aparece una papula inicial 
en el sitio de inoculacion. Esta lesion esta rodeada por un area 
de edema y eritema debido al crecimiento del microorganismo 
y a la elaboracion local de toxina de edema.^'^^ La lesion evo- 
luciona con rapidez a una vesicula o ampolla que tiene 1 a 3 
cm de diametro y el liquido dentro de la vesicula se torna 
negro por la hemorragia dentro del area. Finalmente la lesion 
se ulcera y aparece una escara central de fondo negro con 
edema circundante. A menudo, pueden aparecer pequenas 
lesiones satelites similares a perlas que rodean la escara cen¬ 
tral. Las escaras caracteristicas del carbunco cutaneo son indo- 
loras, aunque la reaccion edematosa circundante puede ser 
dolorosa. Se puede observar una linfadenopatia dolorosa loca- 
lizada o generalizada, segun la extension y la gravedad de la 
infeccion inicial y tambien pueden presentarse smtomas gene¬ 
rates (p. ej., fiebre, malestar general, cefalea). La mortalidad 
asociada con el carbunco cutaneo no tratado es de alrededor 
del 10-20%. 

El carbunco pulmonar o inhalatorio es el resultado de la 
inhalacion de endosporas. Las esporas alcanzan los pulmones, 
donde son eliminadas por los macrofagos del sistema reticulo- 
endotelial que se encuentran en los ganglios linfaticos hiliares 
y mediastmicos. La infeccion activa ocurre en los ganglios lin¬ 
faticos que drenan los pulmones mas que en los pulmones pro¬ 
piamente dichos.^’^ Las esporas germinan para formar celulas 
bacterianas vegetativas dentro de los macrofagos. Esto condu¬ 
ce a edema y necrosis hemorragica del mediastino, que se apre- 
cia en las radiografias de torax como un ensanchamiento 
mediastmico pronunciado. Desde el area subestemal, los 
microorganismos invaden el espacio pleural y provocan derra- 
me pleural hemorragico. Los macrofagos que albergan los 
microorganismos son destruidos y las bacterias vegetativas 
salen a la circulacion general, donde siguen multiplicandose. 
La diseminacion hematogena siembra los sitios distantes del 
cuerpo, entre ellos el tubo digestivo y el sistema nervioso cen¬ 
tral. La mayoria de los pacientes no sobreviven el tiempo sufi- 
ciente como para manifestar signos y smtomas de meningitis; 
los pacientes suelen estar lucidos hasta que ocurre el shock sis- 
temico, lo que conduce a coma y muerte.^®® ®^^ El periodo de 
incubacion del carbunco inhalatorio es de 1 a 3 dias, seguido 
del inicio subito de smtomas. Estos son fiebre y escalofrios, tos 
seca no productiva, dolor subestemal, disnea y nauseas con 
vomitos. En las radiografias de torax se pueden observar infil- 
trados, derrames pleurales y ensanchamiento mediastinico. La 
afectacion gastrointestinal produce dolor abdominal, hemate- 
mesis y melena. La mortalidad asociada con esta forma de la 
enfermedad excede el 80-90% si se deja sin tratamiento. 

El carbunco orofaringeo y el carbunco gastrointestinal se 
adquieren por la ingestion de alimentos mal cocidos que con- 
tienen esporas o bacilos vegetativos. Ambas formas de infec¬ 
cion pueden volverse sistemicas y, al igual que la forma pul¬ 
monar, tienen una mortalidad elevada si no son tratadas. El 
periodo de incubacion del carbunco gastrointestinal es de 2 a 7 
dias. Los sintomas comienzan con fiebre y nauseas con vomi¬ 
tos sanguinolentos. Luego aparece dolor abdominal y diarrea 
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^ r“ »lenta. seguidos de toxemia fulminante, cianosis, shock 
ne ^ vease lamina en color 14-2C). En los casos mortales, 
- suele producirse dentro de los 2 a 5 dias del inicio. 
Tc^iacion orofarmgea es sugerida por dolor y edema cervi- 
b^cal. Se pueden observar escaras en la faringe posterior, 
amigdalinas o el paladar duro. La progresion de la 
rccion conduce a disfagia, dolor farmgeo intenso y linfade- 
-Ua cen ical. La muerte es el resultado de una sepsis fulmi- 


-iTAMIENTO DEL CARBUNCO 

3 e pueden utilizar distintos agentes para el tratamiento del 
--rtco. La penicilina en alias dosis (4 millones de unidades 
. --6 horas) es el farmaco de eleccion. En los pacientes 

. ^^gicos a la penicilina, se puede utilizar ciprofloxacina (400 
rw?r via iniravenosa cada 8-12 horas) o doxiciclina (200 mg 
'r \ia intravenosa cada 8-12 horas). Ante brotes y durante los 
^-’’.lecimientos recientes de 2001, relacionados con bioterro- 
''.-mo. se administro profilaxis con ciprofloxacina (500 mg por 
.a xal. dos veces por dia) o doxiciclina (100 mg por via oral, 
veces por dia) a individuos potencialmente expuestos 
d'jrante 6 semanas. Aunque la mayona de los casos de carbun- 
w inhalatorio son mortales, el tratamiento de las infecciones 
^ jianeas casi siempre es eficaz. 

PREVENCION DEL CARBUNCO 

Existen vacunas para el carbunco animal y humano.^^^’^^^ La 
^ acuna animal es en realidad un preparado de esporas de una 
cepa atenuada de B. anthracis que produce las tres proteinas de 
la loxina, pero carece de la capsula debido a la ausencia del 
piasmido pX02. La vacuna humana autorizada para uso en los 
E'lados Unidos es BioThrax® (antes Vacuna contra el 
Carbunco Adsorbida [Anthrax Vaccine Adsorbed. AVA], 
Bi tport. Lansing, MI), una formula acelular preparada del fii- 
rrado de un cultivo de una cepa toxigenica, no encapsulada y 
avirulenta de B. anthracis (cepa V770-NP-1-R). Este filtrado 
Je cultivo contiene PA, LF y EF, y PA es el componente prin¬ 
cipal. La proteccion de los seres humanos contra el carbunco 
por esta vacuna requiere multiples dosis iniciales (tres inocula- 
cmnes subcutaneas a intervalos de 2 semanas seguidas de 
inyecciones adicionales a los 6, 12 y 18 meses), e inmuniza- 
ciones anuales de refuerzo para mantener un nivel de anticuer- 
pos protector. En general, la vacuna para animales produce titu- 
los mas altos y mas duraderos de anticuerpos protectores que la 
vacuna humana. Esto puede deberse al aumento de la respues- 
ta inmunitaria por la produccion continua de PA y otros anti- 
genos protectores por la cepa atenuada o por la participacion de 
la inmunidad celular en respuesta a los microorganismos ate- 
nuados pero no al PA purificado hallado en la vacuna huma- 
na.^^ La vacuna AVA se recomienda para quienes trabajan 
directamente con B, anthracis en el laboratorio, los que traba¬ 
jan con productos animales (p. ej., cueros y pieles) importados 
de areas de endemicidad del carbunco, los que trabajan con ani¬ 
males y sus productos dentro de las regiones endemicas y el 
personal militar desplegado a regiones de alto riesgo del 
mundo. Ademas, la vacuna puede utilizarse como profilaxis 
preexposicion para las personas con riesgos cuantificables de 
exposicion como el personal de laboratorio que maneja mues- 
tras ambientales, por ejemplo, polvos, los que realizan pruebas 
confirmatorias para B. anthracis en laboratorios LRN de nivel 
B y superiores y los que trabajan en areas contaminadas luego 
de un ataque terrorista.’*^^ 


Bacillus cereus 

FACTORES DE VIRULENCIA DE B. CEREUS 

Al igual que otras especies de Bacillus, B. cereus se encuen- 
tra en el suelo y tambien puede aislarse en la paja y el arroz. 
Esta especie es fenotipica y genotipicamente similar a las espe¬ 
cies de Bacillus relacionadas, que incluyen B. anthracis, B. 
mycoides y B. thiiringiensis. Algunos estudios geneticos y qui- 
miotaxonomicos han sugerido que B. cereus, B. thuringiensis y 
B. anthracis pertenecen a la misma especie, con las caractens- 
ticas diferenciadoras que las separa funcionalmente de ellas de 
ser transmitidas por plasmidos y transmisibles.-^^-^'^^Por ejem¬ 
plo, la linica diferencia entre B. cereus y B. thuringiensis es la 
presencia de plasmidos que codifican las toxinas insecticidas 
en la ultima. B. cereus produce varies factores de virulencia 
potenciales, ademas de las toxinas asociadas con infecciones 
gastrointestinales (vease mas adelante) y se cree que estos fac¬ 
tores desempenan un papel en las infecciones no gastrointesti¬ 
nales. Estos factores de virulencia incluyen tres hemolisinas y 
tres fosfolipasas."*^-^^^’^^^ Las hemolisinas son cereolisina, 
hemolisina II y hemolisina III, respectivamente. La cereolisina 
es similar a la estreptolisina O por ser una protema termolabil 
que es activada por lioles e inhibida por colesterol. La hemoli- 
sina O es una toxina hemolitica que tambien es una toxina letal 
en ratones y la hemolisina III produce lisis osmotica de eri- 
trocitos por la formacion de poros transmembrana. Las fosfoli- 
pasas incluyen fosfalidilinositol hidrolasa, fosfatidilcolina 
hidrolasa y una esfingomielinasa. Las fosfolipasas escinden las 
porciones lipidicas que sirven para fijar las proteinas de la 
superficie celular, comprometen la integridad de la membrana 
celular y defienden las capacidades regenerativas de las celulas 
lesionadas. Las cepas de B. cereus tambien producen tres [3- 
lactamasas, colagenasas extracelulares y proteasas ligadas a la 
membrana.^^^-^^^’^”'^”^ 


GASTROENTERITIS POR B. CEREUS 

B. cereus es responsable de la enfermedad transmitida por ali- 
mentos debido a la formacion de exotoxinas. Como esta enfer¬ 
medad no es comunicable, no se cuenta con cifras exactas sobre 
incidencia y prevalencia para la mayor parte del mundo. Entre 
1973 y 1985, los porcentajes de enfermedad transmitida por ali- 
mentos asociada con B. cereus variaron del 0,7% en Inglaterra y 
Gales hasta el 17,8% en Finlandia.*^^^^ La incidencia en los Es- 
tados Unidos parece ser mucho mas baja, y solo el 1,3% de los 
casos de intoxicacion alimentaria bacteriana fueron atribuibles a 
B. cereus entre 1972 y 1982. Los productos alimenticios se con- 
taminan desde el medioambiente y las esporas altamente resis- 
tentes pueden superar la pasteurizacion y la exposicion a radia- 
cion y. La capacidad de algunas cepas de B. cereus para crecer a 
bajas temperaturas (4-7 °C) explica parcialmente su presencia en 
productos lacteos pasteurizados y refrigerados. Diversos produc¬ 
tos alimenticios pueden ser contaminados con celulas vegetati- 
vas o esporas de B. cereus, como pastas, arroz. lacteos, granos, 
especies, verduras, came, polio y mariscos. Los alimentos, los 
productos lacteos y los suplementos y formulas para lactantes 
preparados en el hospital o la farmacia contaminqdos represen- 
tan un riesgo para los pacientes hospitalizados, sobre todo los 
nihos y los enfermos inmunosuprimidos. 

Se sabe que las cepas de B. cereus productoras de enteroto- 
xina causan gastroenteritis aguda autolimitada en los seres 
humanos, casi siempre luego de la ingestion de alimentos con¬ 
taminados.Este sindrome sigue dos formas clmicas, segiin el 
tipo de toxina producida por los microorganismos presentes en 
el alimento sospechoso. La enfermedad de corta incubacion (o 
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la enfermedad emetica) se caracteriza por el inicio de los sin- 
tomas 1 a 6 horas despues de la ingestion del alimento conta- 
minado, con vomitos y colicos abdominales. En general los 
sintomas ceden 10-24 horas despues del comienzo. La exoto- 
xina termoesiable responsable de estas cepas de B. cereus es un 
dodecadepsipeptido denominado cereulida, que tiene un peso 
molecular de alrededor de 5 kDa.*^^^ Esta molecula es estable 
en presencia de acidos, alcalis, proteasas y calor; es no antige- 
nica y requiere el uso de bioensayos o espectrometria de masa 
para la deteccion de la toxina.^^’^^^ La cereulida, que se produ¬ 
ce durante la fase estacionaria de crecimiento y se asocia prin- 
cipalmente con el serotipo flagelar H-1 provoca hinchazon de 
las mitocondrias y desacople de la fosforilacion oxidativa.^^^ 
Los alimentos incriminados asociados con el tipo emetico de 
enfermedad incluyen platos de arroz oriental frito, crema y pro¬ 
duces lacteos, pastas y formulas para lactantes reconstituidas. 

La intoxicacion alimentaria por B. cereus de incubacion pro- 
longada ocurre 8 a 16 horas luego de la ingestion y se caracteri¬ 
za predominantemente por el inicio de diarrea acuosa profusa. 
nauseas, tenesmo y colicos abdominales hipogastricos. En gene¬ 
ral, los sintomas ceden despues de 12 a 36 horas. Cuatro entero- 
toxinas termolabiles diferentes se asocian con esta presentacion 
clinica, que incluyen dos complejos proteicos (hemosilina BL 
[HBL] y enterotoxina no hemolitica [NHE]) y dos proteinas 
enterotoxicas (enterotoxina T y citotoxina HBL y 

NHE estan compuestas por tres proteinas cada una, y los loci 
geneticos que codifican HBL o NHE se organizan en operones 
individuates y separados. HBL es una exotoxina que tiene acti- 
vidad hemolitica y esta compuesta por tres proteinas: un compo- 
nente de fijacion de 35 kDa y dos proteinas (L1,36 kDa y L2,45 
kDa) que tienen propiedades citoliticas y dermonecroticas.^^ El 
principal componente de NHE es una protema antigenica de 45 
kDa que se asocia con proteinas de 39 y 105 kDa. Esta toxina tri¬ 
partita es dermonecrotica y citotoxica, y altera la permeabilidad 
de la membrana.^^^ Otros invest!gadores han caracterizado y 
comunicado sobre otras enterotoxinas de distintas cepas de B. 
cereus, pero HBL y NHE se consideran las toxinas responsables 
de la enfermedad diarreica por B. cereus resultante de intoxica¬ 
cion alimentaria.Los alimentos asociados con este tipo de 
enfermedad incluyen came y platos de verduras, tortas, salsas y 
productos lacteos. Algunas cepas de B. cereus pueden producir 
tanto la toxina emetica como los complejos de enterotoxinas. La 
intoxicacion asociada con B. cereus y sus toxinas puede evitarse 
mediante la coccion suficiente de los alimentos, sobre todo las 
carnes y el almacenamiento refrigerado correcto. B. thuringien- 
sis tambien ha sido aislado en asociacion con brotes de gastro¬ 
enteritis y su citotoxicidad es similar a la causada por B. cereus 
enterotoxigenico.^*^ En raras ocasiones, otras especies de 
Bacillus (p. ej., B. subtilis, B. licheniformis) tambien causan gas¬ 
troenteritis e intoxicacion alimentaria.'^^^ 

Infecciones oportunistas por especies de Bacillus 

Debido a su ubicuidad en el medioambiente, el aislamiento 
de evSpecies de Bacillus en muestras clmicas se ha considerado 
muy a menudo una contaminacion importante. Sin embargo, la 
frecuencia creciente de comunicaciones en la bibliografia de 
especies de Bacillus como agentes de enfermedad en huespe- 
des inmunodeprimidos sugiere que estos microorganismos no 
deben ser descartados como contaminantes en todos los casos. 
Las infecciones graves por especies de Bacillus se han asocia- 
do con procedimientos quirurgicos, inmunosupresion, heridas 
traumaticas, quemaduras, hemodialisis y abuso de drogas 
parenterales. Las cepas aisladas en infecciones no gastrointes- 


tinales producen distintos factores presuntivos de virulencia, 
como hemolisinas, exotoxinas necrosantes y fosfolipasas. Los 
analisis de grandes series de casos que involucran infecciones 
importantes por Bacillus indican su participacion en los sm- 
dromes clinicos explicados antes. 

BACTERIEMIA Y ENDOCARDITIS 

Muchos de los pacientes en estos estudios eran consumido- 
res de drogas intravenosas, tenian colocados cateteres vasculares 
centrales o perifericos permanentes o estaban inmunosuprimi- 
dos por cancer o quimioterapia.^"’^^®'^^^ La endocarditis causada 
por especies de Bacillus es una afeccion rara, pero en casos de 
abuso de drogas parenterales (habitualmente heroina) es una 
complicacion bien reconocida.’^'^’^''^ *'^^ En estos casos, es nota¬ 
ble que los microorganismos provengan de agujas y jeringas 
contaminadas o de la heroma propiamente dicha. En estos 
pacientes, la infeccion suele comprometer la valvula tricuspi- 
de, y se observan embolias pulmonares septicas en las radio- 
grafias de torax. Los consumidores de drogas que tienen una 
endocarditis por Bacillus presentaran hallazgos clmicos com¬ 
patibles y multiples hemocultivos positives por especies de 
Bacillus poco tiempo despues de la administracion de drogas 
parenterales. Tambien se puede presentar esta endocarditis en 
pacientes con valvulas cardiacas protesicas o marcapasos.^'^'^ La 
bacteriemia por Bacillus tambien puede reflejar contaminacion 
hospitalaria de cateteres intravasculares implantados.^’ "^^ En 
estos casos, la extraccion del material duro del cateter suele eli- 
minar los microorganismos del torrente circulatorio. La bacte¬ 
riemia por especies de Bacillus tambien puede ocurrir en 
pacientes con neutropenia grave. 

INFECCIONES EN HUESPEDES INMUNODEPRIMIDOS 

Se observaron infecciones graves por Bacillus en pacientes 
inmunodeprimidos, entre ellas infecciones del sistema ner- 
vioso central (meningitis, meningoencefalitis, absceso ence- 
falico), infecciones de las vias respiratorias bajas con empie- 
ma, bacteriemia primaria, infecciones de heridas penetrantes, 
infecciones posquirurgicas, sepsis refractaria y quemadu¬ 
ras. 13 . 36 , 155 , 331 , 414 . 379 . 617 . 695 . 757 ,888896 ]_^as infecciones del sistema ner- 
vioso central pueden ocurrir como resultado de anestesia espi- 
nal, reparacion de fistulas, propagacion desde un foco contiguo 
de infeccion (p. ej., otitis media, mastoiditis) o por derivaciones 
ventriculoperitoneales contaminadas.*'^® Las infecciones pulmo¬ 
nares, que incluyen neumonitis necrosante, traqueobronquitis 
seudomembranosa, neumonia e insuficiencia respiratoria aguda 
con sepsis ocurrieron sobre todo en pacientes con leucemia y 
cancer hepatico, y en recien nacidos prematuros.^^ ’^^'^-*^'^-^^ Tam¬ 
bien se han comunicado infecciones cutaneas no producidas por 
Bacillus anthracis en pacientes inmunodeprimidos.*'^^ Las razo- 
nes para la inmunosupresion en estos pacientes fueron alcoholis- 
mo importante, leucemia, linfoma, quimioterapia de induccion, 
meningioma, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistemico, 
quemaduras graves, diabetes, enfermedad grave por inmunode- 
ficiencia y En general, la evolucion de los 

pacientes que presentan infecciones sistemicas por Bacillus es 
mala y refleja una inmunosupresion generalizada a causa de la 
enfermedad subyacente y la quimioterapia citotoxica utilizada 
para el tratamiento. Las infecciones por Bacillus en los indivi- 
duos inmunocompetentes son raras. Por ejemplo, Latsios y cols, 
describieron un caso de peritonitis debido a Bacillus cereus 
como resultado de la rotura de un absceso hepatico en una mujer 
de 72 anos antes sana.*^'^ 
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HFrCClONES OCULARES 

endoftalmitis (una infeccion del humor acuoso y el 
:del ojo) por especies de Bacillus ocurre luego de heri- 
.xulares penetrantes o como consecuencia de la siembra 
tx^nenana durante episodios bacteriemicos.^^’^^'^^^’'^^’’^^^’^^^ En 
Mqj^Wc^ que tienen heridas penetrantes o cuerpos extrahos 
re-:emdos dentro de la orbita, el edema periorbitario y la infla- 
comeal conducen a una infeccion del vftreo que se 
hasta la retina, lo que provoca perdida de la agudeza 
- ^aai 12 a 24 horas despues de la lesion. En general, se pre- 
-iHi- fiebre y leucocitosis. La endoftalmitis debida a especies 
Jt Bacillus puede complicarse por la propagacion de los 
:fti 2 crfJorganismos hasta sitios anatomicos contiguos, como el 
cnceralo y el sistema nervioso central.Los pacientes con 
endoftalmitis de origen hematogeno a menudo tienen antece- 
dt nies de uso de drogas parenterales. Tambien se han comuni- 
raros casos luego de la cirugia de cataratas."^"^^ Este sin- 
sigue una evolucion clinica rapida que conduce a la 
L'crdida de la vision y la enucleacion del ojo. Como estas 
mi’ecciones son rapidamente destructivas, se requiere un alto 
indice de sospecha y una terapia intensiva (p. ej., clindamici- 
na > gentamicina administradas por via sistemica e intraocu- 
En el laboratorio clinico, las tinciones de Gram de mate- 
nal aspirado de muestras de humor acuoso y vitreo deben 
^oierpretarse con cuidado, y el aislamiento de una especie de 
Bacillus en estas muestras debe comunicarse al medico y no 
aebe ser descartado como contaminante. Ademas de la endof- 
ialmitis, se han comunicado otras infecciones oculares (p. ej., 
queratitis) asociadas con especies de Bacillus vinculadas al 
uso de lentes de contacto.^^^-^*^^ La evolucion rapidamente des- 
inictiva de las infecciones intraoculares por Bacillus ha sido 
itnbuida a la produccion de toxinas y enzimas destructivas por 
los microorganismos causales.^^^ 


INFECCIONES MUSCULOESQUELETICAS 

Algunas especies de Bacillus tambien pueden causar distin- 
las infecciones musculoesqueleticas, como osteomielitis aguda 
y cronica, fascitis necrosante y celulitis crepitante.^^*’^*^-^^^ 
Nuevamente, los individuos infectados a menudo han sido con- 
sumidores de drogas intravenosas, presentaron neoplasias 
hematologicas subyacentes o recibieron tratamientos inmuno- 
supresores. En los adictos a drogas intravenosas, se informo 
una osteomielitis vertebral aguda como resultado de la propa¬ 
gacion hematogena: las drogas o las jeringas contaminadas son 
las fuentes probables de los microorganismos. Se ha comuni¬ 
cado fascitis necrosante en los pacientes con leucemia, drepa- 
nocitosis y sindrome mielodisplasico.^^^*^^^ Esta infeccion pue¬ 
de ser bastante destructiva para los tejidos, se asemeja a la gan- 
grena gaseosa por clostridios y a menudo requiere la amputacion 
de las extremidades afectadas. Se han informado infecciones 
graves (infeccion de heridas postraumaticas y posoperatorias, 
infeccion de tejidos blandos, fascitis necrosante, osteomielitis) 
causadas por especies de Bacillus en individuos que habian 
sufrido un traumatismo grave por accidentes automovilisticos y 
de motocicleta o heridas por armas de fuego.^®^-^^^ Las especies de 
Bacillus tambien pueden producir infecciones importantes en 
los pacientes quemados. La destruccion tisular que se observa 
con las infecciones graves de heridas causadas por especies de 
Bacillus puede estar relacionada en parte con la produccion 
de distintas enzimas extracelulares nocivas que tienen propie- 
dades histologicas e histotoxicas (p. ej., hemolisinas, fosfolipa- 
sas, proteasas). 


INFECCIONES HOSPITALARIAS 

Se han comunicado brotes de gastroenteritis por Bacillus en 
instituciones sanitarias y en otras circunstancias instituciona- 
les. En estos casos. los alimentos implicados han sido estofa- 
dos de vaca, arroz frito, polio y pavo procesado. Otros brotes 
hospitalarios de infecciones por Bacillus han involucrado una 
propagacion de fuente comiin desde reservorios contaminados 
en el medioambiente.^^^ Estas fuentes han incluido hemodiali- 
zadores contaminados. broncoscopios. reservorios de Omaya, 
balones de ventilacion manual, inyectables de multiples unida- 
des, y pahales, guantes y vendajes quirurgicos contamina¬ 
dos. *^"^’^23,346,723,908.983 gp, 2001 . la pesquisa epidemiologica de 
una seudobacteriana en una unidad de cuidados intensivos neo- 
natales causada por Paenihacillus macerons condujo al hallaz- 
go de frascos de hemocultivo contaminados.^^ Tambien se han 
aislado especies de Bacillus en liquidos peritoneales en casos 
de peritonitis asociada con dialisis peritoneal intrahospitala- 
ria.^^' La investigacion de seudobacteriemias causadas por es¬ 
pecies de Bacillus tambien establecio que la contaminacion 
provenia de agujas de instrumentos radiometricos para hemo- 
cultivos y su secuencia temporal ha sido relacionada con modi- 
ficaciones ambientales, como la construccion de un hospital. 

Seguridad en el laboratorio. recoleccidn de muestras y procesamiento 

Si se sospecha carbunco, se debe notificar de inmediato al 
laboratorio de salud publica y a los CDC. Las muestras que 
pueden ser recogidas son material de lesiones cutaneas, hemo- 
cultivos y cualquier otro tejido potencialmente infectado. La 
seguridad del laboratorio es de suma importancia cuando se 
trabaja con cualquier material que se considera que contiene B. 
anthracis. Todas las muestras y los cultivos deben ser exami- 
nados y procesados con cuidado en un gabinete de seguridad 
biologica (cuadro 14-5). Se deben tomar todas las precauciones 
para reducir al mmimo la formacion de aerosoles desde el 
material potencialmente infectante. El personal debe utilizar 
sacos o batas protectores, mascaras y guantes cuando manipu- 
la las muestras. Este material debe ser descartado o esteriliza- 
do en autoclave antes de su reutilizacion. Despues de comple- 
tar el procesamiento de las muestras y la inoculacion de los 
medios en placa y tubo, se deben desinfectar todas las superfi¬ 
cies del gabinete de seguridad biologica y de las areas expuestas 
con hipoclorito de sodio al 5% y todos los instrumentos utiliza- 
dos para el procesamiento de las muestras deben ser esterili- 
zados en la autoclave. Ademas, el personal que trabaja con 
suspensiones de esporas o esqueletos y tejidos animales conta¬ 
minados debe estar inmunizado apropiadamente. 

Las muestras para el aislamiento de B. anthracis deben refle- 
jar el modo de adquisicion y la anatomfa patologica consiguien- 
te de la infeccion. Para el diagnostico de carbunco cutaneo, se 
deben recoger muestras con hisopo de los liquidos serosos oble- 
nidos de la parte inferior de la superficie de la escara junto con 
los hemocultivos. Cuando se sospecha carbunco inhalatorio se 
requiere la recoleccidn de muestras de esputo y hemocultivos 
para el diagnostico. Las muestras de aspiracion gastricos y de 
heces deben remitirse como auxiliares para el diagnostico del 
carbunco gastrointestinal, junto con los hemocultivos. 

Ante la sospecha de gastroenteritis por B. anthracis, se 
deben recoger alimentos que esten vinculados epidemioldgica- 
mente con la enfermedad. Como el microorganismo puede 
estar presente en las deposiciones de los individuos sanos y no 
existe ningun sistema facil de tipificacidn en los laboratorios 
chnicos, el aislamiento de B. cereus de las deposiciones de 
pacientes enfermos no proporciona las pruebas suficientes para 
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adjudicarles un papel etiologico. Sin embargo ante brotes 
puede ser util aislar el microorganismo en las heces de los indi- 
viduos siempre que se demuestre que las muestras similares de 
controles adecuados apareados no contienen el microorganis¬ 
mo. Se pueden enviar muestras de los alimentos implicados y 
de las heces de los pacientes a un laboratorio de referenda (p. 
ej., el laboratorio del departamento de salud publica o a los 
CDC) para la confirmacion de la identidad y la tipificacion de 
la cepa. Se debe recoger una muestra de heces de volumen sufi- 
ciente (25-50 g) en un recipiente esteril con tapa hermetica. Se 
deben enviar los alimentos, las muestras de heces o las cepas 
aisladas al departamento de salud estatal o a los CDC despues 
de la notificacion previa de los casos de brotes y de las aclara- 
ciones correspondientes a las mismas oficinas. 

Aislamiento e identificacion de especies de Bacillus: el “grupo Bacillus 
cereus'' (B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensisy B. mycoides) 

Los miembros del genero Bacillus aislados en muestras cli- 
nicas suelen crecer bien y esporular en agar sangre de carnero 
y agar chocolate incubados a 37 ""C en condiciones aerobias. La 
esporulacion puede ser estimulada mediante el subcultivo en 
agar nutrientes con suplemento de MnSO^ (concentracion final 
de 5 pg/mL) e incubacion ulterior. En las tinciones de Gram de 
los hemocultivos, otros medios de caldo y en ocasiones medios 
solidos, las especies de Bacillus y otras especies relacionadas 
pueden aparecer como bacilos gramnegativos, lo que conduce 
a la impresion erronea de que el microorganismo es un bacilo 
gramnegativo no fermentador.^^ La inoculacion de medios de 
caldo y la preparacion de un frotis tenido con Gram despues 
de algunas horas de crecimiento pueden poner en evidencia su 
naturaleza grampositiva. Las esporas intracelulares y libres de 
celulas no se tihen con la tecnica de Gram, pero pueden visua- 
lizarse con la tincion de verde de malaquita. Se hace un frotis 
del microorganismo en un portaobjetos, se lo fija con calor y 
se lo tine con verde de malaquita al 10% durante 45 minutos. Se 
lo lava, se lo contratihe con safranina durante 30 segundos y se lo 
observa al microscopio con objetivo de inmersion en aceite. 
Las esporas aparecen verdes, mientras que las celulas vegetati- 
vas se tinen de rosa a rojo (vease lamina en color 14-2D). 

En SBA, las colonias de B. cereus y B. thuringiensis suelen 
ser grandes, con una textura mate o granular, y la mayoria de 
las cepas son (i-hemoliticas (vease lamina en color 14-2H). 
Estas colonias tienen una consistencia untuosa con hordes 
lisos, festoneados o fimbriados. For el contrario, las colonias 
de B. anthracis suelen ser mas pequenas, bianco grisaceas, de 
superficie rugosa, no hemoliticas y tienen una consistencia vis- 
cosa, de modo que cuando las colonias son tocadas con un ansa 
de inoculacion, forman picos permanentes semejantes a claras 
de huevo batidas (vease lamina en color 14-2E. F y G). Bajo el 
microscopio de diseccion, muchas excrecencias que consisten 
en cadenas filamentosas de bacilos rodean a la colonia de B. 
anthracis^ lo que le da el aspecto de una “cabeza de Medusa” 
de la mitologia griega. Las colonias de B. mycoides son planas, 
no hemoliticas y tienen un aspecto sinuoso o rizoide que se ase- 
meja a algunos clostridios. En los frotis tehidos con Gram, las 
celulas del grupo de B. cereus (incluido B. anthracis) son baci¬ 
los grampositivos de 1,2 a 1,4 pm de ancho que se presentan 
solos o en cadenas. Las celulas individuales tienen extremes 
cuadrados o concavos. Se pueden observar esporas ovaladas 
central o subterminalmente, y las celulas no estan tumefactas 
en las areas donde se localiza la espora. Con el microscopio de 
contraste de fase de los frotis de B. thuringiensis pueden obser- 
varse cristales adyacentes a la espora (cristales paraespora). 


Estos cristales, que consisten en la toxina insecticida de pro- 
duccion natural, tambien pueden observarse mediante la tin¬ 
cion de un frotis del microorganismo con verde de malaquita. 
Todos los miembros del grupo de B. cereus producen lecitina- 
sa en agar yema de huevo e hidrolizan la caseina, el almidon y 
la gelatina. B. thuringiensis y algunas cepas de B. cereus y B. 
mycoides son arginina dihidrolasa positivas; B. anthracis es 
arginina dihidrolasa negativa. No se produce indol y la mayo¬ 
ria de las cepas reducen nitrato a nitrito. B. anthracis tambien 
es inmovil en los preparados de gota gruesa o en medios semi- 
solidos para evaluar motilidad, mientras que B. cereus, B. thu¬ 
ringiensisy B. mycoides son moviles. Ademas, las cepas de B. 
anthracis a menudo son encapsuladas en los tejidos infectados, 
como se demuestra con un preparado humedo en tinta china o 
con la tincion de la capsula de MTadyean. La formacion del 
material capsular puede ser estimulada mediante el subcultivo 
del microorganismo en agar nutrientes que contiene NaHCO^ 
al 0,7% e incubacion a 37 durante toda la noche. B. anthra¬ 
cis tambien puede ser identificado y diferenciado en forma 
definitiva de otras especies de Bacillus mediante analisis de 
acidos grasos cromatograficos de celulas enteras o mediante la 
deteccion de susceptibilidad al y-bacteri6fago.^^‘ En el cuadro 
14-4 se presentan las caraeteristicas bioquimicas para la iden¬ 
tificacion de B. anthracis, B. cereus y B. thuringiensis. 

Como se menciono, B. anthracis es uno de varios posibles 
agentes de bioterrorismo. Los CDC y los miembros de la LRN 
han determinado que todas las especies de Bacillus aisladas en 
el laboratorio clmico deben ser evaluadas para la deteccion del 
posible B. anthracis. Los agentes que se ajustan a los criterios 
de deteccion sistematica son remitidos a los laboratorios de 
salud publica para la identificacion definitiva. En general, estas 
earacteristicas incluyen la tincion de Gram y la morfologia de 
las colonias, la presencia o ausencia de hemolisis, la produc- 
cion de catalasa y la determinacion de motilidad. En los labo¬ 
ratorios de derivacion, la identidad de las cepas presuntivas de B. 
anthracis se confirma mediante analisis de acidos grasos de ce¬ 
lulas enteras, sensibilidad a y-bacteriofagos o metodos de PCR 
en tiempo real. En el cuadro 14-5 se presentan las caracteristi- 
cas de laboratorio de nivel A para la deteccion sistematica de 
cepas de Bacillus para posible B. anthracis. Otras caracteristi- 
cas que pueden ser utiles son la tincion de la capsula (realizada 
directamente en el material clmico) y una prueba de p-lactama- 
sa. La mayoria de las especies de Bacillus que no producen car- 
bunco son no encapsuladas y son resistentes a la penicilina 
debido a la produccion de p-lactamasas. Se puede utilizar la 
prueba cromogenica con disco de cefalosporinas (Nitrocefin®; 
BD Microbiology Systems, Franklin Lakes, NJ) como ultima 
prueba. 

La identificacion de especies de Bacillus en grupos distintos 
de B. cereus y especies relacionadas en los generos recien des- 
critos se puede lograr por la observacion de la morfologia celu- 
lar; la forma, la posicion y la aparicion de endosporas, y la 
determinacion de las caraeteristicas bioquimicas utilizando 
pruebas convencionales (cuadro 14-6) (vease lamina en color 
14-lJ).^^^ En general, las formas y las localizaciones de las 
esporas son deteiminadas por la tincion de Gram o una tincion 
de las esporas, y la motilidad celular se establece mediante ino¬ 
culacion por puncion del medio semisolido para motilidad. Se 
puede evaluar la acidificacion de hidratos de carbono con medio 
semisolido CTA (agar cistina tripticasa digerida) que contiene 
hidratos de carbono al 1%. Se detecta reduccion de nitratos y 
produccion de indol mediante la inoculacion de caldo de nitra¬ 
to de indol y el desarrollo con los react!vos apropiados, respec- 
tivamente. Se determina la hidrolisis de gelatina, caseina y almi- 
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Cuadro 14-4 Identificacion del 

“Grupo Bacillus cereus^^ 

-B. anthracis, B. cereus, 

B. thuringiensis y B. mycoides 


CARACTERfSTICA 

B. ANTHRACIS 

B. CEREUS 

B. THURINGIENSIS 

B. MYCOIDES 

Di^etxo celular 

1,3 pm 

1,4 pm 

1,4 pm 

1,3 pm 

Celulas en cadenas 

+ 

- 1 - 

+ 

- 1 - 

Forma de las esporas 

Ovalada 

Ovaladas, cilmdricas 

Ovaladas, cilmdricas 

Ovaladas 

Localizacion de las esporas 

Subterminal 

Subterminal, central 

Subterminal 

Subterminal 

Celulas con tumefacciones de esporas 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento anaerobic 

+ 

+ 

+ 

4 - 

Motilidad 

- 

+ 

+ 

- 

Lecitinasa (agar yema de huevo) 

+ 

-1- 

+ 

+ 

.Arginina dihidrolasa" 

- 

V 

+ 

V 

Reduccion de nitrato" 

+ 

v+ 

+ 

v+ 

Hidrolisis de gelatina" 

V+ 

- 1 - 

+ 

+ 

Hidrolisis de almidon 

+ 

+ 

+ 

+ 

i Hidrolisis de caseina 



+ 

+ 

Produccion de acido a partir de:* 





.Arabinosa 

- 

- 


- 

Manitol 

- 

- 

- 

- 

Salicilina 

- 

+ 

V+ 

w+ 

Trehalosa 

+ 

- 1 - 

+ 

+ 

Inulina 

- 

- 

- 

- 

Glicerol 

- 

+ 

+ 

- 1 - 

Glucogeno 

+ 

+ 

+ 

- 1 - 

Produccion de p-lactamasa 

- 

+ 

+ 

ND 

Reaccion determinada con API 20E. 

'Reaccidn determinada con API 50CHB. 

+. reaccion positiva; . reaccion negativa; reaccion variable, mayoria de cepas positivas; ND, datos no disponibles. 


don por la inoculacion de medios convencionales en tubo o en 
placa. Los sistemas comerciales miniaturizados como API 20E® 
iincluye cupulas para arginina dihidrolasa [ADH], indol, reduc- 
cion de nitrato e hidrolisis de gelatina) y el API 50CHB® tam- 
bien pueden ser utiles para la diferenciacion de B. anthracis de 
otros microorganismos del grupo de B. cereus y para la identi- 
ficacion de otras especies de Bacillus y especies relacionadas 
(cuadros 14-5 y 14-6).^"^^ El sistema Vitek® (BioMerieux, Marcy 
TEtoile, Francia) tiene una tarjeta de identificacion de Bacillus 
autonoma y el sistema Biolog® (Biolog, Hayward, CA) tiene 
una completa base de dates de especies de Bacillus Existe un 
analisis de metilesteres de acidos grasos que utiliza el sistema 
de identificacion microbiano (MIDI) (Microbial ID, Newark, 
DE) para la identificacion de estos microorganismos. Se ban 
identificado especies de Bacillus utilizando distintos metodos 
quimiotaxonomicos, entre ellos espectrometria de masa por 
pirolisis, espectroscopia infrarroja por transformacion de 


Fourier y electroforesis en gel de poliacrilamida. Tambien se 
ban utilizado metodos moleculares para la identificacion y la 
tipificacion de cepas de B. cereus asociados con brotes de trans- 
mi sion alimentaria y casos agrupados de infecciones de aparen- 
te transmision hospitalaria.^^^’^®^'®”^^ 

Sensibilidad de las especies de Bacillus a los antibioticos 

Aunque la mayoria de las especies de Bacillus son resisten- 
tes a la penicilina a causa de la produccion de una enzima (i-lac- 
tamasa de amplio espectro, B. anthracis casi siempre es sensi¬ 
ble a la penicilina.’^^'^ Ademas, la mayoria de las cepas de B. 
anthracis tambien son sensibles a fluoroquinolonas, tetracicli- 
nas, eritromicina, gentamicina y cloranfenicol.^^"^’^^^ Es intere- 
sante senalar que la mayoria de las cepas de B. anthracis son 
resistentes a las cefalosporinas. B. cereus y B. thuringiensis 
producen una enzima p-lactamasa que hidroliza penicilina. 
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Cuadro 14-5 Guia de laboratorio de nivel A para la identificacion de Bacillus anthracis 

CATEGORIA 

CARACTERISTICAS 

Seguridad 

Bioseguridad de nivel 2 para el procesamiento de muestras clmicas 

Practicas de laboratorio de bioseguridad de nivel 3 para las manipulaciones de todos los cultivos que podrian pro- 
ducir aerosoles (corte, picado, torbellinos, etc.) 

Realice todo el trabajo en un gabinete de seguridad biologica 

Caracteristicas de las colonias 

Colonias de rapido crecimiento, de 2-5 mm de diametro despues de una incubacion toda la noche a 35-37 °C 

Superficie “en vidrio esmerilado”, seca, no pigmentada, plana o ligeramente convexa 

Bordes irregulares con proyecciones en “forma de coma” (colonia en cabeza de Medusa) 

Consistencia pegajosa y viscosa; cuando se tocan las colonias con un ansa, el crecimiento de las colonias se eleva 
como Clara de huevo batida 

No hemoliticas en SBA 

Caractensticas microscopicas 

Bacilos grampositivos grandes, unices o en cadenas. Pueden volverse gramvariables despues de 72 boras 

Puede estar encapsulado en el material clinico y en los medios para hemocultivos 

Las esporas terminales/subterminales no edematizan la celula vegetativa (se pueden observar las esporas en la tin- 
cion de Gram, la tincion de verde de malaquita o mediante microscopio de contraste de fase) 

No se presentan esporas en material clinico a menos que esten expuestos a concentraciones bajas de CO„ como las 
halladas en la atmosfera 

Las concentraciones mas altas de CO^ inhiben la esporulacion 

Caracteristicas claves 

Bacilos grampositivos 

No hemoliticos 

Inmoviles 

Catalasa positives 

Se presentan esporas cuando se cultiva en condiciones aerobias sin CO., 


ampicilina y cefalosporinas, pero la mayoria de las cepas de 
estas especies son sensibles a clindamicina, eritromicina, clo- 
ranfenicol, aminoglucosidos y vancomicina. 


Especies de Corynebacterium 

Introduccion y taxonomia 

El genero Corynebacterium esta compuesto por muchas espe¬ 
cies, que incluyen el patogeno clasico C. diphtheriae, el agente 
causal de la difteria. Aunque la difteria es bastante infrecuente en 
los paises desarrollados debido a la amplia vacunacion de los 
individuos susceptibles, es una causa de morbimortalidad im- 
portante, y, en ocasiones, se comunican brotes esporadicos en 
los Estados Unidos. Muchos de los microorganismos del gene¬ 
ro Corynebacterium constituyen parte de la flora normal de la 
piel y las vias respiratorias altas.^^^ Estas mismas especies, asi 
como otras especies de Corynebacterium y bacterias corinefor- 
mes relacionadas, ban comenzado a ser reconocidas como 
agentes importantes de enfermedad humana, sobre todo en 
huespedes inmunodeprimidos.^'^^^^ La aplicacion de tecnicas 
moleculares a la caracterizacion de los bacilos grampositivos 
ha conducido a la descripcion de varias especies nuevas de 
Corynebacterium aisladas en muestras clmicas humanas. 
Estos metodos incluyen analisis geneticos (secuenciacion de 
rRNA y rDNA 16S, hibridacion de acidos nucleicos, etc.), 


metodos quimiotaxonomicos (deteccion de acidos micolicos, 
analisis de peptidoglucanos, estudios de acidos grasos celula- 
res, caracterizacion de menaquinona, espectroscopia infrarro- 
ja por transformacion de Fourier) y tecnicas fenotipicas 
(pruebas fenotipicas convencionales, sistemas de identifica- 
cion, pruebas de asimilacion de compuestos organicos, de¬ 
teccion de las enzimas preformadas glucosidasa o aminopepti- 

El analisis de varias cepas 
corineformes sin nombre ha llevado a la asignacion a generos 
ya descritos (p. ej., Corynebacterium, Arcanobacterium y Acti¬ 
nomyces) y a generos nuevos (p. ej., Turicella, Cellulo- 
simicrobium y Dennabacter). Se ha observado que cepas de 
grupos corineformes nuevos y de grupos de los CDC antes reco¬ 
nocidas pertenecen a generos de los que se pensaba que no 
incluian patogenos humanos (p. ej., Arthrobacter, Brevibac- 
terium, Cellulomonas, Microbacterium). Los generos que estan 
relacionados con las especies de Corynebacterium comprenden 
los microorganismos nocardiformes (Nocardia, Streptomyces, 
Oerskovia, Rhodococcus, Rothia, Gordona, Dietzia, Tsukarnu- 
rella), los actinomicetos facultativos y anaerobios (Actinomy¬ 
ces, Arachnia), los “difteroides” anaerobios {Propionibacterium, 
Propioniferax) y los bacilos acido-alcohol resistentes (Myco¬ 
bacterium). En el cuadro 14-7 se encuentran descripciones qui- 
miotaxonomicas y fenotipicas del genero Corynebacterium y 
de generos corineformes relacionados en muestras clmicas 
humanas. Algunos de estos generos seran explicados en este 






Cuadro 14-6 

Caracteristicas bioquimicas de las especies de Aneurinibacillus^ grupo Bacillus no Bacillus 
en muestras clinicas humanas 

cereus, Brevibacillus 

, Geobacillus 

y Paenibacillus 

nisladiis 





CFI Ul A CON 

LECI- 






GAS A 


PRODUCCION DE ACIDO A PARTIR DE 


ESPECIE 

DE LAS 

ESPORAS 

CION DE LAS 

ESPORAS 

TUMEFACCION 

DE ESPORAS 

MOTI- TINASA, 
LI DAD EYA 

ADH 

CION DE 

INDOL NITRATO 

LISIS DE 

GELATINA 

LISIS DE 

CASEINA 

LISIS DE 

ALMIDON 

PARTIR DE 

GLUCOSA 

ARABI- 

NOSA 

GLI- 

CEROL 

GLUCO- 

GENO 

INL- MANI- 

LINA TOL 

SALI- 

CINA 

TREHA- 

LOSA 

Aneuhnihacilius 
aneu rinilyticus 

Ovaladas 

C/ST 

-1- 

+ ND 

ND 

ND + 


- 

ND 

ND 

ND 

4 

ND 

ND 

- 

ND 

~ 

Bacillus 

amyiol iquefaciens 

Ovaladas 

C/T 




+ 

+ 


+ 

- 

- 

4 

4 

- 

4 

4 

4 

Bacillus hadius 

Ovaladas 

C/ST/T 

- 

+ ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 


ND 

ND 

- 

ND 

- 

Bacillus circulans 

Ovaladas 

ST/T 

-1- 

-1- 

V- 

V 



-1- 

- 


V 

4 

V4 

4 

4 

4 

Bacillus coagulans 

Ovaladas 

ST/T 

+ 


V 

V- 


V 

-1- 



4 



V 

4 

- 

Bacillus firmus 

Ovaladas 

ST 

V 

-1- 

- 

V-t- 

V 

f 

+ 


- 




V 


V 

Bacillus lentus 

Ovaladas 

ST/C 

V 

+ 



V 

V 

H- 



V 

V 

V- 

V4 

4 

V4 

Bacillus licheniformis 

Ovaladas 

ST/C 

- 


-1- 

- + 

♦ 

+ 

-1- 



1 

V 

V 

4 

4 

4 

Bacillus megaterium 

Ovaladas/esfericas 

ST/C 


-1- 


- 



+ 

- 


4 

4 

4 

4 

4 

4 

Bacillus pumilis 

Esferic as/oval adas 

ST/C 


-1- 

- 


+ 

+ 

- 

- 


4 



4 

4 

4 

Bacillus sphericus 

EsfiSricas/ovaladas 

ST/T 


+ ND 

ND 

ND 


V 

ND 

- 

ND 


ND 

ND 

- 

ND 


Bacillus suhiilis 

Ovaladas 

ST/C 

- 

-1- 



+ 

+ 

-t- 

- 


4 

4 

V4 

4 

4 

4 

Brevihacillus agri 

Ovaladas 

ST/C 

-1- 

ND 

ND 

ND 

4- 

+ 

ND 

ND 

ND 


ND 

ND 

4 

ND 

V 

Brevibacillus brevis 

Ovaladas 

ST/C 

-1- 

-1- ND 

ND 

ND + 

-1- 

+ 

ND 

ND 

ND 

V 

ND 

ND 

V 

ND 

- 

Brehivacillus 

laterosporus 

Ovaladas 

ST/C 

+ 

+ ND 

ND 

ND + 

-1- 

-1- 

ND 

ND 

ND 

4 

ND 

ND 

4 

ND 

4 

GeobacilhiS 

sleamlhermophilus 

Ovaladas 

ST/T 

+ 

-1- 


V 

+ 

V-H 

+ 

- 


V4 

4 

- 

- 

V- 

4 

Geobacillus 

thermodenitt ificam 

Ovaladas 

ST 

- 

- 


V 

+ 

V- 

+ 

- 


V 



V 

V 

4 

Paenihacillus alvei 

Ovaladas 

ST/C 

-1- 

-f- 


+ 

-1- 

-t- 

-1- 

- 


4 

V 

- 

- 

V 

V 

Paemhacillus nuiceram 

Ovaladas 

STn" 

+ 


- 

- 

V 


4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Paenihacillus polymyxa 

Ovaladas 

ST/C 

-H 

-*• 


V 

+ 

+ 

4 

4 


4 

4 

4 

4 

4 

4 

Paenihacillus validus 

Ovaladas 

ST/'r 

+ 

+ 


V 



4 



4 

V 

V 

4 


4 

Virgihacillus 

pantothenticus 

Ova ladas/e sferic as 

ST/T 


-1- 

V- 

V 

+ 

-1- 

+ 


4 

4 


- 

- 

4 

4 

C, espora de localizacion central; ST, espora de locaHzcicidn siibtenmmd. 
negativas; ND, no disponihles; EYA, agaryema de hiievo; ADH. arginina 

T, espora de localizacion terminal; positiva; negativa; V, reaccion variable; 
dihidrolasa 

V+, variable. 

mayoria de cepas positivas; 

V-, variable, mayoria de 

cepas 


Especies de Corynebacterium 747 




Cuadro 14-7 

Caractensticas del genero Corynebacterium y otros bacilos grampositivos corineformes 





GENERO 

MORFOLOGIA 

CELULAR 

CATALASA 

MOTILIDAD 

PIGMENTACION 

CRECIMIENTO 

METABOLISMO 

DE LOS 

HIDRATOS 

DE CARBONO 

ACIDOS 

MICOLICOS 

peptido(;lu- 

CANO 

diaminoacido 

MENA- 

QUINONAS 

Acidos 

GRASOS 

CELULARES 

COMENTARIOS 

Actinohaculum 

Bacilos delgados rectos a 
ligeramente curvos; pue- 
den mosirar cierta ramifi- 

cacion 



Ninguna 

Facu 1 tati vo/Anaerobio 

Fermentative 

Ausentes 

L-lisina, L-omitina 

MK-I0(H,) 

CI6;0.CI8;1(9C. 
ciclo), Cl 8:0 

Cuatro especies, que mcluyen el ex 
Actinomyces suis 

Actinomyces 

Bacilos, niamcnlosos, rami- 
ficacion 

V 


Ninguna; ocasional- 
mente rosa/roja 

Fac ul tati vo/Anaer obio 

Ferment at ivo 

Ausenies 

L-lisina, L-ornitina 

MK-IO(H^) 

C16:0.C18:1(9C, 
ciclo). Cl8:0 

Cepas grupo 1, grupo 2, “similar 
grupo 1” y grupo E de los CDA, 
mas otras especies de 

Actinomyces descritas antes 

Arcanohacterium 

Bacilos irregulares y corlos 

V 

- 

Ninguna 

Facultative 

Fermentaiivo 

Ausentes 

L-lisina 

MK-9{HJ 

CI6:0.C18:I(9C. 
ciclo), Cl8:0 

Cinco especies, que incluyen el ex 
Actinomyces hemardiae 

Arthrohucter 

Cicio bacilo-coco 

+ 

V 

Variable 

Aerobic 

Oxidative 

Ausentes 

L-lisina 

MK-8, MK-9. 
IVfK-9(HJ 

CI5:0ai. C17:0ai. 

C15:0i 

Algunas cepas grupos B-1 y B-3 de 
los CDC 

Brevihacterium 

Ciclo bacilo-coco 

-1- 


Blanca levemente gri- 
sdcea, amarilla, ana- 
ranjada, violeta 

Aerobio 

Oxidaiivo (inerte) 

Ausentes 

meso-DAP 

MK 8(H,). 
MK-7(HJ 

C15;0ai, C17:0ai, 

C16:0i 

Algunas cepas grupos B-1 y B-3 de 
los CDC 

Cellulomonas 

Bacilos irregulares; fonnas 
cdcicas 

+ 

V 

Amarilla 

Facultative 

Fermentative/ 

oxidative 

Ausentes 

L-omilina 

MK-9(HJ 

CI5:0ai. C16:0 

Grupo A-3 de los CDC (C 
hominis)-, cn la actualidad es 
poco Clara la clasificacion de O. 
turbata como C. cellulans 

Cellulosimicmhium 

Bacilos irregulares; ciclo 
bacilo-coco 

-1- 


Blanco amarillenta 

Facultative 

Fermentative 

Ausentes 

L-lisina 

MK-9(H^) 

C15:0ai,CI6;0i, 
C16:0. C16;0i 

Incluye Cellulosimirrohium cellu¬ 
lans, antes Oerskovia xanthine- 
olytica 

Coryn ehacterium 

Bacilos, bacilos con forma 
de palos 

+ 

- 

Ninguna, gris/blanca 

Facultative 

Fermentat i vo/i nerte 

V (C22-C38) 

meso-DAP 

MK-9{H,). 

MK-8(H,) 

C18:I.C16:0, 

C18:0 

Especies de Corynebacterium 

Dermabacter 

Bacilos coitos o cocobacilos 

-1- 

- 

Ninguna 

Facultative 

Fermentaiivo 

Ausentes 

meso-DAP 

MK-9, MK-8. 

MK 7 

C17:0ai. C15:0ai. 

C16:0i 

Grupos 3 y 5 de los CDC 

Exiguohacte num 

Bacilos irregulares y cortos 
con ciclo bacilo-coco 

+ 

-1- 

Anaranjada palida, 
amarilla 

Facultative 

Fermentative 

Ausentes 

L-lisina 

MK-7 

CI7:0i. CI5:0i. 

Cl 6:0 

Incluye E. acetylicum; se asemeja a 
las cepas grupo A-4 de los CIX' 


ivos aerobios y facultativos 


GENERO 

MOKFOI,OGlA 

CELULAR 

CATALASA 

MOTILIDAD 

pigmentaci6n 

crecimiento 

Ml lAllOl.lSMO 

l)l<: EOS 

IIIDRATOS 

DE GARBONO 

Agidos 

mic6licos 

rEriii)o<;iJi 

CANO 

DIAMINOAGIDO 

MENA- 

QIJINONAS 

Agidos 

(iRASOS 

GEEDEARES 

<X)lVIENlAKIOS 

Leifsonia 

Bacilos pleomorfos que se 
fragmentan en bacilos y 
cocos mas cortos; m6viles 
a traves de flagelos peri- 
tricos 

+ 

+ 

Amarillenta a ameirilla 

mtensa con el enve- 
jecimiento 

Aerobic 

Oxidativo, fermenta- 
tivo (de hidratos 
de carbono) 

Ausentes 

DL-acido diamino- 

bulirico 

MK-ll, 

MK-10 

C15:0ai, C17:0ai. 
C16:0i 

Incluye L. aquatica (antes 

'‘Corynebactermm aqualicum”) 
y otras bacterias ambientales 

Microbacterium 

Bacilos irregulares y delga- 
dos; algunas formas c6ci- 

cas 

+ 

V 

Enire tncolora 
y amarilla 

Aerobic 

Oxidativo/debilmen- 

te fermentative 

Ausentes 

L-lisina 

MK-12, 

MK 11, 

MK-10 

C15:0ai, C17:0ai, 
Cl6:0i 

Algunas cepas grupos A-4 y A-5 de 
los CDC; incluye las ex especies 

A ureoba cieri um 

Oerskovia 

Filamentos cocoides a mdi- 
mentarios; vegetativos 
pero sin “hifas” aereas 

+ 

V 

Amarillo 

Facultativo/aerobio 

Fermentativo 

Ausentes 

L-lisina 

MK-9(HJ 

C15:0. 16;0. 
C15:0i. C17;0ai 

Incluye Oerskovia iurbata 
{Cellulomonas cellulans)\ O. 
jenensis (de los insectos) y O. 
paurvmeabola (del suelo) 

Propion ibacte num 

Bacilos irregulares con rami- 
ficacion o extremes “bifi- 
dos”; algunas formas coci- 

cas 

V 


Blanca/bianco grisacea 

Anaerobio/facullalivo 

Fermentativo 

Ausentes 

LL DAP 

MK-9(H,) 

C15:0, C15:0ai, 

Ci7;0ai 

Suelen crecer mejor en condiciones 
anaerobias, sobre todo en aisla- 
mienlo primario; producen una 
cantidad imporiante de acido 
l^ctico a partir de glucosa 

Propioniferax 

Bacilos irregulares 

+ 

- 

Ninguna 

Aerobio 

Fermentativo 

Ausentes 

LL-A,pm 

MK-9(H,) 

C15:0ai. C16:0i 

Incluye las especies unieas 
Propioniferax innocua (antes 

Propionibacterium innocuum) 

Rothia 

Bacilos irregulares con rami- 
ficacidn rudimenlaria 

+ 


Blanca, bianco grisacea 

Faculiativo 

Fermentativo 

Ausentes 

L-lisina 

MK-7 

C15:0ai. C17:0ai. 

C160 

Ineluye variantes de colonias blan- 
cas y negras y grupo 4 de los 

CDC de corineformes fermenta- 
tivos; otra cepa Humana del 
genero es R. mucilaf^inosa 

Tu rice Ha 

Bacilos irregulares 

+ 

- 

Ninguna 

Aerobio 

Inerte 

Ausentes 

meso-DAP 

MK-10(H,), 

MK-IKH,) 

C18:1,C16:0, 

Cl 8:0 

Especies unieas {T. otitidis) fenoti- 
picamente similares a C. auris y 

C. dfermentans 
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capitulo, mientras que otros (p. ej., especies de Propionibac- 
terium) se describen en capitulos ulteriores. 

El genero Corynebacterium esta compuesto por bacilos gram¬ 
positivos pleomorfos con forma de porra o maza que son cata- 
lasa positivos, inmoviles, no esporulados y no acido-alcohol 
resistentes. La mayoria de las especies de Corynebacterium con- 
tienen acidos micolicos, arabinosa y galactosa en sus paredes 
celulares.^^^ El peptidoglucano de las especies de Corynebac¬ 
terium contiene acido meso-diaminopiinelico {meso-T>AP) 
como el diaminoacido componente. Tambien se encuentran dis- 
lintos acidos grasos celulares y menaquinonas en sus membranas 
celulares (cuadro 14-5). Las descripciones clasicas de este gene¬ 
ro incluyen su tendencia a formar disposiciones en ‘‘cerca” y en 
“letras chinas” sobre los extendidos tehidos con Gram (lamina 
en color 14-3A). La mayoria de las especies son facultativas y 
son fermentativas en su metabolismo de hidratos de carbono, 
aunque algunas son no fermentativas o utilizan los hidratos de 
carbono en forma oxidativa. Algunas especies tambien requie- 
ren lipidos para un crecimiento optimo (lipofilia). Esta necesidad 
es sugerida por el crecimiento en medios que contienen lipidos 
(p. ej., SB A) y por un crecimiento escaso o nulo en agar choco¬ 
late disponible en el comercio, que contiene polvo de hemina en 
lugar de eritrocitos lisados. El lipofilismo se demuestra mejor 
por el mayor crecimiento de estas especies en el medio que con¬ 
tiene Tween 80 al 0,1-1% en comparacion con el mismo medio 
que carece de ese compuesto. 

La aplicacion de tecnicas de “investigacion” a la caracteriza- 
cion de los microorganismos corineformes tambien ha creado 
problemas para el laboratorio clmico, donde los recursos de 
metodos de identificacion geneticos y quimiotaxonomicos son 
limitados y la identificacion fenotipica es la norma. Dos cepas 
clmicas pueden producir resultados identicos en las pruebas 
fenotipicas (p. ej., un API Coryne), pero cuando se aplican 
metodos geneticos y quimiotaxonomicos pueden ser diferentes 
(p. ej., diferentes acidos grasos celulares, diferentes diaminoa- 
cidos en el peptidoglucano, etc.). Debido a la caracterizacion 
fenotipica limitada de muchos generos ambientales (p. ej., 
especies de Mycobacterium), la asignacion de las cepas clmi¬ 
cas a estos generos es mas dificil y, lamentablemente, menos 
precisa. Como resultado del progreso cientifico, la interpreta- 
cion de las comunicaciones de los casos clinicos en relacion 
con Corynebacterium o especies corineformes individuales se 
ha vuelto problematica porque las cepas descritas en estas 
comunicaciones no han sido rigurosamente caracterizadas. 

Identificacion de especies de Corynebacterium y bacterias 
corineformes 

La identificacion de especies de Corynebacterium y otras 
bacterias corineformes se realizaba originariamente con pruebas 
fenotipicas de la misma forma que para otras bacterias faculta¬ 
tivas. Con la aplicacion de los metodos moleculares, ha aumen- 
tado mucho la cantidad de especies en el genero Corynebacte¬ 
rium y generos relacionados. Por lo tanto, el numero de pruebas 
fenotipicas necesarias para la identificacion aumento tambien. 
Se realizan pruebas convencionales como para otros microorga¬ 
nismos (p. ej., bacilos gramnegativos entericos), con ciertas 
modificaciones. Los requerimientos de lipidos se determinan 
por la inoculacion en superficie del microorganismo en un 
medio que no contiene lipidos (p. ej., agar de Mueller-Hinton, 
agar BHI, agar tripticasa soja) y colocando una gota de Tween 
80 al 0,1% en el inoculo. Despues de la incubacion, las cepas 
lipofflicas muestran mayor crecimiento en el area de deposito 
de Tween y crecimiento escaso o nulo en las areas alejadas del 


lipido. Las cepas no lipofflicas crecen en toda la superficie de 
agar (vease lamina en color 14-3B). Los medios de identifica¬ 
cion convencionales (pruebas de utilizacion de hidratos de car¬ 
bono) tambien pueden requerir el suplemento con tres a cuatro 
gotas de Tween 80 al 0,1-1% (por 5 mL de medios de caldo) 
para la identificacion de las cepas lipofflicas. 

La cromatografia gas-liquido para la deteccion de productos 
volatiles y no volatiles de la fermentacion de la glucosa tam¬ 
bien es util para identificar especies de Corynebacterium. 
Todos los taxones producen cantidades pequenas a moderadas 
de acidos acetico, lactico y succmico a partir de la glucosa, 
pero algunas especies tambien producen una cantidad impor- 
tante de acido propionico a partir de glucosa. Esta caracteristi- 
ca a menudo es util para separar cepas que tienen perfiles bio- 
quimicos muy similares (p. ej., separacion de C. amycolatum 
[propionato positivas] de C. striatum [propionate negativas]). 
En el recuadro 14-2 se enumeran las especies que producen 
acido propionico a partir de glucosa segun se determine por 
cromatografia gas-liquido. 

Dos sistemas que tratan la identificacion de bacilos grampo¬ 
sitivos corineformes son el API Coryne® (BioMerieux, La- 
Balme-les-Grottes, Francia) y el RapID CB Plus® (Remel 
Laboratories, Lenexa, KS). El API Coryne® es un sistema de 
identificacion que consta de un panel o galeria de microcupulas 
con once pruebas enzimaticas, ocho pruebas de fermentacion 
de hidratos de carbono y una cupula de control de fermenta¬ 
cion. Se prepara una suspension concentrada de microorganis¬ 
mos (estandar de McFarland #6 o mayor) en agua y se la colo- 
ca en las cupulas de prueba de enzima (nitrato [NIT] a traves 
de gelatina [GEL]). Se coloca luego una alicuota de 0,5 mL de 
esta suspension en el medio GP (medio enriquecido con indi- 
cador de rojo fenol) provisto; esto se utiliza para llenar el con¬ 
trol de hidratos de carbono y las cupulas de prueba (O a 
GLYG). Se cubre cada una de las ultimas cupulas con vaselina 
esteril. Se incuba la tira durante 24-48 horas en una incubado- 
ra sin CO,. Se agregan los reactivos A y B a la cupula de nitra¬ 
to y los reactivos ZYM A y ZYM B a las cupulas de enzimas 
(pirazinamidasa [PYZ] a p-N-acetilglucosaminidasa [p-NAG]); 
estas reacciones se leen despues de 10 minutos. Las pruebas de 
esculina (ESC), ureasa (URE), GEL e hidratos de carbono se 
leen directamente sin el agregado de reactivos. A partir del 
patron de reacciones en la tirita, se genera un biocodigo que se 
interpreta consultando el API Coryne Analytical Profile Index 
o haciendo entrar el biocodigo en el API Computer Service por 
telefono. 

Las evaluaciones del API Coryne version 1 en 1991 obser- 
varon que desde el 65% al 86,5% de las especies de 
Corynebacterium eran identificadas correctamente solo con el 
sistema. Desde el 21,8% hasta el 31,8% de las cepas eran iden¬ 
tificadas con pruebas adicionales (p. ej., produccion de pig- 
mento, motilidad, crecimiento en NaCl al 6,5%, prueba CAMP, 
hemolisis, crecimiento a 42 Esta version identified 

solo el 36,4% de 22 bacterias corineformes de los CDC carac¬ 
terizadas sin pruebas adicionales.La base de datos API 
Coryne fue actualizada en 1997 para incluir algunos taxones 
recien descritos y para reflejar los cam bios en la taxonomia. 
Funke y cols, evaluaron el API Coryne version 2,0 con 390 
cepas que representaban los 49 taxones incluidos en la nueva 
base de datos mas 17 cepas pertenecientes a taxones no inclui- 
dos.^^® El sistema identified el 90,5% de las cepas pertenecien¬ 
tes a los taxones incluidos, y se requieren pruebas adicionales 
para la identificacidn correcta del 55,1% de todas las cepas eva- 
luadas. Sdlo 5,6% de las cepas no fueron identificadas y 3,8% 
fueron mal interpretadas. El API Coryne requiere un indculo 
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Recuadro 14-2 Miembros del genero Corynebacterium 


Especie Importancia clinica e identificacion 


\ebacterium accolens C. accolens, descrito por Neubauer y cols, en 1991, ha sido aislado en muestras clinicas humanas, que incluyen secrecion 

de heridas, muestras endocervicales, esputo e hisopados de fauces.^^ Las cepas similares remitidas a los CDC de muestras 
clmicas fueron denominadas antes corineformes grupo 4 de los CDC. Este microorganismo fue observado inicialmente 
por su crecimiento satelite alrededor de una estria de Staphylococcus aureus en agar sangre, pero el subcultivo repetido 
del microorganismo condujo a la adaptacion al crecimiento lejos de la estna del estafilococo. No se observo ningun creci¬ 
miento alrededor de los discos impregnados con factor X o factor V o entre ellos. El crecimiento satelite probablemente se 
debio al cumplimiento del requerimiento liquido por la accion de los estafilococos sobre los eritrocitos en el agar sangre 
de camero (SBA). Se ha comunicado un solo caso de endocarditis de valvula mitral y aortica nativas causado por C. acco~ 
lens.^^^ C. accolens es una especie lipofflica que forma colonias pequenas (< 0,5 mm de diametro), grises. hsas. transpa- 
rentes, no hemoliticas en SBA despues de 48 horas de incubacion. Reduce el nitrato pero no hidroliza la esculina ni pro¬ 
duce ureasa. Al igual que la mayoria de las otras corinebacterias. la mayoria de las cepas de C. accolens dan positiva la 
reaccion de pirazinamidasa; sin embargo, no se produce fosfatasa alcalina. Fermentan glucosa y ribosa, y algunas cepas 
tambien producen acido a partir de sacarosa o manitol. Las cepas de esta especie son sensibles a penicihna. cefalospori- 
nas, eritromicina, clindamicina, tetraciclina y aminoglucosidos, y son resistentes al sulfametoxazol.^^^*^^^ 

Corynebacterium afennentans Los microorganismos pertenecientes al grupo ANF-1 de los CDC fueron descritos por primera vez en 1981. Estos micro- 
subespecie afermentans, organismos son bacilos grampositivos pleomorfos que no producen acido a partir de ningun hidrato de carbono, de ahi 

Corynebacterium afermentans el nombre ANF, que significa “no fermentador absoluto”. Han sido aislados en hemocultivos y muestras del oido; sin 

subespecie lipophilum embargo, su importancia clmica no es clara. Riegel y cols, examinaron las caracterfsticas geneticas y bioquimicas de 

11 cepas de ANF-1 y propusieron una nueva especie, Corynebacterium afermentans, que contiene dos subespecies, C 
afermentans subespecie afermentans y C. afermentans subespecie lipophilum La primera subespecie crece igual- 
mente bien tanto en ausencia como en presencia de Tween 80 al 1%, aunque las colonias adquieren una pigmentacion 
marron clara en medios que contienen Tween. Las ultimas subespecies forman colonias muy pequenas en SBA despues 
de 24 horas, pero producen grandes colonias de color marron claro en SBA con suplemento de Tween 80. Fuera de los 
requerimientos de liquido, estos microorganismos son bioquimicamente inertes excepto por las reacciones de pirazina¬ 
midasa (PYZ) y de fosfatasa alcalina (PAL) positivas. Desde el punto de vista fenotipico, C. afermentans subespecie 
afermentans se asemeja a las otras dos especies de corineformes -Corynebacterium auris y Turicella otitidis- ambas 
asociadas con otitis media. Todas producen el mismo biocodigo en el API Coryne (biocodigo 2100004). Estos tres 
microorganismos pueden ser diferenciados sobre la base de la morfologia de las colonias, la prueba de CAMP, las acti- 
vidades de DNAsa y leucina arilamidasa (LAP). C. afermentans subespecie lipophilum tambien produce el mismo bio¬ 
codigo API y es la linica especie lipofflica que puede ser prueba de CAMP positiva. Sewell y cols, comunicaron el pri¬ 
mer caso de endocarditis de valvula protesica por C. afermentans subespecie lipophilum en un hombre de 76 anos.^®^ 

El microorganismo fue aislado en 5 de 15 hemocultivos BACTEC y de un absceso perivalvular. La cepa era sensible a 
penicilina, ampicilina, vancomicina, cefazolina, ceftriaxona, gentamicina, eritromicina, ciprofloxacina e imipenem, y 
era resistente a clindamicina y trimetoprim-.sulfametoxazol. C. afennentans subespecie lipophilum tambien ha sido des¬ 
crito como causa de un absceso encefalico y otro hepatico en un hombre de 39 anos antes sano.^” C. afermentans 
subespecie afermentans tambien ha sido documentado como causa de sepsis luego de neurocirugfa.^^ 

Corynebacterium amycolatum Vease el texto. 

Corynebacterium appendicis C. appendicis es una especie recien descrita que fue aislada en una herida posquirurgica en un paciente con apendici- 

tis.^”^^ Desde el punto de vista genotipico, esta nueva especie esta mas estrechamente relacionada con C. afermentans, 

C. coyleae y C. lipophiloflavum. Esta especie lipofflica da reacciones positivas de pirazinamidasa, fosfatasa alcalina y 
ureasa y produce acido a partir de glucosa y maltosa solo dentro de los 7 dias (reacciones API Coryne). El lactato es el 
principal producto de la fermentacion de la glucosa. 

Corynebacterium argentoratense C. argentoratense fue denominado asi por Argentoratum, nombre latino de Strasbourg, Francia, donde se lo aislo.^^^ Las 

cuatro cepas originales fueron aisladas en cultivos fan'ngeos'^humanos en pacientes con amigdalitis, pero no se conoce 
el papel de estas bacterias en la enfermedad. Esta especie esta estrechamente relacionada con miembros del “grupo de 
C. diphtheriae” (C. diphtheriae, C. pseudotuberculosis y C. ulcerans) y con C kutscheri. Debido a la similitud geneti- 
ca con el “grupo de C. diphtheriae”, estas cepas fueron examinadas para detectar la presencia del gen del P-corinefago, 
pero no se lo detecto en ninguna de las cepas. C. argentoratense es no lipofflico, forma colonias no hemoliticas, bianco 
grisaceas cremosas en SBA y produce rapidamente acido a partir de glucosa, fructosa y, oca.sionalmente. ribosa.™ No 
reduce el nitrato y no hidroliza la urea, la esculina ni la gelatina. Da positiva la reaccion de pirazinamidasa, pero la 
mayoria de las cepas dan pruebas de fosfatasa alcalina negativas. Este microorganismo se asemeja a C, coyleae salvo 
que este ultimo es fuertemente prueba de CAMP positiva y acidifica ribosa, mientras que C. argentoratense es prueba 
de CAMP negativa y es variable en la fermentacion de ribosa. Al igual que C. amycolatum, C. argentoratense produce 
acido propionico a partir de la fermentacion de la glucosa. 

Corynebacterium atypicum La descripcion de C. atypicum corresponde a una unica cepa obtenida de una fuente humana no descubierta.^*^ La cepa 

era no lipofflica, no hemolitica y no hidrolizaba esculina, gelatina ni almidon, y era leucina aminopeptidasa positiva, A 
diferencia de la mayoria de las especies de Corynebacterium, las pruebas de pirazinamidasa y de fosfatasa alcalina fue¬ 
ron negativas. Se produce acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa y ribosa. Esta nueva especie, al igual que C. 
amycolatum y C. kroppenstedtii, carece de los acidos micolicos de la pared celular. Al igual que C. glucuronolyticum, 
esta especie produce p-glucuronidasa (P-GUR), y otras pruebas enzimaticas en el API Coryne son negativas. El codigo 
API singular para esta especie atipica es 0200365. 
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Corynebacterium aiirimucosum Esta especie ha sido aislada en muestras clinicas humanas, que incluyen hemocultivos de un paciente con bronquitis 

El microorganismo crece como colonias pegajosas y ligeramente amarillas en SBA. En el API Coryne, las pruebas de 
pirazinamidasa y fosfatasa alcalina son positivas y se produce acido a partir de glucosa, maltosa y sacarosa, lo que con¬ 
duce al biocddigo API Coryne 2100125. El acido lactico es el principal producto de la fermentacion de la glucosa. 
Desde el punto de vista genotipico y fenotipico, C aurimucosum se asemeja estrechamente a C minutissimum. El per- 
fil API Coryne, 2100125 es el mismo para ambas especies, excepto que C. aurimucosum produce colonias amarillas y 
es hidrolisis de hipurato positivo, mientras que C minutissimum crece como colonias bianco grisaceas y es hipurato 
negativo. En 2004, Daneshvar y cols, comunicaron sobre cepas con pigmento negro carbon de muestras del aparato 
genital que fueron designadas provisoriamente como grupo corineforme fermentativo 4 de los CDC.^°^ Estas cepas fue- 
ron relacionadas a nivel de especie con C. aurimucosum y C. nigricans, las cuales fueron aisladas originariamente en 
muestras del aparato genital femenino. Debido a estas cepas y su estrecha relacion con C. aurimucosum, la descripcion 
de este microorganismo ha sido enmendada para incluir no solo los tipos originales de colonias (“pegajosas, ligeramen¬ 
te amarilientas”) sino tambien estas variantes con pigmento negro carbon. C. nigricans se considera actualmente un 
“pro sinonimo” de C nigricans. 

Corynebacterium auris Algunas bacterias del grupo ANF-1 de los CDC aisladas en pacientes pediatricos con infecciones oticas han sido caracte- 

rizadas y asignadas al genero Corynebacterium como subespecies de C afermentans (vease antes).^^* Otras cepas cori- 
neformes aisladas en muestras oticas que se asemejan fenotipicamente a los microorganismos del grupo AFN-1 de los 
CDC, pero que son genetica y quimiotaxonomicamente distintos (bacterias “similares a AFN-l”), han recibido el nom- 
bre Turicella otitidis.^^^’^ Funke y cols, tambien informaron sobre el aislamiento de 10 cepas identificadas como grupo 
“similar a AFN-l” de los CDC. pero que eran distintas tanto de las subespecies de C. afermentans como de T otitidis 
por la morfologfa celular y el aspecto de las colonias.^^* Las colonias eran secas, debilmente adherentes al agar y se 
volvieron ligeramente amarillas con el tiempo, mientras que las colonias de C. afermentans y d&T. otitidis eran cremo- 
sas, lisas y bianco grisaceas. Estas cepas eran fenotipicamente similares tanto a C. afermentans subespecie afermentans 
como a T. otitidis utilizando pruebas bioquimicas comunes. Sin embargo, pudieron ser diferenciadas por distintos sus- 
tratos en el sistema de identificacion BIOLOG. El analisis genetico confirmo que las 10 cepas eran una nueva especie 
de Corynebacterium y se propuso el nombre Corynebacterium auris (“auris’" se refiere al oido). C. auris crece como 
colonias no lipofflicas. no hemoliticas, secas, adherentes y amarilientas en SBA y, como mencionamos, produce reac- 
ciones en pruebas fenotipicas comunes que son identicas a C. afermentans subespecie afermentans y T. otitidis. Sin 
embargo, tanto C. auris como T otitidis son fuertemente prueba de CAMP positives, mientras que C afermentans es 
prueba de CAMP variable.^’* Ademas, las especies de C afermentans y C. auris son DNasa negativas, mientras que T. 
otitidis es DNasa positivo. Se puede detectar actividad de leucina arilamidasa (LAP) en T. otitidis y C. auris, mientras 
que C. afermentans subespecie afermentans es LAP negative.^’* En el API Coryne, el biocodigo numerico para C. 
auris es 2100004. Un estudio de 48 cepas de C. auris mostro que todas eran resistentes a la penicilina y la CIM 50% 
era de 1 pg/mL.^^ Estas cepas tambien fueron mas sensibles a cefalotina que a ceftriaxona. Todas las cepas de C. 
auris eran sensibles a cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina y tetraciclina. Se observd resistencia 
simultanea a la clindamicina y la tetraciclina en el 30% de las cepas. 

Corynebacterium bovis Esta especie lipofilica se asocia principalmente con ganado bovino. aunque se han documentado raras infecciones huma- 

nas7^‘^^^ C. bovis es una especie lipofflica que es pirazinamidasa negativa, fosfatasa alcalina y ureasa positiva, y produ¬ 
ce acido s61o a partir de glucosa. Algunas cepas raras son tambien debilmente maltosa positivas, aunque esta reaccion 
es negativa en API Coryne. El perfil API Coryne para C. bovis es 0101104.’^ 

Corynebacterium confusum C. confusum es una especie nueva que ha sido aislada en un absceso plantar, osteomielitis del calcaneo y sangre.^®^ La 

cepa de los hemocultivos fue aislada en un hombre no inmunodeprimido de 20 anos durante un episodio febril luego 
de una cirugia del dorso. Este microorganismo es no lipofflico y produce una reaccion acida retardada a partir de glu¬ 
cosa (la cupula GLU en el API Coryne fue positiva s61o despues de 48-72 horas de incubacidn). La falta de prolonga- 
cion de la incubacion de la banda API Coryne luego de 24 horas condujo a la identificacion de estas cepas como C. 
propinquum (vease mas adelante), pero estas cepas no hidrolizaban tirosina (C. propinquum es hidrolisis de tirosina 
positivo). C confusum reduce nitrato a nitrito, produce pirazinamidasa y fosfatasa alcalina, no hidroliza esculina ni 
urea y es prueba de CAMP negativo. Todas las pruebas enzimaticas API son negativas. En el API Coryne, los codigos 
generados por este microorganismo son 3100304 o 3100104, lo que indica que algunas cepas son tambien ribosa posi¬ 
tivas. En la comunicacion original, las cepas de C confusum fueron sensibles a penicilinas, cefalosporinas, aminoglu- 
cosidos, tetraciclinas, quinolonas y glucopeptidos, y tenian una sensibilidad variable a rifampicina y macrolidos. 

Todas las cepas eran resistentes al aztreonam. 

Corynebacterium coyleae C. coyleae ha sido aislado en muestras de liquido pleural, abscesos mamarios, muestras del aparato genitourinario y 

hemocultivos de pacientes con fiebres de origen desconocido secundarias a trastomos subyacentes (p. ej., SIDA. ciru- 
gja).^°* Las colonias de C. coyleae son no lipofflicas. no hemoliticas en SBA, de consistencia cremosa a pegajosa y tie- 
nen aproximadamente 1 mm de diametro despues de 24 horas de incubacion. El microorganismo es pirazinamidasa, 
fosfatasa alcalina y prueba de CAMP positivo, y produce acido a partir de glucosa, ribosa, fructosa y manosa. La 
mayoria de las cepas producen numeros de biocodigos 2100304 o 6100304. El ultimo biocodigo es el mismo que para 
C. Jeikeium, pero C. coyleae es no lipofflico y no muestra resistencia multiple a los antibioticos. Las seis cepas de 
C. coyleae descritas en la comunicacion original eran sensibles a ampicilina, amoxicilina clavulanato, cefalotina. 
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Corynebacterium diphtheriae 
Corynebacterium durum 


Corynebacterium falsenii 


Corynebacterium freneyi 


Corynebacterium glucuronolyti- 
cum Corynebacterium semi- 
nale”) 


Corynebacterium imitans 


Importancia cimica e identificacion 


ceftriaxona, cefuroxima, ciprotloxacina. eritromicina. gentamicina, imipenem, penicilina G. rifampicina, tetraciclina, 
vancomicina y teicoplanina. Cuatro de las seis cepas fueron sensibles a la clindamicina. 

Vease el texto. 

C. durum es una especie recien descrita que ha side aislada en cultivos fanngeos de individuos sanos y en esputo y 
muestras de lavado de huespedes inmunodeprimidos (neoplasias, leucemia, insuficiencia renal)7^*’^‘* En cultivo, este 
microorganismo no lipofflico produce pequenas colonias de color marron claro que son adherentes al agar, aunque no 
todas tienen este aspecto. En las tinciones de Gram, las celulas son iargas, pleomorfas y a veces filamentosas, y se ase- 
mejan algo a la morfologia celular de C matruchotii, pero carecen del aspecto de “latigo” caracteristico de las ultimas 
especies. La mayoria de las cepas de C. durum son fosfatasa alcalina y PYR negativas. La esculina es hidrolizada 
debilmente y la hidrolisis de urea es lentamente positiva o negativa. C. durum tambien es una de las pocas especies de 
Corynebacterium que fermenta fuertemente tanto manitol como galactosa, lo que ayuda a diferenciarlo de C matru- 
chotiu que no fermenta a estos hidratos de carbono. En la tira de API Coryne, C. durum produce perfiies numericos 
singulares(3000135, 3001135, 3040135, 3400115, 3400135, 3400305, 3400325, 3400335, 3040325, 3040335, 
3440335, 3441335) aun cuando este microorgan ismo no esta incluido en la base de datos de ese sistema.*’ Los datos 
sobre la sensibilidad a los antibioticos de esta nueva especie no se encuentran disponibles. 

C. falsenii fue descrito en 1998 por Sjoden y cols, en la Universidad de Goteborg, Suecia.**^ Las cepas fueron obtenidas 
de hemocultivos (tres) y cultivos de Ifquido cefalorraquideo (una). Dos de las muestras de hemocultivos provinieron de 
pacientes con linfoma maligno y leucemia linfatica, respectivamente. Estas cepas eran no lipofflicas y desarrollaron 
una pigmentacion amarilla definida despues de 72 horas; la incubacion prolongada mas alia de este tiempo condujo a 
una pigmentacion mas intensa. No reducian el nitrato y no hidrolizaban la esculina. Las cuatro cepas fermentaban len¬ 
tamente la glucosa, mientras que una cepa unica tambien produjo una reaccion acida lenta con maltosa. La urea con- 
vencional fue hidrolizada despues de una incubacion de toda la noche y la cupula de ureasa del API Coryne se volvio 
positiva solo despues de 48 horas de incubacion. Estas cepas fermentativas no lipofflicas eran genetica y quimiotaxo- 
nomicamente distintas, y se propuso el nombre C falsenii. Desde la descripcion de C. falsenii en muestras clfnicas 
humanas, tambien se han aislado cepas similares en las bocas de aguilas, junto con una segunda cepa no lipofflica (C. 
aquilae)}^'^ En el API Coryne, los biocodigos para C. falsenii incluyen 2101104 y 2101304. Algunos biocodigos API 
Coryne para este microorganismo son identicos a aquellos para C. jeikeium (2100304, 2100324), pero las cepas de C 
falsenii seran amarillentas y no lipofflicas. Las cepas de C. falsenii son sensibles a cefalotina, ciprotloxacina, eritromi¬ 
cina, gentamicina, imipenem, rifampicina, tetraciclina, cefetamet y ceftibuteno y resistentes al aztreonam. Las CIM 
para penicilina variaron desde 0,25 hasta 0,50 jUg/mL. 

Esta nueva especie comprende cinco muestras clfnicas de sangre, heridas, abscesos y una muestra de semen.'*^'^*® Las 
cepas de C. freneyi estan relacionadas geneticamente con C. xerosis y C. amycolatum y pueden ser diferenciadas desde 
el punto de vista fenotfpico de ellos por asimilaciones de fuentes de carbono y algunas caracteristicas bioqufmicas. Las 
colonias son blancas, secas. tienen 0,5 a 1 mm de diametro despues de 24 horas de crecimiento, son no hemolfticas y 
no lipofflicas. Al igual que C. xerosis, las cepas de C freneyi son a-glucosidasa positivas. C. freneyi puede crecer a 
20 °C, fermenta la glucosa a 42 °C y no acidifica el etilenglicol, mientras que las cepas de C. xerosis no crecen a 20 °C 
y no fermentan glucosa a 42 °C; algunas acidifican el etilenglicol. La capacidad de C freneyi para crecer a 20 °C tam¬ 
bien ayuda a diferenciarlo de C. amycolatum, que no es capaz de crecer a 20 °C. C. striatum y C minutissimum tam¬ 
bien pueden asemejarse a C. freneyi, pero C. striatum crece a 20 °C, fermenta la glucosa a 42 “C y acidifica el etilen¬ 
glicol. C. minutissimum fermenta la glucosa a 42 °C, pero no crece a 20 °C y no acidifica el etilenglicol. En el API 
Coryne, C. freneyi proporciona un biocodigo de 3110325, que corresponde a una identificacion cruzada C. striatiim/C. 
amycolatum', estas especies pueden ser separadas mediante las pruebas descritas antes. 

Esta especie es un corineforme no lipofflico que ha sido aislado en pacientes varones con infecciones genitourinarias y 
de muestras de semen de pacientes con prostatitis.Tambien se hallo en el semen de cerdos y en secreciones uteri- 
nas y vaginales de cerdas.^'* El analisis filogenetico de estas cepas defmio un taxon distinto estrechamente relacionado 
con T. otitidis. Este microorganismo produce colonias bianco grisaceas a ligeramente amarillas y no hemolfticas en 
SB A (vease lamina en color 14-4G y H). Aunque algunos resultados de las pruebas fenotfpicas son variables (reduc- 
cion de nitrato, hidrolisis de esculina, ureasa), la mayoria de las cepas son fuertemente prueba de CAMP positivas y (3- 
glucuronidasa (P-GLU) positivas (vease lamina en color 14-5A y B). En cromatograffa gas-liquido de los medios de 
cultivo enviados, esta especie tambien produce acidos propionico, lactico y succfnico a partir de glucosa. En general, 
las cepas suelen ser sensibles a p-lactamicos, aminoglucdsidos, rifampicina y vancomicina; algunas cepas son resisten- 
les a tetraciclina, doxiciclina, eritromicina, clindamicina y algunas quinolonas (p. ej., ciprofloxacina, norfloxaci- 
na) 289,-^33 Qjj.^ grupo de investigadores tambien describio este microorganismo y lo denomino "'Corynebacterium 
seminale", pero se ha dado precedencia al nombre C. glueuronolyticum?^^ 

C. imitans ha sido aislado en cultivos farfngeos de pacientes con sospecha de difteria en Polonia.^^* Ademas del ca.so ini- 
cial, un varon de 5 meses de edad, se comunicaron luego otros siete casos, todos los cuales tuvieron contacto con el 
caso inicial. Se aislo un microorganismo “similar a C. diptheriae" del caso inicial y de tres de los otros casos. Todas 
las cepas fueron negativas para la toxina difterica tanto por pruebas con animales como por el metodo de Elek. Dos 
metodos de PCR independientes no pudieron demostrar la presencia de ninguna porcion del gen tox en ninguna de las 
cepas. Como estas no produefan toxina difterica, los autores creyeron que no eran la causa de la enfermedad y que 
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habian equivocado el diagnostico, aunque habia ocurrido probablemente la transmision persona a persona. C. imi- 
tans no es una especie lipofflica que pueda ser distinguida facilmente de C. diphtheriae. A diferencia de esta ulti¬ 
ma, C imitans da pruebas debilmente positivas de pirazinamida, negativa de a-glucuronidasa y prueba de CAMP 
positiva, mientras que C. diphtheriae da pirazinamidasa negativa, a-glucuronidasa positiva y prueba de CAMP 
negativa. Las cuatro cepas de la comunicacion inicial produjeron niimeros de pertil identicos en el API Coryne 
(2100324).^^^ C imitans pudo .ser diferenciado de C. striatum y de C. minutissimum/C. amycolatum por la fermen- 
tacion de la maltosa y la prueba de CAMP, respectivamente. Lactato y succinato son los unicos productos de la 
fermentacion de la glucosa por C. imitans, mientras que tanto C. amycolatum como C. diphtheriae producen prin- 
cipalmente acido propionico. Las cuatro cepas descritas en la comunicacion inicial fueron sensibles a los antibioti- 
cos, salvo aztreonam, clindamicina, eritromicina y azitromicina.^^* 

Corynebacterium jeikeium Vease el texto. 

Corynebacterium kroppenstedtii La descripcion de C kroppenstedtii se basa sobre una sola cepa humana que aislada en el esputo de una mujer de 82 

anos con enfermedad pulmonar.'^’ El analisis de la pared celular puso de manifiesto la presencia de meso-DAP y 
arabinogalactano, y el analisis de secuencia de rRNA 16S apoyo la inclusion de este microorganismo en el genero 
Corynebacterium, Sin embargo, esta especie carece de los acidos micolicos de la pared celular, lo que la convierte 
junto con C amycolatum en los unicos dos miembros del genero que carecen de los acidos micolicos de la pared 
celular. Los estudios recientes sugieren que este microorganismo tiene vinculacion con la patogenia de la mastitis 
granulomatosa femenina.®'^^^’®’^® C. kroppenstedtii es una especie lipofflica que produce colonias grises, no pigmen- 
tadas, ligeramente secas o lisas en agar sangre. Las colonias suelen tener menos de 0,5 mm de diametro despues 
de 24 boras de incubacion. Este microorganismo da una prueba de esculina positiva, de ureasa y nitrato reductasa 
negativas, y la prueba de CAMP negativa. Se produce acido a partir de glucosa, sacarosa y maltosa (reaccion 
debil). Los biocodigos API Coryne para esta cepa son 2040105 o 2040125, segun la interpretacion de la reaccion 
de maltosa. C. kroppenstedtii no crece a 42 °C. Las pruebas in vitro de la unica cepa mostraron sensibilidad a 
penicilina, cefuroxima, clindamicina, eritromicina y vancomicina.*®’ 

Corynebacterium lipophiloflavum Durante una investigacion de microorganismos involucrados en la patogenia de la vaginosis bacteriana, Funke y 

cols, aislaron un microorganismo corineforme antes no descrito en la vagina de una mujer de 32 anos con este 
diagnostico clinico.^^ Esta cepa cumplfa los criterios iniciales de ser miembro del genero Coiynebacterium, tenfa 
una pigmentacion amarilla intensa y mostro requerimientos de Ifpidos para su crecimiento. El metabolismo del 
microorganismo era oxidativo, no producfa acido a partir de hidratos de carbono y era ureasa positive despues de 
24 boras en caldo de ureasa. El API Coryne produjo el mismo mimero de perfil que C. urealyticum (perfil 
#2101004). Sin embargo, C. urealyticum da rapidamente una reaccion de ureasa positiva (el agar urea, las porcio- 
nes en pico de flauta de Christianson se vuelven notablemente positives en minutes) y no es pigmentado. Ademas, 
esta nueva cepa era ampliamente sensible a p-lactamicos, macrolidos, clindamicina y aminoglucosidos, mientras 
que C. urealyticum suele ser multirresistente a estos antibioticos. El papel de esta cepa, si es que existe alguno, en 
la patogenia de la vaginosis bacteriana es poco claro. Se ha propuesto el nombre C. lipophiloflavum para esta cori- 
nebacteria atfpica. 

Corynebacterium maeginleyi Esta especie fue propuesta luego del examen genetico de 51 cepas corineformes lipofflicas (13 cepas de referenda y 

38 cepas clmicas) que mostraban patrones bioqufmicos heterogeneos.^^* Se han aislado cepas de C. maeginleyi 
principalmente en muestras oculares de pacientes con conjuntivitis y ulceras comeales.^^-^^^’*^* Tambien se lo aislo 
en la orina de un paciente con un cateter permanente y en hemocultivos obtenidos de un paciente con sepsis rela- 
cionada con el c ate ter. Las cepas de C. maeginleyi son similares a algunas cepas lipofflicas corineformes del 

grupo G-1 de los CDC. En SBA, el microorganismo forma colonias puntiformes despues de 48 horas; en SBA con 
suplemento de Tween 80 al 0,1%, se producen grandes colonias marron rojizas. Las concentraciones mas altas de 
Tween 80 (1 % frente a 0,1 %) pueden ser algo inhibidoras del crecimiento de algunas cepas. C. maeginleyi es fos- 
fatasa alcalina positivo, pero es pirazinamidasa negativo (al igual que C diphtheriae, C. pseudotuberculosis y C. 
ulcerans). Se produce acido a partir de glucosa, sacarosa y manitol, y no se produce acido propionico a partir de la 
fermentacion de la glucosa. En general, las cepas son susceptibles a una amplia gama de antibioticos. 

Corynebacterium matruchotii Este microorganismo fue denominado antes Bacterionema matruchotii y trasladado al genero Corynebacterium en 

1983.^^ C. matruchotii es parte de la flora normal de los seres humanos y de los animales y ha sido aislado en 
raras ocasiones en casos de endoftalmitis y ulceras corneales en pacientes inmunodeprimidos.’^® Aunque pueden 
aparecer en la tincion de Gram como bacterias corineformes tfpicas, tambien pueden aparecer con forma de “lati- 
go’' en la tincion y mostrar una ramificacion rudimentaria.’®* Las colonias de C. matruchotii tambien son atfpicas 
en comparacion con otros corineformes, pequenas y planas. C matruchotii es no lipofflico, produce pirazinamida¬ 
sa pero no fosfatasa alcalina, reduce nitrato a nitrito y suele ser esculina positivo. Se produce acido a partir de glu¬ 
cosa, maltosa, sacarosa y ribosa. El analisis reciente de varias cepas ATCC de C. matruchotii puso en evidencia 
que algunas eran en realidad miembros de la especie recien descrita C. durum.^^ Aunque no e.stan incluidas en la 
base de datos API Coryne, se ha observado que las cepas de C. matruchotii genuinas producen biocodigos API 
Coryne 7000325, 7010325 o 7050325. La cepa ATCC original de C. matruchotii (ATCC #43833) es distinta de las 
cepas de C matruchotii verdaderas por analisis de secuencia de rDNA 16S. Esta cepa se denomina ahora "cepa 
similar a C. matruchotir y arroja el biocodigo 2140325 en el API Coryne.^^ 
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Corynebacterium minutissimum C minutissimum es una especie no lipofflica de importancia clmica incierta porque la mayoria de los casos comuni- 

cados no contienen suficientes datos fenotfpicos como para descartar otras especies, sobre todo C. amycolatum.^^ 
Desde el punto de vista historico, C. minutissimum se asocia con eritrasma, una infeccion cutanea superficial 
caracterizada por pequefios parches maculares rojo parduscos, por lo general en las zonas intertriginosas. Las 
lesiones pueden ser pruriginosas y escamosas o la infeccion puede ser asintomatica. Las comunicaciones de casos 
que implican a “C. minutissimum'' como agente eiiologico incluyen abscesos profundos recurrentes del tejido 
mamario. bacteriemia asociada con mieloma multiple, infeccion de heridas quirurgicas posdiscectomia/posfusion 
vertebral, pielonefritis pediatrica, absceso costocondral, sepsis polimicrobiana relacionada con cateter venoso cen¬ 
tral y peritonitis asociada con dialisis peritoneal ambulatoria continua.^^"''* 189 . 268 . 348,751 Bosterhaut y cols, 
comunicaron el aislamiento de cepas multirresistentes de “C minutissimum" de hemocultivos en un hombre de 60 
anos sometido a tratamiento por una leucemia linfocitica, un paciente en hemodialisis de 50 anos y una mujer de 
77 anos en dialisis peritoneal por insuficiencia renal cronica.^ Era muy probable que estas cepas fueran C amy- 
colatum, dado que se produjo acido propionico a partir de la fermentacion de la glucosa y el microorganismo era 
multirresistente a los antibioticos. Las verdaderas cepas de C. minutissimum crecen como coionias lisas, humedas, 
bianco grisaceas y no hemoliticas en SBA, al contrario de las coionias cerosas de C. amycolatum.^^^ Desde el 
punto de vista fenotipico, este microorganismo se asemeja estrechamente a C. aurimucosum Se produce acido a 
partir de glucosa y maltosa; la mayoria de las cepas acidifican tambien la sacarosa. No se produce acido a partir de 
glucogeno, inulina, lactosa, manosa, ribosa, sorbitol, trehalosa 0 xilosa. Las pruebas de pirazinamidasa, fosfatasa 
alcalina y leucina arilamidasa son positivas. Las cepas de C. minutissimum tambien producen acetoma, son PYR 
negativas y pocas veces son prueba de CAMP positivas. Tambien son DNasa positivas y producen acido lactico y 
succmico a partir de glucosa, mientras que las cepas de C amycolatum son DNasa negativas y producen acido lac¬ 
tico y propionico a partir de glucosa.^’^®** 

Corynebacterium mucifaciens C. mucifaciens ha sido aislada en muestras de sangre, heridas y liquido articular humanos.^^^ Las coionias de esia 

especie son inusuales ya que son no lipofilicas, brillantes, iigeramente amarillentas y muy mucoides, una caracte- 
ristica infrecuente entre las corinebacterias, pero que se observa en los miembros del genero Rhodococcus. En el 
API Coryne, estos microorganismos producen numeros de perfil que corresponden a varias especies lipofflicas (C. 
jeikeium. C. bovis, grupo G de los CDC) o a la especie fermentativa no lipofflica C. striatum (cuadro 14-10). C. 
mucifaciens produce pirazinamidasa y fosfatasa alcalina y no hidroliza esculina. urea ni gelatina. Es probable que 
el metabolismo oxidativo que muestra esta especie sea responsable de la falta de acidificacidn rapida de los hidra- 
tos de carbono presente en el panel (“galeria”) API Coryne. C mucifaciens produce acido en forma oxidativa a 
partir de glucosa y en ocasiones de sacarosa; la produccion de acido a partir de fructosa, manosa y glicerol ayuda a 
diferenciarla de R. equi. El analisis de la pared celular confirmo la relacion con el genero Rhodococcus. Tambien 
.se examinaron las ocho cepas de C. mucifaciens descritas en la comunicacion original para sensibilidad a los anti¬ 
bioticos.Siete de las ocho eran sensibles a los p-lactamicos (cefazolina, penicilina) y todas eran sensibles a los 
glucopeptidos (teicoplanina y vancomicina) y los aminoglucosidos. Las sensibilidades de estas cepas a las tetraci- 
clinas, los macrolidos (eritromicina. azitromicina, claritromicina), la clindamicina y las quinolonas fueron varia¬ 
bles. Las ocho cepas fueron resistentes a aztreonam, cefetamet, ceftibuteno y fosfomicina. 

Corynebacterium nigricans C. nigricans es una especie de Corynebacterium inusual con pigmento negro que ha sido aislado en el aparato geni¬ 

tal femenino humano. Estas cepas se han asociado con complicaciones del embarazo, como aborto espontaneo y 
trabajo de parto prematuro.^^^ '^^^ Desde el punto de vista morfologico, las coionias de C. nigricans son negras, 
adherentes y tienden a ‘’cavar en" el agar. Este microorganismo debe ser diferenciado de las cepas con pigmento 
negro grisaceo del grupo 4 de los CDC, que se asemejan a especies de Rothia mas estrechamente que las corine¬ 
bacterias. Las coionias de C. nigricans miden unos 2-3 mm de diametro despues de 48 horas de incubacion y son 
no lipofflicas. Esta especie fermenta glucosa, maltosa y sacarosa; algunas cepas fermentan glucogeno o ribosa. 
Aunque las reacciones de pirazinamidasa y fosfatasa alcalina son variables, la reduccion de nitrato y la hidrolisis 
de esculina, urea y gelatina son negativas. En el API Coryne, C nigricans produce los biocodigos 0000125, 
2000125 y 2100327. Estos codigos se corresponden con identificaciones de baja coincidencia para C. striatum, C. 
amycolatum, C. minutissimum y grupos G y F-1 de los CDC, pero la morfologfa de las coionias de C. nigricans es 
suficientemente diferente como para que la identificacion no constituya un problema. Las cepas de bacterias del 
grupo 4 de los CDC reducen el nitrato e hidrolizan esculina y gelatina.**^^ C. nigricans tambien esta relacionado a 
nivel de especie con variantes de pigmentacion negra de C. aurimucosum. 

Corynebacterium propinquum Esta especie nueva incluye cepas que antes pertenecian al grupo ANF-3 de los CDC.^-^ Todas estas cepas no lipoffli¬ 

cas han sido aisladas en muestras respiratorias o en sangre human a, que incluyen un caso de endocarditis de valvu- 
la aortica nativa.®^^ El microorganismo esta relacionado filogeneticamente con C. pseudodiphtheriticum. Las coio¬ 
nias en SBA tienen 1-2 mm de diametro despues de 24 horas de incubacion, son de color hueso y secas, con hor¬ 
des enteros. No se hidroliza esculina ni urea, y las cepas producen de forma variable pirazinamidasa y fosfatasa 
alcalina. Al igual que C. pseudodiphtheriticum, C. propinquum es asacarolftica, pero las dos pueden ser diferencia- 
das por la produccion de ureasa por parte de C. pseudodiphtheriticum. Ademas, C. propinquum puede ser diferen¬ 
ciado de C. afermentans subespecie fermentans por la capacidad del primero para reducir nitrato y de C. afermen- 
tans subespecie lipophilum tanto por la reduccion de nitrato como por la falta de requerimientos de Ifpidos. No 
existen datos disponibles acerca de la sensibilidad a los antibioticos de esta especie. 
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Corynebacterium pseudodiphthericum Vease el texto. 

Corynebacterium pseudotuberculosis C pseudotuberculosis (antes denominado Corynebacterium avis) produce linfadenitis caseosa en ovejas, vacas y 

otros rumiantes pequenos.^^* Tambien se ha demostrado que este microorgan is mo causa aborto o mortinatos en 
ovejas con infeccion experimental y foliculitis en caballos. La mayoria de las infecciones humanas asociadas con 
C pseudotuberculosis se han cornunicado entre pastores de ovejas en Australia o en camiceros y, como en las 
infecciones animales. se han presentado como linfadenitis aguda o cronica.*'^'^®*®^^ Se describio un unico caso de 
linfadenopatia cervical granulomatosa supurada debida a C pseudotuberculosis en un habitante de la ciudad 
(Seattle) que tenia antecedences de ingerir leche de vaca y de cabra cruda.^'^^ En estas infecciones humanas, fue 
necesario el drenaje y la escision del/os ganglio/s linfatico/s afectado/s y la mayoria de los pacientes tenian secre- 
cion persistence o recurrence desde el sitio de la herida durante penodos prolongados. Debido al lento proceso de 
cicatrizacion, la mayona de los pacientes fueron tratados con varios antibioticos, como penicilina G, tetraciclina, 
eritromicina, sulfisoxazol y penicilinas antiestafilocdcicas. En 1978 se comunico un caso inusual de neumonia en 
un estudiante de medicina veterinaria de 28 anos causado por C. pseudotuberculosis Este paciente habia trabaja- 
do con el microorganismo en su clase de microbiologia veterinaria durante las 4 semanas antes del inicio de los 
sintomas pulmonares y tambien habfa estado expuesto a caballos “enfermos” en la practica. C. pseudotuberculosis 
es miembro del “grupo de C. diphtheriae”, que tambien incluye C. diphtheriae y C. ulcerans. C. pseudotuberculo¬ 
sis tambien ha sido transformado en una especie productora de toxina difterica por una infeccion experimental y 
lisogenizacion con el P-corinefago. pero no se han aislado cepas lisogenizadas naturales. Todos estos microorga- 
nismos son pirazinamidasa negativos (al contrario de la gran mayoria de las especies de Corynebacterium) y pro- 
ducen actividad de cistinasa, como lo demuestra la produccion de halos pardos alrededor de las colonias en medio 
de Tinsdale modificado.^'® **^^ C pseudotuberculosis es ureasa positive y nitrato reductasa y fosfatasa alcalina 
variable y difiere de C. ulcerans en que no produce acido a partir de glucogeno ni trehalosa y no hidroliza la gela- 
tina. A diferencia de C ulcerans y A. haemolyticum, C. pseudotuberculosis es prueba de CAMP inversa positive. 
En la comunicacion sobre 10 cases de linfadenitis humana debida a C pseudotuberculosis publicada por Peel y 
cols., todas las cepas produjeron un perfil en el API Coryne #0111324, lo que indico una reaccion positiva para 
fosfatasa alcalina, a-glucosidasa. ureasa, glucosa, maltosa y ribosa.®^^ Gran parte de la investigacion relacionada 
con C. pseudotuherculosis en los ultimos anos se ha concentrado sobre el desarrollo de pruebas diagndsticas para 
linfadenitis caseosa y una vacuna para prevenirla en los criadores de ovejas y cabras.^’^'^*"^ Estos microorganismos 
suelen ser sensibles a penicilinas. macrolidos, tetraciclinas. cefalosporinas, quinolonas y rifampicinas; la mayoria 
son resistentes a aminoglucosidos. nitrofuranos y polimixina.'*^^ 

Corynebacterium riegelli Esta especie recien descrita ha sido aislada en muestras de orina de mujeres con smtomas de infeccion urinaria y en 

hemocultivos.^*^ Se aislaron cepas en orina de mujeres de 21 a 62 anos sin enfermedades subyacentes. Los micro¬ 
organismos estaban presentes en cantidades importantes (> 100 000 UFC/mL). Las cepas de C. riegelii son no 
lipofilicas y producen colonias pegajosas brillantes y blancas en SB A (vease lamina en color 14-5E). Son fuerte- 
mente ureasa positivas (como C. urealyticum) y se observan reacciones positivas en las porciones inclinadas de 
urea de Christensen dentro de los 5 minutos despues de la inoculacion (vease lamina en color 14-5F). Una caracte- 
rfstica inusual de esta especie es que las cepas producen acido lentamente a partir de maltosa, pero no se forma 
acido a partir de glucosa. Estas reacciones atfpicas ocurren con medios convencionales (p. ej., hidratos de carbono 
sobre base de CTA) y con la tira de API Coryne. Los numeros de perfil de API Coryne para C riegelii son 
0101224, 2001224 y 2101224 (vease lamina en color 14-5G y H). Las cepas son sensibles a penicilina, cefalotina, 
cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina. tetraciclina y vancomicina, y son resistentes a cefetamet, 
ceftibuteno y fosfomicina.^“ 

Corynebacterium sanguinis Hasta la fecha, esta nueva especie no lipofflica solo ha sido aislada en hemocultivos.^^'* Las colonias de este microor¬ 

ganismo en SBA tienen 1 -2 mm de diametro despues de 48 horas de incubacion, son lisas, secas y amarillentas. 
Las pruebas de pirazinamidasa, fosfatasa alcalina y PYR son positivas, y la prueba de CAMP es negativa. El 
microorganismo fermenta lentamente glucosa y ribosa (en el API Coryne) pero ningun otro hidrato de carbono. C 
sanguinis es nitrato, ureasa, esculina y prueba de CAMP negativo. En el API Coryne, todas las cepas producen el 
numero de biocodigo 6100304. 

Corynebacterium simulans C. simulans es una nueva especie que ha sido aislada en un absceso en el pie, una biopsia de ganglio linfatico y un 

forunculo.^^'’ Este microorganismo es una especie fermentadora no lipofflica fenotfpicamente similar a C. minutis- 
simum y C. striatum, pero filogeneticamente distinta sobre la base de secuencias de rRNA 16S. Las cepas de C. 
simulans crecen como colonias cremosas. brillantes, bianco grisaceas y no lipofilicas que tienen 1-2 mm de dia¬ 
metro despues de 48 horas. C. simulans es nitrato positive y maltosa negativo (C. minutissimum es nitrato negativo 
y maltosa positive) y no fermenta el etilenglicol ni crece a 20 °C (C. striatum fermenta el etilenglicol y crece a 
20 “C). Esta es la unica especie de Corynebacterium que puede reducir nitrato a nitrite y luego reducir ademas 
nitrite a gas nitrogeno, de mode que una prueba de nitrite negativa debe ser evaluada con cine para confirmar esta 
reaccion. Ademas, algunas cepas pueden ser catalasa negativas. En el API Coryne, C. simulans produce varios bio- 
codigos (cuadro 14-10). No existen datos sobre sensibilidad a los antibioticos de C simulans. 
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Corynebacterium singulare La descripcion de C. singulare se basa sobre dos cepas humanas (una del semen, otra de la sangre).^^** Ambas tenian 

todas las caracteristicas quimiotaxonomicas claves del genero Corynebacterium y se asemejaban a C minutissimum 
por caracteristicas morfologicas y bioquimicas. Las colonias de C singulare son convexas, de hordes lisos, cremosas y 
de color gris blancuzco. Sin embargo, a diferencia de C minutissimum, las dos cepas son ureasa positivas. El examen 
de otros taxones ureasa positivos dentro del genero confirmo que las dos cepas eran en efecto distintas de ellos por 
varias caracteristicas, como una mayor capacidad fermentativa, la falta de reduccion de nitrato y la ausencia de P-glu- 
curonidasa. El microorganismo puede ser diferenciado de C. amycolatum por su falta de produccion de acido propio- 
nico a panir de glucosa. En el API Coryne, el microorganismo genera un codigo octal unico (biocodigo 6101125). 
Sobre la base de estos criterios, se ha propuesto el nombre C singulare No existen datos de sensibilidad a los anti- 
bioticos para este especie. 

Corynebacterium striatum Vease el texto. 

Corynebacterium sundsvallense C. sundsvallense ha sido aislado en hemocultivos, una muestra vaginal y el cultivo de una herida en la ingle. El aspec- 

to en la tincion de Gram de este microorganismo es singular, ya que se pueden obser\'ar botones o “protrusiones” en 
los extremos de algunos de los bacilos. El microorganismo es no lipofilico y produce colonias de color amarillo, pega- 
josas y adherentes en SBA. El microorganismo fermenta lentamente glucosa, maltosa y sacarosa, pero no lactosa, 
manitol, ribosa, xilosa o amigdalina. No se reduce el nitrato y no se hidroliza la esculina, pero se produce ureasa y la 
reaccion de a-glucosidasa es positiva (cuadros 14-9 y 14-10). Los acidos lactico y succmico son los productos princi- 
pales de la fermentacion de la glucosa. No existen datos de sensibilidad a los antibioticos sobre este microorganismo. 

Corynebacterium thomssenii La descripcion de la especie de este microorganismo se basa sobre dos cepas similares aisladas en muestras de liquido 

pleural de un hombre de 56 anos con insuficiencia renal cronica, accidente cerebrovascular y neumonfa.^*^ C. thomsse¬ 
nii es un microorganismo no lipofilico de crecimiento lento que produce colonias pegajosas y adherentes de menos de 
0,5 mm de diametro incluso despues de 48 horas de incubacion. El microorganismo es ureasa positivo, DNasa positi- 
vo. e hidrolisis de nitrato y de esculina negative. Se produce lentamente acido a partir de glucosa, maltosa y sacarosa. 
A1 contrario de todas las otras especies de Corynebacterium, las cepas de esta especie son fuertemente A-acetil-P-glu- 
cosaminidasa positivas, y producen el numero de perfil 2121125 en el API Coryne. Las cepas de C. thomssenii son 
sensibles a penicilina. ampicilina, cefazolina, gentamicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, ciprofloxacina, 
rifampicina y vancomicina y resistentes a aztreonam, cefetamet, ceftibuteno y fosfomicina.^*^ 

Corynebacterium ulcerans C. ulcerans es un miembro no lipofilico del “grupo de C. diphtheriae'\ junto con C. diphtheriae y C pseudotuberculo¬ 

sis. En anos anteriores, la validez de C. ulcerans como una especie de Corynebacterium separada fue controversial. 

Sin embargo, en 1995, el estado de especie de este microorganismo fue reafirmado por Riegel y cols.,^^“ quienes 
observaron que los tres microorganismos que comprendian el “grupo de C. diphtheriae" eran taxones separados y que 
los biotipos y las biovariedades dentro de cada especie estaban estrechamente relacionados desde el punto de vista 
genomico. Los analisis de las secuencias de rRNA 16S mostraron que C. ulcerans tiene un conjunto de semejanzas 
estrechas con C. pseudotuberculosis y en efecto es una especie separada. Ademas, se ha demostrado que la mayoria de 
las cepas de C. ulcerans (y algunas de C. pseudotuberculosis) producen toxina difterica. En un estudio, 25 de 37 cepas 
de C. ulcerans y 1 de 14 cepas de C. pseudotuberculosis produjeron pruebas de Elek positivas para toxina difterica. 
Ademas, todas las cepas con prueba de Elek positiva y dos cepas con prueba negativa produjeron resultados positivos 
en la hibridacion con una sonda de DNA para el gen estructural tox de la toxina difterica. Los analisis de los fragmen¬ 
ts obtenidos por endonucleasas de restriccion mostraron que las cepas de C. diphtheriae y C. ulcerans comparten una 
homologia considerable en las pruebas de Southern blot; estos fragments homologos incluyen el sitio de integracion 
de la familia p de corinefagos. Wong y Groman tambien demostraron que las toxinas diftericas producidas por cepas 
de C ulcerans y C. pseudotuberculosis eran similares en peso molecular y estructura inmunologica, en actividad ribo- 
siladora de ADP enzimatica y en la regulacion de su sfntesis por el hierro.^^* Las cepas de C. ulcerans tambien pueden 
producir una segunda toxina -fosfolipasa D- que es identica a la producida por C. pseudotuberculosis. Esta toxina 
afecta la eslingomielina y altera la permeabilidad de la membrana de las celulas diana. C. ulcerans es una causa rara 
de infecciones tanto en animales como en el hombre. Causa mastitis en ganado vacuno. primates y otros animates, y 
se ha aislado en leche de vaca no pasteurizada y otros productos lacteos.*®^ Tambien ha sido aislado en ardillas de tie- 
rra salvajes, en las cuales provoca dermatitis gangrenosa, toxemia y sepsis.**^- Las infecciones humanas ocurrieron casi 
siempre en areas rurales en individuos con antecedentes de exposicion a animales o ingestion de productos lacteos 
crudos.*'*® C. ulcerans ha sido aislada en pacientes con enfermedades indistinguibles de la difteria clasica. con presen- 
cia tanto de secuelas cardiacas como neurologicas o sin ella.^^*"’^'**^ En 1985, se comunico un caso de neumonia por 
C. ulcerans fmalmente mortal en un hombre de Baltimore de 78 anos que un ano antes habia recibido terapia radiante 
en el torax superior derecho para el tratamiento de un carcinoma pulmonar de celulas escamosas con metastasis en las 
costill as.En este caso, el microorganismo era sensible a penicilina, ampicilina, cefalotina, eritromicina, clindamici¬ 
na, tetraciclina y gentamicina. Se comunico otro caso de infeccion pulmonar por C ulcerans en un hombre de 53 anos 
que presento multiples nodulos pulmonares bilaterales sugestivos de carcinoma metastasico.^'‘‘ El examen histopatolo- 
gico de estos nodulos puso en evidencia una inflamacion necrosante granulomatosa y el cultivo dio una cepa no pro- 
ductora de toxina difterica de C. ulcerans. En 1996, se comunico un caso de difteria respiratoria debida a C. ulcerans 
toxigenico en una mujer de 54 anos de Terre Haute, Indiana.La paciente, que nunca habia sido inmunizada contra 
la difteria, fue tratada con ceftriaxona, eritromicina y 40 000 unidades intemacionales (UI) de anti toxina 
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difterica equina, y tuvo una rapida respuesta cimica. El cultivo de muestras clmicas fhisopados farmgeos y fragmentos 
de seudomembrana difterica) confirmo la presencia de C. ulcerans y la toxigenicidad de esta cepa fue demostrada 
tanto mediante un ensayo de inmunoprecipitacion de Elek como por un ensayo de PCR para toxina difterica. Las 
cepas de C. ulcerans productoras de toxina tambien han causado casos de '‘difteria” cutanea.^^' En 2002, 
Wellinghausen y cols, describieron un caso mortal de sinusitis necrosante en un anciano debido a C. ulcerans toxige- 
nico.^'^^ Las colonias de C. ulcerans son bianco grisaceas, secas y de aspecto ceroso, con un area leve difusamente 
P-hemolitica debajo de las colonias individuales y a su alrededor. El microorganismo es no lipofilico y las colonias 
tienen 1 -2 mm de diametro despues de 24 boras de incubacion. C. ulcerans es pirazinamidasa negativo y fosfatasa 
alcalina y ureasa positive. Se produce acido a partir de glucosa, maltosa, manosa, arabinosa, ribosa y glucogeno. A1 
igual que C. pseudotuberculosis. C. ulcerans es prueba de CAMP inversa positive y produce acido propionico como 
producto de fermentacion de la glucosa. 

Corynebacterium urealvticum Vease el texto. 

Corynebacterium xerosis Hasta hace poco se creci'a que C. xerosis era el corinefoime mas frecuente sobre la piel y, en consecuencia, la cepa cimi¬ 

ca mas frecuente perteneciente al genero Corynebacterium. Dates sustanciales indican ahora que la mayoria de las 
cepas clinicas de “C. xerosis'" son en realidad C amycolatum (vease explicacion anterior sobre este microorganis- 
mo).“^^ El verdadero C. xerosis produce colonias amarillas granulosus que contienen acidos micdlicos en sus paredes 
celulares. son LAP y a-glucosidasa positivas y producen acido lactico a partir de la fermentacion de la glucosa, mien- 
tras que las cepas de C. amycolatum producen colonias gris blanquecinas, secas y cerosas: carecen de acidos micoli- 
cos; son negativas o debilmente positivas para LAP; son a-glucosidasa negativas y producen ^cido propionico a partir 
de la fermentacion de la glucosa.A diferencia de C. striatum, las verdaderas cepas de C. xerosis no hidrolizan 
tirosina ni fermentan azucares leniamente {72-96 boras). La bibliografia contiene varias comunicaciones de casos refe- 
rentes a C xerosis como agente etiologico en distintos tipos de infecciones bumanas. En estas comunicaciones, a 
menudo se observe que las cepas eran multirresistentes a los antibioticos. Estas cepas multirresistentes eran en reali¬ 
dad C. amycolatum y no C. xerosis, dado que las cepas verdaderas de la ultima especie son bastante raras y se sabe 
que tienen una sensibilidad amplia. Debido a su aislamiento frecuente en el laboratorio clmico, C xerosis fue elimina- 
do de la version 2 de la base de datos API Coryne. Sin embargo, ciertos biocodigos -2110325 y 3110325- correspon- 
den a las verdaderas cepas de C. xerosis. 

Corynebacterium grupo F-1 La bacteria corineforme del grupo FI de los CDC es un corineforme fermentador lipofflico que puede ser separado en 

dos gmpos de homologia de DNA fenotipicamente indistinguibles. Como corineforme ureasa positivo que requiere 
lipidos, el grupo FI de los CDC se asemeja estrechamente a la especie con requerimientos de lipido que recientemente 
ha recibido el nombre C. macginleyi.^^^ Sin embargo, las cepas del grupo FI de los CDC son pirazinamidasa positivas, 
fosfatasa alcalina negativas y fermentan glucosa, maltosa y sacarosa, mientras que las cepas C. maeginleyi son pirazi¬ 
namidasa negativas, fosfatasa alcalina positivas y fermentan glucosa y sacarosa, pero no maltosa. El grupo FI corine¬ 
forme de los CDC ha sido aislado principalmente en el aparato urogenital. En 1992, se informo un caso de formacion 
de calculos de estruvita en un paciente de 40 anos asociado con el grupo FI de los CDC.^^'^ El microorganismo estaba 
presente en la orina en cantidades importantes (> 10® UFC/mL) y era sensible a las tetraciclinas. El tratamiento del 
paciente con doxiciclina condujo a la resolucion de la infeccion y el cese de la formacion de calculos. 

Corynebacterium grupo G La bacteria corineforme del grupo F de los CDC ha sido aislada en muestras del humor vitreo, la sangre, el liquido cefa- 

lorraquideo y el aparato genitourinario (vease lamina en color 14-6C y Las cepas pertenecientes al grupo F 

son lipofi'licas y el crecimiento es estimulado por Tween-80. En 1983, Austin y Hill comunicaron un caso de endocar¬ 
ditis mortal de valvula protesica asociado con el grupo F de los CDC en un hombre de 40 ahos.'*^ La cepa era sensible 
a ampicilina, cefalotina, cefamandol, cefoxitina, gentamicina y vancomicina. Tambien se aislaron corineformes del 
grupo G en hemocultivos de un paciente de 74 anos que se sometio a hemodialisis de mantenimiento debido a insufi- 
ciencia renal cronica.''®'^ Esta cepa tambien era uniformemente sensible a los antibioticos. 

Corynebacterium grupos F2 e I Se ha demostrado que los grupos F2 e I de los CDC corresponden a cepas de C. amycolatum.^^^'^^"^’^ 


importante para evitar las reacciones falsas negativas, y puede El RapID CB-Plus utiliza el formato de cubeta similar a 
ser necesaria una incubacion mas prolongada para detectar otros sistemas de identificacion Remel e incluye 18 celdas de 

reacciones de fermentacion de hidratos de carbono de algunas pruebas unicas. Para inocular el sistema, se prepara una sus- 

especies (p. ej., especies de Arthrobacter).^^ pension del microorganismo que crece en SBA al 5% (triptica- 

En varias de las comunicaciones sobre nuevas especies de sa soja, Columbia o base BHI) equivalente a un estandar de tur- 

el API Coryne se utilize para caracterizar fe- bidez de McFarland #4 en 2 rnL de liquido de inoculacion 

notipicamente las nuevas cepas y se generaron biocodigos a RapID. Se vierte o pipetea la suspension en la cubeta y se ino- 

partir de los patrones de reacciones positivas y negativas. culan simultaneamente las 18 celdas mediante manipulaciones 

Algunos biocodigos para nuevas especies dan identificaciones manuales de la cubeta. El sistema se incuba durante 4-6 boras 

para especies ya incluidas en la base de datos. En estos casos, a 35-37 ®C en una incubadora sin CO^. Se agregan los reactivos 

se deben realizar pruebas adicionales para llegar a la identifi- de nitrato A y B a la celda NIT y un segundo reactivo (Reactivo 

cacion correcta. Sin embargo, algunas nuevas especies generan RapIDx CB Plus) a las celdas de prueba de arilamidasa. Treinta 

biocodigos que son unicos. segundos a un minuto despues de agregar el reactivo, se leen 
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las reacciones de color en las celdas y se genera un microcodi- 
go numerico. Se consulta el Compendio de Codigos RapID CB 
Plus para la identificacion. Las evaluaciones de RapID CB-Plus 
han comunicado que el sistema identifica correctamente el 
88.5-95% de las especies de Corynebacterium, sobre todo las 
halladas comunmente en el laboratorio clmico (C amycolatum, 
C. jeikeium, C. striatum, C. urealyticum, C. minutissimum, C. 
pseudodiphtheriticum y grupo G de los Tambien se 

identificaron correctamente las cepas de algunos taxones recien 
descritos (p. ej., Dermabacter hominis, especies de Micro¬ 
bacterium, Turicella otitidis, especies de Cellulomonas, Bre- 
vibacterium casei y Arthrobacter cumminsii). Las dificultades 
con este sistema estaban relacionadas con la interpretacion de 
algunas de las reacciones de acidificacion de hidratos de car- 
bono y aminopeptidasa. 

Pruebas de sensibilidad a los antibioticos de las especies 
de Corynebacterium y bdiiler'm corineformes 

En varias publicaciones se informo la sensibilidad a los anti¬ 
bioticos de muchos de los corineformes recien descritos. En 
estos informes, se han utilizado procedimientos de dilucion en 
agar y de dilucion en microcaldo.^®^'^'^’^’^^^’^^'^’^^^ Tanto Soriano y 
cols., como Funke y cols, utilizaron un procedimiento de dilu¬ 
cion en agar con agar de Mueller-Hinton con suplemento de 
sangre de camero al 5% y un inoculo de 10^ UFC por microor- 
ganismo.^®^'®^^ Martinez-Martinez y cols, emplearon un proce¬ 
dimiento de microdilucion en caldo de Mueller-Hinton con 
suplemento de cationes que contenia Tween 80 al 0,5% y un 
inoculo de 5 X 10^ UFC por celda de microtitulo.^^^’^^^ Las pla- 
cas o bandejas se incubaron a 35 °C durante 18-24 horas en 
condiciones aerobias. Como no existe ningun valor critico 


determinado por CLSI para las pruebas de sensibilidad de las 
especies de Corynebacterium u otros corineformes, los “valo- 
res criticos” para la interpretacion de las CIM obtenidas 
mediante los metodos anteriores fueron definidos por los inves- 
tigadores en estos estudios. En el caso de penicilina, ampicili- 
na, amoxicilina-clavulanato y oxacilina, se utilizaron los valo- 
res crfticos determinados por CLSI para los estafilococos. En el 
cuadro 14-8 se mencionan los valores crfticos utilizados para la 
determinacion de la sensibilidad a los antibioticos de las cori- 
nebacterias y otros corineformes de la literatura.^^®^^ Algunos 
investigadores tambien han utilizado los metodos Etest para 
determinar la sensibilidad a los antibioticos de las especies de 
Corynebacterium y los corineformes similares a Arcanobac- 
terium haemolyticum.^^^'^^^ Utilizando Etest, la concordancia 
con la CIM por dilucion en caldo vario con el agente por eva- 
luar. El acuerdo entre los metodos vario del 88,2% para cefalo- 
tina y rifampicina hasta el 65,4% para amikacina y el 31,1% 
para vancomicina.^^^ En la actualidad, el CLSI ha convocado a 
un nuevo subcomite para preparar recomendaciones para los 
laboratorios clfnicos que evaluan bacilos grampositivos corine¬ 
formes y bacterias gramnegativas con requerimientos nutricio- 
nales especiales. Estas recomendaciones trataran los metodos 
mas apropiados para uso, los medios y las condiciones de incu- 
bacion, y los valores crfticos para determinar la sensibilidad a 
los antibioticos de estos microorganismos. 

Miembros del genero Corynebacterium aislados en seres humanos 

El genero Corynebacterium contiene gran cantidad de espe¬ 
cies que han sido aisladas en muestras clfnicas humanas, ani- 
males y el medioambiente. C diphtheriae, un patogeno clasi- 
co, es la causa de la difteria. Otras especies, como C. jeikeium. 


Cuadro 14'8 Valores crfticos para la determinacion de sensibilidad a los antibioticos de las especies 
de Corynebacterium y otras bacterias corineformes'®**^^ 

ANTIBIOTICO 

SENSIBLE, 4g/mL 

RESISTENTE, pg/mL 

Penicilina 

^ 0.12 

>0,12 

Ampicilina 

^ 0,25 

>0,25 

Amoxicilina/clavulanato 

^ 4/2 

>4/2 

Oxacilina 

^ 2 

>2 

Cefalotina 

< 8 

>8 

Ceftriaxona 

^ 8 

>8 

Cefuroxima 

s; 8 

>8 

Cloranfenicol 

< 8 

>8 

Clindamicina 

^ 0,5 

>0,5 

Eritromicina 

^ 0,5 

>0,5 

Ciprofloxacina 

^ 1 

> 1 

Gentamicina 

^ 4 

>4 

Rifampicina 

^ 1 

> 1 

Imipenem 

^ 4 

> 4 

Tetraciclina 

^ 4 

> 4 

Vancomicina 

^ 4 

> 4 

Teicoplanina 

^ 8 

>8 

Nitrofurantoma 

^ 1 

> 1 
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C. striatum, C. pseudodiphteriticum y C. urealyticum, se ai'slan 
mas a menudo que las otras especies de Corynebacterium y se 
comportan principalmente como agentes oportunistas en 
pacientes inmunodeprimidos o debilitados. C. amycolatum es 
la especie aislada con mayor frecuencia en el laboratorio clmi- 
co y puede representar un contaminante cutaneo o un agente 
importante de infeccion. Tambien es diffcil diferenciar esta 
especie de otras con caracten'sticas bioquimicas similares. 

C. amycolatum, C. diphtheriae, C. jeikeium, C. pseudodiph- 
theriticum, C. striatum y C. urealyticum se explican mas ade- 
lante. En el recuadro 14-2 se enumeran las otras especies de Co- 
rynebacterium, se describe su importancia clmica y se incluye 
informacion util sobre la identificacion de estos microorganis- 
mos. En el cuadro 14-9 se exponen las caracten'sticas bioqui¬ 
micas fenoti'picas de las especies de Corynebacterium aisladas 
en muestras ch'nicas humanas. El cuadro 14-10 es un compen- 
dio de los biocodigos de API Coryne para las especies de 
Corynebacterium no incluidas aun en la base de datos API 
Coryne. Estos biocodigos se ban obtenido de las descripciones 
originales de las distintas especies si el API Coryne fue inclui- 
do como parte de la caracterizacion de los microorganismos. 

CORYNEBACTERIUM AMYCOLATUM 

En 1988, Collins y cols, informaron sobre una nueva especie 
de Corynebacterium aislada en la piel humana.^^^ Aunque 
meso-C>JC?, arabinosa y galactosa estaban presentes en la pared 
celular, este nuevo microorganismo carecia de los acidos cori- 
nemicolicos que se encuentran en todas las otras especies de 
Corynebacterium. A pesar de esta separacion de un criterio 
importante utilizado para asignar a los bacilos grampositivos al 
genero Corynebacterium, el analisis de secuencia de rRNA 16S 
apoyo la inclusion de este microorganismo. Este fue denomi- 
nado Corynebacterium amycolatum (“sin acidos micolicos”) y 
aceptado como especie valida de Corynebacterium en 1988. 

Varios estudios indican que es probable que C. amicoJatum 
haya sido mal identificado por los laboratorios clmicos durante 
muchos anos como C. striatum, C. xerosis, C. minutissimum y 
grupo 1-1 de los En los casos ti'picos, C. amyco¬ 

latum produce colonias planas, secas, gris blanquecinas, mate o 
cerosas en SB A (vease lamina en color 14-3C). Las areas de 
crecimiento confluentes en medios de agar pueden adquirir un 
aspecto rugoso con una incubacion prolongada. Esta morfologia 
de las colonias se diferencia con facilidad de aquellas de C. 
minutissimum o C. striatum, que siempre producen colonias 
humedas bianco grisaceas. C. amycolatum da pruebas positivas 
de pirazinamidasa y fosfatasa alcalina, y la mayon'a de las cepas 
reducen tambien el nitrato a nitrito. C. amycolatum produce 
acido a partir de glucosa y ribosa, y la mayon'a de las cepas tam¬ 
bien fermentan la maltosa y la sacarosa. Algunas pueden ser 
ureasa positivas y PYR positivas. Todas producen acido propio- 
nico como principal producto final del metabolismo de la glu¬ 
cosa. En el cuadro 14-9 se muestran las pruebas adicionales que 
se pueden utilizar para diferenciar C. amycolatum, C. striatum, 
C. minutissimum y C. xerosis. Los numeros fre- 
cuentes del perfil API Coryne son 3100325, 3100125, 7100125, 
3100365, 4100325 y 3040121 (vease lamina en color 14-3D y 
E); estos numeros suelen identificar a los microorganismos 
como C. amycolatum/C. striatum, lo que requiere estas pruebas 
adicionales para la identificacion definitiva. Tambien se pueden 
utilizar metodos quimiotaxonomicos para resolver la identifica¬ 
cion de estas especies.^-^ 

C. amycolatum ha sido aislado en infecciones humanas 
importantes. Se ha comunicado una cepa confirmada con qui- 


miotaxonomi'a como causa de sepsis mortal en un lactante pre- 
maturo.^^ Desde entonces C. amycolatum ha sido aislado en 
infecciones relacionadas con cateteres, infecciones de heridas 
quiriirgicas, quisles pilonidales, mastitis, endocarditis de val- 
vulas nativas y hospitalarias, infeccion de electrodes de cardio- 
versores y artritis septica luego de sepsis de injertos vascula- 
res. 161.202,250,494,670,910 Las cepas son a menudo multirresistentes a 
los antibioticos, como p-lactamicos, macrolidos, clindamicina, 
aminoglucosidos, quinolonas y rifampicina.^^^’*^^®^^ Alrededor 
del 40% de 101 cepas de C. amycolatum evaluadas en un estu- 
dio reciente fueron resistentes a los P-lactamicos (CIM > 64 
pg/mL).^®^ Ademas, las CIM de ciprofloxacina, cloranfenicol, 
clindamicina y eritromicina en las cuales se inhibi'a el 50% de 
las cepas eran mayores que los valores cn'ticos de sensibilidad 
para los estafilococos. Tambien se observe en algunas resisten- 
cia a la gentamicina. Todas fueron sensibles a la tetraciclina y 
la vancomicina.^^^ 


CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE 

C. diphtheriae es la causa de la enfermedad clasica difteria, 
infeccion relativamente infrecuente en los Estados Unidos, 
aunque se sigue viendo en los pai'ses en vi'as de desarrollo.^^’^^‘ 
La infeccion se previene mediante la inmunizacion amplia de 
las poblaciones en riesgo con toxoide difterico; el uso de este 
material en otros pai'ses ha conducido a disminuciones espec- 
taculares en la incidencia de difteria tambien en esas localida- 
des. Si bien la inmunizacion amplia en muchos pai'ses fue 
exitosa, la difteria sigue siendo un agente infeccioso letal y 
resurgente, sobre todo dentro de ciertas partes del mundo. que 
incluyen Europa Oriental, sudeste de Asia, Sudamerica y el 
subcontinente de la India."^’^ La importacion de C. diphtheriae 
toxigenico de los pai'ses en vi'as de desarrollo donde la difteria 
sigue siendo endemica plantea una amenaza constante y ha 
explicado la mayon'a de los casos de difteria de los liltimos en 
los pai'ses industrializados. Por ejemplo, en un estudio de 
casos y controles de 1993 del primer caso de difteria mortal 
ocurrido en el Condado de Dade, Florida, en mas de veinte 
anos, el viaje reciente a Haiti entre los contactos del caso ini- 
cial sugirio que el microorganismo podn'a haber sido importa- 
do.^^^ Ademas, varias comunicaciones han documentado ahora 
la importancia clfnica de las cepas no toxigenicas de C. 
theriae Estos microorganismos han sido aislados 
en cultivos fan'ngeos y lesiones cutaneas de personas sin hogar, 
adictos a drogas intravenosas y se ha informado tambien bac- 
teriemia y endocarditis debidas a cepas no toxigenicas de C. 
diphtheriae en estos pacientes. 

En la actualidad, el Immunization Practices Advisory 
Committee (Comite Asesor sobre Practicas de Inmunizacion) 
del sistema de Salud Publica de los Estados Unidos recomien- 
da administrar tres dosis intramusculares de DPT (toxoide dif¬ 
terico, vacuna acelular contra la tos ferina y toxoide tetanico) a 
intervalos de 4 a 8 semanas a todos los nihos comenzando a las 
6-8 semanas de edad, con una cuarta dosis administrada 6-12 
meses despues de la tercera dosis. Los ninos que han comple- 
tado la serie primaria de inmunizaciones deben recibir una 
dosis de refuerzo en el momento del ingreso escolar. Para los 
nihos de 7 anos y mayores, se debe administrar toxoide difteri¬ 
co solo dos veces con un intervalo de 4 a 8 semanas, y se admi- 
nistra una tercera dosis 6 a 12 meses mas tarde. Los individuos 
mayores deben recibir un refuerzo de toxoide difterico a inter¬ 
valos de 10 anos. Las personas que viajan a regiones endemi- 
cas para la difteria tambien deben recibir inoculaciones de 
refuerzo. Ademas, las personas que estan convaleciendo de la 
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ESPECIE 

REQ 

LIP 

HEMOL 

SBA 

RED NO, 

PYZ 

AP 

ESC 

URE 

GEL 

PRUEBA 

DE CAMP 

GLU 

MAL 

SAC 

MNTL 

XYL 

C. accolens 

+ 

- 

+ 

v+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 

- 

- 

C. afermentans subespecie 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

_ 

afermentans 















C. afermentans subespecie 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

lipophilum 















C. amycolatum 

- 

- 

V+ 

+ 

+ 

- 

V- 

- 

- 

+ 

V+ 

V-H 

- 

- 

C. appendices 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

ND 



- 

- 

- 

C. argentoratense 

- 

- 

- 

+ 

V- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

C. atypicum 

- 


- 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. aurimucosum 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V 

V- 

V- 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. auris 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

ND 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

C. confusum 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

C. coyleae 

- 

- 

• 

+ 

+ 

- 

- 

ND 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

C. diphtheriae gravis 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. diphtheriae intermedins 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. diphtheriae mitis 

- 


+ 

- 

- 

- 

- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. diphtheriae belfanti 

- 



- 

- 

- 

- 

V- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. durum 


- 

+ 

+ 

- 

+ 

v+ 

- 

ND 

+ 

+ 

+ 

+■ 

- 

C. falsenii 

- 

- 

- 


+ 

- 

+' 

- 

- 

+' 

v+ 

- 

- 

- 

C. freneyi 

- 

- 

V 

+ 

+ 

- 

- 

- 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. glucuronolyticum 

- 

- 

V 

+ 

V- 

V 

v+ 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

- 

V 

C. imitans 

- 

- 

- 


+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 


- 

- 

C. jeikeium 

+ 

> 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

C. kroppenstedtii 

- 

- 


+ 

- 

+ 

- 

- 

ND 

+ 


+ 

- 

- 

C. lipophiloflavum 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

^24h 

ND 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

C. macginleyi 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 


- 

ND 

+ 

- 

+ 

- 

- 

C. matruchotii 



+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. minutissimum 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. mucifaciens 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 

- 

- 

C. nigricans 

- 



V 

V 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

ND 

- 

C. propinquum 

- 

- 

V 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

- 

_ 


(Continua) 
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Cuadro 14*9 Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies de Corynebacterium aisladas en seres humanos (coni.) 

ESPECIE 

LAC 

MNE 

ARA 

SOR 

RIB GLYG AMYG 

o-GAL P-GAL a-GI.U P-GLU 

p-(;uR 

NAGA 

PYR 

LAP 

C accolens 

- 

+ 

- 

- 

+ - ND 

ND - 

- 

- 

V 

ND 

C. afermentans subespecie 
afermentans 

- 

- 

ND 

- 

- - ND 

- - - - 

- 



- 

C. afermentans subespecie 
lipophilum 

- 

- 

ND 

- 

- - ND 

- - - - 

- 

- 

- 

- 

C. amycolatum 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

- - - - 

- 

- 

V- 

ND 

C appendices 

- 

ND 

- 

- 

- ND - 

- - - - 

- 

- 

- 

- 

C. argentoratense 

- 

ND 

ND 

ND 

V - ND 

ND - - 

- 

- 

- 

V 

C. atypicum 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

- - - - 

+ 

- 

- 

+ 

C. aurimucosum 

- 

- 

- 

- 

- - - 

- - - - 

- 

- 

- 

+ 

C. auris 

- 

ND 

ND 

ND 

- - ND 

ND - - 

- 

- 

- 

ND 

C. confusiim 

- 

ND 

- 

- 

+ - - 

- - - - 

- 

- 

- 

V 

C coyleae 

- 

+ 

- 

ND 

+ - - 

- - - - 

- 

- 

V 

+ 

C. diphtheriae gravis 

- 

ND 

ND 

ND 

+ + ND 

- - + - 

- 

- 

- 

ND 

C. diphtheriae intermedins 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

- - + - 

- 

- 

- 

ND 

C. diphtheriae mitis 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

- - + - 

- 

- 

- 

ND 

C. diphtheriae helfanti 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

- - + - 

- 

- 

- 

ND 

C. durum 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - - 

ND V - ND 

- 

- 

- 

ND 

C. falsenii 

V 

ND 

- 

- 

+ - - 

- - - - 

- 

- 

- 

V 

C. freneyi 

- 

ND 

ND 

ND 

+' - ND 

ND - + 

- 

- 

- 

ND 

C glucuronolyticum 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ - - 

- - - - 

+ 

- 

- 

+ 

C. imitans 

- 

+ 

+ 

- 

+ - - 

- - - - 

- 

- 

- 

- 

C. jeikeium 

- 

ND 

ND 

ND 

V- - - 

- - - - 

- 

- 

- 

ND 

C. kroppenstedtii 

- 

ND 

ND 

ND 

- - ND 

- - - - 

- 

- 

- 

+ 

C. lipophiloflavum 

- 

ND 

ND 

ND 

- - ND 

- - - - 

- 

- 

- 

+ 

C. macginleyi 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

ND - - 

- 

- 

- 

ND 

C. matruchotii 

- 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

ND - V 

- 

- 

+ 

ND 

C. minutissimum 

- 

- 

- 

- 

- - - 

- - - - 

- 

- 

- 

+ 

C. mucifaciens 

- 

+ 

- 

- 

V - - 

- - - - 

- 

- 

V 

- 

C. nigricans 

- 

+ 

ND 

ND 

V V ND 

ND - - 

- 

- 

- 

ND 

C. propinquum 

- 

ND 

ND 

ND 

- - ND 

ND - - 

- 

- 

V 

ND 
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Cuadro 14-9 Caractensticas bioquimicas para la identiflcacion de especies de Corynebacterium aisladas en seres hunianos (cont.) 


ESPECIE 

REQ 

iAp 

HEMOLISIS 

SBA 

RED 

NO, 

PYZ 

AP 

ESC 

URE 

GEL 

PRUEBA 

DE CAMP 

GLU 

MAL 

SAC 

MNTL 

XYL 

C. pseudodiphthericum 

- 

- 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

C. pseudntuherculosis 

- 

p 

- 

- 

V 


+ 

V 

Inv + 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. riegelii 

- 

- 

- 

V 

V 


Rapida + 

- 

- 

- 

+’ 

- 

- 

- 

C. sanguinis 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 


- 

- 

+' 

- 

- 

- 

- 

C. simulans 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 


- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

C. singula re 

- 

- 

- 


+ 

- 

+ 

- 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. striatum 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

V 

+ 

- 

v+ 

- 

- 

C. sundsvallense 

- 

- 

- 

V 

V 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

C. thnmssenii 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 


+' 

+' 

- 

- 

C. ulcerans 

- 

p 

- 

- 

■H 


+ 

+ 

Inv + 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. urealyticum 

+ 

- 

- 

+ 

V 


Rapida + 


- 

- 

- 

- 

- 

- 

C. xerosis 

- 

- 

V 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Corynebacterium grupo FI 

+ 

- 

v+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Corynebacterium grupd G 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

- 


- 

- 

+ 

V 

V 

- 

- 


(Continua) 








Cuadro 14*9 Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies de Corynebacterium aisladas en seres humanos (cont) 

ESPECIE LAC 

MNE 

ARA 

SOR 

RIB GLYG AMYG 

a-GAL p-GAL OrGLU P-GLL p-GUR NAGA 

PYR 

LAP 

C. pseudodiphthericum - 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND - _ _ 

V 

ND 

C. pseudotuberculosis - 

+ 

ND 

ND 

+ - ND 

ND - V - - 

- 

ND 

C. riegelii — 

- 

- 

- 

+ - - 

- - 


+ 

C. sanguinis - 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

- “ - - 

+ 

ND 

C. simulans - 

+ 

- 

- 

V 

- - - - - - 

- 

+ 

C. singulare - 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND - - - 

+ 

ND 

C. striatum — 

ND 

ND 

ND 

- - ND 

- - - _ _ _ 

- 

ND 

C. sundsvallense - 

ND 

ND 

ND 

- - - 

- - + ND 

- 

V 

C. thomssenii - 

+ 

- 

- 

- - - 

- - - - + 

- 

+ 

C. ulcerans - 

+ 

+ 

ND 

+ + ND 

ND + - - 

- 

ND 

C. urealyticum 

ND 

ND 

ND 

ND 

- - - - - 

- 

ND 

C. xerosis 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

ND - + - _ _ 


ND 

Corynebacterium grupo FI 

ND 

ND 

ND 

V- - ND 

ND - _ _ 

- 

ND 

Corynebacterium grupo G - 

ND 

ND 

ND 

+ - ND 

ND - - 

V 

ND 

+, reaccion positiva; - reaccion negativa; V, reaccion variable: reaccion positiva lardia; reaccion debil: V+, reaccion variable, nuiyoria de cepas positivas; V-. reaccion variable, rnayona de cepas negativas; R+, reaccion 

positiva rdpida; Inv+, prueba de CAMP inversa positiva: ND, datos no disponibles. 

Leyenda: REQ. LIP, requerimientos de Upidos: Hem SBA, hemolisis en agar sangre de camera: Red NO,, reduccion de nitraio: PYZ, pirazinamidasa: AP, fosfatasa alcalina: ESC, hidrolisis de esculina: LIRE, prueba de ureasa: GEL, 
hidrolisis de gelatina: P CAMP, prueba de CAMP: Glu, dcido a partir de glucosa: Mai, dcido a partir de maltosa: SAC, dcido a partir de sacarosa: Mntl, dcido a partir de manitol: Xyl, dcido a partir de xilosa: Mne, dcido a partir 
de manosa: Ara, dcido a partir de arabinosa: Son dcido a partir de sorbitol: Rib. dcido a partir de ribosa: Glyg, dcido a partir de glucdgeno: Amyg, dcido a partir de amigdalina: a-GAL, a-galactosidasa: fi-GAL, (i~galactosidasa: 
a-GLU, a-glucosidasa: P-GLU, P-glucosidasa; P-GUR, P-glucuronidasa: NAG A, N-acetil-p-P-glucosaminidasa: PYR, pirrolidonil arilamidasa: LAP. leucina aminopeptidasa. 
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Cuadro 14-10 

Biocodigos API Coryne para especies de Corynebacterium no incluidas en la base de datos actual 

LSPECK 

BIOCODIGOS DEL API CORYNE 

ESPECIE 

BIOCODIGOS DEL API CORYNE 

C ^fi^endicis 

2101124 

C. matruchotii 

7000325, 7010325, 7050325 

^^mtoratense 

2000104 

“Similar a C. matruchotir 

2140325 

C tuypicum 

0200365 

C. mucifaciens 

2000004, 2000104, 2000105, 2100104, 2100105, 


2100125 


2100004, 6000004, 6100104, 6100105, 



0000004, 6100125 

( tMuhs 

2100004 

C. nigricans 

0000125, 2000125, 2100327 

C Uh iS 

0101104 

C. riegelii 

0101224, 2001224, 2101224 

C. confiisum 

3100304, 3100104 

C. sanguinis 

6100304 

C. coyleae 

2100104, 6100304, 2100304, 4100304, 6100004 

C. simulans 

0100305, 2100105, 2100301, 2100305, 3000125 

C. durum 

3000135, 3001135, 3040135, 3400115, 3400135, 

C. singulare 

6101125 

1 

3400305, 3400325, 3400335, 3040325, 3040335, 

I 

1 

3440335, 3441335, 3440125, 3441125 

C. sundsvallense 

0011125, 0111125. 2011125, 2111125, 2001004, 

C- falsenii 

2101104, 2101304, 2100304, 2100324 


2101125 

C. freneyi 

3110325 ' 

C. thomssenii 

2121125.0101004 

1 C. imitans 

2100324 

C. xerosis 

2110325,31100325 

C. kroppenstedtii 

2040105,2040125 ' 



C. lipophiloflavum 

2101004 




difteria clmica tambien deben recibir inmunizacion con toxoi- 
de. dado que la infeccion clmica no induce necesariamente 
niveles protectores de antitoxina. Con la comunicacion de nue- 
vos casos de difteria respiratoria en los Estados Unidos, es 
imperativo que la respuesta de salud publica incluya tanto el 
manejo del caso como la identificacion de los contactos cerca- 
nos. Debido a la falta de recepcion de inyecciones de refuerzo 
en la mayoria de los adultos, existe actualmente una poblacion 
de adultos susceptibles; el 10-60% de los individuos may ores de 
30 anos tienen niveles insuficientes de anticuerpos circulantes 
contra la toxina difterica. En consecuencia, se siguen comuni- 
cando brotes de difteria. 

C. diphtheriae es el prototipo clasico del microorganismo 
toxigenico. Su virulencia esta relacionada casi por completo 
con la produccion de toxina difterica.'^^'^ La toxina difterica es 
un polipeptido de 58 342 Da que contiene 535 residuos amino- 
acidos. La toxina esta compuesta por dos fragmentos: el frag- 
mento A tiene 21 500 Da y el fragmento B tiene 37 200 Da. El 
fragmento B, que contiene los dominios de fijacion/transloca- 
cion del receptor, permite el pasaje de la molecula de toxina a 
traves de la membrana celular de las celulas diana. El frag¬ 
mento A, la porcion biologicamente activa de la molecula, 
cataliza la transferencia de la porcion de adenosindifosfato 
ribosa (ADPR) desde dicotinamida adenina dinucleotido 
(NAD) al factor de elongacion 2 (EF-2), una protema soluble 
que es necesaria para la translocacion de peptidilo-RNA de 
transferencia desde el sitio aceptor al sitio donante sobre el 
ribosoma eucarionte. Esta adenorribosilacion inactiva EF-2 y 
se inhibe la smtesis proteica en la celula afectada. El gen 
estructural (gen tox) que codifica la toxina difterica reside 
sobre el DNA de un corinefago (bacteriofago) denominado P- 
corinefago.'^^'’ Con la infeccion por una cepa de C. diphtheriae 
con el corinefago tox^, el acido nucleico que contiene el gen tox 
queda integrado en el cromosoma bacteriano (lisogenia) y se 
reproduce junto con el. La mayoria de las cepas no toxigenicas 


de C. diphtheriae y la mayoria de los corinefagos tox no con- 
tienen ninguna secuencia de DNA relacionada con tox detecta¬ 
ble. Solo las cepas de C. diphtheriae que son lisogenizadas por 
un P-fago que contiene el gen tox son capaces de producir toxi¬ 
na difterica. C. ulcerans y C. pseudotuberculosis (los microor- 
ganismos del “grupo C. diphtheriae'") tambien pueden portar el 
p-corinefago y producir toxina difterica. 

La difteria del aparato respiratorio se transmite entre los 
seres humanos sobre todo por contacto directo, el estornudo o 
la tos.^’^ La portacion del microorganismo sobre la piel y la 
portacion asintomatica en las vias respiratorias altas son fuen- 
tes frecuentes de transmision a otros individuos susceptibles.^* 
Durante un periodo de incubacion de 2-7 dias, el microorga¬ 
nismo se multiplica localmente en la nasofaringe posterior y la 
orofaringe. Durante este periodo, existe una acumulacion de 
microorganismos, fibrina y celulas inflamatorias para producir 
la seudomembrana caracteristica, que finalmente puede 
cubrir las amigdalas, la faringe, la laringe y las vias nasales 
posteriores (vease lamina en color 14-3F). La extension de la 
seudomembrana hacia adelante puede conducir a la afectacion 
del paladar blando y la uvula. En los casos graves, la seudo¬ 
membrana puede extenderse a la traquea y los bronquios y 
obstruir las vias aereas. Tambien suele presentarse una linfade- 
nopatia cervical y submandibular. Una mayor extension de la 
seudomembrana en la nasofaringe posterior y las vias nasales 
se asocia con una secrecion serosanguinolenta o purulenta 
desde la nariz que es altamente infecciosa. La afectacion del 
oido medio puede ser el resultado de la propagacion del pro- 
ceso infeccioso por contigiiidad. La extension de la infeccion 
respiratoria hasta la piel del rostro (nariz, oidos, mejillas) y el 
cuello tambien ocurre en ocasiones. La inoculacion de los 
microorganismos en los ojos puede provocar conjuntivitis con 
afectacion de la cornea o sin el la. Tambien pueden aparecer 
lesiones satelites en el esofago, el estomago o las vias respira¬ 
torias bajas. 
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C. diphtheriae tambien puede causar una infeccion cutanea 
primaria, en la cual la toxina es absorbida por via sistemica. 
Las lesiones de la piel pueden ser semejantes a otras lesiones 
cutaneas, que incluyen foliculitis, impetigo, piodeimia o der¬ 
matitis seborreica. Otros microorganismos piogenos, como 
Streptococcus pyogenes, pueden ser aislados simultaneamente 
con C. diphtheriae. Tambien se ha comunicado difteria cutanea 
luego de picaduras de insectos, como aranas, y tambien se ha 
documentado infeccion de heridas preexistentes (p. ej.. heridas 
quirurgicas, piodermia, eccema, impetigo, dermatitis).^’ La 
lesion inicial es una lesion ulcerosa denominada ectima difte- 
rico. Esta lesion comienza como una vesicula o una piistula 
que contiene un liquido de color pajizo o serosanguinolento. 
Una vez que este material drena, la lesion se convierte en una 
ulcera en sacabocados de algunos milimetros hasta algunos 
centimetros de diametro. Los margenes de la lesion estan ele- 
vados y socavados. En general, las lesiones cutaneas diftericas 
son dolorosas y luego se cubren por una escara o costra seudo- 
membranosa oscura y adherente. Por ultimo, la seudomembra- 
na se desprende y deja una base hemorragica y fuerte que rezu- 
ma liquido serosanguinolento. A medida que se desarrolla la 
lesion inicial, la piel circundante se torna roja y edematosa, con 
la formacion de ampollas satelites que rodean a la lesion de 
ectima difterico. La mayoria de las lesiones cutaneas estan 
sobre los brazos, las manos, los pies o las piernas. Aunque es 
mucho menos probable que las lesiones cutaneas produzcan 
una toxicidad sistemica grave, plantean un riesgo importante de 
propagacion hacia el medioambiente y a otros individuos. 

Las bacterias que se multiplican localmente sintetizan y libe- 
ran toxina difterica, que es absorbida por via sistemica. La toxi¬ 
na tiene efectos toxicos directos sobre el corazon, el sistema 
nervioso central y el periferico, el higado y los rinones.^"^^ Una 
miocardiopatia difusa puede aparecer en el 20-70% de los pa- 
cientes. Estos smtomas pueden aparecer de forma insidiosa o 
cataclismica, y conducir a colapso circulatorio e insuficiencia 
cardiaca congestiva aguda. Se pueden presentar complicaciones 
neurologicas y neuropatias en el 20-75% de los pacientes que 
suelen relacionarse con la gravedad de la enfermedad. Ini- 
cialmente, las complicaciones pueden incluir paralisis del pala- 
dar blando y la pared faringea posterior, seguida de paralisis ocu- 
lomotora y ciliar. Esta ultima contribuye al riesgo de aspiracion 
orofaringea y neumonia. Los cambios degenerativos grasos y la 
necrosis focal en los rinones, el higado y las glandulas suprarre- 
nales tambien pueden complicar las infecciones graves. En gene¬ 
ral, la miocardiopatia y la neuropatia ocurren mas adelante y son 
menos graves luego de las infecciones diftericas cutaneas que 
aquellas que siguen a la infeccion respiratoria. La muerte puede 
ocurrir por insuficiencia cardiaca o paralisis del diafragma. 

Infecciones distintas de la difteria clasica tambien se han 
asociado con C. diphtheriae; algunas de estas infecciones gra¬ 
ves se debieron a cepas no toxigenicas.^^® En los ultimos ahos 
se han publicado varias comunicaciones de endocarditis infec- 
ciosa debida tanto a cepas toxigenicas como no toxigenicas que 
afectan a valvulas cardiacas nativas y protesicas. En 1993, 
Tiley y cols, informaron sobre siete casos de endocarditis debi¬ 
da a cepas no toxigenicas que ocurrieron en Nueva Gales del 
Sur, Australia, en un periodo de 12 meses.^®^ La edad de los 
pacientes vario entre 12 y 49 ahos. Tres de los siete tenian ano- 
malias cardiacas preexistentes y solo uno era adicto a drogas 
intravenosas. Los pacientes presentaron una enfermedad pro- 
dromica (cefalea, malestar general, fiebre, mialgias) de 4 a 10 
dias de duracion; cinco tenian tambien faringitis no exudativa. 
La ecocardiografia demostro vegetaciones valvulares grandes 
en el momento de la presentacion. La ecocardiografia mostro 


grandes vegetaciones valvulares en cinco pacientes. Se desa- 
rrollaron embolias septicas difusas en los pequehos vasos san- 
guineos en cuatro pacientes, mientras que se presentaron 
embolias en el encefalo, el bazo y los rinones en el quinto, lo 
que condujo a su muerte. Los aneurismas micoticos complica- 
ron dos casos y se desarrollo artritis septica en cuatro de los 
siete pacientes. No se conoce en la actualidad la patogenia de 
las infecciones graves debidas a C. diphtheriae no toxigenica. 
El microorganismo puede invadir activamente el tejido y cau¬ 
sar una enfermedad fulminante que afecta los tejidos cardiacos, 
endoteliales y sinoviales. Tambien se informo endocarditis por 
una cepa no toxigenica de C. diphtheriae en un estudiante 
varon de 20 ahos en el cual se desarrollaron embolias cerebra- 
les y rabdomiolisis grave, que requirio el reemplazo de las val¬ 
vulas mitral y aortica.^® 

La capacidad de C. diphtheriae para infectar una amplia 
variedad de tipos celulares puede ser la causa de algunas de las 
presentaciones inusuales de la difteria. Havaldar y Shanthala 
comunicaron un caso en una niha de 11 ahos que presento 
dolor abdominal de dos semanas de duracion.Con posterio- 
ridad, aparecieron seudomembranas conjuntivales bilaterales 
que eran positivas en cultivo para C. diphtheriae. La afectacion 
intestinal se volvio evidente con la evacuacion de heces san- 
guinolentas y membranas de tejido intestinal desprendido. Se 
han comunicado otras infecciones asociadas con C. diphtheriae 
(p. ej., artritis septica, osteomielitis), pero son raras.^^’^®^ 

A pesar de las practicas de inmunizacion y un riesgo apa- 
rentemente bajo de difteria de adquisicion endogena en los 
Estados Unidos, existen grandes subgrupos de individuos sus- 
ceptibles. Las encuestas indican que solo el 40-60% de los 
nihos estadounidenses que tienen como mmimo 2 ahos de edad 
han recibido todas las vacunaciones recomendadas. Estudios 
similares tambien han mostrado que hasta el 20% de los nihos 
preescolares carecen de inmunidad protectora contra la toxina 
difterica. Ademas, algunas investigaciones serologicas en ado- 
lescentes y adultos en los Estados Unidos han mostrado que el 
20% hasta mas del 50% de estos individuos carecian de inmu¬ 
nidad contra la toxina difterica. Los niveles de inmunidad en 
los individuos ancianos fueron muy bajos, tal vez como resul- 
tado de la falta de exposicion natural durante la primera era de 
la vacunacion, las tasas bajas de vacunacion y la inmunidad 
inducida por la vacuna decreciente o ausente. 

El tratamiento de la difteria comprende la administracion de 
antitoxina equina para neutralizar la toxina que ya no esta 
unida a las celulas diana. No existe ningiin tratamiento eficaz 
para revertir la afectacion cardiaca o neurologica que podria 
haber ocurrido antes del diagnostico especifico. Se necesitan 
medidas de sosten (traqueostomia o intubacion, depuracion de 
la via aerea, monitorizacion de la funcion cardiaca) que son 
de extrema importancia. Tambien se puede administrar penicili- 
na o eritromicina para acelerar la erradicacion de los microor¬ 
ganismos del aparato respiratorio.'’^^ Se ha utilizado rifampici- 
na y eritromicina para erradicar la portacion de C. diphtheriae 
en los individuos expuestos. Las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos in vitro han mostrado que las cepas de C. diphthe¬ 
riae generalmente son sensibles a penicilina, ampicilina, cefu- 
roxima, eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacina, gentamicina, 
trimetoprim y rifampicina.^^® 

Para el aislamiento de C. diphtheriae, se obtienen muestras 
de hisopados orofaringeos, nasofaringeos o de lesiones cutane¬ 
as. Los hisopos deben elaborarse de dacron y se utilizan para 
tomar muestras de multiples areas inflamadas de la nasofarin- 
ge. Si se hallan seudomembranas, se deben recoger muestras 
con hisopos por debajo de las membranas. Las muestras deben 
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en\ iarse al laboratorio en un medio de transporte semisolido de 
rulina, como Amies. Estos hisopos son inoculados en una placa 
de agar sangre de carnero o una placa de agar colistina acido 
nalidixico (CNA) Columbia y un medio de agar que contiene 
cistina y telurito de potasio. Para el medio de cistina telurito, 
los laboratorios deben utilizar agar sangre con cistina telurito o 
agar de Tinsdale modificado para el aislamiento de C. diphthe- 
riae. Aunque no se realiza de rutina, algunos laboratorios tam- 
bien inoculan el agar inclinado (“pico de flauta”) de medio de 
Loeffler, que contiene sangre de vaca coagulada y huevo. La 
tincion de frotis de preparados con azul de metileno luego de 8 
a 18 boras de crecimiento en medio de Loeffler puede estable- 
cer un diagnostico preliminar de difteria, dado que estos micro- 
organismos crecen rapidamente en este medio y producen celu- 
las difteroides caracteristicas con forma de porra o maza que 
contienen granulos metacromaticos (vease lamina en color 
14-3H). Sin embargo, dado que otros corineformes tambien 
pueden tener este aspecto en el medio de Loeffler. los resulta- 
dos solo deben informarse como presuntivos y deben relacio- 
narse con la presentacion clinica del paciente. SBA y CNA se 
utilizan para evaluar estreptococos (i-hemoliticos. Staphylo¬ 
coccus aureus y Arcanobacterium haemolyticum. S. aureus 
puede ser aislado simultaneamente con C. diphtheriae y tam¬ 
bien crece como colonias negras en el medio de Tinsdale, de 
modo que la placa de agar sangre o la placa de CNA ayudan a 
evaluar la extension del crecimiento de los estafilococos en el 
medio que contiene telurito. Dado que es posible que algunos 
laboratorios no almacenen medios que contienen telurito debi- 
do a que su utilizacion es infrecuente, la inoculacion de sangre 
o agar CNA permite aun el aislamiento de C. diphtheriae y de 
otros microorganismos patogenos, lo que posibilita que las 


cepas corineformes sospechosas sean subcultivadas y examina- 
das mejor si la presentacion clinica y los antecedentes del 
paciente (p. ej., presencia de una lesion orofaringea seudo- 
membranosa caracteristica, falta de inmunizaciones, circuns- 
tancias de brote) sugieren con fuerza una infeccion por C. 
diphtheriae. (Veanse los protocolos 14-1 y 14-2 para las des- 
cripciones de la preparacion de la tincion de azul de metileno 
de Loeffler y el medio de suero). 

C. diphtheriae, C. ulcerans y C. pseudotuberculosis produ¬ 
cen colonias negras que estan rodeadas por halos pardos en un 
medio de Tinsdale modificado (vease lamina en color 14- 
3G).^^^ La coloracion negra de las colonias es el resultado de la 
actividad de la telurito reductasa, lo que conduce a la reduccion 
de telurio, mientras que los halos pardos indican actividad de 
cistinasa.^^^ Otros difteroides, estafilococos y algunos estrepto¬ 
cocos tambien pueden reducir el telurito (aunque no suelen pre- 
sentarse halos alrededor de las colonias), de modo que las tin- 
ciones de Gram y las pruebas de catalasa deben realizarse en 
todas las colonias sospechosas. Como C diphtheriae no pro¬ 
duce ureasa, esta prueba puede utilizarse para distinguir este 
microorganismo de C. ulcerans y C. pseudotuberculosis 
(ambos ureasa positivos). Los dos liltimos microorganismos 
pueden diferenciarse entre si por la produccion de acido a par- 
tir de almidon o glucogeno. La desaminacion de la pirazinami- 
da en acido pirazinoico por accion de la pirazinamidasa, una 
prueba utilizada en micobacteriologia, tambien es util para dis¬ 
tinguir los microorganismos “C. diphtheriae'" (pirazinamidasa 
negativos) de otras especies de Corynebacterium (principal- 
mente pirazinamidasa positivas). En la figura 14-1 se presenta 
un algoritmo para la deteccion e identificacion presuntiva de 
cepas aisladas en medio de Tinsdale. 


Hisopado de orofaringe, nasofaringe o lesion cutanea 


Agar CNA 

i 

24 horas 

I 

Buscar estreptococos p-hemoliticos, 

A. haemolyticum, S. aureus, crecimiento 


Agar sangre de carnero (SBA) Agar Tinsdale modificado 




24 horas 




I 


24 horas 


I 

y 

Agar inclinado (pico de flauta) 
de Loeffler (opcional) 


8-18 horas 


i 




Colonias negras 
con halos pardos 


Tehir el cultivo 
con azul de metileno 



Figura 14-1 Algoritmo para la identificacion de Corynebacterium diphtheriae. 
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Colonias negras con halos pardos en medio de Tinsdale modificado 


La tincion de Gram muestra bacilos grampositivos cohneformes 


I 


Ureasa 


Positiva 


Negativa 


Produccion de acido a partir de almidon o glucogeno C. diphtheriae 
1 i PYZ negativa 


Positiva 

i 

C. ulcerans 
(PYZ negativa) 


Negativa 

1 

C. pseudotuberculosis 
(PYZ negativa) 


Figura 14-2 Algoritmo para el aislamiento de C diphtheriae. 


C. diphtheriae puede aparecer como cuatro tipos (biotipos) 
de colonias distintas designadas gravis, mitis, intermedins y 
belfanti. Estos biotipos tambien difieren significativamente en 
la morfologia de la coloracion de Gram, algunas reacciones 
bioquimicas y, desde del punto de vista historico, en la grave- 
dad de los procesos patologicos que producen. Las cepas de C. 
diphtheriae biotipo gravis y las cepas biotipo mitis producen 
colonias convexas bastante grandes (1-2 mm de diametro a las 
24 boras), colonias convexas con hordes lisos, mientras que 
las cepas biotipo intermedins producen colonias pequenas (< 1 
mm a las 24 boras), mas negras y mas densas en agar que con- 
tiene telurito. La mayoria de las cepas mitis y algunas cepas 
gravis son debilmente P-bemoliticas en SBA (vease lamina en 
color 14-4A). Los cuatro biotipos crecen como colonias negras 
rodeadas por balos pardos en medio de Tinsdale modificado y 
todos forman colonias bianco grisaceas, lisas y no bemoliticas 
en SBA. Todos los biotipos carecen de actividad de pirazina- 
midasa, no producen fosfatasa alcalina y no bidrolizan esculi- 
na ni urea. Se produce acido a partir de glucosa y maltosa, pero 
no de sacarosa, manitol o xilosa; se ban comunicado raras 
cepas que fermentan la sacarosa (vease lamina en color 14-4B 
y (En el protocolo 14-3 se presenta la preparacion y el 
uso del medio de Tinsdale y en el protocolo 14-4, la prepara¬ 
cion y el uso de agar sangre cistina telurito). 

Una vez identificado un microorganismo desde el punto de 
vista bioquimico como posible C. diphtheriae, debe ser eva- 
luado por su capacidad para producir toxina difterica. Mucbos 
laboratorios que realizan pruebas de toxigenicidad utilizan el 
procedimiento de inmunoprecipitacion de Elek modificado, un 
metodo de inmunodifusion similar a la prueba de Oucbterlony 
clasica. La prueba utiliza agar KL Virulence (Difco, Franklin 
Lakes, NJ), un agar con base de proteosa peptona, con suple- 
mento de suero esteril de conejo o con enriquecimiento con KL 
Virulence (un enriquecimiento no seroso ideado para uso con 
agar KL Virulence por Difco) y con telurito de potasio al 
0,03% (con suplemento de solucion de telurito de Bacto- 
Cbapman, 1%; Difco) como medio base. Este medio se vierte 


en una placa de Petri esteril de 150 mm. Antes de que el medio 
se solidifique, se sumerge una tira de 1 cm x 8 cm de papel de 
filtro saturado con antitoxina difterica (tiritas de antitoxina 
Bacto-KL; Difco) en el medio y se lo orienta cruzando el dia¬ 
metro de la placa. Despues del enfriamiento, se realiza una 
estria perpendicular con la cepa por evaluar para la produccion 
de toxina en la tirita de antitoxina sumergida. Equidistante de 
uno de los lados de esta estria, tambien se siembra otra estria 
con una cepa toxigenica conocida de C. diphtheriae como con¬ 
trol de la prueba. Luego se incuba la placa a 35 y se la exa- 
mina cada 24 boras durante 3 dias. Si la cepa desconocida es 
toxigenica, se forman Imeas de precipitina en angulos de 45° 
entre el inoculo y la tira de antitoxina. Esta Imeas seran identi- 
cas a la cepa toxigenica de C diphtheriae de control. En un 
procedimiento de inmunodifusion de Elek modificado se utili¬ 
za un disco central con antitoxina y los microorganismos de 
prueba se inoculan a 7-9 mm del disco central.^'*^ Estas modifi- 
caciones permiten la evaluacion simultanea de multiples cepas 
y son adaptables a situaciones de brotes de casos. Se puede 
obtener una antitoxina de alta calidad de varias fuentes 
(Pasteur-Merieux, Lyon, Francia; CNG, Peyrm. Rusia; Wyeth 
Laboratories, Marietta, PA; Connaught Laboratories, Swift- 
water, PA). 

Tambien se ban creado otros metodos, que incluyen inmu- 
noanalisis enzimaticos y pruebas de aglutinacion del latex pasi- 
vas inversas para la deteccion de produccion de toxina por C. 
diphtheriae El EIA rapido desarrollado por Engler y 
Efstratiou utilizo antitoxina policlonal equina como anticuerpo 
de captura, y un anticuerpo monoclonal marcado con fosfatasa 
alcalina dirigido contra el fragmento A de la toxina difterica 
como anticuerpo de deteccion. Este metodo detecto 87 cepas 
toxigenicas entre 245 cepas de C. diphtheriae y fue totalmente 
concordante con los resultados del metodo de Elek modifica- 
do.^"^ En 2002, se creo un ensayo de tira inmunocromatografi- 
ca (ICS) que fue comercializado por la Organizacion Mundial 
de la Salud y el Programa para una Tecnologia Apropiada en 
Salud (Seattle, Para esta prueba, se preparo una sus¬ 

pension del microorganismo en un caldo de enriquecimiento 
que se incubo durante 3 boras. Se coloco una tira ICS en el 
tubo. Despues de 10 minutos, se examino la presencia de una 
banda paralela a un control intemo positivo que contiene la tira. 
Este ensayo puede detectar tan solo 0,5 ng/mL de toxina difte¬ 
rica y es 10 veces mas sensible que los metodos EIA y 20 veces 
mas sensible que los ensayos de aglutinacion. 

Tambien se ban implementado metodos moleculares para la 
deteccion de produccion de toxina por C. diphtheriae. La 
mayoria de los metodos de PCR ban sido dirigidos al gen tox, 
que utilizo cebadores que flanquean secuencias correspondien- 
tes al fragmento A de la toxina biologicamente activa.^'^’^^^’^^^’^''^ 
Estos ensayos fueron utilizados para la deteccion de toxina en 
cultivos puros de C. diphtheriae y directamente en muestras 
clmicas. Algunos estudios ban observado una correlacion del 
100% entre las tecnicas de base molecular y los metodos feno- 
tipicos para la deteccion de produccion de toxina (p. ej., la 
prueba de Elek).^^ Sin embargo, los metodos de PCR tambien 
pueden detectar secuencias de genes de toxinas en cepas que no 
producen toxina biologicamente activa.^^^*^^^ En un estudio, 6 
de 55 cepas de C. diphtheriae no produjeron toxina pero tenfan 
el gen tox, en todo o en parte.^^® Por lo tanto, en cepas sospe- 
chosas, las pruebas de PC^^R negativas son utiles para excluir el 
diagnostico de difteria, pero es posible que no predigan la 
expresion fenotipica de produccion de toxina. Tambien se ban 
utilizado metodos moleculares para tipificar tanto las cepas 
toxigenicas como no toxigenicas de C. diphtheriae a partir de 




Especies de Corynebacterium 769 


kK broies. Estos metodos han incluido ribotipificacion, analisis 
de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados, elec- 
iroforesis en gel de campo pulsado y analisis de DNA poli- 
mcHTico amplificado 

CORYNEBACTERIUM JEIKEIUM 

C. jeikeium es una de las especies de Corynebacterium aisla- 
da> con mayor frecuencia en las infecciones humanas.^*^ Esta 
e>pecie lipofflica coloniza la piel de los pacientes hospitalizados 
;■ lambien puede ser aislada en objetos inanimados en el medio- 
ambiente hospitalario.^^^ ®^^’*^^ Las infecciones por C. jeikeium se 
ven predominantemente en huespedes inmunodeprimidos con 
neoplasias y otras enfermedades subyacentes (que incluyen 
SIDA). dispositivos medicos permanentes, roturas de la barrera 
je^umentaria, neutropenia y terapia con antibioticos de amplio 
Este microorganismo es una causa bien 
documentada de muchas infecciones graves, como bacteriemia 
extrahospitalaria y hospitalaria y sepsis, endocarditis de valvulas 
naii\as y valvulas protesicas, meningitis, ventriculitis, neumo- 
ni j. pielonefritis, osteomielitis, peritonitis, otitis media e infec- 
jhmes cutaneas y de tejidos 

Despues de 24 boras de incubacion, las colonias de C jei- 
kemm en SB A son pequenas (0,5-1 mm de diametro), no hemo- 
bticas y bianco grisaceas (vease lamina en color 14-4D). El 
crecimiento en agar chocolate disponible en el comercio suele 
'er escaso debido a la ausencia de lipidos en las formulas 
aciuales de ese medio. A diferencia de otras especies, este 
mjcroorganismo es estrictamente aerobio. En ausencia de 
>uplemento para los medios de crecimiento con Tween 80, la 
acidificacion de la glucosa y de las cupulas de prueba de ribo- 
sa en el API Coryne a menudo es debil despues de 24 boras 
'.ease lamina en color 14-2F). El microorganismo da pruebas 
de pirazinamidasa y fosfatasa alcalina positivas y acidifica la 
jlucosa, la ribosa y la galactosa, y algunas cepas tambien aci- 
difican la maltosa. Todas las pruebas enzimaticas en API 
Conne son negativas para C. jeikeium (vease lamina en color 
14-iE y F). 

C. jeikeium fue la primera especie de Corynebacterium docu- 
meniada como multirresistente a los antibioticos."^^ Las cepas de 
esta especie a menudo muestran resistencia a los p-lactamicos 
penicilinas, cefalosporinas, imipenem) y los aminoglucosidos 
gentamicina, tobramicina), sensibilidad variable a los macroli¬ 
dos. tetraciclinas, rifampicina y quinolonas (ciprofloxacina) y 
sensibilidad a los glucopeptidos (p. ej., vancomicina y teicopla- 
mna) y quinupristina-dalfopristina.^^’"^^^-^‘^’^^"^’^^^’^^^’^^®'^^’®^^’*^'^ C. 
jeikeium tambien es resistente a muchas de las fluoroquinolonas 
mas nuevas (gemifloxacina, trovafloxacina) y a los macrolidos 
I azitromicina).^^^ Se cree que la resistencia multiple a los anti¬ 
bioticos es cromosomica mas que asociada con plasmidos. Sin 
embargo, en C. jeikeium se ha demostrado resistencia a macroli¬ 
dos. lincosamida y estreptogramina, inducible y asociada con 
transposones.^"^^ 

CORYNEBACTERIUM PSEUDODIPHTHERITICUM 

Si bien no es una especie recien descrita, la cantidad cre- 
ciente de comunicaciones de casos sugiere que C. pseudo- 
diphtheriticum puede constituir un patogeno emergente 
importante, sobre todo en los huespedes inmunodeprimidos. 
Aunque se lo considera miembro de la flora orofaringea nor¬ 
mal. las infecciones respiratorias asociadas con el incluyen 
faringitis exudativa, bronquitis, bronquiolitis, traqueftis 
necrosante, traqueobronquitis, neumonia y absceso pulmo- 


10.25,121,148,178,190.282,378,577 hucspedes inmunodeprimidos 
con estas infecciones, las enfermedades subyacentes o los fac- 
tores predisponentes han incluido traqueostomia permanente 
secundaria a carcinoma laringeo, enfermedad pulmonar obs- 
tructiva cronica, diabetes mellitus, cardiopatia isquemica e 
intubacion y ventilacion mecanica como consecuencia de acci- 
dentes de transito e infeccion por HIV. En algunos casos, la 
infeccion respiratoria por C. pseudodiphtheriticum puede imi- 
tar la difteria respiratoria."^^ Tambien se han informado casos 
de endocarditis de valvula nativa y de valvula protesica. La 
mayoria de los casos de endocarditis en valvula nativa ocurrie- 
ron en pacientes con dano valvular preexistente.^^^’^^®'^^*^ En una 
comunicacion, una vegetacion grande en el ^ea que rodeaba a 
la valvula mitral ocluia por complete la entrada en la auricula 
izquierda y se extendia hacia abajo en el ventriculo izquier- 
do.^^^ Tambien se informo una linfadenitis cervical supurada 
por C. pseudodiphtheriticum en un nino de tres anos y medio y 
un caso de discitis vertebral.^^^’^^^ En este ultimo caso, la infec¬ 
cion se debio a una infeccion de los cornetes nasales; se sugi- 
rio que este procedimiento podia haber causado una bacterie¬ 
mia que sembro el disco vertebral. Ademas, se ha comunicado 
tanto una herida cutanea como infecciones oculares (queratitis 
y conjuntivitis) causadas por el microorganismo."*®^'^^^ 

C. pseudodiphtheriticum es no lipofilico y crece como colo¬ 
nias blancas y lisas en SBA (vease lamina en color 14-5C). La 
pirazinamidasa y las reacciones de nitrato reductasa son posi¬ 
tivas, y la reaccion de fosfatasa alcalina es variable. Este 
microorganismo es ureasa positive despues de 24 horas y no 
fermenta ni oxida los hidratos de carbono. Las cepas de C. 
pseudodiphtheriticum suelen ser sensibles a p-lactamicos, van¬ 
comicina y aminoglucosidos, pero se han hallado algunos 
resistentes a clindamicina, eritromicina, tetraciclina y quinolo¬ 
nas. A1 igual que las subespecies de C. afermentans y C. auris, 
C. pseudodiphtheriticum no produce acido a partir de hidratos 
de carbono, pero es diferenciado facilmente de estas especies 
por sus reacciones positivas de ureasa y de reduccion de nitra¬ 
tes (vease lamina en color 14-5D). 


CORYNEBACTERIUM STRIATUM 

C. striatum ha sido hallado en el ganado bovino, como parte 
de la flora normal de las vfas nasales humanas y sobre la piel 
humana. En 1980, se comunico el primer caso de infeccion 
pleuropulmonar humana por C. striatum en un hombre de 79 
anos con leucemia linfocitica cronica. El microorganismo 
fue aislado en el esputo, dos series de hemocultivos y un culti- 
vo de liquido pleural. Tambien se lo aislo, junto con estrepto- 
cocos del grupo B y peptoestreptococos, en el esputo y las 
secreciones traqueales de un varon de 22 anos que habia sufri- 
do una fractura de craneo grave en un accidente automovilisti- 
co y en los hemocultivos tornados en una mujer de 64 anos con 
carcinoma endometrial metastasico.^^’^'^^ 

Desde 1993, han aparecido varias comunicaciones de otros 
casos relacionados con C. striatum que apoyan mas el papel de 
este microorganismo como patogeno emergente en los indivi- 
duos inmunodeprimidos.’^^ Watkins y cols., en la Case Western 
Reserve University, informo sobre el aislamiento de C striatum 
en seis pacientes.Las edades de estos pacientes variaban entre 
19 y 78 anos y tenian distintas enfermedades subyacentes, como 
linfoma linfoblastico con trasplante de medula autologa, mielo- 
displasia con trasplante de medula osea alogenica, esclerosis 
lateral amiotrofica, cancer colorrectal, diabetes, conjuntivitis 
purulenta y rotura prematura de membranas amnioticas. Las 
fuentes de las cepas fueron sangre, puntas de cateteres, liquido 
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peritoneal, granuloma de heridas de dedos, conjuntivas, tejidos 
uterinos y placentarios y orina. Peiris y cols., en el Reino Unido, 
aislaron cultivos puros de C striatum en esputo, membranas 
amnioticas y una herida profunda del codo en tres pacientes.^^^ 
En 1994, Wolde Rufael y Cohn comunicaron el primer caso de 
endocarditis de valvula nativa causado por C. striatum y 
Tumbarello y cols, informaron el primer caso de bacteriemia por 
C. striatum en un paciente con infeccion por La evi- 

dencia proveniente de estudios llevados a cabo en unidades de 
cuidados intensivos sugiere que en ocasiones C. striatum se 
transmite intrahospitalariamente.^®^’^^^ Desde mediados de 1990, 
se han aislado cepas importantes de C. striatum en pacientes con 
osteomielitis vertebral, artritis septica y sinovitis, abscesos pul- 
monares, abscesos mamarios, meningitis, infecciones de deriva- 
ciones de LCR y peritonitis asociada con dialisis peritoneal 
ambulatoria Desde 1994 se han comu- 

nicado otros varios casos de endocarditis por C. striatum, que 
incluyen endocarditis asociada con marcapasos y el primer caso 
de endocarditis de valvula protesica.^®^"^^*’^^^'^^*'*^^ 

Las cepas de C striatum son no lipofilicas y crecen como 
colonias bianco grisaceas no hemoliticas, lisas y humedas con 
hordes lisos en SB A (vease lamina en color 14-6 A). Las colo¬ 
nias miden 1 -2 mm de diametro luego de 24 horas de incuba- 
cion. Se produce pirazinamidasa y fosfatasa alcalina y no se 
hidrolizan urea, esculina ni gelatina. La mayoria de las cepas 
reducen el nitrato y producen acido a partir de glucosa, sacaro- 
sa, fructosa y galactosa solamente (vease lamina en color 14- 
Las cepas de C. striatum producen acidos lactico y suc- 
cmico a partir de glucosa, lo cual es util para diferenciarias de 
C amycolatum. En un examen de 1995 de 31 cepas clmicas se 
observe que todas eran sensibles a imipenem y a vancomicina; 
la mayoria fueron sensibles a ampicilina, cefalosporinas y ami- 
noglucosidos, y la mayoria fueron resistentes a clindamicina, 
eritromicina y tetraciclina.-^^^ En el informe de Tumbarello y 
cols., la cepa de C. striatum era sensible a vancomicina, teico- 
planina, rifampicina y tetraciclina, pero resistente a todos los 
p-lactamicos (incluido imipenem), todos los aminoglucosidos, 
las fluoroquinolonas, la eritromicina y la clindamicina.^^^ 

CORYNEBACTERIUM UREALYTICUM 

C. iirealyticum era denominado antes grupo corineforme D- 
2 de los CDC; en 1992 se propuso formalmente y se adopto el 
nombre Corynebacterium urealyticum.^'^'^^^ Las pruebas de res- 
triccion del DNA de cepas clinicas y de referenda y algunos 
estudios con sondas genicas de rRNA han demostrado que esta 
especie representa un taxon singular entre los corineformes.^^^ 
Normalmente microorganismo saprofito hallado en la piel, esta 
especie ha sido asociada con infecciones urinarias agudas y 
cronicas, urolitiasis, quistes renales y estenosis urete¬ 
ral 229 , 628 . 649 , 810 . 824 , 825,830 Xambien causa infecciones similares en 
perros.^^^’®^^ Se asocia altamente con la cistitis incrustante 
alcalina, un trastomo cronico observado en huespedes inmu- 
nodeprimidos con lesiones vesicales preexistentes, en quienes 
la inflamacion ulcerosa conduce al deposito de cristales de fos- 
fato de amonio-magnesio (estruvita; MgNH^PO^* bH^O) y cris¬ 
tales de apatita (CA[ 0 H][P 04 ] 3 ) sobre la pared vesical.^^^ Este 
trastorno es causado por microorganismos capaces de desdo- 
blar rapidamente la urea, como las especies de Proteus. La pie- 
lonefritis causada por C. urealyticum se observa sobre todo en 
pacientes inmunodeprimidos y en quienes han recibido un tras- 
plante renal y tuvieron complicaciones posquirurgicas.^’^^^ 
Ademas de su papel como patogeno de las vias urinarias, C. 
urealyticum ha sido aislado en ocasiones en hemocultivos y 


como causa de bacteriemia, endocarditis, pericarditis, osteo¬ 
mielitis e infecciones de heridas y de los tejidos blan- 

150,243,269,650,753,829,964 

C. urealyticum es un corineforme lipofflico que crece lenta- 
mente en SBA y produce pequenas (< 0,5 mm de diametro des¬ 
pues de 24 horas de incubacion) colonias grises, no hemoliti¬ 
cas. Es pirazinamidasa positive y fosfatasa alcalina positive, 
asacarolitico y rapidamente ureasa positive. Los medios de 
agar urea en “pico de flauta” comienzan a hacerse positives 
inmediatamente con la inoculacion. Las cepas de C urealyti¬ 
cum suelen ser multirresistentes a P-lactamicos, aminoglucosi¬ 
dos y macrolidos; algunas pueden ser sensibles a los P-lacta¬ 
micos. Las fluoroquinolonas muestran una actividad 

irregular y la ofloxacina es el agente mas activo.®^^ Doxiciclina, 
rifampicina y los antibioticos glucopeptidos vancomicina y tei- 
coplanina son los agentes mas actives contra esta especie bac- 
teriana. Se pueden seleccionar cepas resistentes a las quinolo- 
nas y la rifampicina durante el tratamiento con estos farmacos. 
Tambien se describieron metodos de PCR para la identificacion 
de C. urealyticum. La ribotipificacion parece ser la herra- 
mienta mas util para la caracterizacion de las cepas. 

Especies de Corynebacterium dsooMds con animales 

Algunas especies de Corynebacterium se han aislado en ani¬ 
males, en los cuales pueden constituir peute de la flora normal 
o ser una causa de un proceso infeccioso. Como ya se dijo, C. 
pseudotuberculosis es principalmente una cepa animal que en 
ocasiones produce enfermedad en los seres humanos que tie- 
nen contacto con animales o con productos animales infectados 
(p. ej., leche no pasteurizada).^®^’^^^ C. bovis forma parte de la 
flora normal de la ubre bovina y tambien ha sido implicado 
como causa de mastitis en estos animales. Este microorganis¬ 
mo es una causa rara de infecciones humanas (vease antes). C. 
kutscheri es un patogeno desconocido de ratas y ratones de 
experimentacion, en los cuales puede causar enfermedades 
rapidamente progresivas y mortales.^*^ En estos animales, el 
microorganismo puede ser aislado en la cavidad bucal y en los 
ganglios linfaticos regionales. Para determinar su presencia en 
las colonias de roedores de experimentacion, se han creado 
sondas de acidos nucleicos a fin de detectarlo en improntas de 
biopsias de ganglios linfaticos de los animales.^^^ Aunque han 
aparecido dos comunicaciones de infecciones por C. kutscheri 
en seres humanos en la bibliografia (corioamnionitis y artritis 
septica), los microorganismos fueron caracterizados en forma 
incompleta, de modo que existen dudas sobre la validez de las 
identificaciones.^^^’^^"^ C. vitaruman fue aislado originariamen- 
te en el rumen de una vaca y denominado al principio 
Flavobacterium vitaruman. Se cree que participa en la smtesis 
del complejo vitaminico B, sobre todo en la produccion de 
riboflavina, en el rumen. No ha sido aislado en seres humanos. 

El “grupo C. renale'\ que incluye C. renale, C. cystiditis y 
C. pilosum, causa afecciones genitourinarias en el ganado bovi- 
no y en otros animales.No se han informado casos de 
infecciones humanas debidas a C. renale o C. cystiditis. Se des- 
cribio C. pilosum en un absceso perirrectal humano y como 
causa de endocarditis de valvula protesica en una mujer de 79 
anos, ocho anos despues del reemplazo de una valvula aortica 
por una bioprotesis peric^dica bovina.^^'" *^^ Sin embargo, en 
estas comunicaciones de casos, las descripciones de la morfo- 
logia de las colonias de las cepas aisladas no coincidieron con 
las de la cepa tipo de C. pilosum y las caracteristicas bioquimi- 
cas que se utilizaron para las identificaciones fueron incomple- 
tas. La morfologia de las colonias descritas en estas comunica- 
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wiones, y el hecho de que las cepas a menudo fueran multirre- 
sisientes. sugieren que C. amycolatum fue en realidad la cepa 
aislada en estos pacientes. 

En los liltimos anos, se han descrito varias especies de 
Corynebacterium nuevas halladas en animales. C. auriscanis 
ha sido aislado en otitis externa, piodermia y heridas interdigi- 
tales de perros.^^^ Esta especie esta mas estrechamente relacio- 
nada con C. falsenii, C. jeikeium y C. urealyticum, y es tanto 
filogenetica como fenotipicamente distinta. C. mastiditis y C. 
^ amporealensis fueron descritas por primera vez como causas 
de mastitis subclmica en ovejas.^^^’^^^ Ambos microorganismos 
han sido aislados en muestras de leche en Espana. C. mastidis 
es una especie lipofilica similar desde el punto de vista bioqui- 
mico a C urealyticum y C. afermentans subespecie lipophilum, 
pero es distinta de ellas sobre la base de las caracteristicas qui- 
miotaxonomicas y los estudios de secuencia de genes rRNA. C. 
camporealensis es no lipofflico y esta mas estrechamente rela- 
cionado desde el punto de vista filogenetico con C. striatum. C. 
capitovis es una especie no lipofilica aislada en lesiones cuta- 
neas sobre la cabeza de una oveja.’^^ C. testudinoris y C. feli- 
num son nuevas especies no lipofflicas aisladas en lesiones 
necroticas de la boca de una tortuga y en el tejido pulmonar de 
un gato salvaje escoces, respectivamente.^^^ C phoace es una 
especie no lipofilica aislada en Phoca vitulina, la foca 
comun.^^^ Desde el punto de vista filogenetico, esta especie 
esta mas estrechamente relacionada con C. striatum, C. vitaru- 
men y C. flavescens. C. spheniscorum y C. sphenisci son espe¬ 
cies no lipofflicas recien descritas que fueron aisladas en las 
cloacas de pinguinos salvajes.^^^'^^^ Por ultimo, C aquilae es 
una nueva especie aislada en la boca de las aguilas imperiales 
espaholas (Aquila adalberti) }6ycues iunto con cepas de C.fal- 
senii?^'^ Las propiedades fenotipicas para la identificacion de 
las especies de Corynebacterium mas recipntemente identifi- 
cadas y caracterizadas de los animales se encuentran en el cua- 
dro 14-11. 

Especies de CorynebacteriuimisM^s en los alimentos 
y el medioambiente 

Varias especies de Corynebacterium nuevas y descritas 
recientemente se encuentran en distintos productos alimenticios 
y en el medioambiente, pero no han sido aisladas en muestras 
clmicas humanas. C. flavescens fue denominado al principio 
Microbacterium flavus cuando se describio en 1919 y transferi- 
do formalmente al genero Corynebacterium en 1979. Este 
microorganismo ha sido aislado en el queso y otros productos 
lacteos. C. mooreparkense y C. casei son especies nuevas que se 
encuentran en la superficie de los quesos muy fermentados 
como el Limburger y el Tilsit.'C. ammoniagenes tambien se 
encuentra en los alimentos, sobre todo como parte de la micro¬ 
flora de las piezas de queso.^™ C. terpenotabidum es una espe¬ 
cie ambiental capaz de degradar el titerpeno lineal (C^^) escua- 
leno.*^^^ C glutamicum (tambien denominado C. lillium), C. 
callimae y C. efficiens son corinebacterias ambientales que se 
utilizan en la industria por su capacidad para producir gran can- 
tidad de acido L-glutamico en el medio de cultivo durante el cre- 
cimiento en condiciones aerobias.^^^ La nueva especie C. glaii- 
cum fue aislada en una muestra de colorante cosmetico.^^^ 


Otras bacterias corine formes 

Otras bacterias corineformes que han sido aisladas en mues¬ 
tras clmicas humanas incluyen bacilos grampositivos fenotipi- 


cos que forman letras chinas caracteristicas, formas en V y for¬ 
mas cocoides ocasionales en la tincion de Gram. Estas especies 
difieren de las especies de Corynebacterium reconocidas en 
varios aspectos. La mayoria de ellas carecen de meso-C>PiP 
como diaminoacido que comprende los enlaces cruzados en la 
estructura del peptidoglucano y tienen en cam bio otros amino- 
acidos (p. ej., L-lisina, L-ornitina) (cuadro 14-7).'"^ Otros com- 
ponentes hallados normalmente en la pared celular de las cori¬ 
nebacterias, como arabinosa, galactosa y acidos micolicos de 
cadena corta tambien pueden estar ausentes. Las metaquinonas 
presentes como parte del si sterna de transporte de electrones 
tambien varian de un grupo a otro. Ademas, algunos de los 
microorganismos son oxidativos mas que fermentativos en 
relacion con el metabolismo de los hidratos de carbono. Estas 
bacterias han sido aisladas en varios tipos de muestras clmicas 
humanas, como sangre, liquido cefalorraquideo, orina y otros 
sitios y liquidos corporales normalmente esteriles.'''^ 

Aunque algunos de los ex grupos corineformes de los CDC 
han sido reclasificados formalmente en el genero Coryne¬ 
bacterium, se ha observado que otros pertenecen a generos que 
antes no estaban asociados con patologia humana. Varios gru¬ 
pos de investigacion en los Estados Unidos y Europa estan tra- 
bajando para descubrir las relaciones taxonomicas complejas 
entre estos microorganismos dispares utilizando tanto enfoques 
geneticos (p. ej., hibridacion de DNA-DNA, secuenciacion de 
RNA ribosomico [rRNA] 16S y 5S) como quimiotaxonomicos 
(p. ej., analisis de pared celular, acidos grasos celulares y 
menaquinona celular).^®-^^ Estos metodos han establecido 
que basarse solo sobre las caracteristicas fenotipicas puede no 
ser suficiente para la identificacion de estos microorganismos, 
y que pueden ser necesarios los analisis moleculares y quimio¬ 
taxonomicos de los componentes subcelulares para diferenciar 
entre los microorganismos que tienen caracteristicas fenotipi¬ 
cas identicas o similares. Aunque estos microorganismos son 
cepas relativamente infrecuentes en el laboratorio clmico, cada 
vez se estan aislando mas como colonizadores hospitalarios y 
patogenos ocasionales, sobre todo en pacientes inmunodepri- 
midos. 

Especies de Actinobaculum 

El examen intenso de otras cepas “similares a Actinomyces'' 
provenientes de muestras clmicas humanas tambien ha condu- 
cido a la descripcion de generos totalmente nuevos y a la recla- 
sificacion de las especies existentes de Actinomyces. Lawson y 
cols, examinaron cinco cepas de un microorganismo descono- 
cido similar a Actinomyces que fueron aisladas en especies 
humanas (incluida la sangre) y observaron que eran distintas de 
las especies de Actinomyces descritas antes.**’^^ El microorganis¬ 
mo mas estrechamente relacionado con estas cepas desconoci- 
das fue Actinomyces suis, e incluso este era filogeneticamente 
divergente de otras especies de Actinomyces examinadas.^^^ 
Sobre la base de sus datos geneticos, quimiotaxonomicos y 
bioquimicos, estos investigadores propusieron un genero 
nuevo, Actinobaculum, y el nombre de una especie, Actino¬ 
baculum schaalii, para las cinco cepas humanas antes no des¬ 
critas y propusieron reclasificar a Actinomyces suis como 
Actinobaculum suis.^^^ Las especies de Actinobaculum eran 
bacilos grampositivos catalasa negativos, anaerobios o anaero- 
bios facultativos. Las celulas individuales pueden ser ligera- 
mente curvas o mostrar ramificaciones. Los productos princi¬ 
pals de la fermentacion de la glucosa o la maltosa son los 
acidos lactico y acetico; A. schaalii produce tambien succinato 
y A. suis produce los acidos acetico y formico mas algo de eta- 
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CuadrO 14*11 Caractensticas bioquimicas de especies de Corynebacterium aisladas en los animales 


ESPECIE 
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LIP 

HEMOL 

SBA 

RED 

NO 3 

PYZ 

AP 
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PRUEBA 
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GLU 
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MNTL 
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C. aquilae 
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- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 
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C. auriscanis 

- 

- 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

C. bovis 

+ 

- 

- 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

C. camporealensis 
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- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

C. capitovis 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

ND 

-1- 

- 

- 

- 

- 

C. felinum 


- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

ND 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. mastiditis 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

V 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

C. phocae 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

V 

- 

ND 

+ 

+ 

V 

- 

- 

C. sphensci 

- 

- 

+ 

+ 
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- 
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- 
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+ 

- 

- 

- 

C. spheniscorum 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

C. testudinoris 

- 


+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Vease leyenda del cuadro 14-9. 


nol a partir de la fennentacion de la maltosa (no se fermenta la 
glucosa). Los miembros del genero no reducen nitrato a nitrito, 
y no se hidroliza esculina ni gelatina. Desde la descripcion de 
A. schaalii y la reclasificacion de A. suis, se ban aislado otras 
dos especies de Actinobaculum ~A. massiliae'" y A. urinale- 
en muestras de orina de pacientes con infecciones urinarias 
cronicas.^^^’^®^ En el cuadro 14-12 se incluyen las caractensti¬ 
cas fenotipicas para la identificacion de especies de Actino¬ 
baculum. 

Especies de Actinomyces mMas en seres humanos 

El genero Actinomyces esta compuesto por un grupo hetero- 
geneo de bacilos grampositivos, anaerobios facultativos o 
microaerofilos, no esporulados, inmoviles y no acido-alcohol 
resistentes. Algunas cepas muestran una ramificacion rudimen- 
taria. Muchas especies de Actinomyces forman parte de la 
microflora bucal de seres humanos y distintos animales. 
Algunas especies, como A. israelii, A. gerencseriae, A. geor- 
giae, A. odontolyticus y A. naeslundii son altamente prevalen- 
tes tanto en muestras de placa supragingival como subgingival 
de pacientes con periodontitis y gingivitis del adulto. Estos 
mismos microorganismos tambien desempenan un papel 
importante en el desarrollo de las caries de las superficies radi- 
culares.*®^ Las especies de Actinomyces pueden producir acti- 
nomicosis clasica, infecciones de heridas, abscesos, infeccio¬ 
nes genitales e infecciones urinarias. Las infecciones genitales, 
en particular por A. israelii, se asocian a menudo con la pre- 
sencia de dispositivos intrauterinos.^^'*’^^^ En el nuevo Manual 
de Bergey, el genero Actinomyces esta incluido en el nuevo filo 
Actinobacterias, clase Actinobacterias, orden Actinomycetales, 
familia Actinomycetaceae junto con los generos Actinoba- 
culum, Arcanobacterium y Mobiluncus (recuadro 14-1).^^^ 

El genero Actinomyces ha sufrido una rapida expansion en 
los ultimos ahos, con la descripcion de varias especies nuevas 
en seres humanos y animales. En el pasado, algunos laborato- 


rios clmicos se basaban en tecnicas de identificacion aerobias 
convencionales y metodos bacteriologicos anaerobios para la 
identificacion, como los que se presentan en el VPI Anaerobe 
Manual, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology y el 
Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual. 

Muchos laboratories utilizan sistemas de identificacion de ana¬ 
erobios enzimaticos rapidos (p. ej., RapID ANA) para la iden¬ 
tificacion de las especies de Actinomyces, pero estos sistemas 
no tienen buen rendimiento en la identificacion de estos micro¬ 
organismos.Santala y cols, evaluaron recientemente los sis¬ 
temas RapID ANA II® (Remel), RapilD CB-Plus® (Remel), 
BBL Crystal ANR ID® (BD Microbiology Systems, 
Cockeysville, MD) y RapID 32A® (BioMerieux, Inc.) por su 
capacidad para identificar a las especies “clasica” y recien des- 
critas de Actinomyces.^^^ Estos sistemas identificaron correcta- 
mente solo del 26% al 65% de las cepas de Actinomyces “cla- 
sicas” hasta la categoria de especie y solo el 13% al 49% de las 
especies recien descritas hasta la categoria de genero, lo que 
indica que se deben actualizar sus bases de dates. La naturale- 
za facultativa de la mayorfa de las especies de Actinomyces ha 
conducido a la inclusion de algunas especies en las bases de 
dates de los sistemas de identificacion para bacterias facultati- 
vas y anaerobias, como API Coryne. API Rapid ID32A y API 
Rapid ID32 Strep (todas de BioMerieux). Algunas de las des- 
cripciones de las especies nuevas de Actinomyces se basan en 
reacciones bioquimicas obtenidas con estos sistemas y los bio- 
codigos resultantes son incluidos como parte de las descripcio- 
nes fenotipicas en las publicaciones. La cromatografia gas- 
liquido para la deteccion de productos volatiles y no volatiles 
de la fermentacion de la glucosa es extremadamente util para la 
identificacion, dado que los bacilos grampositivos no esporula¬ 
dos que producen grandes cantidades de acido succmico pue¬ 
den ser colocados en el genero Actinomyces sin otras pruebas. 
Como las especies nuevas son validadas actualmente mediante 
metodos moleculares fenotipicos, no existen datos de cromato¬ 
grafia gas-liquido disponibles para las especies descritas mas 
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recientes. Debido a las diflcultades con la identificacion feno- 
tipica, muchos investigadores ban desarrollado sondas de DNA 
especiTicas de genero y de especie, sobre todo para investigar 
el papel de estas bacterias en la enfermedad periodontal.^^ 
Las especies de Actinomyces tambien pueden ser identificadas 
mediante metodos moleculares, como PCR de rDNA 16S y 
analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restric- 
cion.^*^ Sin embargo, ninguna de estas tecnicas moleculares 
se encuentra disponible en el laboratorio clinico de rutina. En 
el recuadro 14-3 se describen las especies de Actinomyces que 
ban sido aisladas en seres bumanos, mientras que las aisladas 
en animales se describen brevemente mas adelante. Los datos 
fenotipicos presentados en el cuadro 14-13 incluyen tanto 
cepas bumanas como animales y representan una smtesis de las 
caracteristicas fenotipicas y las descripciones de varias fuen- 
Sarconeme y cols, tambien publicaron un diagrama 
de flujo dicotomico para ayudar en la identificacion de especies 
de Actinomyces, Arcanobacterium y Actinobaculum utilizando 
reactivos facilmente disponibles (p. ej., tabletas de reactivo 
Rosco, Rosco, Taastrup, Dinamarca).^^^ Estos diagramas de 
flujo se presentan en la figura 14-3. 

A israelii es la causa mas frecuente de actinomicosis en los 
seres bumanos, aunque otras especies (es decir, A. meyeri, A. 
naeslundii, A. odontolyticus, A. gerencseriae y A. viscosus) 
tambien pueden producir en ocasiones esta infeccion.^^’ La 
actinomicosis es una infeccion cronica caracterizada por la for- 
macion de abscesos, trayectos fistulosos que drenan y fibrosis 
tisular. Debido a su naturaleza cronica, las infecciones actino- 
micoticas a menudo imitan a los carcinomas.^^^"^^^ Las formas 
clinicas de actinomicosis incluyen actinomicosis cervicofacial, 
actinomicosis toracica, actinomicosis abdominal y pelviana 
y actinomicosis del sistema nervioso central (SNC).®^^ La acti- 
nomicosis cervicofacial se asocia con mala denticion, mani- 
pulaciones dentales y otras infecciones de la cabeza y el cuello 
(p. ej., otitis, mastoiditis).*^ A1 menos nueve especies diferentes 
de Actinomyces pueden producir esta infeccion, aunque predo- 


minan A. israelii y A gerencseriae.^^’’ En la mayoria de los 
casos, se introducen Actinomyces orales endogenos con algun 
tipo de traumatismo y comienzan a crecer en los tejidos de la 
cabeza y el cuello para formar un absceso piogeno agudo que 
puede evolucionar a una masa submandibular indurada con un 
trayecto fistuloso secretante o mas de uno. Se secretan micro- 
colonias de los microorganismos denominadas granulos de 
azufre desde estos trayectos fistulosos. La actinomicosis tora¬ 
cica ocurre como extension de la infeccion cervicofacial en la 
region de torax y el mediastino, como resultado de la aspira- 
cion del contenido orofarmgeo o como extension de una infec¬ 
cion abdominal o pelviana propagada al retroperitoneo o por 
via transdiafragmatica.^^"* La infeccion se inicia como una neu- 
monia aspirativa, con el desarrollo final de cavitaciones o 
masas pulmonares. Los smtomas son tos, dolor toracico e 
bipertermia leve, y las radiografias de torax pueden poner en 
evidencia lesiones fibronodulares o cavitarias con derrame 
pleural o empiema acompanantes."*^^ La infeccion pulmonar 
tambien puede extenderse para afectar los buesos (costillas, 
estemon, cintura escapular), los musculos de la pared toracica 
y los tejidos blandos.^^ La actinomicosis abdominal es el 
resultado de un traumatismo penetrante, una perforacion colo- 
nica o una cirugia del tubo digestive. En general, esta afectada 
la region ileocecal del colon y la infeccion puede mantenerse 
localizada o propagarse por via bematogena o por extension 
directa. La actinomicosis anorrectal puede originarse en una 
cripta, una fisura o un absceso anal infectados o por extension 
directa desde una localizacion intraabdominal. La infeccion del 
rinon, el bigado y el bazo pocas veces puede ocurrir por exten¬ 
sion directa desde un foco abdominal o a traves del torrente cir- 
culatorio. La actinomicosis pelviana puede provenir de la pro- 
pagacion continua de la actinomicosis abdominal u originarse 
en la pelvis propiamente dieba. Esta infeccion se asocia con 
dispositivos intrauterinos que son colonizados por actinomi- 
ces.274.962 conducc a la infeccion endometrial con exten¬ 
sion basta los ovarios. La actinomicosis del SNC ocurre como 
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Cuadro 14-12 Caractensticas bioquimicas para la identificacion de especies de Actinobaculum 


CARACTERISTICA 

A. SCHAALII 

A. SUIS 

A. MASSILIAE 

A. URINALE 

Morfologia/pigmento de las 

Pequenas, bianco 

Blancas, granulosas, de hordes lisos 

Pequenas, grises. 

Pequenas, bianco grisaceas. convex as. 

colonias 

grisaceas 

0 irregulares, centre elevado 

de hordes lisos 

lisas, de hordes continues (lisos) 

Hemolisis, SBA 

- 

- 

- 

3 

Pirazinamidasa 

V 

ND 

+ 

- 

Fosfatasa alcalina 

- 

+ 

- 

- 

Ureasa 

- 

+ 

- 

v+ 

Arginina dihidrolasa 

- 

ND 

- 

- 

Hidrolisis de hipurato 

+ 

ND 

+ 

+ 

Acetoma (VP) 

- 

- 

ND 

- 

LAP 

ND 

ND 

- 

- 

Prueba CAMP 


ND 

ND 

ND 

PYR 

V 

ND 

- 

ND 

(x-GAL 

- 

ND 

- 

- 

P-GAL 

- 

+ 

- 

- 

a-GLU 

+ 

+ 

+ 

- 

P-GLU 

- 

ND 

ND 

- 

P-GUR 

- 

+ 

- 

+ 

NAGA 

- 

ND 

- 

- 

Acido producido a pariir de: 

Glucosa 

+ 



+ 

Maltosa 

+ 

V 

+ 

V 

Sacarosa 

V 

- 

ND 

V 

Manitol 

- 

- 

- 

- 

Xilosa 

+ 

- 

+ 

- 

Lactosa 

- 

- 

ND 

- 

Manosa 

V 

- 

- 

- 

Arabinosa 

V 

- 

ND 

- 

Sorbitol 

- 

- 

- 

- 

Rafinosa 

- 

- 


- 

Ribosa 

+ 

ND 

+ 

+ 

Trehalosa 

V 

- 

+ 

- 

Glucogeno 

- 

+ 

+ 

- 

Melibiosa 

- 

- 

ND 

- 

Melezitosa 

- 

- 

ND 

- 

Productos, fermentacion de la 

A, S 

A, f, EtOH (a partir de maltosa) 

ND 

L, a 

glucosa 






consecuencia de la diseminacion hematogena o por extension 
directa desde infecciones actinomicoticas en las ^eas de cabe- 
za y cuello.*‘^ En general, los pacientes presentan meningitis o 
meningoencefalitis cronica complicada por el desarrollo de 
empiema subdural, abscesos epidurales y subdurales, y osteo- 
mielitis craneal. En el 75% de los casos, en la actinomicosis del 
SNC se observan abscesos encefalicos unicos o multiples. 


habitualmente en los lobulos temporales o frontales.*'^ *^^ Los 
pacientes pueden tener un cuadro de meningitis cronica que se 
asemeja a la meningitis tuberculosa. En general, el LCR mues- 
tra pleocitosis mononuclear, hiperproteinorraquia y concentra- 
ciones de glucosa normales o bajas. Es interesante sefialar que 
se suele presentar fiebre solo en alrededor del 50% de los 
pacientes con actinomicosis del SNC. 
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Recuadro 14-3 Miembros del genero Actinomyces 

Especie 

Importancia cimica e identificacion 

Actinomyces hovis 

A. hovis produce actinomicosis en ganado bovino y otros animales. Este microorganismo no ha sido aislado en 
infecciones humanas; sin embargo, un caso reciente de bacteriemia por A. hovis en un ser humano fue comunicado 
por Bernard y cols, (en prensa). Fue confirmado con enfoques fenotipico, quimiotaxonomico y genotipico. En el 

API Coryne. esta cepa produjo el niimero de biocodigo 0101104, lo que indico reacciones positivas para fosfaiasa 
alcalina, ureasa, glucosa y catalasa. 

Actinomyces Cardiffensis 

Esta especie nueva ha sido aislada en iiquido pleural humano, un absceso paracolonico, un absceso mandibular, un 
absceso otico posmastoidectomia, un lavado sinusal y dispositivos intrauterinos.^**' En las tinciones de Gram, los 
microorganismos aparecen como bacilos delgados y ligeramente curves con filamentos arrosariados ramificados. 
Despues de 48 horas de incubacion, las colonias son pequenas, convexas, de hordes lisos y pueden ser cremosas a 
rosadas. A. cardiffensis es un anaerobic facultative catalasa negative y produce cantidades importantes de acidos 
succmico y lactico y pequenas cantidades de acido acetico a partir de la fermentacion de la glucosa. No hidroliza 
esculina, urea ni gelatina. 

Actinomyces europaeus 

Esta nueva especie fue descrita en 1997, cuando fue aislada como el unico microorganismo o como el unico micro¬ 
organismo aerobic en muestras obtenidas de un absceso humano.^** Tambien se lo aisl6 en infecciones relaciona- 
das con la piel (p. ej., infeccion de seno pilonidal, abscesos perianales, ulceras por decubito) e infecciones urina- 
rias.^^'^ En los extendidos tenidos con Gram, aparece como bacilos grampositivos cortos dispuestos en grupos 
pequenos sin ramificaciones evidentes. Las colonias en SBA son pequenas (< 0,5 mm despues de 48 horas de 
incubacion en CO,), grises y translucidas. Este microorganismo da una prueba de catalasa negativa, es inmdvil y 
fermenta la glucosa y la maltosa, pero no el manitol ni la xilosa. Algunas cepas hidrolizan esculina y gelatina, pero 
estas reacciones son tardfas. No se reduce nitrato a nitrito ni se produce ureasa. Como sucede con otras especies de 
Actinomyces, se produce acido succfnico como principal producto de la fermentacion de la glucosa. 

Actinomyces fimkei 

Esta especie recien descrita fue aislada originariamente en hemocultivos, el cultivo de una herida estemal y una inci¬ 
sion abdominal humana y recientemente comunicada como causa de endocarditis de valvula tricuspide nativa.^^'^^^ 
Estas cepas fueron identificadas en un principio como de A. turicensis, pero algunos rasgos fenotipicos y la 
secuenciacion de rRNA 16S mostraron que este microorganismo estaba estrechamente relacionado con A. turicen¬ 
sis, pero no era identico a el. Las celulas de A. funkei son grampositivas, delgadas, ligeramente curvas y muestran 
cierta ramificacion. El crecimiento ocurre en condiciones aerobias y anaerobias. En agar sangre de camero (SBA), 
las colonias son pequenas. no hemoliticas y grises despues de 24 horas de incubacion. Se produce acido a partir de 
glucosa, sacarosa y xilosa, pero no de arabinosa, manitol, glucogeno, rafinosa, sorbitol o trehalosa. Se hidroliza 
hipurato, pero no esculina ni gelatina. En el sistema API Coryne, la cepa original produjo los numeros de biocodi¬ 
go 0130761 0 3530761, lo que indico la variabilidad de las reacciones de pirazinamidasa, nitrato reductasa y 
p-galactosidasa sobre la tira. 

Actinomyces georgiae 

A. georgia fue descrito en 1990 y se encuentra como parte de la flora normal de los surcos gingivales de adultos y 
ninos. Las cepas de esta especie son anaerobias facultativas. En las tinciones de Gram, esta especie aparece como 
bacilos que se presentan de a pares o cadenas cortas; a lo largo de el las las celulas pueden tener tumefacciones y 
rara vez se observan ramificaciones.'*^*^ En los cultivos de caldo mas antiguos. las celulas pueden tener un aspecto 
cocoide. Despues de 48 horas de incubacion en condiciones anaerobias, las colonias tienen 1 mm de diametro, son 
circulares, brillantes, lisas y con hordes continues (lisos). Las colonias pueden ser blancas, ocres o marrones Cla¬ 
ras. El microorganismo es catalasa negative y se producen acidos succmico, acetico, formico y pequenas cantida¬ 
des de acido lactico a partir de la fermentacion de la glucosa. Se produce acido a partir de distintos hidratos de 
carbono, que incluyen glucosa, maltosa, sacarosa, xilosa, trehalosa y glucogeno. La mayoria de las cepas hidroli¬ 
zan esculina y no reducen nitrato a nitrito. 

Actinomyces gerencseriae 

Esta especie fue descrita en 1990 y antes denominada A. israelii serotipo 11.“^^* Sin embargo, no esta relacionada 
geneticamente con la cepa tipo de A. israelii. A. gerencseriae se encuentra en la cavidad bucal humana y en los 
surcos gingivales. Alrededor del 12% de las cepas son anaerobias estrictas, mientras que el resto producen un cre¬ 
cimiento escaso a moderado en agar sangre incubado en CO., al 5-7%. En las tinciones de Gram, los microorganis¬ 
mos aparecen como celulas filamentosas con tumefacciones ocasionales y ramificacion. Despues de 48 horas de 
incubacion en condiciones anaerobias, las colonias miden unos 0,2 mm de diametro, son blancas, opacas, no 
hemoliticas y pueden tener una topografia “desigual”. Esta especie da pruebas de catalasa negativa, hidrolisis de 
esculina positiva, hidrolisis de gelatina negativa y produce acido a partir de distintos hidratos de carbono. que 
incluyen glucosa, maltosa, manosa, sacarosa y trehalosa. Se producen los acidos lactico, succmico, formico y ace¬ 
tico por la fermentacion de la glucosa. 

Actinomyces graevenitzii 

La comunicacion original de esta nueva especie describio cuatro cepas humanas, tres de las cuales provenian de 
muestras respiratorias, mientras que la cuarta se aislo en la mandibula de un paciente con osteitis.Estas cepas 
eran bacilos ligeramente curvos, grampositivos e inmoviles con cierta ramificacion y extremos tumefactos ocasio¬ 
nales. Las colonias en SBA son pequenas (0,2 mm de diametro despues de 24 horas de incubacidn) y son adhe- 
rentes al agar, sobre todo en aislamiento primario. Esta especie da una prueba de catalasa negativa, no hidroliza 
esculina, urea ni hipurato y no reduce nitrato a nitrito. Esta especie tambien es fuertemente A^-acetil-p-D-glucosa- 
minidasa positiva en la banda API Coryne, lo cual ayuda a diferenciarla de las otras especies de Actinomyces estre¬ 
chamente relacionadas. Los acidos succmico y lactico constituyen los productos terminales de la fermentacion de 


la glucosa. 


(Continua) 
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Recuadro 14-3 Miembros del genero Actinomyces (cont.) 


Especie Importancia cimica e identificacion 


Actinomyces hongkongensis Esta especie nueva, descrita en 2003, fue aislada de material punilento de un paciente con actinomicosis pelviana.^^ 

Esta especie es estrictamente anaerobia, crece en SBA como colonias no hemoliticas puntiformes y es catalasa 
negativa. Mediante secuenciacion de genes rRNA 16S, esta especie esta mas estrechamente relacionada con A. 
maramammalium, el cual ha sido aislado en focas y marsopas. 

Actinomyces houstonensis Esta especie humana se origino con tres cepas de abscesos subcutaneos graves que requirieron drenaje.'^^ A. housto- 

nensis es un anaerobio facultative, que produce colonias grises a-hemoliticas que miden unos 0,2 mm de diametro 
despues de 48 horas de incubacion a 35-37 °C. Las celulas son bacilos grampositivos pleomorfos que tienden a 
formar semicfrculos. El microorganismo da una prueba de catalasa negativa y no hidroliza esculina, urea o gelati- 
na. Reduce el nitrato a nitrite y produce acido a partir de glucosa y sacarosa, pero no de xilosa. 

Actinomyces israelii A. israelii es el agente actinomicotico asociado con mayor frecuencia con actinomicosis cervicofacial clasica. Este 

microorganismo tambien puede causar infecciones musculoesqueleticas asociadas con infecciones de tejidos blan- 
dos adyacentes, traumatismo y diseminacion hematogena.’"'’ Tambien se han comunicado infecciones de articula- 
ciones prot^sicas luego de una bacteriemia por A. israelii!^^^ Este microorganismo es primariamente anaerobio, y 
el crecimiento facultative en una atmosfera rica en CO^ solo ocurre despues de subcultivos repetidos. Las colonias 
pueden asemejarse a un diente molar, son no hemoliticas en SBA y reducen el nitrato a nitrite. Se produce acido a 
partir de glucosa, maltosa, sacarosa, rafinosa, xilosa, lactosa y trehalosa. 

Actinomyces meveri A. meyeri es una especie anaerobia estricta asociada con distintas infecciones humanas, como actinomicosis toracica 

y diseminada; neumoma; abscesos encefalicos, cutaneos y esplenicos; endocarditis; funisitis; corioamnionitis y 
osteomielitis.^^*'^^-^^^'^”^^^’®^^’^'^’^^ Las colonias en agar sangre son blancas y no pigmentadas. Las cepas de A. 
meyeri son catalasa negativas, no hidrolizan esculina y no reducen nitrato. La prueba de CAMP es positiva y algu- 
nas cepas tambien producen ureasa. Se produce dcido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa y xilosa, y algunas 
cepas tambien fermentan glicerol y glucogeno. No se fermenta manitol, trehalosa, rafinosa ni manosa. 

Actinomyces naeslundii A. naeslimdii se encuentra en la orofaringe humana y es una causa rara de actinomicosis cervicofacial, actinomicosis 

endocervical asociada con dispositivos intrauterinos (DIU). artritis septica, enfermedad periodontal y otras infec- 
ciones.^*^ ”^’^^' Las cepas de A. naeslundii son divididas en las genoespecies I y II. ambas anaerobias facultativas. 
En general, las cepas del grupo I son catalasa negativas, pueden reducir o no nitrato a nitrito, y son prueba de 
CAMP negativas, mientras que las cepas del grupo II suelen ser catalasa positivas, reducen nitrato a nitrito y son 
prueba de CAMP positivas. Ambos grupos hidrolizan esculina, fermentan distintos hidratos de carbono y son urea¬ 
sa positivos. Las colonias en agar sangre son no pigmentadas. 

Actinomyces nasicola Esta especie fue aislada originariamente en pus que fue aspirado del antro de un paciente que se sometio a una poli- 

pectomia nasal de rutina.^*^ En las tinciones de Gram, aparece como bacilos grampositivos corineformes, y se 
observa tambien con cierta ramificacion y formas cocoides. El microorganismo es anaerobio facultativo y catalasa 
negativo: se producen acido acetico, lactico y succmico como productos de fermentacion de la glucosa. No hidroli¬ 
za esculina, gelatina ni almidon y la prueba de ureasa es negativa. Se produce acido a partir de fructosa y celobio- 
sa, pero no de glucosa, maltosa, sacarosa, ribosa, xilosa, lactosa, manitol o amigdalina. 

Actinomyces neuii subespecie neuii Estas especies de Actinomyces fueron descritas en 1994 y comprenden los ex miembros de las cepas corineforme 

y Actinomyces neuii subespecie del grupo I de los CDC y “similares al grupo I" que fueron aisladas en distintas muestras clmicas, como de deri- 

anitratus vaciones de liquido cefalorraquideo, cultivos oticos. liquidos vitreos, abscesos de glandulas mamarias, forunculos 

y sangre.Las cepas del grupo I eran a-hemoliticas en agar sangre humana, reducian nitrato a nitrito, eran inca- 
paces de fermentar adonitol y eran fosfatasa alcalina negativas, mientras que las cepas similares al grupo 1 eran 
no hemoliticas, no reducian nitrato a nitrito, fermentaban adonitol y eran fosfatasa alcalina positivas. Ambos gru¬ 
pos de microorganismos crecieron en condiciones aerobias y estrictamente anaerobias. El analisis de la pared 
celular mostro que carecian de acidos meso-DAP y micolicos. El analisis de acidos grasos volatiles y no volatiles 
mostro que el acido succmico era el principal producto terminal de la fermentacion de la glucosa para ambos 
grupos de microorganismos y el examen de los esteres metilicos de acidos grasos puso en evidencia que las pare- 
des celulares conienian los esteres metilicos de los acidos grasos C16:0, C18:lr/.r-9 y C18:0 como .sus principales 
componentes. Estos datos sugirieron una relacion filogenetica entre cepas del grupo 1 y similares al grupo 1 de 
los CDC y especies de Actmomyces.^^-^^^ Luego, se hallaron las secuencias de genes rRNA 16S de estos microor¬ 
ganismos que apoyaron la inclusion de las cepas del grupo 1 y similares al grupo 1 de los CDC en el genero 
Actinomyces. En 1994, las cepas del grupo 1 y similares al grupo 1 de los CDC fueron propuestas formalmente 
como Actinomyces neuii subespecie neuii y Actinomyces neuii subespecie anitratus. respectivamente.^^^ Desde el 
deposit© de este corineforme en el genero Actinomyces, esta especie ha sido asociada con corioamnionitis y sep¬ 
sis neonatal, bacteriemia mortal en un huesped no inmunodeprimido, endoftalmitis posoperatoria e infeccion de 
una protesis mamaria.^^*^^'^^^*"'’^® Tanto A. neuii subespecie neuii como A. neuii subespecie nitratus son bacilos 
grampositivos no hemoliticos catalasa positivos. Las colonias son circulares, lisas, convexas y blancas con hordes 
lisos; la subespecie neuii es a-hemolitica en SBA, mientras que la subespecie anitratus es no hemolitica. Estos 
microorganismos son fermentadores muy activos y producen acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa, mani¬ 
tol, lactosa, manosa, trehalosa y xilosa. Ambas especies producen leucina arilamidasa, a-galactosidasa, P-galac- 
tosidasa y a-glucosidasa, y son prueba de CAMP positivas. A. neuii subespecie neuii reduce nitrato a nitrito. 


mientras que la subespecie anitratus es negativa para esta caracteristica. Algunas raras cepas de A. neuii pueden 
ser catalasa negativas. 
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Recuadro 14-3 Miembros del genero Actinomyces (cont) 


Especie 


Importancia cimica e identificacion 


-ittomyces odontolyticus 

A’ nnomyces oricola 

A' rinomvces radicidentis 


Actinomyces radingae 

r 

! 

I 

I 

I 


Actinomyces turicensis 


Actinomyces urogenitalis 

Actinomyces viscosus 


Esta especie se encuentra en la orofaringe humana en asociacion con los surcos gingivales y lesiones cariadas pro- 
fundas. Tambien es una causa rara de bacteriemia, infecciones toracopulmonares, abscesos pulmonares. infeccio- 
nes de tejidos blandos y actinomicosis pelviana asociadas con Esta especie es catalasa negati- 

va, produce colonias rosadas en SBA y forma colonias rojas en agar infusion de cerebro y corazon. El nitrato se 
reduce a nitrito y no se produce ureasa. Se produce acido a partir de glucosa, maltosa y sacarosa, y algunas cepas 
fermentan tambien glicerol, glucogeno y xilosa. 

Esta especie nueva. al igual que A. radicidentis (vease mas adelante), fue aislada originariamente en un absceso den- 
tal.^^ Esta especie incluye bacilos grampositivos que muestran tanto ramificacion como formacion de filamentos. 

El microorganismo es anaerobic facultativo, catalasa negative y produce colonias puntiformes en SBA despues de 
48 boras de incubacion. El analisis por cromatografia gas-liquido de cultivos en cal do de glucosa pasada muestra 
la formacion de acidos acetico. iactico y succmico. En la banda del API Coryne. se produce acido a partir de glu¬ 
cosa, maltosa y sacarosa solamente y produjo un numero de biocodigo de 2550121, que indica reacciones positivas 
para pirazinamidasa, fosfatasa alcalina e hidrolisis de esculina, a-glucosidasa y p-galactosidasa. 

A. radicidentis es una especie nueva que ha sido aislada en cultivos puros de conductos radiculares infectados en 
seres humanos2^® ^^^ Estas cepas eran grampositivas, catalasa positivas, de morfologia cocoide a cocobacilar y cre- 
cieron en condiciones aerobias y anaerobias. Las colonias en SBA pueden producir un pigmento rosado. Esta espe¬ 
cie es activa desde el punto de vista fermentative, produce acido a partir de glucosa, maltosa, manitol, lactosa, 
ribosa y sacarosa en el API Coryne, hidroliza esculina y la reduccion de nitrato y la produccion de ureasa son 
caracteristicas variables. La secuenciacion del rRNA 16S de este microorganismo confirmo una relacion estrecha 
con A. slackii. A. bovis, A. bowdenii, A. naeslundii y A. viscosus. Este microorganismo probablemente es un 
miembro antes no reconocido de la microflora bucal normal de los seres humanos. 

Los microorganismos del grupo E de los CDC fueron descritos originariamente como bacterias “similares a A. pyo¬ 
genes” que ban sido aisladas en distintas fuentes clmicas humanas que incluyen muestras de oido medio, bquido 
de empiema, quisles pilonidales, abscesos perianales, hemocultivos, urocultivos y ulceras por decubito.^^^ Al prin- 
cipio se pensaba que estos microorganismos eran cepas aerotolerantes del microorganismo anaerobic 
Bifidobacterium adolescentes que diferian en su crecimiento aerobio y en los productos terminates volatiles y no 
volatiles producidos a partir de la fermentacion de la glucosa.^^^ Utilizando enfoques geneticos y quimiotaxondmi- 
cos, Wust y cols, observaron que estas cepas estaban estrechamente relacionadas con especies de Actinomyces y 
propusieron dos especies nuevas en el genero Actinomyces: Actinomyces radingae y Actinomyces turiscensis.^^ 
Vandamme y cols, utilizaron luego electroforesis proteica de celulas enteras, analisis de acidos grasos, pruebas 
fenotipicas bioquimicas (API Coryne y el panel IDS Rapid ANA) y sondas de oligonucleotidos especiTicos de 
especie para caracterizar un grupo de bacterias corineformes catalasa negativas no identificadas.^^ Estos investiga- 
dores observaron que los microorganismos formaban dos grupos que correspondian a A. turicensis y A. radingae, 
respectivamente. Estos analisis permitieron la publicacion de descripciones corregidas de estas cepas similares a A. 
pyogenes de muestras clmicas humanas.^ Utilizando sondas de oligonucleotidos especiTicas de especie para A. 
turicensis y A. radingae, Sabbe y cols, examinaron 294 cepas “similares a actinomices" de muestras clmicas 
humanas recogidas en un periodo de 7 anos y observaron que A. randigae se asocia fundamentalmente con infec¬ 
ciones relacionadas con la piel (p. ej., abscesos cutaneos, quisles pilonidales, abscesos perianales).^^"* A. radingae 
son bacilos grampositivos facultativos y catalasa negatives. Despues de 48 boras de incubacion, las colonias en 
SBA son pequenas, grises, convexas y circulares con una consistencia mantecosa. La mayoria de las cepas son 
a-hemoliticas. Se hidroliza esculina, pero no gelatina ni urea. No se reduce el nitrato a nitrito y la prueba de 
CAMP es negativa. Se produce acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa, xilosa y ribosa, pero no de 
manitol o glucogeno. Con las pruebas enzimaticas en el API Coryne, A. randigae produce a-glucosidasa, p-gluco- 
sidasa, a-galactosidasa, P-galactosidasa y N-acetil-p-D~glucosaminidasa, pero no produce leucina arilamidasa, 
pirrolidonil arilamidasa, fosfatasa alcalina o p-glucuronidasa. Las cepas de A. radingae son sensibles a penicilina, 
cefalosporinas, eritromicina y tetraciclinas.^’'^ 

A. turicensis se encuentra principalmente en infecciones genitales, infecciones relacionadas con la piel e infecciones 
urinarias y algunas cepas ban sido aisladas en tejido apendicular, absceso hepatico, infecciones de cabeza y cuello 
y sangre.^^^*^^'^ En la tincion de Gram, las celulas de A. turicensis son rectas, ligeramente curvas o con forma de 
palo. Las colonias en SBA son pequenas, grises, convexas y enteras despues de 48 boras de incubacion en una 
atmosfera de CO,. El microorganismo es catalasa negative, no hidroliza esculina, urea ni gelatina, no reduce nitra¬ 
to a nitrito y es prueba de CAMP negative. Se produce acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa, xilosa, ribosa 
y trehalosa, pero no se fermenta lactosa ni manitol. En el API Coryne. se detecta a-galactosidasa, pero las otras 
pruebas enzimaticas son negativas. A. turicensis es ampliamente sensible a distintos agentes, como penicilina, 
cefalosporinas, eritromicina y doxiciclina.^ 

Las cepas de esta nueva especie fueron aisladas originariamente en orina, secrecion vaginal y cultivos uretrales.^^^ 
Estos microorganismos son bacilos catalasa negativos, grampositivos regulates y facultativos. Esta especie produce 
acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa y xilosa, y algunas cepas tambien fermentan manitol y ribosa. 
Se reduce nitrato a nitrito y se hidroliza la esculina, pero no se hidroliza gelatina, urea ni hipurato. Se cree que esta 
especie es un comensal de la vagina humana y aiin no ha sido reconocido como causa de enfermedad del aparato 
urogenital. 

A. viscosus se encuentra en la cavidad bucal del hombre y los animales. Esta especie es un bacilo grampositivo y 
catalasa positivo. Las colonias en SBA son pequenas y no hemoliticas despues de crecimiento durante 48 boras. Se 
hidroliza esculina y urea, y el nitrato se reduce a nitrito. Se produce acido a partir de glucosa y sacarosa, y algunas 
cepas producen tambien acido a partir de xilosa. 





Especies de Actinomyces b\s\bi1bs en animales 

Muchas especies de Actinomyces, que incluyen varies gene- 
ros descritos originariamente, son patogenos animales. Como 
ya se menciono, A. bovis es una causa de actinomicosis bovi- 
na. A. hordeovulneris, A. canis, A. catuli y A. coleocanis se 
encuentran en la vagina de perros y A. bowdenii ha side aisla- 
do en infecciones cutaneas de perros y A. hor¬ 

deovulneris y A. denticolens tambien se encuentran en los sur- 
cos gingivales de gatos.^^^ A. hordeovulneris ha sido asociado 
con actinomicosis canina, pleuritis piogranulomatosa, peritoni¬ 


tis, pericarditis y artritis septica.^^^ A. hyovaginalis se encuen- 
tra en el aparato genital de cerdos y ha sido aislado en lesiones 
puruientas del aparato genital y en el pulmon de estos anima¬ 
les.La nueva especie A. suimastiditis fue aislada originaria¬ 
mente en un cerdo con mastitis.A. howellii, A. denticolens, 
A. slackii y A. vaccimaxillae se encuentran en las orofaringes 
de vacas; la ultima especie fue aislada originariamente en la 
lesion mandibular de una A. marimammalium ha 

sido aislado en mamiferos marines, como focas y marsopas."^^"^ 
El cuadro 14-13 con dene las caractensticas fenodpicas de 
todas las especies de Actinomyces. 
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Especies de Arcanobacterium 

Las especies dc Arcanobacterium son bacilos grampositivos 
facultativos que pueden ser ligeramente curvos y pueden mos- 
trar una ramificacion rudimentaria junto con formas en letras 
chinas y V. A diferencia de las especies de Corynebacterium, 
estos microorganismos son catalasa negativos, no tienen acidos 
micolicos de la pared celular y contienen L-lisina y L-ornitina 
mas que meso-DAP como el peptidoglucano diaminoacido. El 
gencro Arcanobacterium incluye actualmente seis especies: A. 
haemolyticum, A. pyogenes, A. bernardiae, A. phocae, A. plu- 
ranimaliurn y A. hippocoleae^^^'^^^'^^^'^^^ A. haemolyticum, A. 
pyogenes y A. bernardiae eran antes miembros del genero 
Corynebacterium y ulteriormente del genero Actinomyces 
antes de que el analisis de secuencias de rRNA 16S estable- 
ciera que era miembro del genero Arcanobacterium. 

Se ha aislado A. phocae en focas y otros animales marinos, 
mientras que A. pluranirnalium ha sido aislado en marsopas y 
ciervos.^^^'^^** El miembro mas nuevo del genero, A. hippocole- 
ae, ha sido aislado solo en las secreciones vaginales de un 
caballo."^^* 

A. haemolyticum se asocia con faringitis aguda en los seres 
humanos.^*^’^^® A menudo, las adenopatias cervicales, la amig- 
dalitis y la erupcion pueden acompanar a la infeccion/^^' 
Debido a la erupcion, se puede considerar que los pacientes tie¬ 
nen escarlatina. Tambien se han observado “seudomembranas” 
farmgeas extensas semejantes a las observadas con la difteria 
en algunos pacientes.En general, la faringitis por A. hae¬ 
molyticum ocurre en ninos y adultos jovenes (el grupo de 10 a 
30 anos). Tambien se lo ha aislado en ulceras cutaneas cronicas. 
infecciones de tejidos blandos, abscesos de tejidos profundos 
(que incluyen abscesos encefalicos, periamigdalinos, paraver- 
tebrales e intraabdominales) e infeccion de espacios articula- 
res, y ha sido asociado con sinusitis, celulitis orbitarias, neu- 
monia, osteomielitis, endocarditis y meningitis. 

Tambien se lo involucro en un caso de enfermedad de Lemierre 
asociado con Fusobacterium necrophorum.^^^ En general, A. 
haemolyticum es sensible a todas las clases de antibioticos, que 
incluyen penicilinas, cefalosporinas, macrolidos y vancomici- 
na, y la resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol se considera 
un hallazgo constante.^^’^^^ '^* Algunas cepas pueden ser resis- 
tentes a las tetraciclinas. los macrolidos, la clindamicina y la 
ciprofloxacina.*^’ 

Arcanobacterium bernardiae es una especie recien descrita 
que incluye cepas antes denominadas corineformes del grupo 2 
de los CDC.^®^ Se lo aislo en distintas fuentes clmicas huma- 
nas, entre ellos sangre, heridas y orina. En 1995, Funke y cols, 
propusieron la inclusion de los microorganismos grupo 2 de los 
CDC en el genero Actinomyces como Actinomyces bernar- 
diae?^ El analisis de secuencia de rRNA 16S de estas cepas 
condujo a la propuesta ulterior de transferirla al genero 
Arcanobacterium como Arcanobacterium bernardiae Se 
han comunicado dos casos de infecciones urinarias complica- 
das y un caso de artritis septica debidas a A. bernardiae 
En uno de estos casos, el paciente tenia una disfuncion vesical 
de larga data y desarrollo hidroureteronefrosis, calculos rena- 
les, abscesos perirrenales y septicemia. 

A. pyogenes es reconocido como patogeno veterinario, que 
produce infecciones en cerdos, ganado bovino, ovejas, cabras y 
animales domesticos de compahia (perros y gatos).^*^ Al res- 
pecto, el microorganismo y sus infecciones tienen gran impor- 
tancia economica. Tambien se puede aislar en la leche y otros 
productos lacteos producidos de animales infectados. Aunque 
se han comunicado infecciones humanas causadas por este 


microorganismo desde 1940, la validez de estas comunicacio- 
nes es cuestionable debido a la ausencia de datos microbiolo- 
gicos que aseguren una distincion definida entre este agente y 
bacterias estrechamente relacionadas como A. haemolyticum 
(vease lamina en color 14-2G). Las infecciones por A. pyoge¬ 
nes confirmadas bacteriologicamente han incluido bacteriemia 
en un paciente con cancer de colon, cinco pacientes con infec¬ 
ciones intraabdominales (incluida una con cancer del cuello 
uterino), dos con otitis media, uno con mastoiditis, dos con cis- 
titis (incluido uno con carcinoma prostatico). dos con abscesos 
cutaneos y un paciente con diabetes y una infeccion mixta de 
una herida y hemocultivos positivos que contenian pyogenes 
A.-82^2,319,563 £| microorgauismo ha sido aislado como causa de 
ulceras en las piernas entre un grupo de ninos de la zona rural 
de Tailandia.^^‘ 

A. haemolyticum, A. bernardiae y A. pyogenes son las espe¬ 
cies que pueden hallarse en muestras clmicas de seres huma- 
nos. En SB A, A. haemolyticum crece como pequehas colonias 
mate p-hemoliticas (vease lamina en color 14-6E). Se puede 
observar hemolisis inicialmente en areas de crecimiento con- 
fluente luego de 24 horas de incubacion; las colonias aisladas 
seran P-hemoliticas luego de 48 horas de incubacion. A. hae¬ 
molyticum tambien es catalasa negativo y no hidroliza esculina 
ni urea. La mayoria de las cepas son pirazinamidasa, fosfatasa 
alcalina, p-galactosidasa, a-glucosidasa y A-acetil-p-glucosa- 
minidasa positivas y hidrolisis de gelatina y p-glucuronidasa 
negativas. La mayoria de las cepas fermentan glucosa, maltosa, 
lactosa y ribosa, y no fermentan manitol, xilosa o glucogeno 
(vease lamina en color 14-6F). A. haemolyticum es la unica 
especie de Arcanobacterium que es prueba de CAMP inversa 
positiva (o inhibicion de la prueba de CAMP positiva). En esta 
prueba, el efecto de la p-hemolisina de S. aureus sobre los eri- 
trocitos de carnero es inhibido por la fosfolipasa de A. hae¬ 
molyticum. Esto aparece sobre la placa de SB A como un area 
no hemolizada con forma de punta de flecha entre S. aureus y 
A. haemolyticum sembrado en estria en angulos rectos con la 
estria de estafilococo. A. bernardiae forma pequehas colonias 
lisas y espejadas en SBA que pueden ser o no P-hemoliticas. 
Este microorganismo es catalasa negativo y produce acido a 
partir de glucosa y maltosa, pero no de sacarosa, manitol, xilo¬ 
sa y lactosa. A diferencia de A. haemolyticum, se fermenta mas 
facilmente la glucosa que la maltosa, y se fermenta facilmente 
el glucogeno. A. pyogenes, la especie aislada mas a menudo en 
los seres humanos, tambien es p-hemolitica y catalasa negati- 
va. Esta especie se diferencia facilmente de A. haemolyticum y 
de A. bernardiae porque es obviamente p-hemolitica a las 24 
horas, es hidrolisis de gelatina positiva, fermenta la xilosa y es 
p-glucuronidasa (p-GUR) positiva. Las tres especies se identi- 
fican con facilidad con API Coryne. En el cuadro 14-14 se 
encuentran las caracteristicas fenotipicas de las especies de 
A rcanobacterium. 

Especies de Arthrobacter 

Durante su examen de distintas cepas de los grupos B-1 y 
B-3 de los CDC, Funke y cols, encontraron 11 muestras clini- 
cas humanas (de orina, infeccion cutanea, hemocultivos y 
endoftalmitis) que mostraron un ciclo bacilo-coco pronuncia- 
do. El analisis de la pared celular mostro que la lisina era el 
principal diaminoacido y la presencia de diferentes acidos gra- 
sos celulares.^*^^ Estos datos fueron compatibles con miembros 
del genero Arthrobacter. Los miembros de este genero se 
encuentran en el medioambiente y tambien son aislados en los 
animales; pocas veces se aislan en muestras clmicas huma- 
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MORFOLOGfA 

HEMOL 

RED 






ESPECIE 

CAT 

PIGMENTACION DE LAS COLONIAS 

SBA 

NO3 

PYZ 

AP 

ESC 

URE 

ADH 

A. bovis 

- 

Lisas o granulosas con centros oscuros, blancas, de hordes 
continuos (lisos) 

-/p 

- 

ND 

- 

V+ 

- 

ND 

A. bowdenii 

+ 

Pequenas, bianco grisaceas 

- 


+ 

V 

+ 

- 

- 

A. canis 

+ 

No descritas 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

A. cardijfensis 

- 

Pequenas, convexas, de color crema a rosado, y de hordes lisos 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

A. catuli 

V 

Pequenas, convexas, blancas, adherentes 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

V 

A. coleocanis 

- 

No informada 

- 

- 


- 

- 

- 

- 

A. denticolens 

- 

De hordes continuos (lisos), convexas o umbilicadas, lisas, 
pigmentacion rosada clara 

- 

+ 

ND 

- 

+ 

ND 

ND 

A. europaeus 

- 

Pequenas, grisaceas, translucidas 


- 

- 

- 

V 

- 

ND 

A. funkei 

- 

Pequenas, grises 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

- 

A. georgiae 

- 

Pequenas, circulares, de hordes lisos, convexas 

- 

V- 

ND 

ND 

+“ 

- 

ND 

A. gerencseriae 

- 

Pequenas, circulares, convexas 

V 

V- 

ND 

ND 

+ 

- 

ND 

A. graevenitzii 

- 

Pequenas, adherentes, ligeramente rosadas en SBA 

- 

- 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

A. hongkongensis 

- 

Pequenas, puntiformes 

- 

- 

ND 

+ 

- 

- 

+ 

A. hordeovulneris 


Blancas, adherentes, con forma de cupula, consistencia 
mantecosa 

- 

- 

V 

- 

+ 

- 

ND 

A. howellii 

+ 

Blancas, lisas, convexas, de hordes continuos (lisos) 

ND 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

A. hyovaginalis 

- 

Planas con hordes hacia afuera 

- 

V 

- 

+ 

+ 

- 

- 

A. houstoniensis 

- 

Pequenas, grises, convexas 

- 

+ 

ND 

- 

- 

- 

ND 

A. israelii 

- 

Rugosas, apiladas, “en diente molar”, blancas a bianco 
grisaceas 

- 

v+ 

ND 

ND 

+ 

- 

ND 

A. marimammalium 

- 

Pequenas, grises, convexas, de hordes lisos 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

A. meyeri 

- 

Pequenas, planas a convexas, blancas, brillantes, lisas 

- 

V- 

ND 

- 

- 

V 

ND 

A. naeslundii genoespecie 1 

V 

Lisas, circulares, convexas, umbilicadas 

- 

v+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

A. naeslundii genoespecie 2 


Lisas, circulares, convexas, umbilicadas 

- 

+ 

+ 


+ 

+ 

- 

A. nasicola 

- 

Puntiformes, bianco grisaceas, opacas, de hordes lisos 

- 

- 

ND 

- 

V 

- 

V 

A. neuii subespecie neuii 

+ 

Circulates, pequenas, convexas, opacas 

a 

+ 

+ 

- 

- 

- 

ND 

A. neuii subespecie anitratus 

+ 

Circulares, pequenas, convexas, opacas 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

ND 

A. odontolyticus 

- 

Pequenas, pigmentacion rosada en SBA, rojas en BHI 

- 

+ 

ND 

- 

V 

- 

- 

A. oricola 

- 

Puntiformes, “en miga de pan”, blancas 

- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

- 

A. radicidentis 

+ 

Pigmentacion rosada, pequenas, de hordes lisos 

- 

V 

+ 

- 


V 

- 

A. radingae 

- 

Pequenas, grises, convexas, circulares, opacas 

a/p^ 

- 

V 

- 

+ 

- 

ND 

A. slackii 

+ 

Pequenas, grises, opacas 

- 

+ 

V 

- 

+ 

V 

- 

A. suimastitidis 

- 

No descritas 

- 

- 


V 

+ 

- 

- 

A. turicensis 

- 

Pequenas, grises, opacas, enteras 

p- 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

A. urogenitalis 

- 

No descritas 

- 

+ 

- 

V 

+ 

- 

- 

A. vaccimaxillae 

- 

Pequenas, blancas, opacas, de hordes lisos 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

A. viscosus serotipo 1 

+ 

Pequenas, lisas, circulares de hordes continuos (lisos) 

- 

V 

- 

- 

+ 

+ 

- 

A. viscosus serotipo 2 

+ 

Pequenas, lisas, circulares de hordes continuos (lisos) 

- 

V 

+ 

- 

V 

V 

V 

+. reaccion positive: - reaccion negativa: 

+*', reaccion positive debil o retardada; V, reaccion variable: variable, mayoria de cepas positives; 

V-, variable, mayoria de cepas 

negatives; ND, dates no disponibles; Cat, catalase; Fac, facultativo; Ana, anaerobio; Cat, catalasa; Hemol SBA, hemolisis en agar sangre de camera; BHI, agar con infusion de 

cerebro y corazon; Red NOj, reduccion de nitrato a nitrito; PYZ, pirazinamidasa; AP, fosfatasa alcalina: ESC, hidrdlisis de esculina; URE, hidrolisis de urea; ADH, dihidrolasa que 

produce arginina; MOT, motilidad; GEl, hidrdlisis de gelatina; LAP, leucina arilamidasa; PYR, pirrolidonil arilamidasa; Prueba CAMP, prueba de CAMP con S. aureus que produce 
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GEL 

LAP 

PYR 

PRUEBA 

CAMP 

a-GAL 

P-GAL 

a-GLU 

P-GLU 

P-GUR 

NAGA 

HIP 

ACETOfNA 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

ND 

ND 

+ 

+ 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 


+ 

- 

ND 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

ND 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

ND 

- 

ND 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

+ 

ND 

ND 

V 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

ND 


+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

+ 

- 

V 

+ 

- 

- 

V 

+ 

- 

V 

ND 

ND 

- 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

V- 

ND 

ND 

- 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

ND 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

- 

- 

- 


- 

ND 

ND 


ND 

V 

ND 

+ 

ND 

+ 

V 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

ND 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

- 

- 

- 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

ND 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

ND 

+ 

- 

V 

+ 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

+ 

ND 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

ND 

+ 

V 

V 


+ 

- 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

ND 

- 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

ND 

ND 

- 

V 

ND 

- 

- 

+ 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

ND 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 


+ 

ND 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 



- 

- 

- 


+ 

+ 

+ 

- 

+ 

ND 

ND 

V 

ND 

+ 

ND 

+ 

ND 

+ 

+ 

- 

- 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

- 


- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

+ 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

ND 

V 

- 

+ 

- 

ND 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

V 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 


fi-hemolisina; a-GAL, a-galactosidasa; ^-GAL, j^galactosidasa; a-GLU, a-glucosidasa; ji-GLU, ft-glucosidasa; ji-GUR, P-glucuronidasa; NAG A, N-acetil-^D-glucosaminidasa; 
Hip, hidrolisis de hipurato: Glu, glucosa; Mai, maltosa; SAC, sacarosa; Mntl, manitol; XU, xilosa; Lac, lactosa; Mne, manosa; Arab, arabinosa; Sorb, sorbitol; Raf, rafinosa; Tre, 
trehalosa; Glycg, glucdgeno; Amyg, amigdalina; Meli, melibosa; Melez, melezitosa; S, cantidades importantes de dcido succmico a partir de glucosa; I, cantidades menores de dcido 
Idctico a partir de glucosa; / cantidades menores de dcido fdrmico a partir de glucosa. 


(Continua) 
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ESPECIE 

RELACION 
CON O, 

GLU 

MAL 

SAC 

MNTL 

XYL 

LAC 

MNE 

ARAB 

SORB 

RAF 

A. bovis 

Ana/Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

V 

- 

- 

- 

A. bowdenii 

Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

A. cams 

Fac 

+ 

+ 

V 

- 

+ 

+ 

ND 


- 

V 

A. cardijfensis 

Fac 

+ 

V 

V 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

V 

A. catuli 

Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

ND 

V 

- 

+ 

A. coleocanis 

Fac 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

ND 

- 

- 

- 

A. denticolens 

Fac 

+ 

+ 

+ 

V 

- 


V 

- 

- 

+ 

A. europaeus 

Fac 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

A, funkei 

Fac 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

V 

ND 

- 

- 

- 

A. georgiae 

Fac 

+ 

+ 

+ 

V- 

+ 

v+ 

V' 

V- 

V- 

V- 

A. gerencseriae 

Ana/Fac 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

V 

+ 

A. graevenitzii 

Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

ND 

- 

- 

- 

A. hongkongensis 

Ana 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

ND 

- 

A. hordeovulneris 

Ana/Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 


V 

ND 


A. howellii 

Ana/Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

V 

- 

ND 


A. hyovaginalis 

Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

+ 

+ 

- 

- 

A. houstoniensis 

Fac 

+ 

ND 

+ 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

A. israelii 

Ana/Fac 

+ 

+ 

+ 

V+ 

+ 

+ 

+ 

V+ 

V- 

+ 

A. marimammalium 

Fac 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

ND 

- 

- 

- 

A. meyeri 

Ana/Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

V+ 

- 

V- 

- 

- 

A. naeslundii genoespecie 1 

Fac 

+ 

+ 

V+ 

- 

V- 

V 

+ 

- 

- 

+ 

A. naeslundii genoespecie 2 

Fac 

+ 

+ 

v+ 

+ 

v+ 

V 

+ 

- 

V 

+ 

A, nasicola 

Fac 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

A. neuii subespecie neuii 

Fac 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

v+ 

ND 

+ 

A. neuii subespecie anitratus 

Fac 

+ 

+ 

+ 

v+ 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

+ 

A. odontolyticus 

Ana/Fac 

+ 

V+ 

+ 

- 

V 

V 

- 

V 

- 

- 

A. oricola 

Fac 

+ 

V+ 

+ 

- 

- 

- 

ND 

- 

- 

+ 

A. radicidentis 

Fac 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

A. radingae 

Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 


ND 

VD 

ND 

V 

A. slackii 

Fac 

+ 

ND 

V 

- 

+ 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

A. suimastitidis 

Fac 

+ 

V 

+ 

- 

+ 

- 

ND 


- 

+ 

A. turicensis 

Fac 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

A. urogenitalis 

Fac 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

ND 

V 

- 

+ 

A. vaccimaxillae 

Fac 

+ 

- 

V 

V 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

- 

A. viscosus serotipo 1 

Fac 

+ 

V 

+ 

- 

V- 

v+ 

V 

- 

- 

+ 

A. viscosus serotipo 2 

Fac 

+ 

V 

+ 

- 

- 

v+ 

V 

- 

- 

+ 


+. reaccion positiva; reaccion negativa; +d, reaccion positiva debit o retardada; V reaccidn variable; V+, variable, mayoria de cepas positivas; V-, variable, niayoria de cepas 
negativas; ND, datos no disponibles; Cat, catalasa; Fac, facultativo; Ana, anaerobio; Cat, catalasa; Hemol SBA, hemolisis en agar sangre de camera; Reduction de NO^ reduccidn 
de nitrato a nitrito; PYZ, pirazinamidasa; AP, fosfalasa alcalina; ESC. hidrolisis de esculina; URE, hidrdlisis de urea; ADH, dihidrolasa que produce arginina; MOT, motilidad; 

GEl, hidrdlisis de gelatina; LAP, leucina arilamidasa; PYR, pirrolidonil arilamidasa; Prueba CAMP, prueba de CAMP con S. aureus productor de ^-hemolisina; a-GAL, 
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RIB 

TRE 

GLY 

GLYCG 

AMYG 

MELI 

MELEZ 

FERMENTACION 

(GLC) 

PRODUCTOS DE GLUCOSA 
BIOCODIGOS API FRECUENTES 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 

- 

S, A, L, f 

0101104 


+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

S, L,A 

3410365, 3400365, 3510365, 3500365 

-f 

- 

ND 

+ 

ND 

- 

- 

ND 

2430766, 2430767 

V 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

L, S, a 

0010121,0010321, 1010121, 1010321 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

V 

- 

S,L, a 

7650761, 7650765, 7670761,7670765 

- 

- 

ND 

+ 

ND 

- 

- 

S, L 

2410162 

V 

- 

- 

ND 

- 

ND 

- 

S,A, L 

ND 

V 

V 

ND 

V 

- 

V 

V 

S 

04 (1/5) 0 (1/3) 2 (0/1/2/3); GEL + despues de 5 dias 

V 

- 

ND 

- 

ND 

- 

- 

ND 

0130761,3530761 

- 

+ 

V 

+ 

V- 

- 

V- 

S, 1, a, f 

ND 

v+ 

+ 

- 

V- 

V+ 

V 

V 

S, L, a, f 

ND 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

L, S 

(0,2)(0,4)20361 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

V 

V 

- 

V 

ND 

- 

- 

L, S 

ND 

- 

v+ 

- 

- 

- 

V 

V 

ND 

ND 

V 

- 

V 

- 

+ 

- 

- 

ND 

0570721,0170721 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

V+ 

+ 

- 

- 

V+ 

V+ 

V 

S, A, L, f 

ND 

- 

- 

ND 

V 

ND 

- 

- 

S, A, L 

0520162, 0420160, 0520160 

+ 

- 

V 

V 

V+ 

- 

- 

S, a, 1, f 

ND 

V 

V+ 

V 

- 

V 

V 

- 

L, s, a, f 

ND 

V 

v+ 

V 

V 

V 

V 

V 

L, s, a, f 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S, a, 1 

ND 

+ 

+ 

+ 

v+ 

ND 

v+ 

+ 

S, L 

Incluido en la base de datos de API Coryne 

+ 

+ 

+ 

V 

ND 

+ 

+ 

S, L 

Incluido en la base de datos de API Coryne 

V 

V 

V 

V 

- 

- 

- 

S,A, f 

ND 

V 

+ 

ND 

ND 


- 

- 

S, A, L 

ND 

+ 

+ 

ND 

- 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

Incluido en la base de datos de API Coryne 

- 

+ 

ND 

- 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 


- 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

ND 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

00170721. 0010701, 0010723, 1010701; incluido en la base 









de datos de API Coryne 

V 

+ 

ND 

- 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

+ 

- 

- 

- 

sa, a 

ND 

- 

V- 

- 

V 

- 

- 


S, A, L, f 

ND 

+ 

V 

V 

V 

- 

V 

- 

S,A, L,f 

ND 


a-galactosidosa; ^GAL, ^galactosidasa; a-GLU, a-glucosidasa; ^-GLU. ^-gliicosidasa; p-GUR, fi-glucuronidasa; NAGA, N-acetil-^-D-glucosaminidasa; Hip, hidrdlisis de hipura- 
to: Glu, glucosa; Mai, maltosa: SAC, sacarosa; Mntl, manitol: XU, xilosa; Lac, lactosa; Mne, manosa: Arab, arahinosa; Sorb, sorbitol; Raf rafinosa; Tre, trehalosa; Glycg, glucoge- 
no; Amyg, amigdalina; Meli, melibosa; Melez, melezitosa; S, canlidades importantes de dcido succmico a partir de glucosa; I, cantidades menores de dcido Idctico a partir de gluco¬ 
sa; f cantidades menores de dcido formico a partir de glucosa. 
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Cuadro 14-14 Caractensticas bioquimicas 

para la identificacion de especies de Arcanobacterium 




PRUEBA 

A. 

BERNARDIAE 

A. A. 

HAEMOLYTICUM HIPPOCOLEAE 

A. A. 

PHOCAE PLURAMMALIUM 

A. 

PYOGENES 

Catalasa 

- 

- 

- 

V 

+ 


- 

Hemdlisis, SBA 

V 

P 

p 

p 

a 


P 

Reduccion de NO 3 

- 

- 

- 

- 

- 


V 

Pirazinamidasa 

+ 

+ 

- 

+ 

V 


V- 

Fosfatasa alcalina 

- 

V+ 

v+ 

+ 

- 


V 

Hidrolisis de esculina 

- 

- 


- 



- 

Arginina dihidrolasa 

ND 

ND 

- 

ND 

- 


ND 

Hidrolisis de hipurato 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 


ND 

Produccion de acetoina 

ND 

ND 

- 

ND 

- 


ND 

Hidrolisis de gelatina 

- 

ND 

- 

- 

+ 


+ 

Acido producido a partir de: 








Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 

Maltosa 

+ 

+ 

V 

+ 

V 


+ 

Sacarosa 

- 

V 

- 

+ 

- 


V 

Manitol 

- 

- 

- 

V- 

- 


V 

Xilosa 

- 

- 

- 

- 

- 


+ 

Lactosa 

- 

+ 

+ 

+ 

- 


+ 

Manosa 

ND 

ND 

ND 

v+ 

ND 


+ 

Arabinosa 

ND 

ND 

- 

- 

- 


V 

Sorbitol 

ND 

ND 

- 

- 

- 


V 

Rafinosa 

ND 

ND 

- 


- 


- 

Ribosa 

V+ 

V+ 

- 

+ 

+ 


ND 

Trehalosa 

ND 

ND 

- 

v+ 

- 


+ 

Glicerol 

+ 

- 

ND 

+ 

ND 


ND 

Glucogeno 

V+ 

ND 

- 

+ 

- 


+ 

Amigdalina 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 


- 

Melibiosa 

ND 

ND 

- 

- 

- 


- 

Melezitosa 

ND 

ND 

- 

V+ 

- 



LAP 

+ 

ND 

+ 

+ 

ND 


ND 

PYR 

V 

V 

- 

- 

ND 


+ 

a-GAL 

- 

ND 

- 

+ 

- 


- 

P-GAL 

- 

V+ 

+ 

+ 

- 


+ 

a-GLU 

+ 

+ 


+ 

- 


+ 

P-GLU 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

P-GUR 

- 

V 

+ 

- 

+ 


+ 

NAGA 

- 

v+ 

V 

- 

- 


V 

+. reaccion positiva; - reaccion negativa; V, reaccion variable; V+, reaccidn 
cion positiva debil 

variable, mayoria de cepas positives; 

V-, reaccidn variable, mayoria de cepas negatives; 

reac- 


nas 249,435 Aigunas comparaciones quimiotaxonomicas y geneti- algunos las cepas grupos B-l y B-3 de los CDC.^^^ Un analisis 

cas de estas cepas con las especies de Arthrobacter ambienta- realizado en 1998 de 15 muestras clinicas de A. cumminsii del 

les existentes condujeron a proponer dos especies de aparato urinario, oido medio, liquido amniotico, vagina, osteo- 

Arthrobacter nuevas -A. cumminsii y A. woluwensis- para mielitis calcanea, celulitis de tejidos profundos, cuello uterino. 
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sangre y heridas puso en evidencia patrones singulares de los 
acidos grasos celulares, con la presencia constante de C14:0i y 
Cl4:0, y cantidades extraordinariamente altas de acidos grasos 
Cl6:0 y C16:0i, que no se encuentran en otras especies de 
Arthrobacter}^ Cuando se evaluaron estas cepas en API 
Coryne, se observaron muchos biotipos despues de 24 boras y 
7 dias de incubacion. (Vease cuadro 14-13). 

A. cufnminsii es la especie de Arthrobacter aislada mas a 
menudo en muestras clfnicas humanas. Este microorganismo 
es catalasa positivo, LAP positivo, inmovil y tanto nitrato 
reductasa como hidrolisis de esculina negative. Algunas cepas 
producen ureasa y la mayoria tienen tanto actividad de DNasa 
como de gelatinasa. Aunqiie la mayoria producen acido a par- 
tir de ribosa, la produccion de acido a partir de glucosa es 
variable, y no se produce acido a partir de maltosa, sacarosa, 
manitol, xilosa, lactosa o glucogeno.^®^ A. woliiwensis hidroli- 
za esculina, urea, gelatina y DNA y, al contrario de A. cum- 
minsii, produce varias actividades enzimaticas, que incluyen 
p-galactosidasa (jJ-GAL), a-glucosidasa (a-GLU), (3-glucosi- 
dasa (P-GLU) y A-acetil-P-o-glucosaminidasa (NAGA). En la 
mayoria de las comunicaciones sobre estos microorganismos, 
se utilizo API CHO® (BioMerieux), un panel de asimilacion de 
hidratos de carbono (sin fermentacion) para la caracterizacion, 
pero este sistema no suele emplearse en los laboratories clini- 
cos. Desde que se describieron A. cumminsii y A. woluwensis, 
se ban aislado otras especies de Arthrobacter descritas antes 
(A. oxydans) y tres especies nuevas de Arthrobacter (A. creati- 
nolyticus, A. luteolus y A. albus) en muestras clfnicas bumanas, 
que incluyen sangre, beridas quiriirgicas y orina.'^^^^^^ A. crea- 
tinolyticus bidroliza creatina, xantina y gelatina, pero no almi- 
don. Esta especie tambien produce acido a partir de glicerol, 
pero la descripcion original no describio la acidificacion de 
bidratos de carbono. Las especies de Arthrobacter estan inclui- 
das en la base de datos API Coryne; no obstante, las cupulas 
para la fermentacion de bidratos de carbono suelen ser negati- 
vas despues de 24 boras. La incubacion prolongada de los 
paneles de identificacion (basta 5 a 7 dfas) puede conducir a la 
utilizacion oxidativa lenta de algunos bidratos de carbono. En 
el cuadro 14-15 se presentan algunas caracterfsticas fenotipicas 
y bioqufmicas de las especies de Arthrobacter aisladas en las 
especies clfnicas. 

Especies de Brevibacterium 

Las especies de Brevibacterium son bacterias irregulares, 
delgadas, con forma de bacilos que muestran un ciclo bacilo- 
coco pronunciado. Los subcultivos frescos (< 3 dfas) se tinen 
como bacilos, pero a medida que el cultivo envejece (4-7 dfas), 
las celulas pueden tener morfologfa de cocos. Ambas formas 
del microorganismo son grampositivas, pero facilmente pueden 
cambiar de color. Las celulas con forma de bacilo muestran una 
morfologfa difteroide y son no acido-alcobol resistentes. Las 
especies de Brevibacterium son aerobias estrictas y tienen 
metabolismo oxidativo. Son inmoviles y tolerantes a la sal 
(NaCl > 6.5%), producen catalasa y proteinasas, no tienen ure¬ 
asa y no producen acido a partir de glucosa ni otros bidratos de 
carbono en medios con peptona. Las brevibacterias tambien 
producen caracterfsticamente metanetiol (CH3SH) a partir de L- 
metionina. El peptidoglucano contiene meso-DAP como dia- 
minoacido principal, pero no contiene arabinosa, lisina ni aci¬ 
dos micolicos (se puede presentar o no galactosa).^^^"^^^ 

En la actualidad, el genero Brevibacterium esta compuesto 
por nueve especies: B, linens, B. iodinum, B. casei, B. epider- 
midis, B. mcbrellneri, B. otitidis, B. paucivorans, B. lutescens 


y B. avium. En la edicion de 1986 del Bergey's Manual se des¬ 
cribieron cuatro especies: B. linens, B. iodinum, B. casei y B. 
epidermidis.'^^^ B. casei y B. epiderrnidis crecen en condiciones 
optimas a 30-37 °C, mientras que B. linens y B. iodinum pre- 
fieren bacerlo a 20-30 °C. Las colonias de estos microorganis¬ 
mos son bianco grisaceas, bianco amarillentas, amarillas u 
ocres y tienen un olor intenso “a queso’' (vease lamina en color 
14-6G). El habitat de las brevibacterias es fundamentalmente 
los productos lacteos, en los cuales las bacterias contribuyen al 
aroma y el color (p. ej., B. linens con pigmento anaranjado) de 
los quesos que maduran superficialmente (p. ej., queso 
Limburger). Tambien se encuentran sobre las superficies cuta- 
neas bumanas. Cuando residen sobre la piel bumana en condi¬ 
ciones de maceracion y bumedad (p. ej., entre los dedos del pie 
y otras zonas intertriginosas). se cree que contribuyen al olor 
corporal. B. mcbrellneri, descrito en 1993, fue aislado en los 
pelos de los genitales bumanos que estaban infectados simulta- 
neamente por Trichosporon beigelii.^^^ Brevibacterium otitidis. 
una especie aislada en seres bumanos con otorrea bilateral, fue 
descrito en 1996.^^ B. paucivorans, descrito en 2001, ba sido 
aislado de LCR, abscesos, beridas, sangre, secrecion otica y 
cateteres intravasculares.^^^ B. lutescens es una especie similar 
a B. otitidis aislada en Ifquido de dialisis peritoneal bumana y 
en una secrecion otica infectada en 2003.^^^ B. avium ba sido 
aislado en lesiones granulomatosas en aves de corral. 

Las brevibacterias son causas raras de infecciones bumanas 
y el examen de las cepas clasificadas antes como grupos B-1 y 
B-3 de los CDC establecio que algunas eran, de beebo, espe¬ 
cies de Brevibacterium. En 1991, McCaugbey comunico el pri¬ 
mer caso documentado de infeccion de una vfa venosa central 
causado por B. epiderrnidis en un bombre de 40 anos.'’^'' En 
1993, Gruner y cols, aislaron nueve cepas de Brevibacterium, 
en el Ifquido de dialisis de pacientes que se encontraban en dia¬ 
lisis peritoneal ambulatoria continua, bemocultivos, esputo, 
LCR, Ifquido pleural y otro Ifquido corporal.^^' La compara- 
cion de sus caracterfsticas bioqufmicas con las cepas de 
Brevibacterium de referenda indico que estos microorganis¬ 
mos eran B. casei o B. epiderrnidis. Estos investigadores sugi- 
rieron que los bacilos aerobios, grampositivos y catalasa posi- 
tivos que son inmoviles y no fermentan aziicares pueden ser 
identificados como especies presuntivas de Bacteroides sobre 
la base de la pigmentacion y la morfologfa de las colonias 
(blancas grisaceas a amarillas, opacas, convexas y lisas) y un 
olor intenso a “queso” o “pies bediondos”. Estos mismos inves¬ 
tigadores examinaron luego 41 cepas clfnicas grupos B-1 y B- 
3 de los CDC y observaron que 22 eran identicas a B. casei y 
otras 5 formaban otro gurpo fenotfpico dentro del genero 
Brevibacterium Funke y Carlotti tambien examinaron 43 
cepas de Brevibacterium aisladas en muestras clfnicas en los 
ultimos 20 anos y las compararon con cepas de referencia.^*^^ 
Utilizando analisis quimiotaxonomico y pruebas de asimila¬ 
cion de bidratos de carbono con el panel de asimilacion de 
bidratos de carbono API 50CH, 41 fueron identificadas como 
B. casei y 2 como B. epiderrnidis. Las colonias de B. casei sue¬ 
len ser gris blancuzcas, mientras que las cepas de B. epidermi- 
dis desarrollan colonias amarillentas con el tiempo. Se puede 
utilizar la deteccion de metanetiol y el analisis de acidos grasos 
celulares para confirmar la asignacion de la cepa al genero 
Brevibacterium, y se pueden utilizar asimilaciones de bidratos 
de carbono para identificarla con la especie. Las brevibacterias 
tambien estan incluidas en las bases de datos del API Coryne y 
el RapID CB-Plus (vease lamina en color 14-6H). En el cuadro 
14-16 se muestran las caracterfsticas bioqufmicas de las espe¬ 
cies de Brevibacterium. 
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Cuadro 14-15 Caractensticas bioqufmicas para la identificacion de especies de Arthrobacter 

CARACTERiSTICA 

A. 

ALBUS 

A. 

CITREUS 

A. CREATI- 
NOLYTICVS 

A. 

CJJMMINSU 

A. 

LUTEOLUS 

A. 

OXYDANS 

A. WOLU- 
WENSIS 

Catalasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hemolisis, SBA 

- 

ND 

- 

- 

- 

- 

- 

Crecimiento, 20 ®C 

- 

+ 

ND 

V 

+ 

+ 

+ 

Crecimiento, 42 °C 

+ 

- 

ND 

+ 

+ 

V 

+ 

Reduccion de NO^ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

Pirazinamidasa 

+ 

ND 

ND 

V 

+ 

ND 

ND 

Fosfatasa alcalina 

+ 

ND 

ND 

V 

ND 

ND 

+ 

Hidrolisis de esculina 

- 

ND 

ND 

- 

- 

- 

+ 3 dias 

Ureasa 

- 

ND 

ND 

V 

- 

- 

+ 3 dias 

Motilidad 

- 

+sl 

- 

- 

+ 

- 

- 

Hidrolisis de gelatina 

+' 

+ 

+ 

+ 10 dias 

+ 

+ 

+ 24 boras 

DNasa 

- 

+ 

ND 

+ 10 dias 

+ 

+ 

+ 24 boras 

LAP 

+ 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

+ 

PYR 

+ 

- 

ND 

+ 

- 

- 

+ 

a-GAL 

- 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

- 

P-GAL 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

+ 

a-GLU 

- 

+ 

ND 

- 

+ 

+ 

+ 

P-GLU 

- 

ND 

ND 

- 

_ 

ND 

+ 

a-GUR 

- 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

- 

NAGA 

- 

+ 

ND 

- 

- 

- 

+ 

Acido de forma oxidativa a partir de: 








Glucosa 

- 

+ 

- 

V 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

- 

ND 

Sacarosa 

- 

ND 

ND 

- 

+ 

+ 

ND 

Manitol 

- 

+ 

ND 

- 

- 

+ 

+ 

Xilosa 

- 

ND 

- 

- 

+ 

- 

ND 

Lactosa 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

Biocodigos API Coryne frecuentes 

6102004, 6100004 

ND 

ND 

Vana (depende 
de la duracion 
de la incubacion) 

3110004 

3750004 

ND 

+, reaccidn positiva; . reacdon negativa: 

V. reacdon variable; +', 

reacdon positiva tardia; ND, datos no disponibles. 





En la actualidad se han publicado varias comunicaciones de de una mujer de 18 afios con SIDA y, en 2002, Janda y cols, 

casos que documentan las especies de Brevibacterium como aislaron B. casei en la sangre de un hombre de 34 anos con 

agentes oportunistas. Se han informado las brevibacterias SIDA y sepsis a partir de una Se describio endocardi- 

como causa de bacteriemia persistente en pacientes con enfer- tis de valvula prot^sica debida a B. otitidis en un paciente en los 

medades subyacentes, como leucemia linfoblastica, linfoma no National Institutes of Health. 

Hodgkin y cancer testicular.Una especie de 

Brevibacterium tambien fue aislada como causa de osteomieli- Especies de Cellulomonas, Cellulosimicrobium y Oerskovla 
tis estemal en un varon de 4 semanas.^^® Se ha informado B. 

iodinum y B. otitidis como causas de peritonitis en pacientes Las especies de Cellulomonas son microorganismos princi- 
que se someten a dialisis peritoneal ambulatoria continua.^^^"^^ palmente ambientales que aparecen como bacilos corineformes 

En 2000, Brazzola y cols, aislaron B. casei tanto en sangre irregulares y delgados que pueden parecer mas cocoides en los 

periferica como en sangre recogida a traves de un Porto-Cath cultivos mas antiguos. Son grampositivos (aunque cambian 






Cuadro 14-16 Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies de Brevibacterium 

CARACTERISTICA 

B. 

AVIUM 

B. CASEl 

B. 

EPIDERMIDIS 

B. 

lODINUM 

B. 

LINENS 

B. 

LUTESCENS 

B. 

MCBRELLNERI 

B. 

OTITIDIS 

B. PAUCI- 

VORANS 

Catalasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hemolisis, SBA 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


Reduccion de NO, 

+ 

V- 

V+ 

+ 

ND 

- 

- 

- 

- 

Pirazinamidasa 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Fosfatasa alcalina 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

V 

ND 

+ 


Hidrolisis de esculina 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 


Ureasa 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

Crecimiento, NaCI al 6,5% 

ND 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

DNasa 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

Hidrolisis de: 










Gelatina 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+' 

+ 

+' 

Casema 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Xantina 

+ 

+ 

+ 

+ 

4- 

- 

V 

- 

- 

Acido a partir de hidratos de carbono 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


LAP 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

+ 

PYR 

ND 

v+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

a-GAL 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

P-GAL 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

a-GLU 

- 

v+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


P-GLU 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

P-GUR 

- 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

- 

NAGA 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

V- 

Biocodigos API Coryne frecuentes 

ND 

6112004,4112004 

ND 

ND 

ND 

6002004, 6102004 

ND 

6002004 

0000004 

+, reaccion positiva; . reaccidn negativa; + . 

reaccidn positiva tardia: V. reaccidn variable, 

y+p reaccidn variable, mayoria de cepas positivas: V-, 

reaccidn variable, mayoria de cepas negativas; ND. datos no disponibles. 
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facilmente de color), no acido-alcohol resistentes y pueden ser 
inmoviles o moviles debido a flagelos polares unicos o latera- 
les escasos. Las colonias de estos microorganismos suelen ser 
opacas, convexas y de pigmento amarillo. El peptidoglucano de 
la pared celular contiene L-ornitina y no contiene meso-DAP, 
glicina, lisina u homoserina.^'*’ Estos microorganismos tienen 
metabolismo oxidativo o fermentativo; la mayoria de las cepas 
producen acido a parti r de glucosa tan to en condiciones aero- 
bias como anaerobias. Las especies de Cellulomonas son cata- 
lasa positivas, hidrolizan celulosa, almidon y gelatina (reaccion 
debil), reducen nitrato a nitrito y producen DNasa. El genero 
Celhiloinonas incluye mas de ocho especies validas que se ais- 
lan en distintos medioambientes.'^®^ 

Algunas cepas corineformes de los grupos A-3 y A-4 de los 
CDC se reconocen ahora como especies de Cellulomonas que 
ban sido aisladas en muestras clmicas humanas.^^^^'^ Funke 
y cols, examinaron muestras clmicas de LCR (dos muestras) y 
sangre (dos muestras); ambas cepas de LCR habian sido iden- 
tificadas desde el punto de vista fenotipico como grupo A-3 de 
los CDC, mientras que las de hemocultivos fueron identifica- 
das como grupo A-4 de los CDC.^®^ Estas cepas se compararon 
con cepas tipo de las especies de Cellulomonas ambientales 
caracterizadas mediante analisis de peptidoglucano y acidos 
grasos celulares ademas de las pruebas fenotipicas utilizadas 
para la caracterizacion de los corineformes. Los resultados de 
las pruebas fenotipicas para estos aislados no se correspondie- 
ron con ninguna de las especies de Cellulomonas existentes. 
Las cuatro cepas clmicas aisladas contenian L-omitina como 
diaminoacido peptidoglucano, reforzando asi la afmidad con 
las especies de Cellulomonas. La secuenciacion parcial de los 
rRNA 16S de estos microorganismos validaron mas las simili¬ 
tudes con las especies de Cellulomonas. y Funke y cols, propu- 
sieron formalmente asignar las cepas del grupo A-3 y algunas 
cepas del grupo A-4 de los CDC a un genero nuevo, Cellulo¬ 
monas hominis. Estos microorganismos ban sido aislados en 
muestras de bumor vitreo luego de lesiones penetrantes o tras- 
plantes intraoculares de cristalino, bemoculitivos asociados 
con sepsis relacionada con cateteres, endocarditis de valvula 
nativa y liquido cefalorraquideo.^^’*^^’^^^’^^^ 

Las cepas de C. hominis son bacilos grampositivos cortos, 
delgados e inmoviles. Las colonias en SBA son lisas, circula- 
res, convexas y blancas; se desarrolla una pigmentacion amari- 
llenta despues de unos 3 dias. Se bidroliza esculina, gelatina y 
DNA y se reduce nitrato a nitrito, pero no se produce ureasa. 
Este microorganismo es fermentativo, y produce acido a partir 
de glucosa, maltosa, sacarosa, xilosa y lactosa, pero no de 
manitol. A diferencia de las especies de Cellulomonas ambien¬ 
tales, C. hominis no bidroliza la celulosa. Las especies de 
Cellulomonas estan incluidas en la base de datos API Coryne, 
pero estos microorganismos suelen dar una prueba cruzada con 
las especies de Microbacterium. Cellulomonas turhata es el 
mismo microorganismo que Oerskovia turbata (vease mas ade- 
lante). 

Los bacilos corineformes asignados al genero Oerskovia -O. 
turbata y O. xanthineoiytica- fueron designados originaria- 
mente como corineformes grupos A-1 y A-2 de los CDC, res- 
pectivamente, y estaban relacionados con los grupos A-3, A-4 
y A-5. Sin embargo, las primeras pruebas geneticas y quimio- 
taxonomicas sugirieron que las dos especies de Oerskovia no 
estaban estrecbamente relacionadas. En 1982, Stackbrandt y 
cols, propusieron la union de los generos Oerskovia y 
Cellulomonas sobre la base de las pruebas filogeneticas, con el 
epiteto de genero Cellulomonas que tiene precedencia.^'^’^'^^ El 
nombre Cellulomonas cellulans fue propuesto para O. xanthi¬ 


ne oiytica. y O. turbata se convirtio en Cellulomonas turbata. 
Sin embargo, el cambio de nombre no tuvo en cuenta la apa- 
rente falta de relacion de “C. cellulans'" con “C. turbata". El 
analisis de los dendrogramas de rDNA I6S proporciono prue¬ 
bas de que “C. cellulans" se ramificaba fuera de los limites 
filogeneticos del genero Cellulomonas y era un “vecino filoge- 
netico mas cercano” del genero Promicromonospora. Ademas, 
el analisis quimiotaxonomico de la pared celular de “C. cellu¬ 
lans" ba mostrado que la cepa tipo y otras cepas de esta espe- 
cie tienen un peptidoglucano “tipo A4a”, una caracteristica que 
no se ba ballado entre los miembros del genero Cellulomonas. 
que incluyen “C. turbata". Se observo que L-lisina es el princi¬ 
pal diaminoacido de la pared celular de “C. cellulans". mien¬ 
tras que otras especies de Cellulomonas contienen L-ornitina. 
La concordancia entre la posicion filogeneticamente distinta de 
este microorganismo en el dendrograma rDNA 16S y sus dife- 
rentes propiedades quimiotaxonomicas justified la asignacion 
de “C. cellulans" al nuevo genero Cellulosimicrobium. siendo 
la especie tipo Cellulosimicrobium cellulans (''Oerskovia xant- 
hineolytica")?^^ En 2002, se aisld una segunda especie de 
Cellulosimicrobium (C. variabile) en el intestino posterior de la 
termita.'’^ Los taxonomistas tampoco estan de acuerdo sobre el 
estado de Oerskovia turbata como especie de Cellulomonas. 
Algunos estudios recientes que utilizaron secuenciacion de 
DNA 16S y analisis de la estructura de la pared celular tambien 
sugieren que es posible que no sea valida la transferencia de O. 
turbata al genero Cellulomonas. 

Los miembros del enmendado genero Oerskovia demuestran 
bifas vegetativas ramificadas que penentran en el agar y se frag- 
mentan en elementos bacilares mdviles.*^^ En los frotis, los mi¬ 
croorganismos aparecen como bacilos corineformes. Los micro¬ 
organismos pueden ser moviles o no. Son catalasa positivos y 
oxidasa positivos y facultativos en relacion con el oxigeno, 
aunque algunas cepas pueden ser estrictamente aerobias. Los 
principales acidos grasos, la composicidn de quinonas isopre- 
noides y otras caracteristicas del genero se muestran en el cua- 
dro 14-7. Ademas de la cepa tipo, O. turbata. se describieron o 
otras tres especies. O enterophila se aisla en insectos y antes 
era una especie de Promicromonospora. mientras que O. jenen- 
sis y O. paurometabola se aislan en el suelo.*^^ En el cuadro 
14-17 se muestran las caracteristicas bioquimicas que son uti¬ 
les para la identificacion de especies de Cellulomonas. C. ho¬ 
minis. C. (O.) turbata y C. cellulans. 

Cellulosimicrobium cellulans produce colonias lisas y bri- 
llantes que tienen un fuerte pigmento amarillo (vease lamina en 
color 14-7C). Las afmidades por los actinomicetos del micro¬ 
organismo se manifiestan por la produccion de un “micelio” 
sustrato que se fragmenta en bacilos irregulares, curvos y con 
forma de palos dispuestos en formas de V y “letras cbinas”. 
Despues del agotamiento de los bidratos de carbono fermenta- 
bles de los medios de caldo, estos microorganismos con forma 
de bacilos son transformados incluso en bacilos mas cortos o 
formas de cocos. Son bioquimicamente activos y estan inclui- 
dos en las bases de datos tanto del sistema API Coryne como 
del IDS RapID CB plus para la identificacion de bacterias cori¬ 
neformes. Los biocodigos comunes API Coryne para C. cellu¬ 
lans son 3552727, 7552727, 3572727 o 7572727 (vease lami¬ 
na en color 14-7D). Tanto O. turbata como Cellulosimicrobium 
cellulans hidrolizan caseina, pero solo las ultimas especies 
hidrolizan xantina. Ademas, Cellulosimicrobium cellulans 
crece a 42 °C, mientras que O. turbata no lo hace. 

Cellulosimicrobium cellulans y O. turbata son causas raras 
de infecciones oportunistas en huespedes inmunodeprimidos. 
O. turbata ha sido aislado como causa de bacteriemia relacio- 



Cuadro 14-17 Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies de Cellulomonas, Cellulomonas hominisy Cellulomonas turbata, Cellulosimicrobium cellulans y 
Dermabacter hominis 

CARACTERfSTICA 

ESPECIES 

DE CELLULOMONAS 

C HOMINIS 

C. iO.) TURBATA 

CELLULOSIMICROBIUM 

CELLULANS 

DERMABACTER 

HOMINIS 

Catalasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hemolisis, SBA 

- 

- 

- 

- 

- 

Motilidad 

V+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Reduce ion de NO^ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

Pirazinamidasa 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

Fosfatasa alcalina 

V 

- 

ND 

ND 

+ 

Hidrolisis de esculina 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ureasa 

- 

- 

- 

- 

- 

DNasa 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hidrolisis de; 






Gelatina 

+ 

+ 

+ 


V+ 

Almidon 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

Casema 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

Xantina 

ND 

ND 

- 

+ 

ND 

Tirosina 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

Acido producido en condiciones 
fermentativas a partir de: 






Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Manitol 

V 

- 

- 

- 

- 

Xilosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

Lactosa 

ND 

+ 

ND 

+ 

+ 

Arabinosa 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

LAP 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

PYR 

ND 

ND 

- 

ND 

+ 

a-GAL 

ND 

ND 

ND 

ND 

V+ 

P-GAL 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

a-GLU 

+ 

+ 

-h 

ND 


P-GLU 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

P-GUR 

ND 

- 

- 

ND 

- 

NAGA 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

+, reaccidn positiva; - reaccion negativa: reaccion positiva dehil o retardada; V, reaccion variable; V+. variable, mayoria de cepas positivas; V- 

Fac, facuitativo; Ana, anaerobio; Cat, catalasa; Hernol SHA. hemolisis en agar sangre de camera; Reduccion de NO,, rednccidn de nitraio a nilrito; 
^GAL, fi-galaciosidasa; a-GLU, a-glucosidasa: f3-GLU, P-gIncosidasa; P-GUR, P-glucuronidasa; NAGA, N-acetil-p-D-glucosaminidasa. 

- variable, mayoria de cepas negativas; ND. datos no disponibles; Cat. catalasa; 

LAP, leucina ardamidasa; PYR. pirrolidonil arilamidasa; a-GAL, a-galactosidasa; 
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nada con cateteres Broviac en un varon de 3 anos y como causa 
de endocarditis en un hombre de 68 anos cuya valvula aortica 
habia sido reemplazada por un homoinjerto de valvula cardia- 
ca debido a insuficiencia aortica grave relacionada con espon- 
dilitis anquilosante.^^^^^^ En 1996, se comunico a este microor- 
ganismo como causa de bacteriemia (junto con Comomonas 
acidovorans) en un paciente con SIDA.^*^ C. cellulans ha sido 
informado como causa rara de queratitis, endoftalmitis, neu- 
monia, infeccion relacionada con valvula protesica, bacterie¬ 
mia relacionada con cateter. meningitis asociada con deriva- 
cion ventriculoperitoneal y peritonitis en pacientes que reciben 
dialisis peritoneal ambulatoria 

Tambien se ha documentado bacteriemia por C. cellulans en 
receptores de trasplantes de medula osea, en pacientes con 
SIDA y en enfermos con hepatopatia subyacente.^"^®^^^ Se los 
aislo como contaminantes en soluciones de nutricion parente¬ 
ral total; esto fue descubierto solo despues de que se desarro- 
llaran signos y smtomas de bacteriemia en un paciente inme- 
diatamente luego de la infusion parenteral, con aislamiento de 
los microorganismos en hemocultivos, en el cateter venoso 
central del paciente y en el suplemento nutricional propiamen- 
te dicho.^^^ 

O. turhata y C. cellulans varian en su sensibilidad a los anti- 
bioticos. Aunque se ha comunicado que muchas cepas son sen- 
sibles a penicilina, ampicilina, cefalotina, tetraciclina, clindami- 
cina, eritromicina, gentamicina, trimetoprim-sulfametoxazol, 
ciprofloxacina y vancomicina, tambien se han informado cepas 
resistentes a estos agentes.^^^'^®-^'^^’^'^^’®^'^ Se ha comunicado 
resistencia de alto nivel a la vancomicina y la teicoplanina en 
una cepa clinica de O. turbata.^^^ Se demostro que esta resis¬ 
tencia a los glucopeptidos se debia a la estructura de peptido- 
glucanos modificada de la pared celular relacionada con la pre- 
sencia de secuencias geneticas vanA similares a las halladas en 
cepas de Enterococcus faeciuw resistentes a la vancomicina. 

Especies de Dermabacter 

En 1988, Jones y Collins describieron cuatro cepas de bac- 
terias corineformes que fueron aisladas exclusivamente en la 
piel humana."^^^ Las paredes celulares de estas cepas contenian 
meso-DAP. alanina y acido glutamico, pero carecian de acidos 
micolicos.*^^ Estas bacterias tambien contenian predominante- 
mente acidos grasos celulares de carbonos ramificados, una 
caracteristica hallada solo en especies de Brevihacterium y el 
microorganismo ambiental Brachyhacterium faecium}^^ Los 
microorganismos eran fermentadores (no oxidativos como las 
especies de Brevihacterium y de Brachyhacterium) y producian 
acido a partir de varios hidratos de carbono. Se propuso para 
estas cepas el nombre Dermabacter hominis. El examen ulte¬ 
rior de cepas de los grupos 3 y 5 de los CDC aisladas en dis- 
tintas muestras cl micas humanas por Gruner y cols., Bernard y 
cols, y Funke y cols, establecio que estos dos grupos de los 
CDC eran identicos a la cepa tipo de Dermabacter hominis 
descrita por Jones y Collins.^^ D. hominis ha sido aisla- 

do en distintas muestras clmicas, que incluyen sangre, tejido 
pulmonar, abscesos, LCR, liquido peritoneal, conjuntivas. oste- 
omielitis calcanea e injertos vasculares infectados.^^^^^ En 
1998, Bavbek y cols, describieron un caso de absceso cerebral 
por D, hominis en el receptor de un trasplante renal que se pre- 
sento como una base encefalica con refuerzo por contraste.^-'^ D. 
hominis tambien fue causa de peritonitis en un paciente en dia¬ 
lisis peritoneal ambulatoria continua.^®’ 

Las cepas de D. hominis son corineformes catalasa positivas, 
no hemoliticas e inmoviles. En frotis tenidos con Gram, los 


microorganismos aparecen cocobacilares o cocoides. En gene¬ 
ral, las colonias son blancas, convexas y tienen una consisten- 
cia cremosa o ligeramente pegajosa. Despues de 24 horas de 
incubacion, las colonias miden alrededor de 1,5 mm de diame- 
tro. No reducen nitrato ni producen pirazinamidasa, pero hidro- 
lizan esculina y fosfatasa alcalina, pirrolidonil arilamidasa, leu- 
cina aminopeptidasa y DNasa. Tambien producen tanto lisina 
como ornitina descarboxilasa. Se produce acido a partir de glu- 
cosa, maltosa, sacarosa y lactosa; las ex cepas del grupo 3 D. 
hominis de los CDC tambien fermentan xilosa, mientras que 
las ex cepas del grupo 5 de los CDC no lo hacen. Este micro¬ 
organismo esta incluido en la base de datos API Coryne.^^ En 
el cuadro 14-17 se detallan otras caractensticas fenotipicas. 

Especies de Exiguobacterium 

Las especies de Exiguobacterium son bacterias corineformes 
irregulares y cortas que demuestran un ciclo bacilo-coco pro- 
nunciado en su crecimiento. Caractensticamente producen 
colonias amarillas o anaranjado palidas en medios de agar y 
tienen un metabolismo facultativo o fermentador. Los acidos 
micolicos estan ausentes y L-lisina es el diaminoacido peptido- 
glucano. Son catalasa positivas, moviles y se asemejan a las 
especies de Microbacterium y Oerskovia. aunque difieren en 
los acidos grasos de su pared celular. E. acetylicum, una ex 
especie de Brevihacterium. ha sido aislado en heridas y liquido 
cefalorraquideo. Produce colonias amarillo claras, amarillo 
intensas o anaranjadas en SBA. Este microorganismo catalasa 
positivo es rapidamente fermentador y produce acido a partir 
de glucosa, maltosa, sacarosa y manitol, pero no de xilosa. 
Hidroliza la esculina, pero no produce ureasa. Algunas cepas 
reducen nitrato a nitrito. (Vease cuadro 14-18). 

Especies de Leifsonia 

Durante una investigacion taxonomica de microbios aislados 
en nudos de raices vegetales inducidos por un nematodo de 
vida libre, Evtushenko y cols, reconocieron un grupo de bacte¬ 
rias corineformes que eran fenotipicamente similares al corine- 
forme movil denominado historicamente “C. aquaticuni" Si 
bien durante mucho tiempo ha sido considerada una especie de 
Corynehacterium. ciertas propiedades (p. ej., movilidad y 
metabolismo oxidativo de los hidratos de carbono) sirven para 
excluirlas de ese genero. Las cepas antes denominadas “C. 
aquaticum" tambien contenian acido DL-2,4-diaminobutirico 
en la pared celular, al igual que las aisladas en los nudos de rai¬ 
ces. Este diaminoacido inusual se encuentra en la pared celular 
de las especies de Clavihacter. Un mejor analisis de las cepas 
aisladas en los nudos de raices, las cepas de referenda de “C. 
aquaticLinr y las cepas de las especies existentes de Clavi¬ 
hacter establecio que estos microorganismos estaban relacio- 
nados desde el punto de vista taxonomico y filogenetico. Se 
creo el genero Leifsonia para incluir a la especie de Clavihacter 
descrita, la cepa de los nudos vegetales y “C. aquaticum \ Por 
lo tanto, el genero Leifsonia esta formado por L. xyli subespe- 
cie xyli y L. xyli subespecie cynodontis (antes especies de 
Clavihacter), L. poae (la cepa de Poa annua inducida por el 
nematodo Suhanguina radicola aislado en los nudos de raices) 
y L. aquatica (“C. aquaticunC)P^ 

L aquatica es una causa rara de infecciones en los seres 
humanos, entre ellas bacteriemia, endocarditis, infeccion de 
dispositivos de accesos, meningitis, peritonitis asociada con 
dialisis peritoneal ambulatoria cronica, infecciones de heridas 
e infecciones de las vias Las 



Cuadro 14-18 Caracteristicas hioquimicas para la identiflcacion de Exiguobacterium acetylicum, Leifsonia aquatica y especies de Microbacterium 

CARACTERtSTICA 

EXIGVOBACTERWM 

ACETYLICUM 

LEIFSONIA 

AQUATICA 

ESPECIES DE 
MICROBACTERIUM 

MICROBACTERIUM 

ARBORESCENS 

MICROBACTERIUM 

IMPERIALE 

MICROBACTERIUM 

PARAOXYDANS 

Pigmentacion 

Amarilla, anaranjada palida 

Amarilla, lisa 

Blanco amarillenta, amarilla 

Anaranjada, amarilla oscura 

Anaranjada, amarilla oscura Amarilla brillante, pegajosa, lisa 

Catalasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hemolisis, SBA 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Reduccion de NO, 

V 

V 

V 

- 

- 

- 

Pirazinamidasa 

ND 

+ 

v+ 

ND 

ND 

ND 

Fosfatasa alcalina 

ND 

V 

ND 

ND 

ND 

ND 

Hidrolisis de esculina 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+' 

Ureasa 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

Motilidad 

+ 

+ 

V+ 

+ 

+ 

+ 

DNasa 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

+ 

Hidrolisis de: 







Gelatina 

+ 


+ 

ND 

ND 

+ 

Caseina 

+ 

- 

V 

ND 

ND 

+ 

Xantina 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

Tirosina 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

Almiddn 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

ND 

FermyOxid 

Ferm 

Oxid 

Oxid 

Ferm 

Ferm 

Oxid 

Acido producido a partir de: 







Glucosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Maltosa 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

Sacarosa 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

Manitol 

+ 

+ 

V+ 

+ 

+ 

+ 

Xilosa 

- 

ND 

V 

+ 

+ 

ND 

Lactosa 

- 

+ 

V 

ND 

ND 

ND 

Arabinosa 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

ND 

Raflnosa 

- 

ND 

- 

- 

+ 

ND 

LAP 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

PYR 

ND 

V- 

ND 

ND 

ND 

ND 

P-GAL 

ND 

ND 

V+ 

+ 

+ 

V 

a-GLU 

ND 

+ 

v+ 

ND 

ND 

+ 

P-GLU 

ND 

ND 

V 

+ 

+ 

- 

P-GUR 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

NAGA 

ND 

V+ 

V 

+ 

+ 

V 

Numeros de biocodigos API 
frecuentes 

ND Utilizacion de los 

hidratos de carbo¬ 
no habitualmente 
negativa debido al 
metabolismo oxi¬ 
dative 

Las cepas que no fermentan 
hidratos de carbono pueden 
representar ex especies de 
Aureobacterium, que tienen 
metabolismo oxidativo de 
hidratos de carbono 

ND 

ND 

ND 

+. reaccion positiva; reaccion negafiva; V, reaccion variable; V+, react ion variable, mayona de cepas poxitivas; V-. react ion variable, mayoria de cepas negativas; +', react ion poxiliva tardta o dMl; ND. datos no disponibles; 

Oxid, urilizacidn oxidativa de los hidratos de carhono; Ferm, iitiHzacion fermentaliva de lox hidratox de carbono. 
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colonias de L. aquatica son opacas, untuosas y de pigmenta- 
cion amarilla. Esta pigmentacion aumenta con la antiguedad 
del cultivo. Las celulas son moviles a 35-37 °C y a temperatu- 
ra ambiente por medio de flagelos peritricos largos. El micro- 
organismo demuestra un ciclo bacilo-coco, de modo que en los 
cultivos mas viejos predominan las celulas cocoides. Es aero- 
bio y catalasa y oxidasa positivo (vease cuadro 14-18). Se pro¬ 
duce acido en forma oxidativa a partir de glucosa, sacarosa, 
fructosa, arabinosa, galactosa y manosa. El microorganismo es 
ureasa negativo y no hidroliza la esculina, pero se produce H,S. 
En el pasado, se han identificado erroneamente como “C 
aqiiaticurn' algunas especies de Microbacteriiim aisladas en 
muestras clmicas humanas.^^^’^^^ La hidrolisis de casema y 
gelatina es util para separar las posibles especies de 
Microhacterium (hidrolisis de gelatina e hidrolisis de casema 
negativas). L, aqiiaticum tambien produce fuerte actividad de 
DNasa. Otras especies de Leifsonia {L. cynodontis, L rubra, L. 
aurea, L shinshuensis, C. naganoensis) son cepas ambientales 
y no han sido aisladas en muestras clmicas humanas.^”’^**-^ 

Especies de Microbacterium (Auereobacterium) 

Las especies de Microbacterium son bacilos pequehos, de 
forma irregular, grampositivos y catalasa positivos que crecen 
con una morfologia “difteroide” tipica. Pueden ser inmoviles o 
moviles, con uno a tres flagelos y son oxidativos y aerobios en 
su metabolismo, aunque algunas especies pueden ser fermenta- 
doras. En lugar de meso-Y>W, estos microorganismos contie- 
nen lisina como diaminoacido en sus paredes celulares y tienen 
“glicina-glicina-lisina” o “glicina-lisina” como puentes trans- 
versales interpeptidicos del peptidoglucano de la pared celu- 
lar792.866.979 ^ diferencia de las especies de Corynebacterium, 
arabinosa, galactosa y acidos micolicos no son componentes de 
la pared celular. Antes de 1998, el genero Microbacterium con- 
tenia seis especies validas aisladas en suelo, aguas cloacales y 
productos lacteos.®^^ En 1998, Takeuchi e Hitano analizaron las 
especies de Microbacterium y Aureobacterium utilizando 
secuenciacion de rRNA 16S y observaron que la especie en 
estos dos generos formaba una asociacion intermezclada 
monofiletica. Esta y otras caracteristicas fisiologicas y quimio- 
taxonomicas condujeron a la unificacion de estos generos en un 
genero redefinido de Microbacterium que contenia 13 ex espe¬ 
cies de Aureobacteriurn.^'^^'^^^'^^^ 

Los miembros del genero Microbacterium estan compuestos 
por bacilos grampositivos irregulares, cortos, catalasa positivos 
y aerobios estrictos. La produccion de acido a partir de hidra- 
tos de carbono es el resultado de procesos de oxidacion y no de 
fermentacion. A1 contrario de las especies de Cellulomonas, las 
especies de Microbacterium no hidrolizan celulosa. Los miem¬ 
bros de este genero contienen ornitina en el peptidoglucano de 
la pared celular junto con residuos de glicina dentro de los 
puentes interpeptidicos.^’-^ Tambien contienen altas concentra- 
ciones de glucolato en el peptidoglucano, lo que sugiere que el 
acido muramico en la pared celular aparece en la forma A-glu- 
colilo en lugar de la forma A^-acetilo habitual. Ademas de D-or- 
nitina y glicina, la pared celular contiene alanina, acido gluta- 
mico y homoserina. Desde 1998, se han aislado mas de 15 otras 
especies de Microbacterium en alimentos, plantas, suelo, aguas 
cloacales e insectos. 

Se han aislado especies de Microbacterium en muestras cli- 
nicas humanas y algunas ex cepas de los grupos corineformes 
A-4 y A-5 de los CDC han sido asignadas al genero Micro¬ 
bacterium sobre la base de los analisis fenotipicos, quimiota- 
xonomicos y genotipicos. Funke y cols, examinaron 22 cepas 


de bacilos grampositivos con pigmento amarillo y anaranjado 
mediante distintas tecnicas quimiotaxonomicas y fenotipi- 
cas.^^^ Estas incluyeron cepas de tipo Microbacterium, cepas 
ambientales y 13 cepas clmicas, 10 de las cuales fueron aisla¬ 
das en hemocultivos. Todas eran especies de Microbacterium 
por el analisis de la pared celular; tres de las muestras clmicas 
eran fenotfpicamente identicas a M. imperiale y otras dos eran 
identicas a la cepa tipo de M. arborescens. Las cepas clmicas 
restantes no se asemejaban a ninguna otra especie de 
Microbacteriiim reconocida desde el punto de vista fenotipico, 
aunque eran especies de Microbacterium de acuerdo con el 
analisis quimiotaxonomico. 

Las especies de Microbacteriiim se han asociado con infec- 
ciones humanas graves, que incluyen una infeccion disemina- 
da mortal en un hombre de 75 ahos y bacteriemia persistente 
por celulitis en un hombre de 39 anos con leucemia mieloide 
aguda y porfiria cutanea tardia.^*^* En el ultimo caso, la 
cepa era resistente a la vancomicina. Estos microorganismos 
tambien han sido asociados con bacteriemias hospitalarias y 
relacionadas con cateteres en pacientes con leucemia, y con la 
containinacion de productos de celulas madre en sangre perife- 
rica infundidos en receptores de trasplantes de celulas ma- 
comunicacion de un caso reciente, se aislo 
una cepa corineforme con pigmento amarillo en los hemoculti¬ 
vos de un nino con leucemia. Las comparaciones geneticas y 
quimiotaxonomicas con las especies de Microbacterium exis- 
tentes condujeron a la caracterizacion de M. paraoxydans, otra 
especie de Microbacteriiim nueva.^”^ Funke y cols, en Suiza y 
Alemania comunicaron un caso de endoftalmitis debido a una 
especie de Microbacteriiim luego de una lesion ocular pene- 
trante.^^'^ Desde el punto de vista filogenetico, el microorganis¬ 
mo se agrupaba con especies de Microbacteriiim reconocidas, 
lo que sugiere que la cepa puede representar en realidad otra 
especie nueva de Microbacteriiim}^^ La cepa era sensible a 
cefazolina, cefotetan, ciprofloxacina, clindamicina, imipenem, 
piperacilina, teicoplanina y vancomicina y era resistente a gen- 
tamicina y tobramicina. 

Las especies de Microbacteriiim forman colonias de pig¬ 
mentacion amarilla blancuzca, amarilla o anaranjada en SBA 
(vease lamina en color 14-6E). Todas las especies son catalasa 
positivas y algunas especies (M. arborescens, M. imperiale, M. 
paraoxydans) son moviles. La mayoria hidrolizan la esculina y 
no la urea. Se produce acido de forma oxidativa a partir de dis- 
tintos hidratos de carbono. Los miembros originates del gene¬ 
ro Microbacteriiim tienden a ser fermentadores, mientras que 
las primeras especies de Aureobacterium que fueron transferi- 
das al genero Microbacteriiim son oxidativas en su utilizacion 
de hidratos de carbono. Las especies de Microbacteriiim estan 
incluidas en la base de datos API Coryne, pero se necesitan 
otras pruebas para separarlas de las especies de Cellulomonas 
y “C. aquaticum'' (vease lamina en color 14-6F). Como algu¬ 
nas microbacterias producen acido a partir de los hidratos de 
carbono en forma oxidativa y no fermentativa, es posible que la 
acidificacion de los hidratos de carbono no sea evidente des¬ 
pues de 24 horas de incubacion. Los biocodigos API Coryne 
(0470004. 0452004, 0472004, 0570004,0572004) incluidos en 
la base de datos suelen dar resultados cruzados con “C. aqiia- 
ticunf' y la incubacion de las galerias de API Coryne mas alia 
de las 24 horas puede ser necesaria para determinar la acidifi¬ 
cacion de los hidratos de carbono. Las especies fermentadoras 
pueden producir algunas reacciones de acidificacion positivas 
en API Coryne, pero puede ser necesaria una incubacion mayor 
de 24 horas. En el cuadro 14-18 se encuentran otros datos feno¬ 
tipicos. 
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Especies de /7o/A/d y “similares a Rothia ' (grupo 4 de los CDC) 

Las especies de Rothia son miembros del filo recien descrito 
Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actinomice- 
tales. En la proxima edicion del Manual Bacteriologico Sis- 
ttmdiico de Bergey, el genero Rothia esta incluido en la familia 
Micrococcaceae, que tambien incluye los generos Micrococcus, 
Arthrobacter, Kocuria, Nesterenkonia y Stomatococciis?^^ 
Desde el punto de vista historico, el genero Rothia incluia una 
especie unica, Rothia dentocariosa. Sobre la base de datos de 
secuenciacion de rDNA 16S y quimiotaxonomicos, se ha 
ampliado Stomatococcus mucilaginosus, el coco grampositivo 
catalasa variable hallado en la orofaringe Humana, esta estre- 
chamente relacionado con los microorganismos en el genero 
Rothia y ha sido transfer!do como Rothia mucilaginosa}^^ Se 
describio una tercera especie en el genero, Rothia nasimurium\ 
esta especie se encuentra en la parte posterior de las fosas nasa- 
les de los ratones. Mientras que R. mucilaginosa y R. nasimu- 
rium son cocos grampositivos, R. dentocariosa es un bacilo 
corineforme grampositivo que muestra ramificacion rudimen- 
taria. aunque en los cultivos de caldo mas viejos pueden pre- 
dominar las celulas cocoides. R. dentocariosa no produce can- 
tidades importantes de acido succinico a partir de glucosa, 
caracteristica que distingue este microorgan is mo de especies 
facultativas de Actinomyces. A1 igual que las corinebacterias y 
los actinomicetos aerobios, estos microorganismos son catala¬ 
sa positivos y tienden a crecer mejor en condiciones aerobias. 
Sin embargo, a diferencia de las especies de Nocardia, estos 
microorganismos son fermentadores y se prestan a la identifi- 
cacion por las pruebas fenotipicas utilizadas de rutina para las 
especies de Corynebacterium y los grupos corineformes des- 
critos antes. 

Rothia dentocariosa es parte de la flora orofarmgea y gin¬ 
gival Humana normal y puede ser aislado en la saliva y la placa 
supragingival. Durante las decadas de 1950 y 1960, la Rama 
de Bacteriologia Especial en los CDC recogieron varias cepas, 
la mayoria de las cuales provenian de abscesos, muestras del 
aparato respiratorio, quisles pilonidales, liquido cefalorraqui- 
deo. orina y sangre.^^^’^‘°’^^^’^^'^ Desde 1972, han aparecido 
varias comunicaciones de endocarditis por R. dentocariosa 
que afectaba tanto valvulas nativas como valvulas protesi- 
cas.“^^^ En varios casos, la infeccion se asocio con 

complicaciones graves y potencialmente mortales, entre ellas 
la afectacion de multiples valvulas cardiacas y abscesos para- 
valvulares de la raiz aortica.^™ Las infecciones valvulares a 
menudo conducen a la formacion de grandes vegetaciones, que 
pueden causar infartos pulmonares, hemorragias intracraneales 
y abscesos encefalicos.'^'^-^^^ Tambien se ha informado bacte- 
riemia sin endocarditis.^'’* R. dentocariosa ha sido aislado en la 
secrecion de una fistula arteriovenosa en un hombre diabetico 
de 46 anos con insuficiencia renal.Las comunicaciones 
recientes de casos han documentado a R. dentocariosa como 
causa de endoftalmitis, osteomielitis vertebral con absceso 
paraespinal y peritonitis asociada con dialisis peritoneal ambu- 
latoria cronica.*^’^'^^ -*^^* Aunque raro, tambien se lo ha reconoci- 
do como causa de neumonia en pacientes con enfermedades 
subyacentes graves, como leucemia mielocitica aguda y ade¬ 
nocarcinoma del pulmon. 

Las afinidades de R. dentocariosa con otros actinomicetos 
aerobios son evidentes en el examen de la morfologia de las 
colonias. Despues de 72 horas de incubacion a 35-37 °C en 
COj, las colonias suelen ser secas, rugosas y de color bianco 
hueso. A menudo aparecen apiladas y cerebriformes, sobre 
todo en las areas de crecimiento confluente (vease lamina en 


color 14-7A). La inspeccion de los hordes de las colonias pone 
en evidencia que tienden a “hundirse” en la superficie del agar 
como las de las especies de Nocardia. Las cepas de R. dento- 
cariosa tambien tienen caracteristicas fenotipicas relativamen- 
te uniformes y son muy activas desde el punto de vista bioqui- 
mico. R. dentocariosa es catalasa positive, reduce nitrato a 
nitrito y produce pirazinamidasa y pirrolidonil arilamidasa 
(vease cuadro 14-19). El microorganismo hidroliza esculina 
pero no urea ni gelatina, y se produce acido de forma fermen- 
tativa a partir de glucosa, maltosa y sacarosa. Los acidos aceti- 
co y lactico con cantidades pequenas de acido piruvico y R. 
dentocariosa estan incluidos en la base de datos tanto de API 
Coryne como de RapID CB-Plus. En API Coryne, la mayoria 
de las cepas producen los bioeddigos 7050125, 7052125, 
7050165 o 7052165 (vease lamina en color 14-7B). Aunque 
estos microorganismos suelen ser uniformemente sensibles a 
todas las clases de antibioticos, se han aislado cepas resistentes 
a los P-lactamicos a causa de la produccion de p-lactamasa.^‘® 
Las ultimas cepas contienen plasmidos que sostienen los genes 
estructurales de las p-lactamasas. 

Los microorganismos pertenecientes al grupo 4 de corine¬ 
formes fermentadores de los CDC estan estrechamente relacio- 
nados con R. dentocariosa. Estos microorganismos han sido 
aislados principalmente en muestras del aparato genital feme- 
nino, aunque no se han comunicado infecciones humanas espe- 
ciTicas por cepas del grupo 4 de los CDC. Desde el punto de 
vista morfologico, algunas forman colonias de color negro car¬ 
bon en medios de agar, semejantes a las de C. nigricans (vease 
recuadro 14-2). Recientemente, Daaneshvar y cols, en los CDC 
investigaron varias cepas formadoras de colonias negras cate- 
gorizadas transitoriamente como bacterias del grupo 4.^^^ Estos 
microorganismos fueron separados en dos grupos por analisis 
genetico molecular. Un grupo (que solo incluia una muestra del 
aparato genital) estaba mas estrechamente relacionado con R. 
dentocariosa. mientras que el otro grupo, que incluia cepas ais- 
ladas principalmente en muestras del aparato genital femeni- 
no, estaban mas estrechamente relacionados con C. aurimuco- 
sum, una especie de Corynebacterium recien descrita aislada 
predominantemente en el aparato genital femenino (vease 
recuadro 14-2). Esta investigacion condujo a enmiendas de las 
descripciones de las especies tanto de R. dentocariosa como de 
C. aurimucosiim para incluir variantes que formaban colonias 
de color negro carbon en medios de agar. En el cuadro 14-19 se 
presentan las caracteristicas fenotipicas de R. dentocariosa y el 
grupo 4 de corineformes fermentadores de los CDC. Las carac¬ 
teristicas fenotipicas de C. aurimucosum y C. nigricans tam¬ 
bien estan incluidas en el cuadro 14-19 como comparacion para 
ayudar en la identificacion de los corineformes que producen 
colonias de pigmentacion negro carbon. 

Especies de Turicella 

En 1993, Simonet y cols., en Francia, comunicaron el aisla- 
miento de una cepa corineforme en cultivo puro de los liquidos 
del oido medio recogidos mediante timpanocentesis de ninos 
con otitis media aguda.Estas cepas contenian meso-DAP. 
arabinosa y galactosa en sus paredes celulares, pero estaban 
ausentes los acidos corinemicolicos. La cepa crecio como colo¬ 
nias convexas, blancuzcas, cremosas y no hemoliticas en agar 
sangre que se volvian amarillentas con el tiempo. Esta morfo¬ 
logia de las colonias era definidamente diferente de las colo¬ 
nias planas, bianco grisaceas y no hemoliticas producidas por 
subespecies de C. afermentans o de las colonias secas conve¬ 
xas, adherentes y ligeramente amarillentas de C. auris, corine- 
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Cuadro 14-19 Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de Rothia dentocariosa^ bacterias corineformes fermentadoras del 
grupo 4 de los CDC “similares a Rothia”, Corynehacterium aurimucosum y Corynehacterium nigricans 

CARACTERISTICA 

ROTHIA DENTOCARIOSA 

BACTERIAS CORINEFORMES 
FERMENTADORAS 

DEL GRUPO 4 DE LOS CDC 
“SIMILARES A ROTHIA” 

C. AURIMUCOSUM 

C NIGRICANS 

Lipofflico 

- 

- 

- 

- 

Morfologia de las colonias 

Blanco hueso, color hueso. 

Color negro carbon, circulares, con- 

Pegajosas, amarillentas a 

Negro carbon. 


secas, rugosas, adherentes o 

vexas, lisas o rugosas y adherentes, 

blancas o color negro 

adherentes 

Hemolisis, SBA 

convexas, lisas o negro car¬ 
bon, enteras y de consistencia 
blanda 

de hordes continuos (lisos) 

carbon 


Catalasa 

V 

V 

+ 

+ 

Firazinamidasa 

-1- 

ND 

+ 

+ 

Fosfatasa alcalina 

V 

ND 

+ 

+ 

Motilidad 

- 

- 

- 

- 

Reduccion de NO^ 


+ 

- 

- 

Hidrdlisis de esculina 

+ 

+ 

V 

- 

Ureasa 

- 

- 

V- 

- 

Hidroiisis de hipurato 

ND 

ND 

+ 

ND 

Acetoina 

+ 

ND 

+ 

ND 

H,S (papel de acetato de plomo) 

+ 

+ 

ND 

ND 

Hidroiisis de: 

Gelatina 

V 

+ 

V- 


Almidon 

- 

ND 

- 

- 

Casema 

- 

ND 

ND 

- 

Acido producido a partir de: 

Glucosa 

+ 

+ 

+ 

-t- 

Maltosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

Sacarosa 

+ 

+ 

+ 

+ 

Manitol 

- 

- 

V 

- 

Lactosa 

- 

- 

- 

- 

Xilosa 

- 

- 

- 

- 

LAP 

ND 

ND 

+ 

ND 

PYR 

+ 

ND 

- 

- 

a-GAL 

- 

ND 

- 

ND 

P-GAL 

- 

ND 

- 

- 

a-GLU 

-1- 

ND 

- 

- 

p-GLU 

+ 

ND 

- 

- 

a-GUR 

- 

ND 

- 

- 

NAGA 

- 

ND 

- 

ND 

+, reaccion positiva; . reaccion negativa 

V, reaccion variable; V-, reaccion variable, mayoria de cepas negativas; ND, datos no disponibles. 



formes asociadas con otitis media aguda y cronica.^^^’^^ En el 
analisis quimiotaxonomico, los patrones de menaquinona celu- 
lares de esta cepa del oido medio tambien eran diferentes de las 
dos especies de Corynehacterium. Aun cuando estos microor- 
ganismos mostraban morfologias de colonias muy diferentes, 
las dos especies de Corynebactehum y la tercera cepa tenian 
caracteristicas fenotipicas identicas. Estas cepas ban sido asig- 
nadas al genero nuevo Turicella (que hace referenda a 


Turicum, el nombre latino para Zurich, Suiza, donde se aisla- 
ron las primeras cepas) como Turicella otitidis?^^ Desde su 
descripcion, T. otitidis ha sido aislado en otras infecciones de 
cabeza y cuello (p. ej., absceso auricular posterior) y en hemo- 
cultivos.^®^”^^’’^^ 

En las tinciones de Gram, T. otitidis aparece como bacilos 
largos y, en cultivo, las colonias del microorganismo son gris 
blancuzcas, convexas y tienen hordes enteros. En SBA miden 
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v5 a 2 mm de diametro despues de 48 horas de incubacion. 
Todas las cepas de T. otitidis producer! el niimero de biocodigo 
2100004 en el sistema API Coryne, lo que indica resultados 
positives de las pruebas para pirazinamidasa, fosfatasa alcalina 
y catalasa, y pruebas negativas para glucosa, ribosa, xilosa, 
manitol. maltosa, lactosa, sacarosa y fermentacion de glucoge- 
no, nitrate reductasa, ureasa, hidrolisis de esculina, P-glucuro- 
nidasa, P-galactosidasa, a-glucosidasa, hidrolisis de esculina, 
ureasa e hidrolisis de gelatina. Estas caracteristicas fenotipicas 
son similares tanto a C afermentans subespecie aferrnentans 
como a C. auris. T. otitidis, las subespecies de C. afermen¬ 
tans y C. auris pueden ser diferenciadas mas eficientemente 
mediante analisis geneticos y quimiotaxonomicos. Sin embar¬ 
go, Renaud y cols, han mostrado que la morfologfa de las colo- 
nias. la prueba de CAMP, ciertas actividades enzimaticas (p. 
ej.. LAP, DNasa) y las asimilaciones de sustratos de carbono 
son utiles para separar estas especies, como se muestra en el 
cuadro 14-20.^^^ Las cepas de T. otitidis son sensibles a ampi- 
cilina, cefalosporinas, ciprofloxacina, gentamicina, rifampici- 
na. tetraciclinas y cloranfenicol; algunas son resistentes a clin- 
damicina y eritromicina.^®^^^^ 


Gardnerella vaginalis 

Taxonomia y morfologia celular 

Gardnerella vaginalis fue descrito por primera vez en 1953 
por Leopold y luego denominado Haemophilus vaginalis por 
Gardner y Dukes en 1955.^^^’^^^ En 1963, Zinnemann y Turner 
propusieron el nombre Corynebacterium vaginale para este 
microorganismo debido a su tendencia a ser grampositivo y la 
falta de requerimientos de factor X o factor En 1980, fue 
colocado formalmente en el nuevo genero, Gardnerella, por 
Greenwold, Pickett y otros sobre la base de los datos de 
microscopia electronica, bioquimicos y quimiotaxonomicos, y 
los estudios de hibridacion de DNA-DNA.^^'’^^^ Los estudios 
ultraestructurales de G. vaginalis indican que este microorga¬ 
nismo tiene un tipo grampositivo de pared celular, pero la capa 
de peptidoglucanos es mucho mas delgada que la hallada en las 
paredes celulares de las especies de Corynebacterium, 
Lactobacillus o Staphylococcus. El contenido de peptidogluca- 
no de la pared celular de G. vaginalis constituye aproximada- 
mente el 20% del peso de la pared celular total, que es similar 
al hallado en los entericos gramnegativos, como Escherichia 
coli, en el cual el peptidoglucano constituye cerca del 23% del 


peso de la pared celular.En consecuencia, diferentes cepas 
de G. vaginalis pueden parecer predominantemente gramposi- 
tivas, gramnegativas o gramvariables.’^^ Los extractos de la 
pared celular de G. vaginalis no contienen compuestos nor- 
malmente presentes en los lipopolisacaridos de la pared celular 
de los gramnegativos (p. ej., meso-DAP, acido 2-ceto-3-desoxi- 
D-mano-2-octonoico, acidos grasos hidroxi). La ausencia de 
meso-DAP, arabinogalactanos y acidos micolicos confirma que 
la pared celular de G. vaginalis tambien es distinto del tipo de 
pared celular de los grampositivos hallados en las especies 
de Corynebacterium. Los componentes obtenidos por diges¬ 
tion de la pared celular de G. vaginalis incluyen los aminoaci- 
dos alanina, acido glutamico, glicina y lisina, y los hidratos de 
carbono glucosa, galactosa y 6-desoxitalosa.^^’^^^ 

Algunos estudios de hibridacion de acidos nucleicos han 
mostrado que G. vaginalis no esta relacionado geneticamente 
con las especies de Corynebacterium, Haemophilus, Streptoco¬ 
ccus, Lactobacillus o Propionibacterium. En un estudio recien- 
te que utilize el analisis de secuencias de genes rRNA 16S para 
examinar las cepas tipo de 21 especies de Bifidobacterium, 
Miyake y cols, observaron que G. vaginalis se agrupaban jun¬ 
tos con 19 de las 21 especies de Bifidobacterium .Otro estu¬ 
dio, de van Esbroeck y cols, en Belgica, utilize analisis fenoti- 
pico, quimiotaxonomico (p. ej., analisis de protemas de celulas 
enteras y acidos grasos) y de secuencia de rRNA 16S para 
caracterizar las cepas de G. vaginalis y “similares a G. vagina- 
lis*\^^^ Los metodos quimiotaxonomicos condujeron al recono- 
cimiento de dos “grupos” mayores de los cuales se demostro 
mediante analisis de secuencia que representaban diferentes 
generos. Por su parte, estos generos, podrian ser distinguidos 
mediante metodos fenotipicos. En su estudio, las cepas del 
grupo I representaban G. vaginalis, y su pariente mas cercano 
eran los miembros del genero Bifidobacterium. Las cepas de G. 
vaginalis mostraron un nivel de similitud del 93,1% con 
Bifidobacterium bifidum.^^^ Sin embargo, estos investigadores 
Cretan que el contenido G + C de G. vaginalis y de las especies 
de Bifidobacterium eran lo suficientemente diferentes como 
para que G. vaginalis no pueda ser considerada miembro del 
genero Bifidobacterium. El analisis de las secuencias de los 
genes de las protemas del choque termico tambien indico una 
relacion filogenetica entre G. vaginalis y bifidobacterias, pero 
esta relacion era mas distante de lo sugerido por el analisis de 
rRNA 16S y confirmo el estado del genero ue Gardnerella. 
En la actualidad, este genero contiene una linica especie y no 
es asignada a ninguna familia bacteriana existente. Ademas de 
los biotipos, que son determinados mediante pruebas fenotipi- 


Cusdro 14-20 Diferenciacion de Turicella otitidis^ Corynebacterium afermentans subespecie afermentans y Corynebacterium auris 

CARACTERISTICA 

T. OTITIDIS 

C AFERMENTANS SUBESPECIE 
AFERMENTANS 

C. AURIS 

Morfologfa de las colonias 

Cremosas, convexas, circulares 

Planas, lisas 

Circulares, convexas, secas, ligera- 
mente adherentes 

Pigmentacion de las colonias 

Amarillo palida con la incubacion pro- 
longada 

Blanco grisacea 

Ligeramente amarillenta 

Prueba de CAMP 

+ 

V 

+ 

DNasa 

+ 

- 


Leucina arilamidasa 

+ 

- 

+ 


+, reaccion positiva; - reaccion negativa; V, reaccion variable. 
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cas, el analisis de restriccion del DNA ribosomico amplificado 
ha mostrado que las cepas de G. vaginalis son bastante hetero- 
geneas y pueden ser divididas al menos en tres o cuatro geno- 
tipos segun las enzimas de restriccion utilizadas."^*^^ En cultivo, 
puede ser dificil diferenciar algunas cepas de G. vaginalis de 
los microorganismos “de aspecto similar”, que se denoniinan 
bacterias “corineformes catalasa negativas no clasificadas”. 

Factores de virulencia de G. vaginalis 

Ademas de la estructura singular de la pared celular, G. vagi¬ 
nalis tiene otras propiedades que pueden contribuir a su capa- 
cidad para causar procesos infecciosos. Estos microorganismos 
tienen un exopolisacarido fibrilar que ha sido observado 
mediante microscopia electronica y que funciona en la adhe- 
rencia del microorganismo a las celulas epiteliales vagina- 
les755,786 Xambien se han demostrado pili sobre la superficie de 
la celu la de G. vaginalis y se cree que contribuyen a la adhe- 
rencia mucosa.En 1990, Rottini y cols, describieron una 
citolisina (hemolisina) extracelular producida por G. vagina- 
lis.'^'^^ Esta citolisina es una proteina con un peso molecular de 
59 a 63 kDa que tiene especificidad por los eritrocitos huma- 
nos; se necesiian concentraciones de esta citolisina 100 veces 
mayores para la lisis de otros eritrocitos animales. Esta citoli¬ 
sina tambien puede lisar otras celulas humanas, incluidas las 
celulas epiteliales y los leucocitos polimorfonucleares.^"^^ La 
citolisina produce la formacion de pequehos poros en la mem- 
brana del eritrocito; la formacion de estos poros es inhibida 
competitivamente por el colesterol que forma complejos con 
los fosfolipidos con carga negativa.^^^ Las pruebas de que esta 
citolisina puede desempenar un papel en la patogenicidad del 
microorganismo son sostenidas por el hallazgo de IgA especi- 
fica de citolisina en el liquido vaginal de mujeres con vagino¬ 
sis bacteriana, una infeccion en la cual G. vaginalis desempe- 
na un papel importante pero hasta ahora indefinido.'^^ 
Algunas cepas de G. vaginalis tambien pueden producir fosfo- 
lipasa C, una enzima que hidroliza lecitina en fosforilcolina y 
L2-diglicerido.^‘^® Se sabe que la fosfolipasa C dana los tejidos 
del aparato reproductor tanto por mecanismos directos como 
indirectos. Al parecer, las cepas de G. vaginalis no producen 
sialidasas (neuraminidasas), que son factores de virulencia 
reconocidos en otros microorganismos.^**^ 

Importancia cimica de G. vaginalis 

G. vaginalis se asocia con el smdrome clinico denominado 
vaginosis bacteriana.*^* Este trastomo se denomina asi porque 
no hay ningiin microorganismo como el unico responsable y no 
se observan celulas inflamatorias (observadas con las infeccio- 
nes por Candida y Tricomonas) en los frotis tehidos con Gram 
de la secrecion vaginal (vease lamina en color 14-8C). La vagi¬ 
nosis bacteriana se caracteriza clmicamente por secrecion 
maloliente asociada con un aumento importante de la cantidad 
de G. vaginalis y distintos anaerobios estrictos (p. ej., que 
incluyen Prevotella hivia, Prevotella disiens, especies de 
Mycoplasma, peptoestreptococos y especies de Mobil uncus) 
con una disminucion simultanea de la cantidad de lactobacilos 
vaginales normales.'*®'*'**^’*^' La vaginosis bacteriana es un fac¬ 
tor de riesgo para las infecciones obstetricas, distintos tipos de 
resultados adversos del embarazo y enfermedad inflamatoria 
pelviana.^"**'"**^ Cuando este trastomo fue descrito originaria- 
mente por Gardner y Dukes, se propuso que G. vaginalis era el 
agente etiologico.^^^ Algunos estudios ulteriores determinaron 
que tambien podian participar otros microorganismos y que. 


aunque G. vaginalis siempre estaba presente en la vagina de las 
mujeres con vaginosis bacteriana, tambien lo estaba en mas del 
50% de las mujeres sanas.^**^ Utilizando medios semiselectivos, 
G. vaginalis puede hallarse en el 14-70% de las mujeres sin 
vaginosis bacteriana.*^*Sin embargo, parece que la presen- 
cia de gran cantidad de estos microorganismos en la vagina es 
indicativa de la enfermedad. Utilizando una sonda de oligonu- 
cleotidos radiomarcada especifica para rRNA 16S de G. vagi¬ 
nalis, Sienes y cols., en Seattle, mostraron que la presencia de 
estas bacterias en concentraciones > 2 x 10^ UFC/mL de liqui¬ 
do vaginal, junto con un pH vaginal superior a 4,5, tenia una 
sensibilidad y una especificidad del 95% y el 99%, respectiva- 
mente, para clasificar a las mujeres con vaginosis bacteriana y 
sin ella cuando se compararon con criterios diagnosticos estric- 
tamente clinicos."^^^ Las tecnicas de inmunofluorescencia han 
demostrado que los microorganismos predominantes adhe- 
rentes a las “celulas clave” clasicas sugestivas de vaginosis 
bacteriana son en realidad G. vaginalis. Entre el 93% y el 
100% de las mujeres infectadas tienen una colonizacion 
importante por G. vaginalis y la cantidad de UFC por milili- 
tro de liquido vaginal es mucho mayor en las muestras prove- 
nientes de mujeres infectadas que en muestras similares de mu¬ 
jeres sanas.^^'^*^*’**'^’*^^^’*^* 

El diagnostico se logra mejor con criterios clinicos junto con 
una tincion de Gram de la secrecion vaginaL**^-^**^ No se reco- 
mienda el cultivo de rutina de las muestras vaginales para G. 
vaginalis para el diagnostico dado que no proporciona pruebas 
decisivas de infeccion debido a la presencia de G. vaginalis 
como parte de la microflora vaginal residente. G. vaginalis ha 
sido aislado en muestras rectales del 56% de 148 mujeres con 
vaginosis bacteriana, el 12% de 69 mujeres sanas, el 9% de 83 
companeros sexuales masculinos de mujeres con vaginosis 
bacteriana y el 6% de 49 parejas sexuales masculinas de muje¬ 
res sanas.Estos ultimos datos sugieren que G. vaginalis 
no se transmite sexualmente, sino que es probable que coloni- 
ce la vagina por via endogena desde el tubo digestivo.'*^'' Por 
otra parte, Villegas y cols, realizaron hace poco un estudio 
ultraestructural de las secreciones vaginales de 10 mujeres con 
vaginosis bacteriana y muestras de semen de sus companeros 
sexuales asintomaticos utilizando microscopia optica y micros¬ 
copia electronica.^'^ G. vaginalis fue aislado en muestras de 
semen del 50% de los hombres. Con el microscopio electroni- 
co se observe que los microorganismos se adherian a las mem- 
branas celulares y penetraban en el citoplasma de las celulas 
epiteliales de la vagina y de la uretra masculina. Estos investiga- 
dores sugirieron que la colonizacion asintomatica del aparato 
genital masculino inferior por G. vaginalis puede tener cierta 
relevancia en relacion con el papel del companero masculino 
en la “recolonizacion" (“reinfeccion”) de la vagina. 

Ademas de su papel en la vaginosis bacteriana, G. vaginalis 
tambien ha sido aislado en infecciones del aparato genital 
femenino asociadas con complicaciones del embarazo y de lac- 
tantes hijos de madres con estas complicaciones, sobre todo 
durante el parto y despues de el. Estas complicaciones incluyen 
infecciones intrauterinas, infecciones intraamnioticas, corio- 
amnionitis, enfermedad inflamatoria pelviana posaborto y 
endometritis posparto despues de cesarea.^^^'**^’^**^’^^^’^'*^ En 
estas infecciones, los tejidos obtenidos por procedimientos qui- 
rurgicos pueden permitir el aislamiento de G. vaginalis en cul- 
tivos puros o mixtos con otros microorganismos anaerobios 
facultativos o estrictos. En estos contextos clinicos pueden pro- 
ducirse bacteriemias posparto o posaborto por G. vaginalis y 
otros microorganismos del aparato genitalLa bacterie- 
mia por microflora del aparato genital ocurre cuando estos 
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microorganismos ganan acceso a canales venosos del lecho 
placentario. que son interrumpidos antes de los partos por via 
vaginal y cesarea y durante su transcurso. Tambien se han 
comunicado infecciones sistemicas y localizadas con G. vagi¬ 
nalis en recien nacidos hijos de madres con estas complicacio- 
nes. Estas infecciones han incluido amnionitis, infeccion de 
herida de episiotomia, bacteriemias neonatales, meningitis, 
celulitis, conjuntivitis y osteomielitis por hematomas infecta- 
dos causados por la aplicacion de monitores sobre el cuero 
cabelludo Los cultivos orofarmgeos, de 

muestras de aspiracion gastrica y traqueal de recien nacidos 
tambien han aislado G. vaginalis, adquirida tal vez durante el 
pasaje a traves de un canal de parto muy colonizado.^^^ Tan to 
en mujeres embarazadas como en no embarazadas, se ha aisla¬ 
do G vaginalis, en cultivo puro o mixto, en abscesos de la 
glandula de Bartolino y en infecciones de heridas quiriirgicas 
luego de cesareas, cirugias abdominales, histerectomias y epi- 
siotomfas.^''^^®^^^^ 

G. vaginalis tambien ha sido causa de infecciones en hom- 
bres. Se ha comunicado bacteriemia por G. vaginalis luego de 
una prostatectomia transuretral y correccion quirurgica de estre- 
checes uretrales.^^’^^’^ Tambien fue aislado en hemocultivos de 
un hombre de 65 anos con retencion urinaria debida a un ade¬ 
noma de la prostata.^^^ Las infecciones extragenitales inusua- 
les por G. vaginalis han incluido un absceso hepatico piogeno 
en una mujer de 23 aiios luego de una cesarea, bacteriemia con 
absceso pulmonar y empiema en un hombre alcoholico con neu- 
monia aspirativa, infeccion de espacios intervertebrales en una 
mujer posmenopausica de 50 anos e infecciones de los espacios 
articulares.^^^"^*^’^^^ 

G. vaginalis tambien puede desempenar un papel en las 
infecciones urinarias tanto en hombres como en mujeres.^^ 
Dado su ecosistema como parte de la flora vaginal, no es sor- 
prendente que haya sido aislado en muestras urinarias de muje¬ 
res mas a menudo que de varones.'^^^"'’^^ G. vaginalis ha sido 
aislado tanto de las vias urinarias altas (ureteres, pelvis renal y 
calices) como bajas (vejiga) de pacientes sintomaticas y asin- 
tomaticas.^^^”'’^^ Las tasas de aislamiento de las muestras de 
orina son may ores en las mujeres embarazadas que en las no 
embarazadas y muchas de estas pacientes estan asintomati- 
cas.^^^ La piuria parece rara vez asociada con infecciones uri¬ 
narias por G. vaginalis y puede estar ausente aun en presencia 
de una enfermedad grave de las vias urinarias altas.^^-*’’^^^*'*^^ En 
un estudio del papel de G. vaginalis en las infecciones urina¬ 
rias en hombres, dos tercios de 15 pacientes con cantidades 
importantes de G. vaginalis en la orina tenian signos y smto- 
mas atribuibles al aparato urinario (miccion imperiosa, pola- 
quiuria, hematuria).La mayoria de estos pacientes tambien 
tenian enfermedades subyacentes, como diabetes, hipertension, 
lesiones medulares, infecciones previas de las vias urinarias y 
accidentes cardiovasculares. Como en los estudios anteriores 
de G. vaginalis y del aparato urinario, se presento piuria solo 
en 7 de los 15 hombres evaluados. Es dificil evaluar una canti- 
dad importante (es decir, > 10‘^ UFC/mL) de G. vaginalis en 
muestras de orina porque estas cantidades pueden obser\'arse 
en cultivos de hombres asintomaticos y de pacientes con enfer¬ 
medades renales subyacentes, como obstruccion uretral, pros¬ 
tatitis cronica y enfermedad renal en estadio terminal. 
Pocas veces, G. vaginalis puede causar una infeccion urinaria 
ascendente complicada en hombres sanos, aunque estos esce- 
narios son mas probables en huespedes inmunodeprimidos, 
como los receptores de trasplantes renales.El consenso es 
que G. vaginalis puede desempenar un papel importante en las 
infecciones urinarias complicadas y no complicadas tanto en 


hombres como en mujeres y, si se presenta en cantidades sus- 
tanciales, debe ser identificado y comunicado. G. vaginalis y 
otros microorganismos que estan estrechamente relacionados 
tambien pueden ser aislados en los animates (p. ej., yeguas).^^^ 
Todavia se desconoce si pueden causar patologia en estos ani¬ 
mates, o si las bacterias forman parte de la flora residente del 
aparato genital equino. 

Aislamiento e identiflcacion 

El aislamiento de G. vaginalis en muestras clmicas se logra 
mejor utilizando medios semi select! vos, aunque el microorga- 
nismo crece en los medios habituates de agar SBA, agar CNA 
y agar chocolate (vease lamina en color 14-8D). Los medios 
semiselectivos incluyen agar sangre humana con bicapa-Tween 
(agar HBT) o agar El agar HBT contiene una capa inferior 
de agar colistina-acido nalidixico de Columbia con suplemen- 
to de peptona proteosa n" 3 (BD Microbiology Systems, Sparks, 
MD), anfotericina B (2 pg/mL) y Tween 80 al 0,0075%, recu- 
bierto con una capa superior de la misma composicion, salvo en 
que se agrega sangre humana al 5%. El Tween 80 en el medio 
mejora el crecimiento y aumenta la P-hemolisis producida por 
cepas de G. vaginalis. El agar V contiene base de agar de 
Columbia con peptona proteosa al 1% y sangre humana al 5%. 
En lo concerniente a los medios de rutina, G. vaginalis crece 
mejor en agar CNA que contiene sangre de camero que en agar 
sangre preparada con una base de tripticasa soja.^"^ G. vagina¬ 
lis es un P-hemohtico en medios que contienen sangre huma¬ 
na, pero no en medios que contienen sangre de camero. Los 
cultivos que crecen en agar CNA con sangre de camero pueden 
mostrar una hemolisis “difusa” sutil que rodea a las colonias, 
sobre todo despues de una incubacion prolongada {>12 bo¬ 
ras). El microorganismo crece mejor a 35-37 ®C en una atmos- 
fera de CO^ al 5-7% (una incubadora con CO^ o una jarra de 
anaerobiosis por extincion con vela). En general, los cultivos 
tardan mas de 24 horas en crecer y la mayona de las cepas se 
aislan luego de 48 a 72 horas de incubacion. El microorganis¬ 
mo tambien crece en la mayoria de los medios de cultivo con 
sangre; sin embargo, el aditivo anticoagulante polianetol sulfo- 
nato de sodio (SPS) es inhibidor de G. vaginalis y puede com- 
prometer su aislamiento en estos hemocultivos.^^^'^^^ Como 
sucede con Neisseria patogenas, esta inhibicion del crecimien¬ 
to por SPS puede superarse agregando gelatina (1% v/v) a los 
frascos de hemocultivo.^^^ 

La identiflcacion presuntiva de G. vaginalis se basa sobre la 
morfologia celular tipica en los frotis tehidos con Gram 
(pequehos cocobacilos grampositivos, gramnegativos o gram- 
variables), el crecimiento caracteristico y la hemolisis en agar 
HBT (pequehas zonas claras de colonias P-hemoliticas que 
rodean a colonias con hordes difusos, colonias de 0,3-0,5 mm 
de diametro despues de 48 horas de incubacion) y las pmebas 
de oxidasa y catalasa negativas (vease lamina en color 14-8E). 
La identiflcacion deflnitiva puede hacerse de acuerdo con las 
reacciones que se muestran en el cuadro 14^21. Otras caracte- 
ri Stic as que conflrman la identiflcacion de G. vaginalis y ayu- 
dan a separarlo de otros microorganismos corineformes catala¬ 
sa negativos denominados no clasiflcados son la presencia de 
a-glucosidasa, la ausencia de (i-glucosidasa y las reacciones 
positivas de hidrolisis de almidon e hipurato.^^^ Es mejor reali- 
zar las pruebas de utilizacion de hidratos de carbono en un 
medio que contenga peptona proteosa N° 3, indicador rojo 
fenol e hidratos de carbono esterilizado con flltro al 1%. Este 
medio puede tener un suplemento de agar al 0,5% o suero de 
cabal lo al 5%. Estos medios deben tener un inoculo importan- 
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Cuadro 14-21 Caractensticas bioquimicas para la identifica¬ 
cion de Gardnerella vaginalis 

CARACTERISTICA 

REACCION 

Hemolisis en agar-bicapa de sangre humana-Tween 

p 

(HBT) 

Oxidasa 

- 

Catalasa 

- 

Hidrolisis de hipurato 

+ 

Produccion de acido a partir de: 

Glucosa 

+ 

Maltosa 

+ 

Sacarosa 

+ 

Manitol 

- 

Almidon 

+ 

Zona de inhibicion de crecimiento con: 

Metronidazol (disco de 50 fig) 

+ 

Trimetoprim 

+ 

Sulfonamida 

+ 

+, reaccion positiva; reaccion negativa. 



te de microorganismos que crecen durante 18-24 horas y son 
incubados durante 5 dias. Se produce acido a partir de glucosa, 
maltosa y almidon, pero no de manitol, sorbitol, rafinosa, ram- 
nosa o salicina (vease lamina en color 14-8F).^^^*^^^ El microor- 
ganismo no tiene lisina ni omitina descarboxilasas ni arginina 
dihidrolasa, no reduce el nitrato y no produce indol, ureasa ni 
acetoma. Las cepas de G. vaginalis muestran zonas de inhibi- 
cion alrededor de los discos que contienen metronidazol (50 
ILig) y trimetoprim (5 ug). 

Se pueden utilizar otros metodos convencionales modificados 
rapidos y sistemas para identificar G. vaginalis. Greenwood y 
cols, describieron un metodo de identificacion que utiliza una 
solucion de sales con buffer-rojo fenol, hidratos de carbono 
esterilizados con filtro y un inoculo importante.^^^ En la 
University of Illinois hemos utilizado este metodo para la iden¬ 
tificacion de G. vaginalis mediante una serie de pruebas que 
consisten en glucosa (reaccion positiva), maltosa (reaccion 
positiva), manitol (reaccion negativa) y almidon soluble (reac¬ 
cion positiva) junto con una prueba de hidrolisis de hipurato de 
4 horas desarrollada con Ninhydrin® (reaccion positiva). El sis- 
tema de intensificacion RIM (rapid identification method, 
metodo de identificacion rapido) (Austin Biologicals, Austin, 
TX) es un metodo comercial que utiliza la fermentacion de 
almidon y rafinosa e hidrolisis de hipurato para identificar G. 
vaginalis. En un estudio, este metodo identified correctamente 
el 91,4% de 105 cepas de G. vaginalis. Este microorganismo 
tambien esta incluido en la base de datos del sistema API 
Coryne (BioMerieux, Hazelwood, MO) para la identificacion 
de bacilos grampositivos y en las bases de datos de dos siste¬ 
mas -el Panel de identificacion para Haemophilus-Neisseria 
(HNIA) (American MicroScan, West Sacramento, CA) y la tar- 
jeta de identificacion para Neisseria-Haemophilus Vitek (NHI) 
(BioMerieux, Hazelwood, MO)- para la identificacion de los 
bacilos gramnegativos con requerimientos nutricionales espe- 


Las cepas de G. vaginalis tambien pueden ser divididas en 
biotipos sobre la base de reacciones para lipasa, hidrolisis de 
hipurato y produccion de (i-galactosidasa.^^^ Utilizando estas 
tres reacciones, se describieron ocho biotipos (todas las combi- 
naciones de reacciones positivas y negativas). En ese estudio, 
los biotipos mas frecuentes fueron aquellos en los cuales la 
reaccion de hipurato era positiva y las otras dos reacciones eran 
positivas o negativas. Piot y cols, no observaron ninguna rela- 
cion entre los biotipos vaginales y la presencia o la ausencia de 
vaginosis bacteriana.^^*^ Se aislaron biotipos identicos antes y 
despues del tratamiento cuando el intervalo entre las recolec- 
ciones de muestras vaginales fue menor de una semana. 
Ademas, se aislaron biotipos similares de las vaginas de muje- 
res con vaginosis bacteriana y las uretras de sus companeros 
sexuales. Por otra parte, Briselden y Hillier observaron que la 
distribucion de biotipos de G. vaginalis de las mujeres con 
vaginosis bacteriana y sin ella era diferente: los biotipos lipasa 
positivos (p. ej., biotipos 1. 2, 3 y 4) eran mas predominantes 
en las mujeres infectadas.’*^ Wu y cols, examinaron 20 cepas 
biotipo 1 (que son positivos para hidrolisis de hipurato, lipasa 
y (i-galactosidada [ONPG]) y observaron que estas cepas eran 
geneticamente heterogeneas; no se pudo discriminar entre las 
cepas biotipo 1 aisladas en mujeres con vaginosis bacteriana y 
en mujeres sanas.^^^ Estos investigadores no investigaron otros 
biotipos lipasa positivos o lipasa negativos en este estudio. Los 
resultados del ultimo estudio sugieren que las huellas digitales 
genomicas de otros biotipos de G, vaginalis probablemente no 
ofrecen ninguna idea adicional sobre el reconocimiento de 
cepas que son mas “virulentas” que otras. 

Tambien se han utilizado tecnica de sondas y amplificacion 
de acidos nucleicos para detectar e identificar G. vaginalis en 
muestras clmicas, incluidas las muestras vaginales y los liqui- 
dos amnioticos.^^^’^"^^’^^^^^ Van Belkum y cols, secuenciaron la 
region entre los genes de rRNA 16S y 23S de G. vaginalis y 
crearon un ensayo basado sobre PCR confirmado con sonda 
y especifico para este microorganismo.^®^ Utilizando este meto¬ 
do de PCR, se detecto G. vaginalis en el 40% de las muestras 
vaginales de las mujeres sin tener en cuenta su estado clmico. De 
las 11 pacientes con diagnostico clmico de vaginosis bacteriana, 
10 fueron positivas para G. vaginalis con el ensayo basado sobre 
PCR y sonda. Pao y cols, utilizaron DNA de G. vaginalis clo- 
nado, marcado y digerido con endonucleasas de restriccion 
como sonda en un ensayo de transferencia por ranuras {dot- 
hlot) para la deteccion de G. vaginalis en muestras vaginales y 
observaron que la sonda podia detectar hasta 10^ microorganis- 
mos.^^® La Prueba de Identificacion Affirm VP Microbial® 
(Becton-Dickson, Sparks, MD), un sistema comercial, utiliza 
sondas sinteticas de oligonucleotidos para la deteccion simul- 
tanea de G. vaginalis. Trichomonas vaginalis y especies de 
Candida de un unico hisopado vaginal.Cuando se comparo 
con preparados humedos de rutina para la deteccion de celulas 
clave, la prueba Affirm VP mostro una sensibilidad y una espe- 
cificidad del 90% y el 97%, respectivamente, lo que sugiere 
que podna utilizarse en reemplazo del microscopio de montaje 
humedo para la deteccion de celulas clave. Como la sonda fue 
mas sensible que el cultivo de G. vaginalis en medio HBT, se 
penso que la prueba se podia hacer mas especifica utilizandola 
junto con otros criterios diagnosticos (pH vaginal, presencia de 
olor a aminas con KOH [“prueba del olor”]) para la vaginosis 
bacteriana. Globalmenie, Briselden y Hillier observaron que la 
prueba Affirm VP para G. vaginalis era positiva para el 97% de 
las mujeres que tenian vaginosis bacteriana sobre la base de 
criterios clmicos y tema una especificidad del 71%.^^^ Witt y 
cols, observaron que la prueba Affirm VP III tenia una especi- 
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6cidad mayor del 97% cuando se compare con los frotis teni- 
do> con Gram.^^^ La sensibilidad del ensayo vario de acuerdo 
con la puntuacion dada al frotis tenido con Gram por los crite- 
nos de puntuacion establecidos y vario del 73,2% al 
^ 9 . 5 %. 

Sensibilidad a los antibioticos 

Las cepas de G. vaginalis por lo general son sensibles a peni- 
cilina, ampicilina, eritromicina, clindamicina, trimetoprim y 
%ancomicina.^®^ Ciprofloxacina e imipenem muestran actividad 
\ariable, Algunas cepas son resistentes a tetraciclina y minoci- 
clina, y se observa una resistencia pronunciada a amikacina, 
aztreonam y sulfametoxazol en la mayoria de las cepas. Debido 
a la resistencia al sulfametoxazol, no se observa ninguna acti* 
\ idad sinergica contra G. vaginalis con cotrimoxazol (sulfame¬ 
toxazol y trimetoprim en una relacion 19:1). 

Como se menciono, G. vaginalis se asocia con vaginosis 
bacteriana, que se sabe tiene una etiologia polimocrobiana, 
pero tambien se puede aislar en las vaginas de mujeres sanas. 
En consecuencia, no se recomienda el cultivo de muestras vagi- 
nales para ese microorganismo. El uso sistematico de medios 
semiselectivos como los agares HBT y V para cultivo de mues¬ 
tras vaginales representa un costo innecesario que contribuye 
con poca informacion util, dado que el diagnostico de labora- 
torio reside en el examen clmico cuidadoso y la interpretacion 
de un frotis tenido con Gram recogido correctamente de las 
secreciones vaginales.'^*^-^ *^' Se puede aislar G. vaginalis en un 
medio convencional de agar CNA despues de una incubacion 
prolongada y la identificacion presuntiva suele bastar en estas 
circunstancias.^"*^ Sin embargo, los aislamientos en sitios corpo- 
rales sistemicos (p. ej., sangre, liquido articular) deben confir- 
marse con otras pruebas bioquimicas, como ya se describio. 
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Taxonomia y epidemiologia 

Los lactobacilos son bacilos grampositivos que forman parte 
de la flora normal de la vagina, el tubo digestivo y la orofaringe 
humanos. Estan ampliamente distribuidos en diversos ambitos 
(agua de fuentes naturales, aguas servidas, silos) y comprenden 
parte de la flora normal de muchas otras especies animales. 
Tambien se encuentran en distintos alimentos (p. ej., productos 
lacteos, granos, comidas, peces, chucrut) en gran parte debido 
a su amplia gama de capacidades fermentativas. Algunas espe¬ 
cies de Lactobacillus se agregan ahora a alimentos como pre- 
bioticos, tal vez por sus efectos beneficiosos para la salud. Las 
celulas individuales de especies de Lactobacillus a menudo son 
largas y delgadas, aunque pueden observarse bacilos “corine- 
formes” o “cocobacilos” mas pequenos. Algunas especies pue¬ 
den formar cadenas largas de bacilos (vease lamina en color 
14-2H e I). La mayoria de las especies son inmoviles; las raras 
especies moviles tienen flagelos peritricos."^^® La mayoria de las 
especies son acrobias facultativas, aunque algunas crecen 
mejor en condiciones anaerobias o microaerofilas, sobre todo 
en el aislamiento primario. Los lactobacilos se denominan asi 
porque mas del 50% de los productos terminates de la fermen- 
tacion de la glucosa es acido lactico; algunas especies pueden 
producir tambien acidos acetico, formico y succmico, junto 
con CO^. Los lactobacilos son uniformemente catalasa negati¬ 
ves y oxidasa negativos, no reducen nitrato, no producen indol 
ni H,S. no licuan la gelatina y no forman esporas. Las paredes 


celulares de las especies de Lactobacillus con tienen un pepti- 
doglucano grueso y acidos teicoicos ligados a la membrana. 
Lisina, meso-DAP y ornitina son los diaminoacidos que com¬ 
prenden los enlaces cruzados de peptidoglucanos. Las mena- 
quinonas de transporte de electrones estan ausentes. Algunas 
especies (p. ej., L confusus) producen ‘iimo” extracelular a 
partir de sacarosa. En la edicion de 1986 de Sergey's Manual 
of Systematic Bacteriology se mencionan mas de 45 especies 
de Lactobacillus o similares a Lactobacillus y se describieron 
varias mas desde entonces. En la proxima edicion, los lactoba¬ 
cilos son clasificados en el filo Firmicutes en la clase Bacilos, 
orden propuesto Lactobacillales. En este orden, se incluyen el 
genero Lactobacillus y el genero Pediococcus en la familia 
Lactobacillaceae 

Importancia cimica 

Aunque los lactobacilos son intrmsecamente de baja viru- 
lencia, causan raras infecciones oportunistas sobre todo en 
huespedes inmunodeprimidos. Se informo que las especies de 
Lactobacillus causan endocarditis en pacientes con malforma- 
ciones congenitas (p. ej., comunicacion interventricular, defec- 
tos de valvula aortica bicuspide), defectos adquiridos de valvu- 
las nativas (p. ej., endocarditis previa, cardiopatia reumatica), 
injertos vasculares y valvulas 

La bacteriemia transitoria originada en abscesos localizados (p. 
ej., abscesos dentales periapicales), manipulaciones dentales 
(p. ej., extracciones, tratamiento de conducto radicular), endo¬ 
metritis posparto, perionfalitis neonatal y endoscopia gastroin¬ 
testinal puede sembrar las valvulas anormales e iniciar lesiones 
endocardicas. En los que tienen enfermedad de valvulas nati¬ 
vas, se pueden observar mediante ecocadiogramas grandes 
vegetaciones que contienen los lactobacilos en las valvulas aor¬ 
tica, mitral, tricuspide y pulmonar.^^^ Estas vegetaciones cardi- 
acas tienen una tendencia pronunciada a embolizar hacia el 
encefalo. En la serie de pacientes revisada por Gallemore y 
cols., se desarrollaron embolias septicas en 14 de 35 pacientes: 
5 de ellos fallecieron y 9 requirieron cirugia.^^^ Para los pacien¬ 
tes con endocarditis debida a especies de Lactobacillus, la tera- 
pia sinergica con un p-lactamico mas un aminoglucosido por lo 
menos durante 4 a 6 semanas parece ser el tratamiento optinio. 
Sin embargo, a menudo es dificil la curacion medica sin recai- 
da o sin necesidad de reemplazo valvular. En una serie, solo se 
logro la curacion con antibioticos unicamente en el 39% de los 
pacientes. 

La bacteriemia por Lactobacillus sin endocarditis simulta- 
nea es relativamente infrecuente y ocurre sobre todo en pacien¬ 
tes con trastornos subyacentes, como cancer tratado con qui- 
mioterapia, trasplante de medula osea y organos (en especial 
higado), diabetes, enfermedad renal y cirugia ginecologi- 
^21 28,30.37.667.770,776 pueilas de entrada de los cuadros de sep¬ 
sis por lactobacilos reflejan los habitos normales de estos 
microorganismos dentro de la orofaringe, el aparato genitouri- 
nario y el tubo digestivo. Estos microorganismos no forman 
parte de la flora cutanea residente y no se ha demostrado que 
produzcan infecciones relacionadas con cateteres intraveno- 
sos.^® Los factores de riesgo para el desarrollo de bacteriemia 
por Lactobacillus son neutropenia persistente, uso de antibioti¬ 
cos de amplio espectro, trasplante de aloinjertos con terapia 
inmunosupresora, quimioterapia para cancer e instrumentacion 
y procedimientos invasivos sobre los aparatos digestivo y res- 
piratorio.*^' '*'*’^^'*^^ ^™ La bacteriemia por Lactobacillus tam¬ 
bien se ha asociado con infeccion por HIV y En 

los pacientes con inmunosupresion profunda, puede ocurrir una 
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bacteriemia por cepas de Lactobacillus resistentes a la vanco- 
micina durante la adniinistracion de este antibiotico (y otros 
agentes de amplio espectro) o poco despues de ella. 

La bacteriemia por Lactobacillus tambien se asocia con 
infecciones ginecologicas o pleuropulmonares. En general, las 
mujeres con lactobacilemia tienen enfermedad o anomalias 
subyacentes o ban sufrido procedimientos ginecologicos u obs- 
tetricos invasivos, que ban incluido endometritis luego de pro¬ 
cedimientos de dilatacion y curetaje, abscesos pelvianos y neo¬ 
plasias del aparato genitourinario (p. ej., cancer de ovario con 
invasion de intestino grueso, coriocarcinoma)?^-^ *®^ En estos 
casos, la fuente del microorganismo suele ser la propia micro- 
flora vaginal de las pacientes. Tambien se ban comunicado 
infecciones pleuropulmonares y abscesos pulmonares debidos 
a especies de Lactobacillus en pacientes inmunodeprimidos. 
Estas infecciones ban incluido neumonia necrosante secunda¬ 
ria a una fistula traqueobronquial en un paciente con carcino¬ 
ma pavimentoso del esofago, empiema pleural debido a varices 
esofagicas sangrantes, absceso pulmonar extrabospitalario y 
neumonfas aspirativas en pacientes con 
Sriskanden y cols, tambien documentaron una neumonia debi- 
da a especies de Lactobacillus en tres pacientes con neutrope¬ 
nia profunda secundaria a inmunosupresion por SIDA y por 
quimioterapia citotoxica para vasculitis y trasplante medular 
ulterior.Un linico informe de caso describio la neumonia por 
Lactobacillus en un bombre de 52 anos en el cual al parecer el 
microorganismo se transmitio al paciente por el propio pulmon 
trasplantado.*^^** En 2002, Wood y cols, informaron sobre el pri¬ 
mer caso de neumonia asociada con el respirador en un pacien¬ 
te inmunocompetente en estado critico.^^^ 

Tambien se ban comunicado infecciones por Lactobacillus 
en recien nacidos. Broughton y cols, informaron un caso de 
meningitis debida a lactobacilos que ocurrio en un lactante 
recien nacido inmunitariamente normal.En este caso, se 
creyo que la transmision vertical del microorganismo de la 
madre al lactante durante el pasaje a traves del canal de parto 
era la fuente del microorganismo aislado en el Ifquido cefalo- 
rraquideo del neonato. Thompson y cols, comunicaron un caso 
de sepsis por L. acidophilus en un lactante de 2 meses de vida 
en el cual la fuente del microorganismo fue un cateter venoso 
central infectado.*^*^ 

Varias comunicaciones de casos ban documentado lactoba¬ 
cilos como agentes etiologicos en otros distintos tipos de infec¬ 
ciones. Las presentaciones clmicas infrecuentes ban incluido 
abscesos asociados con cuerpos extranos retenidos (p. ej., asti- 
llas), endoftalmitis secundaria a lesiones oculares penetrantes, 
condritis secundaria a perforacion de orejas, empiema de la 
vesicula biliar, absceso esplenico con empiema, colecistitis 
bacteriemica, infeccion intravascular luego de rotura intraes- 
plenica de un aneurisma micotico y peritonitis prima- 
18,55,222.364.707,756,848.963 Xambicn SO documeuto una sepsis por 

iMctobacillus en un paciente con colitis ulcerosa, en la cual se 
habia danado la microestructura fisiologica de la mucosa intes¬ 
tinal mediante procedimientos endoscopicos y quiriirgicos.^^^ 
Al igual que muchos otros agentes oportunistas, tambien se ban 
aislado lactobacilos en infecciones peritoneales en pacientes en 
dialisis peritoneal ambulatoria continua.*^^^’^^ A pesar del uso 
creciente y amplio de los lactobacilos en distintos productos 
como prebioticos (p. ej., L. acidophilus, L. rhamnosus GC), no 
ha aumentado la incidencia de infecciones o la proporcion de 
infecciones bacteriemicas por lactobacilos. 

En su nicho ecologico normal en la vagina humana, los lac¬ 
tobacilos pueden desempenar un papel clave en la defensa con¬ 
tra el desarrollo de vaginitis por Candida, vaginosis bacteriana. 


infecciones urinarias e infecciones de transmision sexual como 
gonorrea (vease lamina en color Los lacto¬ 

bacilos facultativos constituyen la flora normal predominante 
de la vagina Sana, mientras que las especies anaerobias de lac¬ 
tobacilos son mas a menudo aisladas en mujeres con diagnos- 
tico clmico de vaginosis. Las especies facultativas producen 
gran cantidad de peroxido de hidrogeno, mientras que las espe¬ 
cies anaerobias no lo hacen. Se postula que la colonizacion de la 
vagina por microorganismos facultativos, productores de pero¬ 
xido de hidrogeno, puede representar un mecanismo de defen¬ 
sa antimicrobiano inespeciTico para la vagina normal y puede 
impedir el desarrollo de vaginosis bacteriana y vaginitis por 
Candida por el efecto toxico directo de los radicales libres de 
peroxido sobre los microorganismos facultativos y anaerobios 
estrictos asociados con las infecciones vaginales.^^^***^"*^’ 

Aislamiento e identificacion 

Despues del crecimiento durante 24 boras en SBA, las 
colonias de las especies de Lactobacillus suelen ser pequenas 
(2-5 mm), convexas y lisas con hordes enteros; tambien puede 
observarse cierta a-hemolisis o ‘‘descoloracion gris” de los 
medios (vease lamina en color 14-6G y H). Debido a la gran 
cantidad de especies de Lactobacillus que se decribieron, en 
general no se identifica la categoria de especie de las cepas ais¬ 
ladas.En comunicaciones en las cuales se realizaron identifi- 
caciones especificas, la mayoiia de los investigadores ban utili- 
zado los metodos fenotfpicos descritos por Holdeman y Moore 
en el Virginia Polytechnic Institute (VPl) Anaerobe Manual, con 
referencias cruzadas a descripciones de especies en el Sergey's 
Manual of Systematic Bacteriology Ademas de los meto¬ 
dos fenotfpicos convencionales, los patrones proteicos de celu- 
las enteras altamente estandarizados obtenidos por electrofore- 
sis en gel de dodecil sulfato sodico-poliacrilamida (SDS-PAGE) 
ban probado ser utiles para la identificacion de especies de 
Lactobacilliis.^^^^^^ Tambien se ban desarrollado metodos taxo- 
nomicos por hibridacion de oligonucleotidos y moleculares 
(PCR, secuenciacion de rRNA 16S) para la identificacion tanto 
de genero como de especie de laciobacilos.^^'^^^’^^’®^^’^^^ 

El reconocimiento y la confirmacion de lactobacilos en el 
laboratorio de microbiologia clfnica se pueden obtener con pre¬ 
cision con algunas pruebas fenotfpicas. Algunas especies de 
Lactobacillus son intnnsecamente resistentes a la vancomicina, 
y esta caracteristica es util para su identificacion."^^^ En general, 
las cepas resistentes crecen hasta el horde de una prueba de 
vancomicina por difusion en disco (vease lamina en color 14- 
7A). Las cepas resistentes a la vancomicina deben ser diferen- 
ciadas de las especies de Leuconostoc y Pediococcus, ambas 
resistentes a la vancomicina y que pueden parecer cocobacila- 
res en las tinciones de Gram. Las especies de Leuconostoc pro¬ 
ducen gas a partir de glucosa en caldo de Mann-Rugosa-Sharp 
(MRS), mientras que la mayoria de las especies de 
Lactobacillus aisladas en el laboratorio clmico no producen 
gas. Los lactobacilos son PYR positivos, en tanto las especies 
de Leuconostoc como de Pediococcus son PYR negativas. Los 
lactobacilos tambien son LAP negativos, en tanto las especies 
de Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus y Lactococcus 
son LAP positivas. Por supuesto, se puede utilizar cromatogra- 
ffa gas-liquido a partir de cultivos de caldo de glucosa para 
obtener una identificacion precisa de la categoria de genero 
de las cepas aisladas, debido a la formacion de gran cantidad de 
acido lactico por estos microorganismos. Las especies de Lac^ 
tobacillus que se ban identificado en asociacion con infeccio¬ 
nes humanas son L. rhamnosus, L. plantarum, L. leishmanii, L. 
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fermentum, L casei subespecie casei, L. paracasei, L confusus 
) el grupo de L, acidophilus. En particular, las cepas de L 
rhamnosiis, L, casei y L. plantarurn pueden ser intrmsecamen- 
te resistentes a la vancomicina y la teicoplanina.®^® 

Sensibilidad a ios antibioticos 

En general, los lactobacilos son sensibles a penicilina G, 
ampicilina, cefalosporinas y clindamicina.^®^"^®^ Sin embargo, 
se observe que varias especies de Lactobacillus son tolerantes 
a las penicilinas y las cefalosporinas. Se ban demostrado rela- 
ciones de concentracion bactericida minima con concentracion 
inhibidora minima (CBMiCIM) desde 30:1 para cefalotina 
hasta 266:1 para ampicilina en varias cepas de importancia cli- 
nica.^6 67 Estos dates in vitro se correlacionan con el dilema del 
tratamiento antibiotico para los pacientes con endocarditis por 
Lactobacillus causada por cepas tolerantes a penicilina/ampici- 
lina. En un estudio de nueve pacientes con endocarditis, las 
nueve cepas de lactobacilos tenian CIM para penicilina y cefa¬ 
lotina que estaban en el range de sensibilidad, pero solo el 52% 
tenia CBM para estos agentes que se pudieron lograr en suero 
mediante regimenes de dosificacion estandares."^^ Se observe 
una situacion similar para clindamicina en estas cepas. Ocho de 
las nueve cepas tuvieron CIM para clindamicina que estaban en 
el intervalo de sensibilidad, aunque las nueve tenian CBM que 
excedian en mucho las concentraciones sericas alcanzables 
para clindamicina. 

Como ya se menciono, el tratamiento combinado con peni¬ 
cilina y un aminoglucosido parece ser el enfoque terapeutico de 
eleccion para el tratamiento de las infecciones graves por 
Lactobacillus como endocarditis e infecciones profundas (p. 
ej.. infeccion intrauterina). Bayer y cols, demostraron actividad 
sinergica con penicilina/ampicilina y gentamicina o estrepto- 
micina.^ Ademas, no se puede considerar que las cefalospori¬ 
nas ni la vancomicina scan altemativas justificadas en lugar de 
penicilina/ampicilina.^^ Las cepas de Lactobacillus que son 
resistentes a la penicilina y la ampicilina tambien tienden a 
serlo a las cefalosporinas (p. ej., cefalotina, ceftazidima, cefu- 
roxima, cefotaxima) y a las cefamicinas (cefoxitina) o a tener 
CIM elevadas de estos antibioticos.^^ Los lactobacilos son casi 
uniformemente resistentes a fluoroquinolonas y trimetoprim- 
sulfametoxazol, mientras que la mayoria de las cepas son sen¬ 
sibles a gentamicina, tobramicina y cloranfenicol.^®^^-^^’^®^ Las 
CIM de los lactobacilos para imipenem y antibioticos macroli¬ 
dos suelen caer dentro del intervalo de sensibilidad y parecen 
ser eficaces en los pacientes con alergia a las penicilinas.^^-^^^’*^^ 

Ademas de las penicilinas y las cefalosporinas, algunas espe¬ 
cies de lactobacilos son resistentes a los antibioticos glucopep- 
lidos vancomicina y teicoplanina (vease antes). La sensibilidad 
de las distintas especies de lactobacilos a estos agentes esta rela- 
cionada con la estructura de su pared celular. El analisis de las 
paredes celulares de las cepas resistentes a la vancomicina (p. 
ej.. L. rhamnosus) pone de manifiesto que los precursores pep- 
tidoglucanos de estas especies tienen un depsipeptido terminal 
“D-alanina-D-lactato”, mientras que las especies que son sensi¬ 
bles a la vancomicina (p. ej., el grupo de L acidophilus) tienen 
una estructura final “o-alanina-D-alanina”.®^'^^ Esta diferencia 
en un solo aminoacido de la estructura de peptidoglucanos alte¬ 
ra eficazmente el sitio diana para la vancomicina, lo que per- 
mite que ocurra la sintesis de peptidoglucanos en presencia de 
vancomicina. Es interesante senalar que se ha demostrado que 
la sensibilidad a los glucopeptidos esta relacionada con la espe- 
cie.^^^ Por ejemplo, L. rhamnosus (ex L. casei subespecie 
rhamnosus), especie que se ha asociado con infecciones graves 


en huespedes inmunodeprimidos, y L. paracasei subespecie 
paracasei, son intrmsecamente resistentes a los glucopeptidos, 
y las CIM de vancomicina exceden los 256 pg/mL.^^^-^^^ Otras 
especies aisladas en infecciones graves han sido sensibles a la 
vancomicina por las pruebas de CIM pero, como sucede con las 
CBM para las penicilinas y la clindamicina, las CBM de van¬ 
comicina pueden ser diluciones varias veces mayores que la 

CIM.-^66 
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Introduccion, clasificacion y taxonomfa 

Los actinomicetos aerobios son bacterias grampositivas que suelen ser mas fila- 
mentosas y ramificadas que las bacterias explicadas en capitulos anteriores, y produ- 
cen comunmente un micelio similar a un bongo que se fragmenta o divide en formas 
de bacilos o cocoides cortos. Estos microorganismos, cuando son aislados en muchos 
laboratorios, se derivan para su identificacion a la “seccion de micologia” o a la “sec- 
cion de micobacteriologia”, mas que al laboratorio de bacteriologia general. Las razo- 
nes son que la mayorfa crecen mas lentamente que otras bacterias aerobias y anaero- 
bias facultativas y pueden ser aisladas en medios comunes para bongos (p. ej., agar 
dextrosa de Sabouraud) o en medios para el aislamiento de micobacterias (p. ej., 
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agares sinteticos de Middlebrook y medio de Lowenstein- 
Jensen). No obstante, estos bacilos grampositivos filamentosos, 
ramificados y aerobios son bacterias, no bongos. Los bongos 
verdaderos tienen una organizacion celular eucarionte. A dife- 
rencia de los bongos, los actinomicetos aerobios procariontes 
no tienen un nucleo rodeado por una membrana; carecen de los 
organulos intracelulares que tienen los microorganismos euca- 
riontes (p. ej., no tienen mitocondrias); sus paredes celulares 
contienen acido muramico, acido diaminopimelico o lisina (de 
la cual carecen los bongos); son inbibidos por los antibioticos 
antibacterianos, pero no por los antimicoticos, y difieren en 
otras caracteristicas fundamentales. Las bifas ramificadas de 
los actinomicetos aerobios son mas estrecbas que las bifas 
micoticas y miden 0,5 a 1,2 jim de diametro. 

Las tecnicas quimicas y geneticas modernas ban establecido 
la gran diversidad de este grupo, pero las caracteristicas fenoti- 
picas descritas antes siguen constituyendo una parte importan- 
te de la definicion microbiologica (cuadro 15-1).^° Los actino¬ 
micetos aerobios como un todo se ubican taxonomicamente en 
la clase Actinobacteria, orden Actinomycetales, suborden 
Corynebacterianeae. El algoritmo de la figura 15-1 muestra las 
relaciones entre estas bacterias. Aunque la taxonomia y la 
nomenclatura de estas bacterias cambian continuamente, sigue 
siendo util una caracterizacion fenotipica ad boc provisoria del 
grupo (cuadro 15-1).'®’^^’^® 

El esquema de la figura 15-1 se basa en pruebas que se rea- 
lizan comunmente en los laboratories de microbiologia clmica 
siempre que sea posible. Los generos no acido-alcobol resis- 
tentes presentan el maximo problema, porque los analisis de la 
pared celular necesarios para su identificacion se encuentran 
mas alia de la capacidad de la mayoria de los laboratories cli- 
nicos. Los saprofitos mas frecuentes aislados en la practica 
cotidiana son las especies de Streptomyces. Si la bacteria pro- 


Cuadro 15-1 Grupos fenotipicos de los actinomicetos aerobios 

GRUPO 

FENOTIPICO 

GENEROS Y ESPECIES 
REPRESENTATIVOS 

Maduromicetos 

Grupo de Actinomadura pusilla 

Nocardioformes^’ 

Especies de Nocardia 

Especies de Rhodococcus 

Especies de Gordonia 

Especies de Tsukamurella 

Especies de Dietzia 

Especies de Mycobacterium 

Nocardioides 

Especies de Nocardioides 

Estreptomicetos 

Especies de Streptomyces 

Micropolisporas 

Especies de Faenia (especies de 

M icropolyspora)^ 

Especies de Saccharomonospora^ 

Especies de Saccharopolyspora^ 

Termomonosporas 

Grupo de Actinomadura madurae 

Nocardiopsis 

Otros actinomicetos 

Especies de Thermoactinomyces^ 

Tropheryma whipplei 

Especies de Oerskovia 

Especies de Dermatophilus 

‘ El grupo nocardioforme contiene dcidos rnicolicos en las paredes celulares, como 
las especies de Corynebacterium, 

^Especies termofdicas que crecen a temperaturas superiores a 50 °C. 


viene de un paciente con una enfermedad clinicamente compa¬ 
tible, debe ser derivado a un laboratorio de referenda para una 
identificacion completa. Aun dentro del grupo acido-alcobol 
resistente la complejidad creciente de las pruebas necesarias 
estimulara la derivacion de muebos aislamientos de importan- 
cia clmica. Por lo general, la presencia de una especie de 
Mycobacterium se determina por la acido-alcobol resistencia 
completa, la ausencia de bacilos filamentosos y la afeccion cli- 
nica asociada (vease cap. 19). 

Brown y McNeil proporcionan un algoritmo diagnostico 
diferente, sobre la base del crecimiento en lisozima,’^^ mientras 
que Kiska y cols, ban presentado una serie simplificada de 
pruebas para la identificacion de especies de Nocardia.^^ Los 
terminos definidos en el recuadro 15-1 se utilizan para diferen- 
ciar estas bacterias. 

Los actinomicetos aerobios se distribuyen en forma amplia en 
la naturaleza, donde participan en la descomposicion de la mate¬ 
ria organica de origen vegetal.Las cepas aisladas de distintas 
especies en general provienen del suelo, de los sedimentos mari- 
nos y de las beces de diversos animales. Se los debe considerar 
patogenos oportunistas, que producen infeccion sobre todo en 
los individuos cuyos mecanismos de defensa estan deprimidos. 
Sin embargo, estas bacterias ban proporcionado algunos de los 
antibioticos mas importantes; estreptomicina (especies de 
Streptomyces), vancomicina (Amycolatopsis orientalis), macro¬ 
lidos (especies de Micromonospora) y aminoglucosidos (espe¬ 
cies de Micromonospora). Con muebo, los patogenos mas 
importantes estan en el genero Nocardia, que sera estudiado en 
detalle. Otros generos se explicaran mas brevemente. 

Desde un punto de vista practico, estos microorganismos 
pueden ser reconocidos en el laboratorio porque forman colo- 
nias lisas, firmes, adberentes, cerosas o calcareas que crecen 
despues de 3 dias a 2 semanas de incubacion. Pueden tener una 
pigmentacion ocre, rosada, anaranjada o gris. El olor a sotano 
bumedo o a suelo recien removido es un indicio importante por 
el cual se los puede reconocer. La temperatura optima de cre¬ 
cimiento es de 30 a 36 °C, tanto en la incubadora de CO^ (como 
para el cultivo de micobacterias) como en el aire ambiente 
(como en las incubadoras utilizadas para el cultivo de bongos). 
Crecen bien en medios con base de huevo de Lowenstein- 
Jensen o en agar sintetico de Middlebrook y en la mayoria de 
los medios de aislamiento de bongos que carecen de ciclobexi- 
mida. La mayoria de los cultivos bacterianos de rutina se man- 
tienen solo durante 48 boras, de modo que los aislamientos a 
menudo se bacen en el laboratorio de micobacteriologia o de 
micologia. 

Todas las especies son grampositivas, aunque las especies de 
Nocardia, en particular, tienden a tenirse con un patron arrosa- 
riado y gramvariable. Por lo tanto, el ballazgo de microorganis¬ 
mos ramificados grampositivos o gram variables, arrosariados y 
fragiles (1 pm de diametro) debe alertar acerca de la posibili- 
dad de un actinomiceto aerobio; las placas de aislamiento 
deben mantenerse durante 2 a 4 semanas para asegurar el creci¬ 
miento. Las caracteristicas practicas por las cuales las especies 
de Nocardia son separadas mas comunmente de las especies de 
Mycobacterium en los laboratorios clmicos son la ramificacion 
de las celulas bacterianas, la acido-alcobol resistencia “parcial” 
(reaccion acido-alcobol resistente solo cuando se utiliza como 
decolorante un acido inorganico en baja concentracion en lugar 
de alcohol acido) y la deteccion de un olor a bumedad produ- 
cido por las colonias maduras. Sin embargo, estas propiedades 
son variables y no siempre fiables. En los casos dificiles, se 
requiere el analisis de la pared celular o del genoma, pero 
lamentablemente estas tecnicas solo se encuentran en laborato- 
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Generos de los actinomicetos aerobios* 

Acido-alcohol resistencia** 


Positiva 

Mycobacterium 


Debilmente positiva 
Micelio aereo 


Presente Ausente 

I I 

Nocardia Rhodococcus 
Gordonia 
Tsukamurella 
Dietzia 


Negative 

Acido diaminopimelico (DAP) de la pared celular 


Tipo L 


Mesotipo 


Streptomyces 

Azucares de la pared celular 


Arabinosa 
Galactosa 

Crecimiento a 50 °C 
Positive Negative 


Madurosa 


Ninguna 

I 

Nocardiopsis 


Utilizacion de glucosa 
Oxidativa Fermentativa 


Saccharomonospora 

Saccharopolyspora 

Thermoactinomyces 


Amycolatopsis Actinomadura DermatophHus 
Micromonospora 


*No se ha cultivado Tropheryma whipplei en medios artificiales y no ha si do analizado para estas caracteristicas. 

**Todos los microorganismos acido-alcohol resistentes y debilmente acido-alcohol resistentes contienen acido micdlico; ademas, las 
especies de Corynebacterium contienen este componente de la pared celular. 


Figura 15-1 Clasificacion de los actinomicetos aerobios asociados con enfermedades humanas. 


rios de referencia en este La composicion de la 

pared celular de los acinomicetos aerobios, util tanto desde el 
punto de vista taxonomico como diagnostico, se detalla en el 
cuadro 15-2. 


Grupo nocardioforme 

Nocardia 

La taxonomia de Nocardia, el genero mas importante entre 
los actinomicetos aerobios, es tan confusa (y confundidora) 
como la del grupo en su totalidad. El aislamiento original de 
animales infectados con enfermedad granulomatosa (muermo 
bovino o farcinosis) fue realizado por Nocard en 1888 en la isla 
de Guadalupe. Mas tarde se lo denomino Nocardia farcinica y 
este microorganismo se convirtio en la especie tipo del genero. 
Es instructive senalar que el aislamiento original consistio en 
dos cepas que se creyo que eran identicas. En la actualidad una 
de las cepas tiene acidos micolicos caracteristicos de las nocar- 
dias, mientras que los acidos micolicos de los otros son mas 
tipicos de las micobacterias.^^ 

El miembro mas importante del genero es Nocardia asteroi- 
des, que fue aislado en una infeccion Humana poco despues del 
aislamiento original de Nocard. N. asteroides es tambien taxo- 
nomicamente variable y se lo suele describir como el comple- 
jo de N. asteroidesJ^ Varios miembros con nombre del com- 
plejo, N. farcinica, N. nova y N abscessus, han sido separados 
del grupo; a veces se los describe como subgrupos de N. aste¬ 
roides. La separacion de N. farcinica y N. nova, originaria- 
mente controversial, fue validada por el reconocimiento de que 
tienen un perfil muy diferente de sensibilidad a los antibioticos 
del de N. asteroides.^^ Estas diferencias en la sensibilidad a los 
antibioticos tienen importancia clinica practica, asi como 
importancia taxonomica. Algunos especialistas sugieren que 


los pacientes no deben ser tratados con cefalosporinas, a la cual 
N. farcinica es resistente, hasta que se hayan realizado las prue- 
bas de sensibilidad. 

En un principio, Steingrube y cols, defmieron cuatro grupos 
separados sin nombre, designados tipo I, tipo II, tipo IV y tipo 
VL^*^ Utilizaron amplificacion de DNA y polimorfismo de lon- 
gitud de los fragmentos de restriccion (RLFP) para caracterizar 
los productos derivados del gen de la protema de choque ter- 
mico de 65 kDa presente en las cepas. Los distintos grupos 
muestran diferencias en los perfiles de sensibilidad a los anti- 


Recuadro 15-1 T^rminos utilizados para diferenciar los 
actinomicetos aerobios 


Micelio sustrato: se refiere a las cdulas que crecen sobre la superficie del 
medio y luego dentro de el. Estos microorganismos caracteristicamente 
forman celulas ramificadas (“hifas”) que crecen juntas para formar colo- 
nias resistentes y correosas. Este crecimiento puede denominarse tam¬ 
bien micelio vegetativo. 

Fragmentacion: en general, los micelios sustrato de estos microorganis¬ 
mos estan compuestos por cadenas de bacilos largos que, con el 
crecimiento y el envejecimiento, comienzan a “dividirse” en celulas 
con forma de bacilos (bacilares) y con forma de cocos (cocoides) 
individuales. 

Hifas aereas: En realidad, algunas especies producen celulas que crecen 
erectas y lejos de la superficie del agar. Se encontraran hifas aereas mas 
maduras en el centro de la colonia, y las hifas aereas mas rudimentarias 
en la periferia. Con el envejecimiento, las hifas aereas se fragmentan en 
“esporas” cocoides que dan a las colonias mas viejas un aspecto atercio- 
pelado o polvoriento. En una especie (DermatophHus congoliensis), las 
esporas que son producidas en el micelio aereo son moviles. 
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Cuadro 15-2 

Composicion de la pared celular de los actino- 
micetos aerobios 

QUIMIOTIPO DE LA 
PARED CELULAR 

COMPOSICION 

GENEROS 

I 


/-DAP y sin azucares 
diagnosticos 

Streptomyces 

II 


meso-DAP y sin azuca¬ 
res diagnosticos 

Therm oactinomyces, 
Nocardiopsis 

III 


wrew-DAP y madurosa 

Dermatophilus, 

Actinomadiira 

IV 


m^'.sY^-DAP, arabinosa y 
galactosa 

Faenia 

(Micropoly spora), 

Nocardia^ 

Rhodococcus,^ 

Gordonia,^ 

Tsukamurella,^ 

Dietzia,^ 

Saccaromonospora, 

Saccaropolyspora, 

Mycobacterium 

VI 


Sin DAP, acido aspartico 
y galactosa (variable) 

Oerskovia 

NA 


Sin DAP y madurosa 

Actinomadiira 

NA 


Informacion no 
disponible 

Tropheryma 

'‘Las paredes celiilares de todos los generos comienen cantidades importantes de 
alanina, dcido ghitdmico, gliicosalina y dcido miirdmico. Ningim patogeno hiima- 
no importante. tiene las caracten'sricas de las paredes celiilares tipo /, V, VII ii 

VIII. Para mas detalles veanse las referencias'^-^°'^°'^^. 

^Acido nocardomicdlico presente. 

NA. no aplicable. 


bioticos. El tipo IV y los aislamientos de N. translensis estu- 
diados fueron resistentes a los aminoglucosidos. Todos, salvo 
los tipos II y IV, han recibido nombres. Las cepas que se ajus- 
tan a la descripcion clasica pueden ser designadas Nocardia 
asteroides sensu stricto tipo VI (denominadas de ahi en ade- 
lante N. asteroides). Cabe senalar que el ‘'tipo VI” en este con- 
texto se refiere al perfil de sensibilidad a los antibioticos, no a 
los componentes de la pared celular. Se ha propuesto que los 
aislamientos con un patron de sensibilidad de tipo VI deben ser 
denominados N. cyriacigeorgica.^^ Los perfiles de sensibilidad 
a los antibioticos de los miembros del complejo de Nocardia 
asteroides se detallan en el cuadro 15-3, que incluye la nomen- 
clatura actual. Muchas de las primeras comunicaciones no dis- 
tinguieron a estos patogenos. 

Muchos casos de infecciones invasivas atribuidas a N. hrasi- 
liensis se adjudican ahora a una especie relacionada, N. pseii- 
dobrasiliensis.^^'^^ Otras especies que son patogenas para los 
seres humanos o que han sido aisladas en ellos son N. otitidis- 
caviarum,^ N. transvalensis,^^'^^ N. africana,^^ N. vetera- 
N. paucivorans,^^'^^ N. hrevicatena,^^ N. arthritidis,^^ N. 
cyriacigeorgici,^^^ N. abscessiis,^^^ N. punis^^^ y posiblemente 
otras especies con nombre y sin el."^^ 

EPIDEMIOLOGIA, ANATOMIA PATOLOGICA Y PATOGENIA 

N. asteroides^ el patogeno aislado mas a menudo, esta distri- 
buido ampliamente en todos los Estados Unidos,^^ al igual que 
N. farcinica, que es menos prevalente. N. nova parece ser 
menos frecuente en los estados del sudoeste. 


N. brasiliensis es una causa comun de infecciones subcuta- 
neas y micetoma en Sudamerica, gran parte de America latina 
y Mexico. En la decada de 1960, el 85-95% de los micetomas 
comunicados en Mexico eran causados por N. brasiliensis.^-^ 
Castro y cols, observaron que N. brasiliensis era, con mucho, 
el actinomiceto mas frecuente aislado en 41 pacientes observa- 
dos en San Pablo, Brasil, entre 1978 y 1989.^^ La mayoria de 
los pacientes provenian de areas rurales en las regiones del 
noreste del pais y eran peones de campo. Tambien se observo 
una infeccion importante de la piel y los tejidos blandos por N. 
brasiliensis en pacientes de Queensland, Australia, que tenian 
nocardiosis.^^ Aunque se lo hallo sobre todo en los paises tro- 
picales, N. brasiliensis es la segunda cepa aislada con mayor 
frecuencia en los Estados Unidos, donde es mas prevalente en 
los estados del sudoeste y el sudeste.®'^ 

N. otitidiscaviarum (antes N. caviae) ha sido aislado en el 
suelo en todo el mundo. La distribucion de otras especies ais¬ 
ladas pocas veces es menos clara. Se ha calculado que ocurren 
500 a 1 000 casos de nocardiosis en los Estados Unidos por 
aho,^ pero es probable que esa cifra sea una subestimacion.** 

Las nocardias son patogenos oportunistas que causan infec¬ 
ciones en pacientes inmunodeprimidos o que presentan enfer- 
medades debilitantes. La combinacion de tratamiento corticoste- 
roide prolongado y enfermedad pulmonar cronica se ha sugerido 
como una combinacion particularmente importante de riesgo.*^ 
Alrededor del 10% de los pacientes con nocardiosis no tienen 
ningiin defecto subyacente demostrable. Significativamente, 
las nocardias pueden colonizar la piel y las vfas respiratorias. 
En un estudio australiano, el 20% de las cepas no fueron aso- 
ciadas con enfermedad clinica.^® Aun el aislamiento de espe¬ 
cies de Nocardia en los hemocultivos puede no ser importante. 
De ocho pacientes con bacteriemia por Nocardia informados 
por Esteban y cols., se creyo que N. asteroides ten fa relevancia 
clmica solo en dos; los aislamientos restantes se consideraron 
insignificantes o de importancia incierta.^"^ Todos los pacientes 
se curaron. Estos autores arribaron a la conclusion de que las 
especies de Nocardia pueden constituir un contaminante y la 
importancia de cualquier aislamiento dado sigue siendo cues- 
tion de juicio clfnico. 

La forma mas grave de nocardiosis es la infeccion pulmonar 
cronica, con diseminacion a otros organos o sin ella. La pato- 
genia de la infeccion con el complejo de Nocardia asteroides 
es tal vez la inhalacion de bacterias de transmision aerea, lo que 
quizas explique la frecuencia de infeccion en los estados secos 
del sudoeste, analogo a Coccidioides immitis.^^ Es probable 
que la enfermedad cutanea, que incluye el micetoma actinomi- 
cotico, sea el resultado de la introduccion directa de bacterias 
despues del traumatismo, como el que sucede al caminar des- 
calzo.^^ Aunque la mayoria de las infecciones se adquieren del 
medioambiente, se describio la adquisicion hospitalaria.’^^ 

Las especies de Nocardia son patogenos intracelulares facul- 
tativos. No cabe duda de que su capacidad para crecer en los 
macrofagos y tal vez tambien en los neutrofilos polimorfonu- 
cleares es importante por su capacidad para provocar infeccion. 
Los microorganismos pueden vivir en el interior de los macro¬ 
fagos al inhibir la fusion fagosoma-1 isosoma y por su capacidad 
para producir catalasa y superoxido disminutasa, que inactivan 
el sistema de la mieloperoxidasa de estas celulas fagociticas. 
Los pacientes con enfermedad granulomatosa cronica corren el 
riesgo de una infeccion grave por nocardias, al igual que lo tie¬ 
nen para otras bacterias que producen catalasa.La respuesta 
inmunitaria celular es fundamental para el control de la infec¬ 
cion, como lo sugieren los estudios experimentales y la apari- 
cion de la enfermedad en pacientes con compromiso de la 
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Cuadro 15-3 

Sensibilidad 

a los antibioticos de 78 aislamientos del complejo de Nocardia asteroides 


TlPO 

% DE 

AISLAMIENTOS 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

CORRELACION ENTRE 

LAS ESPECIES 

I 


20 

Ampicilina. carbenicilina. cefalosporinas de 
amplio espectro, imipenem (50%) 

Imipenem (50%) 

Nocardia ahscessus 

11 


0 

Igual que el tipo I, pero sensible a kanami- 
cina y ciprofloxacina 



III 


18 

Ampicilina, erilromicina 

Carbenicilina 

Nocardia nova 

IV 


5 

Ciprofloxacina 

Todos los aminoglucosidos, incluida 
la amikacina 


V 


17 

Ciprofloxacina. imipenem 

Todas las penicilinas y las cefalospo¬ 
rinas de amplio espectro, todos los 
aminoglucosidos excepto kanami- 
cina 

Nocardia farcinica 

VI 


35 

Cefalosporinas de amplio espectro 

Penicilinas 

Nocardia asteroides sensu stricto, 
Nocardia cyriacigeorgica 


inmunidad celular."^ Algunos medicos opinan que la infeccion 
por nocardias esta subrepresentada en los pacientes infectados 
por el virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV). Sin embar¬ 
go, Beaman senala la cantidad acumulada de informes de casos 
e infecciones subcomunicadas, y que las variaciones geografi- 
cas en las nocardias ambientales, que no se ajustan a los cen- 
tros de infeccion por HIV, pueden explicar en parte la discre- 
pancia.^ Se obtiene una situacion similar probablemente con 
Legionella pneumophila, otro patogeno para el cual la inmuni¬ 
dad celular es fundamental. En ambos casos una poblacion pre- 
dispuesta de pacientes debe estar en la proximidad de sitios 
ambientales que albergan las bacterias (vease cap. 10). 

Las celulas bacterianas de las especies de Nocardia no sue- 
len observarse en los cortes tenidos con hematoxilina y eosina, 
y es posible que no se observen en las tinciones del acido per- 
yodico de Schiff. Se observan con bastante facilidad en las tin¬ 
ciones de metenamina plata de Gomori, Gram-Weigert, 
Giemsa o tisulares de Gram (p. ej., tinciones de Brown y Brenn 
o Brown-Hopps). En una tincion de Gram para tejidos, los 
microorganismos suelen ser bacilos filamentosos ramificados, 
arrosariados y delgados. La tincion acido-alcohol resistente de 
Kinyoun modificada (en la cual la eliminacion de la tincion se 
realiza con H^SO^ acuosa al 1% en lugar del acido-alcohol 
habitual que se utiliza en el metodo de Ziehl-Neelsen) es util 
para los frotis directos y los cortes congelados, mientras que se 
recomienda la tincion acido-alcohol resistente de Fite-Ferraco 
para los cortes con parafina.*^^ Con estas cepas, las espe¬ 
cies de Nocardia son acido-alcohol resistentes (o “parcialmen- 
te acido-alcohol resistentes”), las especies de Mycobacterium 
son fuertemente acido-alcohol resistentes, mientras que 
Actinomyces israelii y los otros actinomicetos anaerobios no 
son acido-alcohol resistentes. 


ENFERMEDAD CUNiCA 

La enfermedad clinica causada por todas las especies del 
genero, denominada nocardiosis, es similar. La infeccion vis¬ 
ceral es una enfermedad aguda, subaguda o cronica, que suele 


comenzar en las vias respiratorias.^® Las manifestaciones inclu- 
yen fiebre. tos productiva con esputo mucopurulento e infiltra- 
dos de aspecto variado en las radiograffas de torax que no se 
resuelven. Puede haber bronconeumonfa progresiva, infiltrados 
localizados o difusos, consolidacion extensa, abscesos unicos o 
multiples, derrames pleurales, empiema y trayectos fistulosos 
con afectacion de la pared toracica. Se describio la formacion 
de granulomas y la presencia de celulas gigantes con especies de 
Nocardia, pero en nuestra experiencia los granulomas no son 
tipicos de la afectacion pulmonar por estas bacterias. 

En general, la infeccion diseminada se origina en un foco 
pulmonar, pero tambien puede ocurrir despues de una infeccion 
cutanea primaria. La propagacion bacteriemica conduce a 
infeccion multiorganica, sobre todo en el encefalo y la piel.*^ 
Alrededor del 45% de los pacientes con nocardiosis disemina¬ 
da tienen infecciones del sistema nervioso central.^** El pronos- 
tico es malo, con una tasa de mortalidad del 7-44% global y de 
hasta un 85% en los pacientes con inmunosupresion grave.^® Se 
ha documentado una infeccion grave por especies de Nocardia 
en pacientes que tienen enfermedad neoplasica^'* o smdrome de 
inmunodeficiencia adquirida^^® y en receptores de trasplantes 
renales,^^'^ entre otros. Los abscesos encefalicos metastasicos, 
que se desarrollan en alrededor de un tercio de los pacientes, 
producen cefaleas, alteraciones del sensorio, convulsiones, 
deficits neurologicos focales u otras anomalias neurologicas. 
Los hemocultivos (a pesar de la propagacion hematogena del 
microorganismo) y los cultivos de LCR casi nunca pueden 
demostrar las bacterias. 

Es probable que las infecciones cutaneas sean subdiagnosti- 
cadas porque a menudo son autolimitadas y es posible que no 
se hagan estudios microbiologicos adecuados sobre las infec¬ 
ciones superficiales.^'* Las pustulas, los abscesos, la celulitis y 
la paroniquia pueden ser el resultado de la introduccion trau¬ 
matica de nocardias en la piel. La inflamacion se asemeja a la 
observada en otras infecciones bacterianas, salvo en que tiende 
a ser menos manifiesta. Cuando el proceso se extiende hasta los 
ganglios linfaticos regionales, puede asemejarse a la esporotri- 
cosis, y se lo llama nocardiosis esporotricoide.^^ Si las bacterias 
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se introducen en el ojo debido a un traumatismo penetrante, 
puede ocurrir queratitis o endoftalmitis. 

Una lesion cutanea clasica, el micetoma, puede ser causada 
por bongos verdaderos (micetoma eumicotico) o por actinomi- 
cetos aerobios (micetoma actinomicotico). (Vease la explica- 
cion en la seccion sobre ''Actinomadura” mas adelante). 

Aunque la enfermedad producida por varias especies es 
similar, existen caracteristicas que las diferencian. Los miem- 
bros del complejo de N. asteroides causan enfermedad pulmo- 
nar y diseminada, pero N. farcinica es muy probable que se 
disemine y N. nova lo hace muy pocas veces.^^ N. brasiliensis 
provoca infecciones cutaneas mas a menudo, mieniras que N. 
pseiidobrasiliensis, mas recientemente delineado, tiende a pro- 
ducir una enfermedad diseminada. La informacion clmica 
sobre otras especies de nocardias es menos abundante. 

Rhodococcus 

Rhodococcus eqiii es el patogeno humano mas importante 
del genero. Los otros patogenos humanos, R. erythropolis, R. 
rhodnii y R. rhodochroiis pocas veces se aislan en muestras cli- 
nicas. R. eqiii era conocido como Corynebacteriiim equi. 
Tambien ha sido llamado ''Mycobacterium rhodochroiis'" y ha 
sido denominado complejo “rhodochrous”.^^ 

EPIDEMIOLOGiA, ANATOMIA PATOLOGICA Y PATOGENIA 

R. equi es causa de enfermedad pulmonar en potrillos y otros 
animales de granja.’^ Entre 1967 y comienzos de la decada de 
1980, se inform© solo sobre unas pocas infecciones humanas. 
Se cree que estas son resultado del contact© con animales por- 
tadores (p. ej., ganado bovino, cerdos, caballos o estiercol de 
ganado bovino), presumiblemente por la via respiratoria.^^ Los 
rodococos estan muy difundidos en el suelo, lo que tal vez 
explica la infeccion en personas que no recuerdan el contact© 
con animales. Takai y cols, senalaron la asociacion de rodoco¬ 
cos virulentos en el suelo de una estancia en la que se criaban 
caballos con potrillos enfermos, a diferencia de otra estancia 
sin casos de enfermedad equina y con menos aislamientos del 
suelo.^^ 

Las infecciones humanas suelen ocurrir en personas inmu- 
nodeprimidas, sobre todo en aquellas con defectos en la inmuni- 
dad celular, por ejemplo, pacientes con linfoma, enfermedad de 
Hodgkin, leucemia o smdrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA) y luego de trasplantes.^^^'^^ McNeil y Brown citan mas 
de 100 casos de infecciones por R. equi en pacientes con 
S1DA.^» 

La histopatologia de la infeccion por Rhodococcus se ase- 
meja a la de especies de Nocardia. Existe inflamacion cronica 
(fundamentalmente de macrofagos) y fibrosis, con interposi- 
cion de microabscesos.^^ No se presentan tipicamente granulo¬ 
mas caseificados bien formados, como se observan en la tuber¬ 
culosis. La malacoplaquia, una reaccion histologica defmida en 
la cual se encuentran concreciones basofllas laminadas (cuer- 
pos de Michaelis-Gutmann) entre los macrofagos, se describio 
en casos de infeccion pulmonar por Rhodococcus equi?^ 

ENFERMEDAD CUNICA 

Las infecciones clmicas pueden imitar a la tuberculosis, se 
tornan lentamente progresivas y se cavitan.'^® **'^^ La neumonia 
invasora con formacion de cavitaciones se observa sobre todo 
en pacientes con SIDA, en los cuales existe una alta propension 
a que la infeccion se disemine hasta el encefalo, el higado, el 


bazo y otros organos.^^ Otras formas de infeccion son endof¬ 
talmitis, osteomielitis, pleuresia con derrame e infeccion de 
heridas. 

Otras bacterias nocardioformes 

Las especies de Gordonia (originariamente especies de 
Gordona) fueron clasificadas antes en el genero Rhodococcus. 
Es dificil identificar y separar a los miembros de este genero 
entre si y de generos relacionados, lo que dificulta la evaluacion 
de la literatura clmica.^® Se ha aislado Gordonia aiirantiaca 
(antes R. aurantiaciis) en el esputo de pacientes con enfermedad 
pulmonar cronica,^^ en el liquido cefalorraquideo (LCR) de un 
paciente con leucemia de celulas pilosas y en una lesion grave 
de tenosinovitis gangrenosa con multiples abscesos subcutaneos 
en una mujer con enfermedad de De Quervain.^^ 

Las especies de Tsiikamurella fueron descritas inicialmente 
en Japon como agentes de enfermedad pulmonar cronica que se 
asemejaba a la tuberculosis.^® Se han informado infecciones 
pocas veces como enfermedad oportunista en pacientes inmu- 
nodeprimidos o que tienen cuerpos extranos. 

Se defmieron mas a menudo las especies de Dietzia. La 
especie tipo, D. maris (antes Rhodococcus maris) ha sido ais- 
lada en el torrente circulatorio de un paciente inmunosuprimi- 
do que tenia colocado un cateter intravascular permanente.^ 


Madummicetos y termomonosporas 

Actlnomadura 

El genero Actinomadiira es geneticamente divers© y abarca 
dos grupos supragenericos.^®'^® Una vez mas la terminologia es 
confusa y esta en transicion. Goodfellow sugiere que las espe¬ 
cies de Actinomadiira deben reservarse para A. madiirae y 
especies relacionadas (que incluyen A. pelletieri), que desde el 
punto de vista genetico se encuentran mas estrechamente rela¬ 
cionadas con el grupo Thermomonospora.^^ Por el contrario, 
“maduromicetos” se reserva para un grupo natural de bacterias 
que incluye A. pusilla y microorganismos relacionados.^* 
Desde el punto de vista practice, los principales patogenos 
humanos, A. madiirae y A. pelletieri forman parte del primer 
grupo. Los miembros del genero Actinomadiira contienen 
meso-DAV en sus paredes celulares (pared celular de tipo IIIB; 
madurosa es un componente hidrocarbonado importante).^* 

EPIDEMIOLOGiA 

Las especies de Actinomadiira son microorganismos del 
suelo que se introducen a traves de la piel por un traumatismo, 
que puede ser menor. Las infecciones se observan fundamen¬ 
talmente en paises tropicales y subtropicales, lo que puede 
reflejar en parte la mayor tendencia de las personas que viven 
en climas mas calidos a caminar descalzas.^^ 

ENFERMEDAD CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA 

Los micetomas son lesiones cronicas, penetrantes y progresi- 
vamente destructivas que afectan la piel, el tejido subcutaneo y 
las estructuras subyacentes, como el hueso, el musculo y la fas¬ 
cia. No es sorprendente en las infecciones causadas por micro¬ 
organismos del suelo, que tiendan a ocurrir sobre los miembros; 
el pie es un sitio muy frecuente. La inflamacion granulomatosa 
cronica suele conducir a multiples fistulas secretantes, de las 
cuales se eliminan granulos (o granos). El hueso casi siempre 



Actinomicetos termofilos 823 


afeciado. Estos granules, que miden menos de 1 mm de 
diametro. representan colonias del agente infeccioso, y vanan 
de color segiin la naturaleza del agente infectante, por ejemplo, 
^^scefoma de granos blancos.^"^ Microscopicamente, los granu¬ 
les consisten en masas de bacterias filamentosas o hifas intro- 
en una matriz similar al cemento, que imparte el color 
•j*-e obser\a a simple vista. Se puede presentar una reaccion 
inmunitaria, conocida como el fenomeno de Splendore- 
H<>eppli. La fibrosis suele ser el resultado final del micetoma, 
no en la medida en que se observa en la actimicosis cau- 
vkia poT Actinomyces israelii (veanse caps. 14 y 16). 

Los micetomas son causados por bongos verdaderos (mice- 
loma eumicotico) y por actinomicetos aerobios (micetoma acti- 
mmicoiico). En la jerga coloquial, el micetoma actinomicotico 
>e denomina a veces “pie de Madura”. Los agentes etiologicos 
mas irecuentes y sus granulos asociados se resumen en el cua- 
drr» i5-4. En un estudio de 366 aislamientos de actinomicetos 
aerobios en micetomas remitidos a los Centers for Disease 
Control (ahora. Centers for Disease Control and Prevention 
iCEX:]) a finales de la decada de 1980, A. madurae tuvo la 
^egunda incidencia mas frecuente luego de N. asteroides 
c 1 {.5Vc frente a 26%).^° La mayoria de las infecciones ocurren 
en paises tropicales, sobre todo en India y Tiinez (A. madurae) 
en Senegal, Chad y Somalia (A. pelletieri). Como senalamos, 
Socardia asteroides causa infecciones en todo el mundo, mien- 
iras que N. brasiliensis se limita a Sudamerica, America 
Central y Mexico. Veintitres de 28 casos probados por cultivo 
□e micetoma actinomicotico en los Estados Unidos ocurrieron 
en los estados del sur y el oeste, incluidos 11 de Texas y 3 cada 
uno de California y Florida.^^ 

.Aunque casi todas las infecciones por A. madurae son super- 
ficiales. se ban comunicado infecciones sistemicas en pacientes 
con inmunodeficiencia. Se informo de un caso de peritonitis por 
A. madurae en un paciente sometido a dialisis peritoneal conti- 
nua. La infeccion diseminada ocurrio en un paciente con 
SIDA que tambien era un consumidor habitual de heroina.^^ 

Nocardiopsis 

Nocardiopsis dassonvillei, la especie mas importante del 
genero, forma cadenas en zigzag de esporas dentro de una 
estructura similar a una vaina y tiene una pared celular de tipo 
III (meso-DAP) sin azucares diagnosticos. El genero 
Nocardiopsis fue separado del genero Actinomadiira para esta- 


blecer una categoria para los microorganismos relacionados 
que carecen del hidrato de carbono madurosa de la pared celu¬ 
lar. N. dassonvillei, comunmente un saprofito del suelo, ha sido 
aislado en animales y pocas veces en infecciones humanas, 
sobre todo en micetomas. En 1997 Yassin y cols, comunica- 
ron el aislamiento de una especie nueva, N. synnemataformans 
en el esputo de un receptor de trasplante renal;‘’° el papel de 
esta especie nueva en la enfermedad humana es poco claro. 


Estreptomicetos 

Streptomyces 

Las especies de Streptomyces son microorganismos del suelo 
que tienen una importancia considerable en la industria y el 
campo farmaceutico. Algunas especies que causan infecciones 
humanas han sido aisladas en esputo y otras secreciones respi- 
ratorias, en heridas superficiales, piel y otras muestras. En un 
estudio de 366 aislamientos de actinomicetos aerobios en mice¬ 
tomas clmicos remitidos para su estudio a los CDC a finales de 
la decada de 1980, solo N. asteroides y A. madurae fueron ais- 
lados mas a menudo que las especies de Streptomyces.^'^ S. 
somaliensis, que causa micetoma actinomicotico, tiene una dis- 
tribucion casi mundial y ha sido aislado en casos de micetoma 
en Arabia Saudita, Nigeria, Niger, Sudan, Somalia, Sudafrica, 
Venezuela, India y Mexico.En una alta proporcion de estos 
casos se afectaron la cabeza y el cuello, produciendo lo que se 
conoce como “craneo de Madura”. Hasta 1981, los estrep¬ 
tomicetos no habian sido aislados en micetomas en los Estados 
Unidos.Los granos de los micetomas por estreptomicetos son 
grandes (2 a 4 mm) y pardo amarillentos. Streptomyces anula- 
tus (antes S. griseus), un microorganismo que causa micetomas 
subcutaneos en felinos y delfmes, tambien ha sido aislado en 
micetomas humanos. 


Actinomicetos termofilos 

Los actinomicetos termofilos provocan enfermedad humana, 
pero pocas veces se encuentran en el laboratorio de microbio- 
logia clinica, porque causan reacciones alergicas en lugar de 
infecciones productivas. En 1963 Pepys y cols, denominaron a 
la fuente antigenica del heno mohoso como Saccharopolyspora 
rectivirgula.^^ Con posterioridad, se reconocio a Thennoac- 


Cuadro 15-4 Agentes etiologicos de los micetomas 

MICETOMA 

DE GRANOS BLANCOS 
(EUMICOTICOS) 

MICETOMA 

DE GRANOS NEGROS 
(EUMICOTICOS) 

MICETOMA DE GRANOS 
BLANCOS/AMARILLOS 
(ACTINOMICOTICOS) 

MICETOMAS DE GRANOS 
PARDO/ROJIZOS 
(ACTINOMICOTICOS) 

Especies de Acremonium 

Especies de Aspergillus 

Corynespora cassicola 

Especies de Fusarium 

Neotestudina rosatii 

Pseudodallescheria boydii 

Pseiidochaetoapheronema larense 

Especies de Curvidaria 

Exophiala jeanselmei 

Especies de Leptosphaeris 

Especies de Madurella 

Phialophora cyanescens 

Plenodomas arramii 

Especies de Pyrenochaeta 

Actinomadura madurae 

Nocardia asteroides 

Nocardia brasiliensis 

Actinomadura pelletieri 

Streptomyces somaliensis 

Adapt ado de referenda'^. 
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tinomyces vulgaris como una fuente adicional de alergenos. La 
enfermedad clinica, el pulmon del granjero, es un ejemplo de 
neumonitis por hipersensibilidad o neumonitis alergica extnn- 
seca. La enfermedad puede ser cronica y discapacitante, con 
deterioro de la funcion pulmonar hasta que se evita o elimina 
el agente desencadenante. Otros cuadros similares se producen 
luego de la exposicion a mohos contenidos en compost, cana de 
azucar (bagasosis), acondicionadores de aire o conductos de ven- 
tilacion.*® Son responsables varios miembros de los generos 
Saccharopolyspora, Micropolyspora (Faenia) y Thermoactino- 
myces. La taxonomia de estos microorganismos ha sufrido 
multiples cambios a traves de los anos. 


Otros actinomicetos 

Oerskovia 

Las dos especies mas importantes de Oerskovia son O. tur- 
hata y O. xanthineolytica. Despues de cierta controversia taxo- 
nomica referente a la relacion de estos microorganismos con el 
genero Celliilomonas, el genero Oerskovia ha sido reconstitui- 
do con O. turbata como especie tipo.^^ Estas bacterias eran cla- 
sificadas como grupos corineformes A-3 y A-4 (O. turbata) y 
A-1 y A-2 (O. xanthineolytica) de los CDC.^^ Son bacilos 
grampositivos aerobios que se encuentran en el suelo. Sottnek 
y cols, describieron las caracteristicas de 57 aislamientos clmi- 
cos, que pertenecian al genero Oerskovia, que habian sido deri- 
vados a los CDC desde los laboratorios del hospital y salud 
piiblica de todo el pais.®^ Cinco de ellos provenian de valvulas 
cardiacas o de otras localizaciones cardiacas, nueve provenian 
de la sangre, uno era de LCR y los restantes provenian de sitios 
como orina, heridas traumaticas y quirurgicas, secrecion ocu¬ 
lar, liquidos pleurales y quisles pilonidales. Las especies de 
Oerskovia han causado infeccion intrahospitalaria luego de la 
contaminacion de liquidos para nutricion parenteral domesti- 
ca^^ y han sido responsables de endocarditis bacteriana,’^ bac- 
teriemia asociada con cateteres,^^ infeccion de articulaciones 
protesicas^® e infeccion de dialisis peritoneal.^’ 

Dermaiophilus 

Dermatophilus congolensis es un actinomiceto interesante 
que produce una dermatitis exudativa pustulosa conocida como 
dermatofilosis (tambien denominada gomosis o putrefaccion 
del pie, queratolisis con depresiones o estreptotricosis) en 
muchas especies de animales (entre ellas, ganado bovino, ove- 
jas, caballos, cabras, ciervos, cerdos, ardillas y gatos domesti- 
cos). Pocas veces causa enfermedad en los seres humanos. Se 
desconoce el modo exacto de transmision, aunque la mayoria 
de las infecciones ocurren luego del contacto directo con mate- 
riales infectados y posiblemente por las picaduras de ectopara- 
sitos e insectos voladores. Las ocupaciones y las diversiones 
que aparecen con riesgo particular son fundamentalmente 
aquellas que involucran un contacto estrecho con animales, 
como veterinarios, trabajadores de mataderos y cazadores.'^ 
Los patologos pueden encontrar estos microorganismos dentro 
de los foliculos pilosos o las capas de queratina de las plantas de 
los pies en formas de masas de filamentos tabicados, ramifica- 
dos, no acido-alcohol resistentes. 

Tropheryma whipplei 
HISTORIA Y TAXONOMIA 

Esta bacteria es el ultimo agregado a los actinomicetos aero¬ 
bios, pero la enfermedad asociada, la lipodistrofia intestinal 


(enfermedad de Whipple), fue descrita por primera vez en 1907 
por George Whipple. Se habian identificado bacterias en los 
tejidos afectados mediante microscopia optica y electronica, 
pero la naturaleza del agente etiologico siguio siendo un mis- 
terio hasta 1991, cuando Wilson y cols, utilizaron amplifica- 
cion de acidos nucleicos y secuenciacion de RNA 16S en una 
biopsia duodenal de un paciente con enfermedad de Whipple 
para dilucidarla."^’ El aspecto morfologico de las bacterias en el 
tejido no se considero tipico de los bacilos grampositivos o 
gramnegativos, tal vez debido a la localizacion intracelular de 
los microorganismos.^’ Sin embargo, mediante analisis molecu¬ 
lar, el microorganismo se ajusta a la familia de los grampositivos, 
mas estrechamente relacionado con Rothia,^'' Rhodococcus, 
Arthrobacter y Streptomyces, menos estrechamente relaciona¬ 
do con las micobacterias.*®'' Casi una decada mas tarde, la bac¬ 
teria fue cultivada en fibroblastos humanos’"^ y denominada 
Tropheryma whipplei (designacion enmendada de T whippelii 
original).En la actualidad, se ha secuenciado por completo el 
genoma de T whipplei, lo que proporciona nociones utiles 
sobre su naturaleza.* La bacteria tiene un genoma sorprenden- 
temente pequeho, que demuestra las caracteristicas de otras bac¬ 
terias intracelulares que requieren aminoacidos externos y son 
deficientes en metabolismo energetico. No obstante, la cantidad 
de material genetico dedicado a codificar estructuras de super- 
ficie es bastante grande, lo que sugiere que las interacciones 
entre el exterior de las bacterias y el huesped son fundamenta- 
les para su supervivencia. Por ultimo, existe considerable varia- 
bilidad genetica (que incluye la variacion de fase), que puede 
ser ventajosa para la adaptacion a los medioambientes intrace¬ 
lulares cambiantes.* 

ECOLOGIA 

El lugar de T whipplei en la naturaleza se desconoce. Se lo 
ha detectado en heces humanas y en aguas servidas, pero no 
esta claro si el acido nucleico era una fuente de infeccion para 
el hombre o si era el resultado de la excrecion por los indivi- 
duos infectados.^’ Se ha comunicado la deteccion de acidos 
nucleicos mediante tecnicas de amplificacion en la saliva 
humana^^ y en secreciones gastricas.^^ Ha sido hallado en 
muestras de biopsia duodenal de pacientes que no tienen enfer¬ 
medad de Whipple,^^ aunque otros investigadores observaron 
DNA solo rara vez en ausencia de pruebas clmicas de la enfer¬ 
medad.^^ Por lo tanto, es posible que los seres humanos sean 
reservorios de las bacterias, pero no hay otra opinion clara 
sobre eso. Los problemas potenciales con la especificidad de 
los procedimientos de amplificacion y la presencia de enfer¬ 
medad de Whipple extraintestinal sin afectacion manifiesta del 
intestino^*^ complican el analisis. 

ENFERMEDAD CLINICA Y ANATOMIA PATOLOGICA 

La enfermedad de Whipple es una enfermedad multisistemi- 
ca cronica rara.^*’^’ La triada clasica de diarrea, perdida de peso 
y malabsorcion refleja la frecuencia con la cual se afecta el 
tubo digestivo. Tambien se afectan otros sistemas organicos, 
sobre todo articulaciones y sistema nervioso (recuadro 15-2). 
El corazon tambien puede estar afectado y T. whipplei es una 
causa de endocarditis bacteriana con cultivos negativos.^^*-^'^ 

La patogenia de la enfermedad de Whipple se conoce poco. 
Es probable que sean importantes los defectos en la inmunidad 
celular o la funcion de los macrdfagos, pero parecen ser espe- 
cificos para este agente, ya que los pacientes no suelen estar 
infectados por otros patogenos oportunistas. 
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Rectiarirn 15-2 Sitios extraintestinaies de la enfermedad 

de Whipple: analisis de 52 casos^ 



Articulaciones 

43 (83) 

Sistema nervioso 

11 ( 21 ) 

Piel y mucosas 

9(17) 

Corazon y vasos sangumeos 

9(17) 

Pulmon y pleura 

7(13) 

Ojo 

5(10) 


" Multiples sitios afectados en algunos pacientes. 
Adaptado de la referenda-’. 


T whipplei es un patogeno intracelular facultative. Como es 
cierto para otras bacterias de esta categoria, el sello patologico 
de la infeccion es el macrofago. Los macrofagos espumosos, 
que contienen muchas bacterias dentro de vacuolas, eran res- 
ponsables de los quiliferos amarillos que George Whipple 
observe en el intestine delgado. Las bacterias en estas celulas 
pueden ser tenidas por el metodo de acido peryodico de Schiff, 
pero esta tecnica no es especifica. Otras bacterias, sobre todo el 
complejo Mycobacterium avium y Rhodococcus equi, pueden 
causar un cuadro similar. Las tinciones acido-alcohol resisten- 
tes pueden ayudar con la diferenciacion, ya que T whipplei no 
es acido-alcohol resistente. Por ultimo, se necesita la tincion 
inmunologica de tejidos, cultivo o amplificacion de acidos 
nucleicos para los cases dificiles. En los tejidos extraintestina- 
les pueden observarse granulomas similares al sarcoide y no 
caseificados.^^ 


Diagnostico de laboratorio de las infecciones causadas 
por actinomicetos aerobios 

Aislamiento primario 

N. asteroides y otros actinomicetos aerobios son microorga- 
nismos aerobios que crecen en distintos medios bacteriologicos, 
que incluyen agar sangre, agar infusion de encefalo y corazon o 
agar dextrosa de Sabouraud sin antibioticos (son inhibidos por 
cloranfenicol, penicilina y estreptomicina) y en medios desig- 
nados para el aislamiento de micobacterias. N. asteroides crece 
bien a 25 ®C, a 35 a 37 °C y a 42 a 45 °C. La incubacion a una 
temperatura mas alta permite su crecimiento, mientras que 
muchas otras bacterias seran inhibidas. El crecimiento puede 
llevar de 4 dias a 6 semanas de incubacion y es aumentado por 
la incubacion en CO^ al 10%. Los aislamientos a menudo se 
hacen en los laboratorios de microbiologia o micobacteriolo- 
gia, porque los cultivos han sido incubados durante un periodo 
suficientemente prolongado. 

Las especies de Nocardia pueden ser aisladas en muestras 
contaminadas utilizando el medio de Thayer-Martin (MTM) 
modificado.^^ Shawar y cols, aprovecharon la capacidad pecu¬ 
liar de crecimiento con parafma como unica fuente de carbono 
para crear un medio selectivo y quimicamente defmido que 
contenia parafma (tecnica de cebado con parafina).®^ Mediante 
esta tecnica, se inserta una varilla de vidrio recubierta con para¬ 
fma en un caldo libre de carbono mezclado con la muestra de 
esputo. En los cultivos positivos, el crecimiento aparece sobre 
la varilla inmediatamente por encima de la superficie del caldo. 


Asimismo, Ayyar y cols, observaron que el agar parafma era un 
medio selectivo poco costoso para las especies de Nocardia y 
era superior a MTM o a la tecnica de cebado con parafma.^ 

El medio selectivo de agar extracto de levadura-carbon 
amortiguado (BCYE, utilizado comunmente para el aislamien¬ 
to de especies de Legionella en muestras respiratorias) tambien 
facilita el aislamiento de especies de Nocardia en el esputo y 
otras muestras que pueden estar contaminadas con bacterias 
mixtas.^^*"^^ El uso del agar selectivo BYCE, al cual se ha agrega- 
do polimixina B, anisomicina y vancomicina, y el pretratamien- 
to de la muestra con un lavado acido mejoro el aislamiento de las 
especies de Nocardia desde el 8 % al 33% para el primero y al 
67% para el ultimo. 

A. asteroides sobrevive al procedimiento de digestion habi¬ 
tual con A-acetil-L-cisterna (sin NaOH) que se utiliza para ais- 
lar micobacterias en el esputo o los lavados bronquiales.^ Se 
ha recomendado realizar los cultivos de estas muestras para el 
aislamiento de especies de Nocardia tanto antes como despues 
del procedimiento de digestion, aunque este enfoque duplica el 
trabajo. Las colonias en los medios de Lowenstein-Jensen (LJ) 
a menudo se desarrollan en 1 a 2 semanas. Pueden tener un 
aspecto similar a las micobacterias atipicas (vease cap. 19). Sin 
embargo, las especies de Mycobacterium no producen hifas 
aereas y difieren bioquimicamente de las nocardias. Las hifas 
ramificadas de Nocardia, las cuales no siempre pueden verse 
en los extendidos preparados a partir del crecimiento en medios 
solidos, a veces se demuestran por el crecimiento en cultivos en 
caldo, mientras que las micobacterias no suelen ramificarse 
(aun cuando los bacilos pueden ser alargados). Una excepcion 
que vale la pena mencionar es Mycobacterium fortuitum, del 
cual se ha observado que produce filamentos ramificados en 
frotis de pus y puede producir colonias filamentosas. 

Diferenciacion de Nocardia otros generos de actinomicetos aerobios 

Las infecciones de los seres humanos por los generos Strep- 
tomyces, Nocardiopsis, Rhodococcus, Actinomadura, Gordo- 
nia, Tsukamurella, Oerskovia y Dermatophilus parecen ser 
raras en los Estados Unidos, aunque faltan buenos datos sobre 
su incidencia. En los cuadros 15-5 y 15-6 se presentan algunas 
caracteristicas que pueden ayudar a diferenciar entre los gene¬ 
ros de los actinomicetos aerobios y otras bacterias relacionadas 
y dentro de ellos. En el recuadro 15-1 se proporciona un breve 
glosario de los terminos utilizados en la diferenciacion de los 
actinomicetos. 

Se puede sospechar la presencia de especies de Nocardia y 
Streptomyces sobre la base de algunas caracteristicas simples. 
Las colonias tipicas de ambas especies son de consistencia seca 
a cretacea, habitualmente apiladas o plegadas y su color varia 
de amarillo a bianco grisaceo (vease lamina en color 15-1 A). 
Las especies de Nocardia suelen tener cierto sombreado ama¬ 
rillo, mientras que las de Streptomyces son mas a menudo bian¬ 
co grisaceas. Ambos grupos producen colonias con un olor 
intenso a sotano humedo (probablemente porque los sotanos 
son “fabricas” de Streptomyces). Las colonias de Rhodococcus 
equi carecen del olor humedo y a menudo tienen un color rosa- 
do o salmon en medios de agar (lamina en color 15-1B). 

En condiciones tipicas, la tincion de Gram del material de 
una colonia muestra filamentos ramificados y delicados de no 
mas de 1 um de diametro (vease lamina en color 15-1C). Las 
especies de Nocardia son parcialmente acido-alcohol resisten- 
tes (no pierden el color cuando son tratadas con H 2 SO 4 al 1 % o 
HCl al 3%, pero si cuando se aplica el decolorante de alcohol 
acido mas activo en las tinciones de Ziehl-Neelsen o de 




Cuadro 15-5 Pruebas bioquimicas y fisiologicas para la identificacion de actinomicetos aerobios seleccionados de importancia clmica 


ACIDO-ALCOHOL 

CRECI- 

OPACIFI- 

CRECIMIENTO 

A AZ 17M 


descomposici6n de 



hidr6lisis 

niT 

MICROORGANISMO 

KlLMiSIEiN lH/ 

MODIFICADO 

JVllr^IN lU HilN 

LISOZIMA 

MIDDLEBROOK 

3 DIAS 

Caseina 

Tirosina Xantina 

Hipoxantina 

UREASA 

GELATINA 

Nocardia asteroides 

+ 

+ 

- 

V 

- 

- 

- 

+ 

- 

Nocardia brasiliensis 

+ 

+ 

- 

_ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Nocardia otitidiscaviarum 
(N. caviae) 

+ 

+ 

- 

V 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Nocardia transvalensis 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

Nocardia farcinica 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

Nocardia nova 

+ 


- 


- 

- 

- 

V 

- 

Nocardia pseudobrasiliensis 

+ 


- 

- 

+ 

+ 

+ 


+ 

Rhodococcus equi 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

Rhodococcus erythropolis 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

Rhodococcus rhodnii 


+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

ND 

ND 

Rhodococcus rhodochrous 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

ND 

Gordonia bronchialis 

+ 

- 

ND 

ND 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Gordonia rubropertincta 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

ND 

ND 

Gordonia sputi 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

ND 

ND 

Gordonia terrae 

+ 

- 

ND 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

ND 

ND 

Tsukamurella inchonensis 

+ 

+ 

ND 

ND 

+ 

- 

+ 

ND 

ND 

Tsukamurella paurometabola 
{Rhodococcus aurantiacus) 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

- 

- 

+ 

ND 

Tsukamurella pulmonis 


+ 

ND 

ND 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Tsukamurella strandjordae 

+ 

+ 

ND 

ND 

- 

- 

- 

ND 

ND 

Tsukamurella tyrosinosolvens 


+ 

ND 

ND 


+ + 

+ 

ND 

ND 

Tsukamurella wratislaviensis 

+ 

+ 

ND 

ND 

ND 

+ + 

+ 

ND 

ND 

Dietzia {Rhodococcus) maris 

- 

- 

ND 

ND 

- 

- 

- 

+ 

ND 

Dermatophilus, especies 

- 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

ND 

+ 

+ 

Oerskovia turbata 


- 

ND 

- 

+ 

- 

- 


+ 

Oerskovia xanthineolytica 

- 

- 

ND 

V 

+ 

+ 

+ 

ND 

ND 

Actinomadura madurae 

- 

- 

ND 

ND 

+ 

+ - 

+ 

- 

+ 

Actinomadura pe lie fieri 

- 

- 

ND 

ND 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Streptomyces somaliensis 

- 

- 

ND 

ND 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

Streptomyces griseus 

- 

- 

ND 

ND 

+ 

+ + 

+ 

V 

+ 

Nocardiopsis dassonvillei 

- 

- 

ND 

ND 

+ 

+ + 


+ 

+ 
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Cuadro 15-5 Pruebas bioqui'micas y flsiologicas para la identilicacion de actiiioiiiicelos aontbios seloccioiiados de iiiipdiiaiici.i cliiiioa (null.) 


UTILIZACION COMO IINICA FUENTE l>E CARBONO I>E 


MICROORGANISMO 

Adonitol 

(Ribitol) 

i.-arabinosa 

Citrato 

l-eritritol 

D-galactosa 

D-glucosa 

i-mioinositol 

D-manitol 

L-ramnosa 

i)-sorbitol 

i)-trehalosa 

Nocardia asteroides 

- 

- 

V 

- 

V 

-1- 

- 

- 

V 

- 

V 

Nocardia brasiliensis 

- 

- 

+ 

- 


+ 


+ 

- 

- 

+ 

Nocardia otitidiscaviarum 
{N. caviae) 

- 

V 

- 

- 

- 

+ 

+ 

V 

- 

- 

V 

Nocardia transvalensis 

V 

- 

+ 

V 

V 

V 

V 

V 

- 

V 

+ 

Nocardia farcinica 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

Nocardia nova 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

Nocardia pseudobrasiliensis 

- 

- 

+ 

- 

+ 

-1“ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

: Rhodococcus equi 

ND 

ND 

- 

ND 

-1- 

ND 


- 

V 

- 

ND 

Rhodococcus erythropoUs 

ND 

ND 

+ 

ND 

V 

ND 

+ 

+ 

- 

+ 

ND 

Rhodococcus rhodnii 

ND 

ND 

V 

ND 

+ 

ND 


+ 

- 

- 

ND 

Rhodococcus rhodochrous 

ND 

ND 

V 

ND 

V 

ND 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

Gordon ia bronchial is 

ND 

ND 

- 

ND 

- 

ND 

+ 

- 

- 

- 

ND 

Gordonia rubropertincta 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

ND 

- 

+ 


+ 

ND 

Gordonia sputi 

ND 

ND 

- 

ND 

+ 

ND 

- 

+ 

- 

+ 

ND 

Gordonia terrae 

ND 

ND 

+ 

ND 

+ 

ND 

- 

+ 

+ 

+ 

ND 

Tsukamurella inchonensis 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

-f 

ND 

Tsukamurella paurometabola 
(Rhodococcus aurantiacus) 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

- 

- 

ND 

- 

ND 

Tsukamurella pulmonis 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

- 

+ 

ND 

+ 

ND 

Tsukamurella strandjordae 

ND 

ND 

+ 

ND 

ND 

ND 

+ 

-1- 

ND 

+ 

ND 

Tsukamurella tyrosinosolvens 

ND 

ND 

V 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

+ 

ND 

Tsukamurella wratislaviensis 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

ND 

+ 

ND 

Dietzia (Rhodococcus) marts 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Dermatophilus, especies 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Oerskovia turbata 

ND 

ND 

- 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Oerskovia xanthineolytica 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Actinomadura madurae 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Actinomadura pelletieri 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Streptomyces somaliensis 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

- 

- 

- 

Streptomyces griseus 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

- 

- 

- 

Nocardiopsis dassonvillei 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 


+. positiva; - negativa; V, variable; ND, no disponible. 
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Cuadro 15-6 Caractensticas diferenciales adicionales: Nocardia^ otros actinomicetos y generos relacionados que pueden encontrarse en el laboratorio clinico 


GfiNERO 

RELACION 
CON EL 
OXIGENO 

MICELIO 

AEREO"^ 

CONIDIAS 

FILAMENTOS 

RAMIFICADOS 

(MICROSCOPICOS) 

FRAGMENTACION 
DE LOS MICELIOS 

EN LOS CULTIVOS 
MAS ANTIGUOS' 

CATALASA 

FUERTEMENTE 

ACIDO-ALCOHOL 

RESISTENTE' 

PARCIALMENTE 
ACIDO-ALCOHOL 
RESISTENTEy Y 

ARILSULFATASA" 

POSITIVO 

MOTI- 

UDAiy 

Actinomadura 

A 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

Actinomyces 

AE, F, M 

- 

- 


- 

D 

- 

- 

- 

A rcanohacterium 

A, F 




- 

- 

- 

- 

- 

Bacterionema 

A, F 



+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

Bifidobacterium 

AE 


- 


- 

- 


- 

- 

Corynebacferium 

A, F 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

Dermatophilus 

A, M 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

Mycobacterium 

A 

- 

- 

+■ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

Nocardia 

A 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Nocardiopsis 

A 

+ 

+ 

+ 

D 

+ 

- 

- 

- 

Oerskovia 

A, F 

- 

- 

+ 

+ 

D 

- 

- 

+ 

Propionibacterium 

AE, F, M 

- 

- 



D 

- 

- 

- 

Rhodococcus 

A 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

Rothia 

A, M 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

Streptomyces 

A 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 


“Relacion con oxigeno: A, aerobio; F, anaerohio facultativo; M, microaerofilo; AE, aerobio estricto. 

^Micelio aereo: +, producido de forma persistente o transitoria; no producido. 

Filamentos ramificados (microscopicos): las celulas bifurcadas que comiinmente producen Bifidobacterium no se consideran verdaderas ramas. La mayon'a de las cepas de Propionibaclerium aisladas clmicamente no se rami- 
fican: las cepas ocasionales que se ramifican podrfan ser confundidas con Actinomyces o Arachnia. La mayoria de las cepas de Mycobacterium halladas clmicamente no se ramifican. Sin embargo, M. fortuitum, un microor¬ 
gan ismo de rdpido crecimienio. puede formar hifas ramificadas y asemejarse a Nocardia. 

‘‘Fragmentacion del micelio en cultivos mas antiguos; los filamentos tienden a dividirse en elementos bacilares o cocoides cortos. Dermatophilus congoiensis, pardsito de la pie I y agente de la dermatitis exudativa en los anima- 
les ipocas veces en los seres humanos), forma filamentos mice Hales que se dividen tan to transversal como longitudinalmente para formar grupos de hasta ocho celulas cocoides moviles. 

'Las especies de Mycobacterium son fueriemente dcido-alcohol resistentes ciiando son tenidas con Ziehl-Neelsen, auramina-rodamina o tinciones de Kinyoim modificadas. For el contrario, las especies de Nocardia y las espe- 
cies de Rhodococcus son solo debil o parcialmente dcido-alcohol resistentes y solo se tinen con una tincion dcido-alcohol resistente modificada (vease el texto). 

'Parcialmente dcido-alcohol resistente: positiva solo cuando se utiliza una baja concentracion de dcido inorgdnico (p. ej., dcido sulfurico al 1%) en lugar de alcohol dcido: la tincion de las bacterias a menudo es irregular con 
segmentos no tehidos. 

^Prueba de la arilsulfatasa (3 dias). Vease capitulo 19. 

^D, Actinomyces viscosus y dos especies de importancia no medica, A. howelii y A. hordeovulneris, constituyen las unicas especies de Actinomyces que son catalasa positivas. 

. 90% o mas de cepas negativas; +, 90% o mds de cepas positivas; D, 11-89% de cepas positivas. 

Datos tornados de Sneath PH A, Mair NS, Sharpe ME. Holt G. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Vol. 2. Baltimore: Williams & Williams. 1986; Buchanan RE, Gibbons NE: Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology. Ed. 8. Baltimore: Williams & Wilkins, 1974 y Rippon JW. Medical Mycology. Ed. 2. Filadelfia: Saunders. 1982. 
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Recuadro 15-3 Tinci6n acido-alcohoi resistente modificada 
para especies de Nocardia 


1 Realizar un frotis del microorganismo de los medios de crecimiento y 
fijar con calor. 

2. Irrigar el portaobjetos con carbolfucsina de Kinyoun durante 5 minutos. 

3 Verter el exceso de tincion. 

- Realizar la decoloracion con una solucion acuosa al 1% de acido sulfu- 
rico. 

5 Lavar con agua corriente. 

'' Realizar la contratincion con azul de metileno durante un minuto. 
Enjuagar con agua y secar. Examinar con microscopic de inmersion en 
aceite. 


Kinyoun) (recuadro 15-3). Por el contrario, las especies de 
Streptomyces no son parcialmente acido-alcohol resistentes. Se 
puede aumentar la tincion acido-alcohol resistente haciendo 
crecer el microorganismo en ciertos medios, como agar de 
Middlebrook 7H11 o agar casema (vease luego la explicacion 
de las tecnicas de identificacion). Si el microorganismo desco- 
nocido no es acido-alcohol resistente, se puede hacer un infor¬ 
me de “actinomiceto aerobio no acido-alcohol resistente”, pero 
ese informe debe ser diferido hasta que se realicen intentos 
adecuados para reforzar la acido-alcohol resistencia. 

Las especies de Rhodococcus no forman los filamentos lar¬ 
gos observados en los aislamientos de Nocardia y Strepto¬ 
myces. Son bacilos grampositivos que pueden agruparse como 
caracteres chinos, lo que refleja su hogar taxonomico anterior 
en el genero Corynebacterium (lamina en color 15-ID). Los 
aislamientos a menudo son parcialmente acido-alcohol resis- 
tenies (lamina en color 1-E). 

El crecimiento en presencia de lisozima es util para identifi- 
car las especies de Nocardia (vease cuadro 15-5), sobre todo 
las cepas que no son acido-alcohol resistentes. Todas las espe¬ 
cies de Nocardia son resistentes a lisozima y crecen en su pre¬ 
sencia en 5 a 20 dias. Se debe realizar un tubo de control de 
caldo de glicerol sin lisozima y tanto controles positivos como 
negativos con cada prueba. La prueba se efectua como se expli¬ 
ca en el recuadro 15-4. 

La capacidad diferencial de las distintas nocardias y los acti¬ 
nomicetos aerobios relacionados para hidrolizar casema, tirosi- 
na, xantina e hipoxantina es uno de los puntos fundamentales 


Recuadro 15-4 Prueba de la lisozima para la identificacibn 
de las especies de Nocardia 


1. Preparar caldo de glicerol agregando 5 g de peptona y 70 mL de glice¬ 
rol a 1 000 mL de agua destilada (reducir proporcionalmente las canti- 
dades si se desean cantidades mas pequenas). Esterilizar con autoclave 
a 15 psi durante 15 minutos. 

2. Preparar una solucion de lisozima disolviendo 100 mg de polvo de liso¬ 
zima en 100 mL de HCl 0,01 N. 

3. Combinar 95 mL de caldo de glicerol con 5 mL de solucion de lisozima 
y dividir en alicuotas de 5 mL en tubos con tapa a rosea. Utilizar ali- 
cuotas de 5 mL de caldo de glicerol sin lisozoma para el control del 
crecimiento. 

4. Preparar una suspension diluida del microorganismo desconocido en 
solucion salina esteril. Utilizando una pipeta Pasteur, inocular I o 2 
gotas en el tubo con lisozima y el tubo de control (mantener el inoculo 
diluido). 

5. Incubar a 25 °C. Examinar cada tubo para detectar crecimiento en 7 a 
14 dias. El crecimiento aparece como una pelicula sobre la superficie, 
como un sedimento o como ambos. Los tubos pueden ser sacudidos 
suavemente para observar particulas similares a migas de pan en los 
tubos que muestran un crecimiento positivo. 

6. Un microorganismo resistente a la lisozima crece tanto en el tubo con 
lisozima como en el tubo control: un microorganismo que es sensible 
crece solo en el tubo control. 


de los protocolos de identificacion en la mayoria de los labora- 
torios clmicos. El procedimiento se describe en el protocolo 
15-1 y los patrones de reaccion se muestran en el cuadro 15-5. 
Las placas diferenciales se inocularon con el microorganismo 
desconocido hasta durante 3 semanas a 30 °C y se observo la 
presencia de hidrolisis (aclaracion del medio que rodeaba a las 
colonias). En la figura 15-2 se muestra un ejemplo de la hidro¬ 
lisis de casema por una colonia de especies de Streptomyces. 
La diferenciacion de ciertas especies no se puede lograr solo 
con el analisis de la hidrolisis. Puede ser necesaria la caracteri- 
zacion de la capacidad para descomponer hidratos de carbono 
o utilizarlos como unica fuente de carbono.La diferencia¬ 
cion entre Nocardia farcinica y N. asteroides se ve facilitada 
por el analisis de la temperatura del crecimiento,*^ por la capa¬ 
cidad para opacificar los medios de Middlebrook 7H10 o 7H11 
(cuadro 15-5)*^’^^'*^ y por el perfil de sensibilidad a los antibio- 
ticos (vease cuadro 15-10).*^ Se describio una reaccion en 
cadena de la polimerasa, en la cual se amplifica una secuencia 
de DNA especiTica de especie para N. farcinica. 


Cuadro 15-7 Pruebas claves para la diferenciacion entre las especies de Nocardia 

MICROORGANISMO 

PRUEBA O CARACTERISTICA 

Nocardia nova 

Nocardia farcinica 

Nocardia brasiliensis y Nocardia pseudobrasiliensis 

Nocardia transvalensis, Nocardia asteroides tipo IV, Nocardia brevicatena 

Nocardia nova, Nocardia farcinica, Nocardia brevicatena 

Positiva para arilsulfatasa 

Opacificacion de agar de Middlebrook 

Licuefaccion de gelatina 

Patron de asimilacion de azucar de levadura en API 20C 

Patron de sensibilidad a gentamicina, tobramicina, amikacina y eritromicina 

Tornado de la referenda''^ 
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Figura 15-2 Placa de agar casefna que muestra la accidn hidrolftica de dos 
especies de Streptomyces. 


Mishra y cols, han disenado un esquema para la diferencia- 
cion mas detallada de las nocardias y los estreptomicetos que 
se presenta en el cuadro 15-5.^^ Su cuadro diferencial es parti- 
cularmente util, ya que enumera los porcentajes de cepas posi- 
tivas para una gran serie de pruebas bioquimicas, las caracte- 
risticas morfologicas y las caracteristicas fisiologicas. Mas 
recientemente, Kiska y cols, han sugerido pruebas que tienen 
un uso particular para la diferenciacion de las especies de 
Nocardia (cuadro 15-7).'^^ Estos autores idearon un algoritmo 
eficaz que utiliza patrones de sensibilidad a los antibioticos, 
utilizacion de citrato, utilizacion de acetamida y asimilacion de 
dos azucares (inositol y adonitol). 

Para muchos laboratorios las liras API 20C AUX 
(BioMerieux, Hazelwood, MO) proporcionaran una herra- 
mienta expeditiva para la identificacion de especies de 
Nocardia (cuadro IS-S)."^^ En algunos casos pueden ser necesa- 
rias pruebas complementarias para resolver los patrones dupli- 
cados de asimilacion de hidratos de carbono (cuadro 15-9). 


Si los resultados de estas pruebas son ambiguos, puede ser 
util la cromatografia en capa fina. En algunos laboratorios de 
investigacion o laboratorios de referencia se utilizan las dife- 
rencias en la composicion de la pared celular con fines taxono- 
micos. En el cuadro 15-2 (vease tambien fig. 15-1) se resumen 
los componentes primarios de las paredes celulares. La mayo- 
ria de los microorganismos nocardioformes, que incluyen 
Nocardia y Rhodococcus, tienen una composicion de la pared 
celular tipo IV (los componentes importantes son acido meso- 
diaminopimelico [DAP], arabinosa y galactosa, con acidos 
micolicos presentes). Las especies de Streptomyces tienen 
paredes celulares tipo I (sin l-DAP y sin hidratos de carbono 
diagnosticos). Las especies de Oerskovia tienen paredes celu¬ 
lares de tipo VI (sin DAP ni hidratos de carbono de utilidad 
diagnostica). Otras pruebas quimiotaxonomicas, ademas de 
determinar el tipo de pared celular, incluyen analisis de mena- 
quinonas, acidos grasos de cadena larga, fosfolipidos y acidos 
micolicos. Estos estudios no son practicos ni necesarios para la 
diferenciacion de la mayoria de las cepas de Nocardia y 
Rhodococcus en el laboratorio de microbiologia clinica. Si es 
necesaria una diferenciacion definitiva, los microbiologos pue¬ 
den desear enviar los microorganismos aislados a un laborato¬ 
rio de referencia. 

Cada vez mas los procedimientos de amplificacion y secuen- 
ciacion moleculares son utiles tanto para la deteccion directa de 
los actinomicetos aerobios en muestras clmicas como para la 
identificacion de las bacterias aisladas.^'^^"^^’^^-™’^® Cloud y cols, 
han sugerido que la secuenciacion del RNA ribosomico 16S es 
mas precisa que una combinacion de pruebas bioquimicas con- 
vencionales y perfiles de sensibilidad a los antibioticos para la 
identificacion de las especies de Nocardia?'' En el caso de 
Tropheryma whipplei, los enfoques moleculares constituyen el 
metodo diagnostico primario. En la actualidad, estas tecnicas 
se utilizan sobre todo en laboratorios de investigacion o gran- 
des laboratorios de referencia; los microbiologos deben mante- 
nerse alerta acerca de la disponibilidad futura de los productos 
comerciales. Las cuestiones son suficientemente complejas 
como para que incluso algunos analisis moleculares no puedan 
diferenciar entre ciertas especies. 


Cuadro 15'8 Uso de bandas de API 20C AUX para la identificacion de especies de Nocardia ' 


A-ACETIL 


ESPECIE (N° DE CEPAS) 

GLUCOSA 

GLICINA 

GALACTOSA 

GLUCOSAMINA 

INOSITOL 

ADONITOL 

TREHALOS. 

N. asteroides tipo I (8) 

+ 

+ 

- 

+ (63) 

- 

- 

- 

N. asteroides tipo IV (1) 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

N. asteroides tipo VI (10) 

+ 

+(90) 

- 

-(90) 

- 

- 

-(80) 

N.farcinica (16) 

+ 


+" (63) 

- 

- 

- 

-(94) 

A. nova (19) 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

A brasiliensis (6) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

A pseudobrasiliensis (5) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

A otitidiscaviarum (8) 

+ 

+ 

-(75) 

+ 

+ 

- 

+ (50) 

A transvalensis 

+ 

+ 

+ 

+ 

_ 

+ 

+ (90)^ 


“ Pruebas de asimilacion incubadas durante 4 a 7 dias a 35 "C. Los niimeros entre parentesis indican el porcentaje de cepas con la reaccion indicada. 
d, pueden observarse reacciones debiles; c, resultado basado sobre las cepas clmicas comunicadas. 

Adaptado de la referenda^ *. 






Cuadro 15-9 Pruebas complementarias necesarias para resolver los patrones de utilizacion de hidratos de carbono por las especies de Nocardia utilizando API 20C AUX" 

ESPECIE 1 

ESPECIE 2 

PATRON DE 

SENSIBILIDAD' 

ARILSULFATASA GELATINA ACETAMIDA 
(7 DIAS) (7 DIAS) (3 DIAS) 

OPACIFICACION 

DE 7H11 

COLONIAS AMARILLAS EN 
AGAR DE MUELLER-HINTON 

N. nova 


SSSS, SRSS 0 RRSS 

+ (89) 

- 



N. asteroides tipo VI 

SSSR 

- 




N. farcinica 

RRSS 0 RRSR 

- + 

+ 


N. farcinica 


RRSS 0 RRSR 

+ 

+ 



N. asteroides tipo IV 

RRSR, SRSR, RRRR o SRRR 

- 

- 



N. asteroides tipo I 

SSSR 0 SRSR 


- 



N. asteroides tipo VI 

SSSR 


- 


N. otitidiscaviarum 



- 


- 


V. brasiliensis 


+ (83) 


+ 


N. pseudobrasiliensis 


+ 


+ 

“Se puede utilizar una o mas de las caracteristicas diferenciadoras. Los numeros entre parentesis indican el porcentaje de cepas con la reaccion indicada. 

^Pruebas de difusion en disco {Kirhy-Bauer) realizadas a 35 ‘’C; los antibioticos en orden son gentamicina, tobramicina, amikacina y eritromicina. 

Adaptado de la referencia'*\ 
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Cuadro 15-10 Sensibilidad a 

los antibioticos in vitro de los actinomicetos aerobios (% 

de sensibles) 

















AMOXICI- 





SULFAME- 

ERITRO- 

MINOCI- 

DOXICI- 

CIPROFLO- 

GENTA- 

KANA- 

AMIKA- 

AMPICI- 

LINA-CLA- 

CEFOTA- 

CEFTRIA- 

IMIPE- 

MICROORGANISMO 

TOXAZOL 

MICINA 

CLINA 

CLINA 

XACINA 

MICINA 

MICINA 

CINA 

LINA 

VULANATO 

XIMA 

XONA 

NEM 

Complejo Nocardia asteroides 

91-100^' 

22-35" 

94-100" 

ND 

29-50" 

67'’ 

55'’ 

95b 

18-40" 

41-58" 

79-82" 

79-82" 

71-100" 

(todos los tipos) 














Nocardia asteroides sensu stricto 

96-99" 

23-93" 

78-94" 

48-88" 

38-98" 

ND 

ND 

100^ 

40-93" 

53-67" 

94-100" 

94-100" 

77-98" 

tipo VI 














Nocardia farcinica 

89-100" 

0-3" 

20-96" 

0-14" 

68-88" 

0" 

O^' 

100^^ 

0-5" 

47-71" 

0-7" 

0-73" 

64-87" 

Nocardia nova 

89-97" 

100" 

89-100" 

19-94" 

0" 

ND 

ND 

100" 

0 

0 

3-6" 

87-100" 

100" 

100" 

N. transvalensis 

90" 

50" 

54" 

36‘ 

60" 

ND 

ND 

28" 

10" 

30" 

50" 

50" 

90" 

N. otitidiscaviarum 

V" 

ND 

S" 

ND 

R" 

ND 

ND 

5" 

ND 

R" 

R" 

ND 

R" 

Rhodococcus equi 

ND 

97" 

ND 

ND 

82- 

100‘ 

ND 

ND 

32^ 

100' 

ND 

ND 

100‘ 

Actinomadura madurae 

84^^ 

93'' 

90^ 

93'' 

9r 

ND 

ND 

ND 

37“' 

81'' 

90“' 

100'' 

100'' 

Streptomyces anulatus (griseus) 

sr 

86'' 

90'' 

81'' 

Ay 

ND 

ND 

ND 

20^ 

sr 

48'' 

80' 

81'' 

" Tornado de la referenda^'’. 

^ Tornado de la referenda'^'. 

Tornado de la referenda^^. 

^Tornado de la referenda^’. 

' Tornado de la referenda^^, 

V, variable; S, sensible; R, resistente. 
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Identificacion de los actinomicetos termdfilos 

Los actinomicetos termofilos pocas veces se encuentran en 
el laboratorio clmico porque son microorganismos ambientales 
que causan enfermedad en los seres humanos por una reaccion 
dergica, mas que una infeccion productiva.^® Su capacidad 
para crecer a temperaturas elevadas proporciona un medio util 
por el cual se evalua su presencia en las muestras ambientales, 
si se desea. Se ban sugerido protocolos para la identificacion de 
esias bacterias.^^’"*^ 

Identificacion de Tropheryma whipplei 

Este actinomiceto puede ser cultivado, pero solo con dificul- 
tad.En la mayoria de los casos el diagnostico se hara con cri- 
terios clmicos e histologicos. Se ha registrado la identificacion 
inmunohistoquimica del microorganismo en el tejido secciona- 
do " 52.75 (3omo altemativa, se lo puede reconocer por las tecni- 
cas de amplificacion de acidos nucleicos.^^ Aunque la experien- 
cia es limitada, se ha sugerido que la amplificacion molecular 
puede ser mas util que la histologia para el control de la evolu- 
cion de los pacientes con enfermedad de Whipple.Es impor- 
lante reconocer que el DNA de T. whipplei puede ser detectado 
en ausencia de enfermedad clinica manifiesta.^^’^^ La importan- 
cia de estos resultados es poco clara, pero el diagnostico de la 
enfermedad de Whipple no debe basarse solo en la deteccion 
molecular del DNA bacteriano. 

Sensibiiidad in vitro de NocardiayhaoX^ms reiacionadas 
a los antibioticos y tratamiento de las infecciones 

Los patrones de sensibiiidad a los antibioticos de los actino¬ 
micetos aerobios son utiles para los taxonomistas, los micro¬ 
biologos clmicos (como indicio de la identificacion de un ais- 
lamiento) y los medicos, para el tratamiento de los pacientes 
infectados. En el cuadro 15-10 se resume el patron de sensibi- 
hdad. La estandarizacion de las pruebas de sensibiiidad para 
uso clmico es un fenomeno reciente.^^ Es prudente que los 
laboratories que realizan estas pruebas con poca frecuencia 
envien los aislamientos a un laboratorio de referencia con expe- 
riencia suficiente en actinomicetos aerobios. 

Parte de la resistencia de las especies de Nocardia puede 
estar mediada por p iactamasas. Las que han sido caracteriza- 
das son principalmente penicilinasas con mucha menos activi- 
dad contra las cefalosporinas. Las enzimas halladas en N. far- 
cinica son bastante homogeneas y distintas de las encontradas 
en otras especies.®^ Por el contrario, existe una diversidad con¬ 
siderable en las enzimas de N. brasiliensis, aunque el perfil de 
sustratos es uniforme.^^ Las p-lactamasas son inhibidas por 
acido clavulanico, lo que sugiere que podrian ser utiles las 
combinaciones de penicilinas e inhibidores de las p-lactamasas 
(algunos de los cuales pueden ser administrados por via oral).^^ 
En un estudio (realizado antes de la delineacion de los compo- 
nentes del grupo de N. asteroides) casi todas las cepas conte- 
nian p-lactamasas.La mejor correlacion entre la presencia de 
una p-lactamasa y la resistencia a las penicilinasas in vitro fue 
la presencia de enzima extracelular ademas de la p iactamasa 
asociada con la celula o criptica. No esta clara la inactivacion 
enzimatica de las penicilinas. 

Los farmacos de eleccion para el tratamiento de la nocardio¬ 
sis, aun en los pacientes inmunosuprimidos, siguen siendo las 
sulfamidas (p. ej., sulfadiazina, sulfisoxazol y combinaciones 
de tres sulfamidas). La mayoria de los medicos prefleren la 
combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol,®^ pero sigue 


abierta la cuestion de si la combinacion es mas eficaz que una 
sulfamida sola.®^ Pueden ser necesarios algunos estudios in 
vitro para ayudar en la seleccion de los antibioticos para los 
pacientes que son hipersensibles a las sulfamidas o que estan 
infectados por N. otitidiscaviarum, lo que demuestra una sen¬ 
sibiiidad inconstante a las sulfamidas. El imipenem, la minoci- 
clina y la amikacina son posibles elecciones, sobre la base de 
algunos estudios in vitro y ensayos clmicos limitados. Como 
altemativa, puede considerarse la desensibilizacion a las sulfa¬ 
midas.Para los micetomas, esta indicada una combinacion de 
los enfoques quirurgico y farmacologico. 

El tiempo de tratamiento recomendado para la enfermedad 
de Whipple es prolongado (por lo menos un ano) con trimeto- 
prim-sulfametoxazol.^^ El tratamiento con tetraciclina, antes de 
uso frecuente, se asocia con una frecuencia muy alta de recai- 
das. En especial en los pacientes con enfermedad grave, se 
administra una serie inicial de tratamiento parenteral con cef- 
triaxona o una combinacion de penicilina y estreptomicina 
antes de iniciar el tratamiento oral prolongado con trimeto- 
prim-sulfametoxazol.^^ 

Rhodococcus equi es sensible a la vancomicina, la cual se 
considera el tratamiento de eleccion, y la mayoria de las cepas 
son sensibles a eritromicina, aminoglucosidos, rifampicina y 
cloranfenicol.®^ Sin embargo, la experiencia con el tratamiento 
es muy limitada. Aun existe menos informacion para otros acti¬ 
nomicetos aerobios. 
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Formas de interaccion de ias bacterias y el oxfgeno 

Aunque definidas de varias formas por distintos autores, una 
definicion practica de trabajo es que las bacterias anaerobias 
obligadas son aquellas que crecen en ausencia de oxigeno libre 
pero que no se multiplican en presencia de oxigeno en la super- 
ficie de los medios solidos nutricionalmente adecuados incuba- 
dos en la atmosfera ambiente o en una estufa de incubacion con 
CO^ (que contiene 5-10% de CO 2 en aire). La cantidad de O 2 
en una estufa con CO, o en una jarra de anaerobiosis por extin- 
cion con vela, es considerable (alrededor del 18-19%). En la 
practica, las bacterias anaerobias se reconocen en los laborato- 
rios clinicos siguiendo las pruebas de aerotolerancia de las 
colonias que se desarrollan en las placas de aislamiento prima- 
no incubadas en anaerobiosis (vease mas adelante). Asi, la 
mayoria de los anaerobios identificados en el laboratorio cli- 
nico crecen en principio en agar sangre en anaerobiosis en 
alguno de los medios selectivos anaerobios o en un caldo enri- 
quecido incubado en anaerobiosis, pero no en placas de agar 
^angre o agar chocolate incubadas en aerobiosis o en una estu¬ 
fa de CO 2 . 

Referirse a los anaerobios como si correspondieran de mane- 
ra uniforme a un gran grupo es una simplificacion excesiva. 
Tambien lo es (y no es correcto) referirse a todas las bacterias 
que se desarrollan en el ambiente como aerobias. Asi, se han 
usado varios terminos, como aerobios obligados, anaerobios 
facultativos, microaerofilos, anaerobios aerotolerantes y anae¬ 
robios obligados (estrictos y moderados) para subdividir las 
bacterias sobre la base de su vinculacion con el oxigeno. Estos 
terminos reflejan un espectro continuo de bacterias que se 
extiende desde las que no pueden tolerar el oxigeno hasta aque¬ 
llas que lo necesitan para crecer. 

Los microorganismos aerobios obligados, incluidas las espe¬ 
cies de Micrococcus y Pseudomonas, requieren oxigeno mole¬ 
cular como un aceptor final de electrones, que derivan en la 
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formacion de agua y no obtienen energia por vias fermentati- 
vas. Sin embargo, no es infrecuente encontrar R aeruginosa 
con desarrollo escaso en medios incubados en anaerobiosis en 
el laboratorio clmico, porque estas bacterias pueden usar nitra- 
to del medio como aceptor final de electrones (mediante la res- 
piracion anaerobia) en lugar del O,. Por el contrario, el oxfge¬ 
no molecular tiene un efecto toxico variable en diferentes 
especies de bacterias anaerobias y no es un aceptor final de 
electrones en las bacterias anaerobias. En general, los microor¬ 
ganismos anaerobios clmicamente importantes obtienen su 
energfa mediante vfas fermentativas, en las cuales los com- 
puestos organicos, como los acidos organicos, los alcoholes y 
otros productos sirven como aceptores finales de electrones. 

Por otro lado, los anaerobios se dividen en dos grupos prin- 
cipales: los anaerobios obligados (definidos con anterioridad) y 
los anaerobios aerotolerantes. Los anaerobios obligados ade- 
mas han sido subdivididos en dos grupos sobre la base de su 
capacidad para desarrollarse en presencia de oxigeno o de to- 
lerarlo. Los anaerobios obligados estrictos no crecen en la 
superficie del agar ante niveles de O 2 que exceden el 0,5%. El 
oxfgeno atmosferico es altamente toxico para estos microorga¬ 
nismos por razones que no se conocen por complete. Ejemplos 
de estas bacterias son Clostridium haemolyticum, C. novyi tipo 
B, Selenomonas ruminatium y Treponema denticola. El segun- 
do grupo de anaerobios obligados, los anaerobios obligados 
moderados, son bacterias que pueden desarrollarse cuando se 
exponen a niveles de oxfgeno que oscilan desde casi 2% hasta 
8 % (promedio, 3%). Ejemplos de estas bacterias son los miem- 
bros de Bacteroides fragilis y de los grupos Prevotella-Porphy¬ 
romonas pigmentados (antes llamados grupo Bacteroides pig- 
mentados), Fusibacterium nucleatum y C. perfringens}^^ 

El termino anaerobic aerotolerante es usado por varios 
microbiologos para describir las bacterias anaerobias que 
muestran limitado o escaso desarrollo en agar en aire ambien¬ 
te o en una estufa con 5-10% de CO 2 , pero que tienen buen 
desarrollo en condiciones anaerobias. Ejemplos de estas bacte- 
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rias son Clostridium carnis, C. histolyticum y C. tertium. La 
mayoria de los aislamientos anaerobios de muestras seleccio- 
nadas y recolectadas en forma adecuada en el laboratorio clmi- 
co corresponden a la categoria de anaerobios obligados mode- 
rados. Estos microorganismos son mas tolerantes a los efectos 
toxicos del oxigeno que los anaerobios obligados estrictos; sin 
embargo, el oxigeno los mata a pesar de que las condiciones 
anaerobias se mantengan de modo apropiado durante la reco- 
leccion y el transporte de la muestra hacia el laboratorio y 
durante los pasos requeridos para el procesamiento de muestras 
y el aislamiento e identificacion, como se vera en las secciones 
posteriores del capitulo. Si bien los anaerobios obligados 
estrictos son raros en las infecciones humanas, tanto los anae¬ 
robios obligados moderados como los anaerobios estrictos se 
encuentran en diversos habitats no patogenos (p. ej., heces y 
orofaringe), como parte de la flora normal. 

Los anaerobios facultativos (p. ej., Escherichia coli y 
Staphylococcus aureus) se desarrollan en condiciones aerobias 
o anaerobias. Usan oxigeno como aceptor final de electrones o, 
con menos eficacia, pueden obtener su energia a traves de reac- 
ciones de fermentacion en condiciones anaerobias. Desa- 
rrollados en aerobiosis, los anaerobios facultativos obtienen 
mucha mas energia (38 ATP) cuando catabolizan por comple- 
to una molecula de glucosa a CO 2 y H 2 O, que cuando se desa¬ 
rrollan en anaerobiosis. En condiciones anaerobias, el meta- 
bolismo fermentativo de la molecula de glucosa produce solo 
2-3 ATR'^' 

Los microorganismos microaerofilos requieren oxigeno 
como aceptor final de electrones, pero estas bacterias no crecen 
en la superficie de los medios solidos en una estufa de incuba- 
cion aerobia (21% de O 2 ) y casi nada en condiciones anaero¬ 
bias. Un ejemplo de un microaerofilo es Campylobacter jejuni, 
que se desarrolla en forma optima en 5% de O 2 (la mezcla ga- 
seosa del medioambiente de incubacion mas usada para aislar 
este microorganismo en el laboratorio clmico es 5% de O 2 , 
10 % de CO 2 y 85% de N.). 

A traves de los anos, los bacteriologos que trabajan en la 
creacion de medios mejorados y sistemas de cultivo de anaero¬ 
bios se han centrado en dos factores limitantes fundamentales 
que pueden afectar el crecimiento de los anaerobios. El prime- 
ro y mas importante es el efecto inhibitorio del oxigeno atmos- 
ferico y de sus derivados toxicos. El segundo es el potencial de 
oxidorreduccion (Eh) del medio de cultivo. 

Tolerancia al oxigeno 

Algunos de los anaerobios obligados mas estrictos (p. ej., 
Clostridium haernolyticum y C. novyi tipo B) se mueren cuan¬ 
do se exponen al oxigeno atmosferico en la mesada de labora¬ 
torio durante 10 minutos o mas. Por otro lado, la mayoria de los 
anaerobios obligados moderados encontrados en infecciones 
humanas toleran la exposicion al oxigeno por periodos mas 
prolongados. Las razones por las que los anaerobios varian en 
su tolerancia al oxigeno son multiples, pero una idea es que la 
tolerancia al oxigeno de muchos anaerobios obligados mode¬ 
rados depende de su produccion de superoxido dismutasa, 
catalasas y, posiblemente, enzimas peroxidasas, que son pro- 

tectoras contra los productos toxicos de la reduccion del oxi¬ 
geno 23,87.101.163,235 

Una opinion popular es que la exposicion al O 2 atmosferico 
provoca diversas reacciones dentro de las celulas bacterianas, 
posibles reacciones mediadas por flavoproteinas, que derivan 
en la produccion del radical superoxido (O^ ) con carga negati- 
va, el peroxido de hidrogeno (H 2 O 2 ) y otros productos toxicos 


de la reduccion del oxigeno.^-^ El anion superoxido y el H 2 O 2 
pueden reaccionar juntos para producir radicales hidroxilo 
libres (OH), los oxidantes biologicos mas poderosos conoci- 
dos, y tambien puede ser la produccion de oxigeno singulete 
toxico ('O 2 ) mediante la reaccion de los aniones superoxido 
con los radicales hidroxilo libres. La superoxido dismutasa 
cataliza la conversion de los radicales superoxido a peroxido de 
hidrogeno y oxigeno molecular menos toxicos. La catalasa 
cataliza la conversion de peroxido de hidrogeno para formar 
agua y oxigeno. Se demostro que varias especies de anaerobios 
obligados moderados tolerantes al oxigeno producen superoxi¬ 
do dismutasa (SOD) y el nivel de SOD producido se relaciona 
con el nivel de tolerancia al oxigeno y la virulencia del micro¬ 
organismo.En otro estudio, varias cepas del genero 
Bacteroides, varios cocos anaerobios, bacilos grampositivos 
anaerobios no formadores de esporas y clostridios producian 
SOD, pero no se encontro relacion con el origen del microor¬ 
ganismo, el presunto nivel de patogenicidad y el nivel de SOD 
producido.Varias especies de anaerobios producen catalasa 
(p. ej., miembros del grupo Bacteroides fragilis, Propionihac- 
terium acnes y otros), asi como SOD, pero algunos anaerobios 
que son relativamente tolerantes al oxigeno o aerotolerantes (p. 
ej., Clostridium tertium) no producen SOD ni catalasa. Rolfe y 
cols, observaron que el grado de tolerancia al oxigeno en las 
bacterias anaerobias se relaciona con la proporcion de celulas 
bacterianas en la poblacion que sobrevive despues de la expo¬ 
sicion al oxigeno.^^” En la practica, a menudo es esencial usar 
grandes inoculos cuando se inoculan o subcultivan medios de 
cultivo anaerobios, lo que probablemente sirva para reducir los 
efectos dahinos de los multiples factores toxicos del oxigeno 
limitantes del desarrollo. Queda claro que se necesita trabajar 
mucho mas sobre los mecanismos de tolerancia e intolerancia 
al oxigeno de las bacterias anaerobias. 

Potencial de oxidorreduccion 

El potencial de oxidorreduccion (abreviado potencial 
“redox” o Eh) de un medio de cultivo, expresado en voltios o 
milivoltios, puede ser medido mediante un electrode de plati- 
no, junto con un electrode de referenda conectado a un 
pHimetro. El Eh esta afectado por el pH (o concentracion de 
iones hidrogeno); asi, el potencial redox se expresa comun- 
mente a pH neutro (pH 7) como Eh. Los agentes reductores, 
como tioglicolato y L-cistema se pueden agregar al medio de 
transporte anaerobio y a ciertos medios de cultivo para ayudar 
a mantener condiciones reductoras (o de bajo Eh) en el medio. 
Un potencial de oxidorreduccion positive (p. ej., como el que 
se reconoce en algunos medios por el color rosado del indica- 
dor resazurina o en otros medios por el color azul del indicador 
azul de metileno) significa que el medio esta oxidado. En la 
naturaleza, el hmite superior de Eh es -i-820 mV, que puede 
encontrarse en algunos ambientes que tienen una oxigenacion 
considerable. Las condiciones oxidantes prevalecen en el teji- 
do humano sano que esta bien oxigenado y tiene un suministro 
de sangre continuo (p. ej., el Eh es casi + 150 mV). Por el con- 
trario, el hmite inferior de Eh en la naturaleza es cerca de - 420 
mV. Un medioambiente anaerobio (p. ej., un absceso, un tejido 
necrotico) o un medio de cultivo rico en hidrogeno puede tener 
un Eh bajo. El intestino grueso humano, que contiene gran 
numero de anaerobios obligados estrictos, tiene un Eh de alre- 
dedor de -250 mV^^-^ ^Cual es la importancia relativa del 
potencial de oxidorreduccion frente al oxigeno atmosferico en 
relacion con la supervivencia y el desarrollo de las bacterias 
anaerobias? Como lo advirtieron hace varios anos Hentges y 
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Maier.’°^existen antiguos informes que indican que ciertos ana- 
erobios no podrian proliferar por encima de un cierto nivel de 
Eh bajo y que algunos anaerobios obligados podian desarro- 
Ilarse en el aire ambiente si el Eh del medio se mantenia sufi- 
cientemente bajo. En un estudio excelente realizado por 
Walden y Hentges,^**^ fueron disipados algunos conceptos erro- 
neos acerca de los efectos del Eh en las bacterias anaerobias. 
Estos investigadores estudiaron los efectos diferenciales del 
> el potencial de oxidorreduccion en el desarrollo de C. per- 
tringens, B. fragilis y R magmis. El oxigeno inhibia la multi- 
plicacion de estos tres anaerobios si el medio estaba en un 
potencial de oxidorreduccion negativo (Eh = -50 mV), equili- 
brado por el agregado de ditiotreitol ([DTT] un agente reduc- 
lor), o en un potencial de oxidorreduccion positive (Eh cerca- 
no a +500 mV) en un medio aireado sin DTT. En ausencia de 
oxigeno, estos microorganismos eran capaces de multiplicar- 
se incluso cuando el Eh se mantenia a +325 mV, por el agre¬ 
gado de ferricianuro de potasio (un agente oxidante). De su 
trabajo se exlrajo una conclusion practical que la eliminacion 
total del oxigeno en el ambiente en el que se halla el cultivo, 
para evitar la toxicidad del oxigeno, es mas importante que 
el establecimiento de un Eh bajo.^**® Asi, la obtencion rapida y el 
mantenimiento de una tension de oxigeno baja, o la ausencia 
de oxigeno, son requisitos esenciales para el cultivo exitoso de 
anaerobios en los sistemas modernos para anaerobios (p. ej., 
jarras y camaras de anaerobiosis usadas para la incubacion de 
anaerobios en el laboratorio clmico). 


Habitats 

Las bacterias anaerobias estan diseminadas en el suelo, los 
pantanos, los sedimentos de lagos y rios, los oceanos, las aguas 
cloacales, los alimentos y los animales. En los seres humanos, 
son prevalentes en la cavidad bucal alrededor de los dientes, en 
el aparato digestive, en especial en el colon, donde exceden en 
numero a los coliformes por al menos 1 000:1; en los orificios 
del aparato genitourinario y en la piel.^^ La mayoria de estos 
habitats anaerobios tienen baja tension de oxigeno y reducido 
potencial de oxidorreduccion resultantes de la actividad meta- 
bolica de los microorganismos que consumen oxigeno a traves 
de la respiracion.*^*^ Si el oxigeno no es reemplazado, las con- 
diciones anaerobias se mantienen en el ambiente. 

En el recuadro 16-1 se ofrece un resumen de los microorga¬ 
nismos anaerobios encontrados en la flora normal del cuerpo 
humano. 


Clasificacion taxonomica y nomenclatura 

Entre los microorganismos anaerobios se incluyen todas las 
variedades morfologicas de bacterias; bacilos gramnegativos, 
curvados, en forma de espiral, y formas espiroquetas, cocos 
grampositivos y gramnegativos, bacilos grampositivos no for- 
madores de esporas y formadores de esporas.^ Sobre la base de 
sus caracteristicas morfologicas observadas en las preparacio- 
nes tenidas con Gram y la presencia o ausencia de esporas, las 
bacterias anaerobias se clasifican de manera general como se 
muestra en el cuadro 16-1. Varios de los generos en esta lista 
se han encontrado solo en habitats no patogenos (p. ej., sitios 
en los que reside la flora normal humana o de muchos anima¬ 
les, como la cavidad bucal, el intestino grueso, el aparato geni- 


Recuadro 16-1 Anaerobios encontrados en la flora 
humana normal 


Cavidad bucal y vlas respiratorias alias 


Especies de Prevotella pigmentadas: especies de Porphyromonas 
Especies de Prevotella no pigmentadas (p. ey, P. oralis) 

Especies de Bacteroides (p. ej.. ureolyticus) 

Especies de Fusobacterium {p. ej., nucleatum) 

Cocos anaerobios 
Especies de Veillonella 

Especies de Actinomyces y especies de Propionibacterium 


Estdmago (durante el ayuno) 


Lactobacilos 


Intestine delgado (porcidn proximal) 


Estreptococos 

Lactobacilos 


Intestine grueso (e Neon terminal) 


Grupo Bacte i aides fragi I is 
Especies de Porphyromonas 
Especies de Fusobacterium 
Muchas especies de cocos anaerobios 
Especies de Clostridium 
Especies de Eubacterium 
Especies de Bifidobacterium 
Especies de Propionibacterium 


Aparato genitourinario; vagina y cuello uterine 


Especies de Prevotella pigmentadas; especies de Porphyromonas 

Prevotella no pigmentada 

Especies de Bacteroides 

Cocos anaerobios 

Especies de Clostridium 

Especies de Veillonella 

Especies de Lactobacillus 

Especies de Eubacterium 

Especies de Propionibacterium 


Uretra (masculina y femenina) 


Especies de Propionibacterium 
Cocos anaerobios 

Especies de Bacteroides {Prevotella) 
Especies de Fusobacterium 


Piel 


Especies de Propionibacterium 
Cocos anaerobios 


tourinario y la piel) y no se ha informado que produzcan enfer- 
medades en los seres humanos. La mayoria de estos generos no 
se trataran mas adelante. 

Han ocurrido muchos cambios recientes en la clasificacion 
taxonomica y la nomenclatura de anaerobios desde que se 
publico la quinta edicion de este libro. Estudios geneticos que 
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Cuadro 16-1 Clasificacion de los generos de las bacterias anaerobias 

Bacilos gramnegativos 

Megamonas 

Gemmiger 

Cryptobacterium 

(se incluyen las formas 

MitsuokeLla 

Micromonas'^ 

Collinsella 

curvas, espiraladas 

Pectinatus 

Peptococcus 

Eggerthella" 

y espiroquetas) 

Porphyromonas^ 

Peptostreptococcus^’ 

Eubacterium" 

Alistipes 

Prevotella^" 

Ruminococciis 

Holdemania 

Anaerobacter 

Propionigenium 

Sarcina 

Lachnospira 

Anaerobio spirillum 

Propionispira 

Peptoniphilus^ 

Lactobacillus" 

Anaerorhabdus 

Rikenella 

Staphylococcus'^ 

Methanobacterium 

Bacteroides'' 

Ruminobacter 

Streptococcus'" 

Mobiluncus" 

Bilophilcf 

Sebaldella 

Gemella^" 

Mogibacterium 

Borrelia 

Selenomonas 


Propionihacterium" 

Butyrivibrio' 

Serpula 

Cocos gramnegativos 

Roseburia 

Capnocytophaga 

Spirochaeta 

Acidaminococcus 

Shuttleworthia 

Capsidaris 

Succinimonas 

Anaeroglobus 

Slackia" 

Campylobacter^ 

Succinivibrio 

Anaerosphaera 

Varibaculum 

Catonellaf 

Sutterellaf' 

Megasphaera 


Centipeda 

Tannerella^' 

Veillonella'^ 

Bacilos grampositivos 

Cetobacterium 

Tissierella 


formadores de esporas 

Desulfuromonas 

Treponema 

Bacilos grampositivos 

Clostridium" * 

Desulfovibrio 

Wolinella 

no formadores de esporas 

Desulfotomaculum 

Dialister^ 


Actinobaculum 

Desulfosporosinus 

Dichelobacter 

Cocos grampositivos 

Actinomyces" 

CaloramatoF" 

Faecalibacterium 

Anaerococcus"^ 

A rac nobacterium" 

FilifactoP’ 

Fibrobacter 

Atopobium“ 

Atopobium" 

Moorella^ 

Fusobacteriurrf 

Coprococcus 

Bifidobacterium" 

OxobacteP 

Johnsonella^ 

Finegoldia" 

Bulleidia 

Oxolophagus^ 

Leptotrichia 

Gall kola 

Catenibacterium 


" En la mayoria de las muestraS'cUnicas, solo esos generos necesitardn ser considerados por el microbiologo cUnico. Sin embargo, en raras ocasiones enfermedades graves pueden 
involucrar a Anaerobiospirillum/®' Leptotrichia,Selenomonas,^^'* Desulfovibrio'’' y algiin otro genero que no estd listado arriba. 

* El genero Clostridium estd bajo revision taxondmica. Asi, en 1994 fueron propuestos por Collins y cols, cinco nuevos generos de anaerobios formadores de esporas.^ Con una 
sola excepcion, ninguno de el los se conoce que sea patogeno para los seres humanos. Filifactor alocis ha sido aislado en pacientes con infecciones endodonticas.^^^ 

' Butyrivibrio se trata con los bacilos gramnegativos en el Vol. 1 y con los bacilos anaerobios grampositixos no formadores de esporas irregulares en el Vol. 2 del Manual de 
Bergey.‘‘*^-^^^ Aunque son gramnegativos con la tincion de Gram, algunas cepas tienen rasgos de la pared celular grampositiva atipicos mediante microscopia electronica. 

Adaptado y modificado del Manual de Bacteriologia Sistemdtica de Bergey''^^ '^^ y de varios volumenes recientes del Internacional Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology que contiene numerosas publicaciones relacionadas con cambios recientes en la taxonomia anaerobia. 


utilizan PCR y secuenciacion de RNA 16S ribosomico, 16S de los pacientes con enfermedades infecciosas causadas por 

rDNA, PCR de region espaciadora de 16S-23S rRNA y otros anaerobios.'^^^ 

metodos moleculares ban colocado la clasificacion de anaero- 

bios en un terreno mucho mas solido cientiTicamente que el que -;- 

fue posible usando la caracterizacion fenotipica y los metodos InfSCCionSS hUiflSnSS 
geneticos mas antiguos y menos sofisticados disponibles en el 

pasado.^^^’^^”^ Estos estudios ban brindado descripciones de Las bacterias anaerobias ban sido encontradas en infeccio- 

mucbas especies nuevas y otras taxas. Por fortuna, algunas nes que comprometen todos los organos y regiones anatomicas 

actualizaciones taxonomicas excelentes ban simplificado la del cuerpo.*^'^^ Algunos de los sitios afectados mas a menudo 

tarea de mantener los cambios constantes de la nomenclatu- se ilustran en la figura 16-1. 

ra.^7.71.121-123 qI cuadro 16-2 se provee un compendio de cam- Sobre la base de otros informes de la literatura, la incidencia 

bios, compilados en las dos decadas pasadas, en las designa- relativa de anaerobios en infecciones se resume en el cuadro 

clones taxonomicas de las bacterias anaerobias clmicamente 16_4 19 , 69.70 

significativas. En el cuadro 16-3 se enumeran los anaerobios Los abscesos asentados mas profundos y las lesiones necro- 
mas importantes clmicamente y/o los anaerobios encontra- santes que involucran anaerobios son polimicrobianos y pue- 

dos mas a menudo en muestras bumanas seleccionadas y re- den incluir aerobios obligados, anaerobios facultativos o 

colectadas en forma apropiada. Hasta abora, las identificacio- microaerofilos como microorganismos acompanantes.^^’7o 

nes de especie correctas pueden tener importantes implicancias tos microorganismos, actuando en forma conjunta con el trau- 

respecto del pronostico, el tratamiento y los resultados clmicos ma, la estasis vascular o la necrosis tisular, reducen la tension 
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Cuadro 16-2 Nombres actuales y antiguos de las bacterias anaerobias 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIOS 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIO 

Bacilos gramnegativos anaerobios 

P. disiens 

Bacteroides disiens, infecciones 

Genero Bacteroides 

Grupo Bacteroides fragilis 


genitourinarias 

Bacteroides caccae 

“3452 A”, flora fecal humana 

P enoeca 

Cavidad bucal humana; no pigmentada 

B. distasonis 

Infecciones humanas infrecuentes relacionadas 

P heparinolytica 

Bacteroides heparinolyticus 


con Tannerella forsythensis (antes 

P. intermedia 

Bacteroides intermedius, comun en seres humanos; 


B. forsythus) 


cabeza y cuello, sitios pelvianos, abdominales; pig- 

B. eggerthii 

Flora fecal, no comun en infecciones 


mentado 



P loescheii 

Bacteroides loescheii, seres humanos; 

B. fragilis 

El anaerobio mas comun en infecciones 




humanas 


pigmentado 

B. merdae 

“T4-1”, flora fecal humana, relacionado con 

P melaninogenica 

Bacteroides melaninogenicus, infecciones 


T. forsythensis (antes B. forsythus) 


humanas en varios sitios; pigmentado 

B. ovatus 

Flora fecal humana, en ocasiones produce 

P nigrescens 

Antes genotipo II de P. intermedia, seres 


infecciones 


humanos; pigmentado 



P. oralis 

Bacteroides oralis 

B. stercoris 

“Subespecie A”, flora fecal humana 



B. thetaiotaomicron 

La segunda especie de Bacteroides mas comiin 

Poris 

Bacteroides oris 


en infecciones humanas 

P. oulorum 

B. oulorum; Prevotella oulora 

B. uniformis 

Aislamiento ocasional en infecciones humanas 

P pollens 

Especie nueva 

B. vulgatus 

Comun en flora fecal humana, aislamiento 

P salivae 

Especie nueva, saliva humana 


ocasional en infecciones 





P shahii 

Especie nueva, saliva Irumana 

Otras especies que faltan en el genero Bacteroides^ 

P. tannerae 

Especie nueva, seres humanos; -40% de cepas pig- 

pero no del Grupo Bacteroides fragilis 


mentadas 

B. capillosus 

Raro en muestras clmicas 

P uenoni 

Fusobacterium uenonas (especie nueva; Finegold SM: 

B. coagulans 

Raro en muestras clmicas 


comunicacion personal) 



P. veroralis 

Bacteroides veroralis 

B. forsythus 

Genero nuevo, Tannerella forsythensis, cavidad 




bucal humana 

P. zoogleoformans 

Bacteroides zoogleoformis 

B.galacturonicus 

Flora fecal humana 



B. heparinolyticus 

P. heparinolytica, pero se inhibe por bills, flora 

Genero Porphyromonas 


fecal humana 

P asaccharolytica 

Bacteroides asaccharolyticus, varias infecciones clmi- 

B. pectinophilus 

Flora fecal humana 


cas humanas; pigmentado 

B. splanchnicus 

Se asemeja al grupo B. fragilis pero probable- 

P cangingivalis 

Perros 


mente representa un genero nuevo 

P canoris 

Perros 

B. tectus 

B. tectum, gatos y perros 

Pcansulci 

Perros 

B. ureolyticus 

Bacteroides corrodens, relacionado con el 





Pcatoniae 

Oribaculum catoniae, cavidad bucal humana; la unica 


genero Campylobacter 


no pigmentada Porphyromonas 

B. zoogleoformans 

P zoogleoformans, relacionado con el grupo 

P circumdentaria 

Gatos 


B. fragilis, se inhibe por bills 



Genero Prevotella 


P crevioricanis 

Perros 

P. bivia 

Bacteroides bivius, infecciones genitourinarias 

P endodontalis 

Bacteroides endodontalis, seres humanos; pigmentado 

P. buccae 

Bacteroides buccae, infecciones de cabeza, 

P gingivalis 

Bacteroides gingivalis, infecciones del conducto radi- 


cuello, tdrax 


cular humano y otras infecciones bucales dentales; 




pigmentado 

P buccalis 

Bacteroides buccalis 





P gingivicanis 

Perros 

P. corporis 

Bacteroides corporis, seres humanos; 




pigmentado 

P gulae 

Surcos gingivales, varios animales 

P dentalis 

Mistuokella dentalis y Hallela seregens 

P levii 

Bacteroides levii, ganado 

P denticola 

Bacteroides denticola, seres humanos; 

P macacae 

Bacteroides macacae, monos; Porphyromonas salivo- 


pigmentado 


sa, gatos; Bacteroides salivosus, gatos 


(Continua) 
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Cuadro 16-2 Nombres actuates y antiguos de las bacterias anaerobias (cont.) 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIOS 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIO 

Genero Fusobacterium 


C. rectus 

Wolinella recta 

F. gonidiaformans 

Infecciones humanas 

C. showae 

Cavidad bucal humana 

F. mortiferum 

Infecciones humanas; se asemeja 

C. sputorum 



a F varium y F. ulcerans 



F naviforme 

Infecciones humanas 

Genero Capnocytophaga 


F necrogenes 

Heces humanas, animates 

C. canimorsus 

Grupo DF-2 de los CDC; infecciones 

F necrophorum subesp. 

F necrophorum biovariedad B. lipasa 


humanas despues de mordedura de perro 

funduliforme 

negativa; menos virulento que la 
subespecie necrophorum 

C. cynodegmi 

Infecciones humanas despues de mordedu¬ 
ra de perro 

F necrophorum subesp. 

F necrophorum biovariedad A-Lipasa 

C. gingivalis 


necrophorum 

positiva; la subespecie mas virulenta 


F nucleatum, actualmente 

animalis 

C. granulosa 

Placa dental 

con las siguientes cinco 
subespecies: 

fusiforme 

nucleatum 

C. haemolytica 

C. ochracea 

Placa dental 

Bacteroides ocharaceus 


polymorphum 

C. sputigena 



vincentii 



F. periodonticum 

Relacionado con F. nucleatum 

Mas generos de bacilos gramnegativos 

F rush 

Heces humanas 

Catonella morbi 

Relacionado con el subfilo Clostridium de 
bacterias grampositvas, grupo XIVa 

F ulcerans 

Especie nueva, ulceras cutaneas 

Centipeda periodontii 

Relacionado con el subfilo Clostridium de 

F. varium 

Varias infecciones humanas 


bacterias grampositivas, grupo XlVa. 



Cetobacterium somerae 

Especies nuevas, heces humanas 

Otras especies de Fusobacterium encontradas en animates 

Desulfovibrio piger 

Desulfomonas pigra 

F equinum 

Cavidad bucal de caballos 

Dialister pneumosintes 

Bacteroides pneumosintes; relacionado con 

F perfoetans 

Heces de cerdos 


la rama Sporomusa del subfilo 

Clostridium, grupo IX 

F russii 

Flora bucal de caninos y felinos 

Dichelobacter nodosus 

Bacteroides nodosus. necrosis de patas de 

F simiae 

Boca de macacos 


oveja y ganado vacuno 



Faecalibacterium prausnitzii 

Fusobacterium prausnitzii, heces humanas; 

Otros generos de bacilo(s) gramnegativos anaerobios 


relacionado con el subfilo Clostridium, 

Alistipes finegoldii 

Especie nueva, apendicitis humana 


grupo IV 

A. putredinis 

Bacteroides putredinis, genero nuevo; raro. 

Fibrobacter intestinalis 

Especies nuevas 


infecciones intraabdominales humanas 

F succinogenes 

Bacteroides succinogenes 

Anaerobiospirillum 

Bacteriemia en seres humanos; heces 

Filifactor alocis 

Fusobacterium alocis. gingivitis humana 

succiniciproducens 

humanas, de gatos y de perros 

Johnsonella ignava 

Relacionado con el subfilo Clostridium de 

Anerobiospirillum thomasii 

Especie nueva; heces humanas, de gatos y 


bacterias grampositivas, grupo XlVa 


de perros 



Anaerostipes caccae 

Especie nueva; heces humanas 

Genero Leptotrichia 

En el filo Fusobacterium 

Anaerorhabdus furcosa 

Bacteroides furcosus; Anaerohabdus 

L. amnionii 

Especies nuevas, liquido amniotico; rela- 


furcosus 


cionado con especies de Sneathia 

Bilophila wadsworthia 

Infecciones humanas 

L. buccalis 

*"Leptothrix buccalis'* 

Genero Campylobacter 


L. goodfellowii 

Especie nueva, sangre 

C. concisus 


L. hofstadii 

Especie nueva, saliva 

C. curvus 

Wolinella curva 

L. shahii 

Especie nueva, gingivitis 

C. gracilis 

Bacteroides gracilis 

L. trevisanii 

Especie nueva, bacteriemia 

C. hominis 

Especie nueva, tubo digestive humane 

L wadeii 

Especie nueva, saliva 
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Cuadro 16-2 Nombres actuates y antiguos de las bacterias anaerobias (cont.) 


NOMBRE ACTUAL 


NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIOS 


NOMBRE ACTUAL NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIO 


Mitsuokella multiacida 


Oxalobacter formigenes 
Rikenella microfusus 
Ruminobacter amyiophilus 
Sebaldella termitidis 
Genero Selenomonas 
S. artemidis 
S. dianae 
S.flueggei 
S. infelix 


Sneathia sanguinegens 


Sutterella wadsworthensis 


Tannerella forsythensis 
Tissierella praeacuta 


Cocos anaerobios 
Cocos grampositivos 

Peptococcus niger 


Bacteroides multiacidus; relacionado con la 
rama Sporomusa del subfile Clostridium 
grupo IX 

Colon humano, degrada oxalato de calcio 
Bacteroides microfusus 
Bacteroides amyiophilus 
Bacteroides termitidis 


Surco gingival humano 

Flora bucal humana 

Surco gingival humano 

Surco gingival humano 

Leptotrichia sanguinegens, bacteriemia en 
seres humanos 

Campylobacter (Bacteroides) gracilis, en 
parte 

Bacteroides forsythus 

Bacteroides praeacutus, relacionado 
con el subfile Clostridium de bacterias 
grampositivas, grupo XII 


Solo especie faltante en este genero 


Peptoniphilus 

asaccharolyticus 


Peptostreptococcus anaerobius Solo especie faltante en este genero 

Cocos anaerobios reclasificados 


Anaerococcus prevotii 


A. tetradius 


A. hydrogenalis 


A. vaginalis 


A. lactolyticus 


Finegoldia magna 


Gallicola barnesae 


Micromonas micros 


P indolicus 


P lacrimalis 


Peptostreptococcus asaccharolyticus, 
secreciones vaginales, abscesos ovMcos, 
peritoneales y otros; no produce acido de 
hidratos de carbono 

Peptostreptococcus harei, pus de ulcera 
sacra humana 

Peptostreptococcus indolicus, ganado 
(mastitis); indol positive, coagulasa posi- 
tiva 

Peptostreptococcus ivorii, ulceras en pier- 
nas humanas 

Peptostreptococcus lacrimalis, abscesos de 
glandulas lagrimales humanas 


Otros cocos grampositivos anaerobios 


Atopobium minutum 


Atopobium parvulum 


Atopobium rimae 


Atopobium vaginae 
Coprococcus catus 
Coprococcus comes 
Coprococcus eutactus 


Lactobacillus minutus, heridas abdomina- 
les humanas, abscesos pelvianos 

Streptococcus parvulus, abscesos dentales; 
flora del surco gingival 

Lactobacillus rimae, abscesos dentales; 
flora del surco gingival 

Especie nueva, flora vaginal humana 

Heces humanas 

Heces humanas 

Heces humanas 


Peptostreptococcus prevotii, secreciones 
vaginales, abscesos peritoneales y ovaricos 

Peptostreptococcus tet radius, secreciones 
vaginales, abscesos ov^cos 

Peptostreptococcus hydrogenalis, secreciones 
vaginales, abscesos ovaricos 

Peptostreptococcus vaginalis, secreciones 
vaginales, abscesos ovaricos 

Peptostreptococcus lactolyticus, secreciones 
vaginales, abscesos ovaricos 

Peptostreptococcus octavius, cavidad nasal 
humana, piel, vagina 

Peptostreptococcus magnus, infecciones arti¬ 
culates y oseas, de tejidos blandos huma¬ 
nos; flora vaginal y fecal 

Peptostreptococcus barnesae, aislado en 
heces de polios 

Peptostreptococcus micros, muestras huma¬ 
nas que incluyen boca; flora de la boca, 
heces y vagina 


Gemella morbillorum Streptococcus morbillorum 

Ruminococcus hansenii Streptococcus hansenii 

Ruminococcus productus Streptococcus productus 

Sarcina ventriculi Enfermedad estomacal y de colon en seres 

humanos 


Los cocos grampositivos no considerados anaerobios verdade- 
ros pueden aparecer al principio como anaerobios en aisla- 
mientos primarios, pero en subcultivos crecen en atmosfera 
con 10% de CO, 


Staphylococcus 

saccharolyticus 

Streptococcus 


S. constellatus 


S. intermedius 

Cocos gramnegativos 

Acidaminococcus 

fermentans 


Peptococcus saccharolyticus 


Grupo “S. milleri” 


Grupo “5. millerP* 

“5. MG-intemedius", “S. MG’* 


Muestras cimicas humanas; tambien heces 
humanas y de perros 


Anaeroglobus geminatus Especie nueva, boca humana, tubo digesti- 
vo; materiales clmicos 

Megasphaera elsdenii Heces humanas y muestras cimicas; rumen 
de ganado vacuno y ovino, intestino de 
cerdos 


(Continua) 
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Cuadro 16-2 Nombres actuates y antiguos de las bacterias anaerobias (cont) 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIOS 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIO 

Megasphaera micronucifonnis 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 

Arcanobacterium 

Actinomyces (grupo 2 corineforme de los 

Megasphaera cerevisiae 

Especie nueva, deteriora la cerveza 

bernardiae 

CDCj bernardiae, origenes humanos 

Veillonella atypica 

Flora humana o de muestras clinicas durante 
procesos infecciosos 

Arcanobacterium 

pyogenes 

Actinomyces (Corynebacterium) pyogenes, 
origenes humanos 

V dispar 

Flora humana o de muestras clinicas durante 

Genero Bifidobacterium 



procesos infecciosos 

B. breve 


V parvula 

Flora humana o de muestras clinicas durante 

B. denticolens 

No mas Bifidobacterium, ahora 


procesos infecciosos 


Parascardovia denticolens 

V rani 

Semen humano 

B. dentium 

Bifidobacterium ericksonii 

V montpellierensis 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 

B. gallicum 

Heces humanas 

Bacilos grampositivos anaerobios no formadores 

B. inopinatum 

No mas Bifidobacterium, ahora Scardovia 

de esporas 



inopinata, heces humanas 

Genero Actinomyces 


B. longum 

Caries dentales humanas; ahora con tres 

A. cardiffensis 

Especie nueva, fuentes clinicas humanas que 


biotipos: B. longum, B. infantis y B. suis 


incluyen abscesos de varies sitios 

Genero Eubacterium 


A. europaeus 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 

E. biforme 

Flora fecal humana 

A. funkei 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 

E. brachy 

Periodontitis humana 

A. georgiae 

Surco gingival humano 

E. infirm um 

Especie nueva bucal, asacarohtica 

A. gerencseriae 

Flora periodontal humana 

E. minutum 

Eubacterium tardum, un sinonimo (no 

A. graevenitzii 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 


tiene prioridad) 

A. hongkongensis 

Especie nueva, muestras clmicas humanas 

E. saphenum 

Dentadura humana 

A. israelii 

Principal causa de actinomicosis humana 

E. sulci 

Fusobacterium sulci ' 

A. meyeri 

Surcos periodontales humanos, absceso de 

E, yurii subesp. 

Placa dental humana 


cerebro; infecciones de cabeza y cuello 

margaretiae 


A. naeslundii 

Causa de actinomicosis 

E. yurii subesp. schtitka 

Placa dental humana 

A. nasicola 

Especie nueva, nariz humana 

E, yurii subesp. yurii 

Placa dental humana 

A. neuii subesp. neuii 

Grupo 1 corineforme de los CDC; de fuentes 




humanas 

Genero Lactobacillus 


A. neuii subesp. anitratus 

“Similar” al grupo 1 corineforme de los 

L. coleohominis 

Especie nueva, muestras clmicas humanas 


CDC; de fuentes humanas 

L. oris 

Saliva humana 

A. odontolyticus 

Cavidad bucal humana, causa rara de actino¬ 
micosis 

L paraplantarum 

Especie nueva, heces humanas 

A. oricola 

Especie nueva, abscesos dentales humanos 

L. rimae 

Surcos gingivales humanos 

A. radicidentis 

Especie nueva, conductos radiculares de dien- 

L. uli 

Surcos gingivales humanos 


tes infectados 



A. radingae 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 

Otros recientes cambios en los bacilos grampositivos 
no formadores de esporas 

A. turicensis 

Especie nueva, muestras clinicas humanas 

Anaerofustis 

Genero y especie nuevos, heces huma- 

A. urogenitalis 

Especie nueva, aparato urogenital humano 

stercorihominis 

nas: relacionada con el rRNA del grupo 

A. viscosus 

Cavidad bucal humana y origen cervicovagi- 
nal; en ocasiones actinomicosis 


XV del subfilo Clostridium de bacterias 
grampositivas 



Anaerotruncus 

Genero y especie nuevos, heces humanas: 

Otros generos muy relacionados con Actinomyces 

colihominis 

relacionada con el grupo leptum rRNA 
Clostridium de bacterias 

Actinobaculum schaalii 

Especie nueva. sangre humana; habitat 
desconocido 

Especies de 

Atopobium 

Genero nuevo; bacterias cocoides; listadas 
en otro sitio con los cocos grampositivos 

Actinobaculum urinale 

Especie nueva, orina humana 


anaerobios 
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Cuadro 16-2 Nombres actuales y antiguos de las bacterias anaerobias (cont.) 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIOS 

NOMBRE ACTUAL 

NOMBRE ANTIGUO/COMENTARIO 

Bulleidia extructa 

Genero y especie nuevos, cavidad bucal 

Bacilos grampositivos formadores de esporas 


Humana 

Clostridium: ser humano 


Catenibacterium mitsuokai 

Genero y especie nuevos, heces humanas 

C. argentinense 

C. botulinum tipo G y algunos 

Collinsella aerofaciens 

Genero nuevo, Eubacterium aerofaciens, 


C hastiforme y C. subterminale no toxi- 


flora fecal Humana 


genicos 

Collinsella stercolis 

Especie nueva, flora fecal Humana 

C. baratii 

C. baratii, C. paraperfringens, 

Collinsella intestinalis 

Especie nueva, flora fecal Humana 


C. perenne 

Cryptobacterium curtum 

Genero y especie nuevos, cavidad bucal 

Clostridium bartlettii 

Especie nueva, aislada en heces humanas 


Humana 

Clostridium bolteae 

Especie nueva, aislada en heces humanas. 

Dorea formicigenerans 

Genero nuevo, Eubacterium formicigenerans, 


en especial de ninos con autismo 


heces humanas 

Clostridium 

Conservacion de Clostridium botulinum 

Dorea longicatena 

Especie nueva, heces humanas 

botulinum 

(toxigenico) y C sporogenes (no toxige- 
nico) que estan geneticamente relaciona- 

Eggerthella lenta 

Genero nuevo, Eubacterium lentum, heces 


dos con el nivel de especie; exclusion de 


humanas 


C. putrificum (un sinonimo anterior) 

Holdemania filiformis 

Genero y especie nuevos, heces humanas 



Mobiluncus curtisii 

Propuesto para enmendar M. curtisii (para 

C. butyricum 

C. pseudotetanicum 


incluir aquellos antes Hamad os Falcivibrio 

Clostridium 

Cepas humanas identificadas fenotipica- 


vaginalis; tambien se incluyen las subespe- 

clostidioforme 

mente como C clostridioforme se encon- 


cies de Mobiluncus curtisii) 


tro que eran C. bolteae, C. clostridiofor- 

Mogibacterium pumilum 

Genero y especie nuevos, cavidad bucal 


me o Clostridium hathewayi 


Humana 

Clostridium 

Especie nueva, aislada en heces humanas 

Mogibacterium vescum 

Genero y especie nuevos, cavidad bucal 

hathewayi 



Humana 

Clostridium 

Especie nueva, aislada en heces humanas 

Mogibacterium timidum 

Genero nuevo, Eubacterium timidum 

hiranonis 


Mogibacterium diversum 

Especie nueva, cavidad bucal Humana 

Clostridium 

hylemonae 

Especie nueva, aislada en heces humanas 

Mogibacterium neglectum 

Especie nueva, cavidad bucal Humana 

C methylpentosum 

Flora fecal humana 

Olsenella profusa 

Especie nueva, cavidad bucal Humana 

C. orbiscindens 

Flora fecal humana 

Propionibacterium 

Arachnia propionica 

Clostridium 

Especie nueva, aislada en heces y sangre 

propionicum 


neonatale 

de lactantes con enterocolitis necrosante 

Pseudoramibacter 

Genero nuevo, Eubacterium alactolyticum 


neonatal 

alactolyticus 


C. orbiscindens 

Flora fecal humana 

Roseburia intestinalis 

Especie nueva, heces humanas 

C. perfringens 

C. welchii 

Shuttleworthia satelles 

Genero y especie nuevos, cavidad bucal 
Humana 

C. ramosum 

Eubacterium filamentosum, Ramibacterium 
ramosum, Actinomyces ramosum. 

Slackia exigua 

Genero nuevo, Eubacterium exiguum 


Eubacterium ramosus 

Slackia heliontrinireducens 

Peptostreptococcus heliontrinireducens 

C. scindens 

Especie nueva, flora fecal humana 

Varibaculum cambriensis 

Genero y especie nuevos, bacterias similares 

C. symbiosum 

Fusobacterium symbiosum 


2 . Actinomyces de muestras clmicas 
humanas 

C. tetanomorphorum 

Nombre en revision, infecciones humanas 

Esta no intenta ser una lista completa. No se han inciuido numerosas especies sin relevancia cUnica o en duda de tenerla, en 

especial de los generos Bacteroides. Eubacterium, 

Lactobacillus >’ Clostridium. 




Basado en la informacion compilada de 1) referencias^ y 2) numerosas publicaciones en el International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, Volumenes 

47-54; 1997-2004. 





de oxigeno y el potencial de oxidorreduccion en los tejidos y 
proveen las condiciones favorables para la multiplicacion de 
los anaerobios obligados. Las infecciones y enfermedades en 
las que intervienen anaerobios de fuentes exogenas son las 
mejor conocidas (recuadro 16 - 2 ). 


Sin embargo, en las ultimas decadas, las infecciones anaero- 
bias endogenas se ban vuelto mucho mas comunes. Existen dos 
probables explicaciones. Una es que el aislamiento por parte 
del laboratorio de las bacterias anaerobias ha mejorado de 
modo que las infecciones endogenas no son mas mal diagnos- 





846 CAPITULO 16 Bacterias anaerobias 


Cuadro 16-3 Anaerobios clmicamente mas importantes o encontrados con mas frecuencia en muestras clmicas 
Bacilos gramnegativos 

Grupo Bacteroides fragilis fen especial B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. distasonis y B. ovatus) 

Otros Bacteroides (B. ureolyticus) 

Porphyromonas fen especial P. asaccharolytica, P gingivalis y P. endodontalis) 

Prevotella pigmentada (P. melaninogenica, P loescheii, P. denticola, P tannerae, P intermedia, P nigrescens y P. corporis) 

Prevotella no pigmentada fgrupo P oralis, P oris/buccae, P bivia, P disiens) 

Fusobacterium fen especial F. nucleatum, F necrophorum, F mortiferum y F varium) 

Bilophila wadsworthia 

Cocos anaerobios 

Cocos grampositivos (en especial Peptostreptococcus anaerobius, Finegoldia magna, Micromonas micros, Peptoniphilus 
asaccharolyticus, Anaerococcus prevotii y los estreptococos microaerofilos, incluido Streptococcus intermedius) 

Cocos gramnegativos (especies de Veillonella) 

Bacilos grampositivos anaerobios no formadores de esporas 

Actinomyces fen especial A. israelii, A. meyeri, A. naeslundii, A. odontolyticus y A, viscosus) 

Propionibacterium (P acnes y P. propionicum) 

Bifidobacterium dentium 

Eubacterium (E. limosum y Eggerhella lenta [Eubacterium lentumj) 

Bacilos grampositivos formadores de esporas 
Clostridium 
C. perfringens 

Grupo C. clostridioforme (en especial C. clostridioforme, C. halhewayi y C. bolteae) 

C. innocuum 
C. ramosum 
C. difficile 
C bifermentans 
C. sporogenes 
C. septicum 
C. sordellii 
C. novyi 
C. histolyticum 
C. botulinum 
C. tetani 


ticadas o pasan inadvertidas como antes. La otra es que una cion de un miembro, puede ser de importancia extrema, en par- 

proporcion mucho mayor de pacientes estan recibiendo farma- ticular en los casos de gangrena gaseosa por clostridios o en 

cos inmunosupresores por neoplasias u otras afecciones, lo que abscesos loculados en los cuales los antibioticos pueden ser 

deriva en la resistencia del huesped inmunodeprimido.^’^^’^^ Las ineficaces hasta que se drene el exudado. 

infecciones anaerobias primarias se establecen facilmente en Antes de mediados de la decada de 1960, predominaban las 
areas de tejido danado y la bacteriemia, diseminacion metasta- infecciones clostridianas. Sin embargo, en los liltimos anos, 

sica de las bacterias con formacion de abscesos distantes y una 15% de todos los aislamientos anaerobios en tales muestras 

cadena progresiva de eventos, puede suceder algunas veces con fueron especies de Clostridium En la actualidad, mas de tres 

un desenlace mortal. Las infecciones anerobias endogenas mas cuartas partes de los anaerobios aislados en muestras clmicas 

comunes se enumeran en el recuadro 16-3. seleccionadas en forma adecuada pertenecen al grupo de 

Es esencial aislar e identificar las bacterias anaerobias por- Bacteroides fragilis, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacte- 

que 1) estas infecciones estan asociadas con elevada morbimor- rium, cocos anaerobios y bacilos grampositivos anaerobios no 

talidad y 2) el tratamiento de la infeccion varia con la especie formadores de esporas (vease cuadro 16-3). 

bacteriana implicada. La terapia con antibioticos para ciertas Los bacilos gramnegativos anaerobios no formadores de 
infecciones con anaerobios es diferente de la usada para esporas aislados en muestras clmicas que causan enfermedad 

muchas infecciones causadas por bacterias aerobias o anaero- con mayor frecuencia son Bacteroides fragilis y los grupos 

bias facultativas.^^’^^ La indicacion de intervencion quiriirgica, Prevotella-Porphyromonas pigmentados (antes Bacteroides 

que incluye el desbridamiento de tejido necrotico o la amputa- pigmentados) y Fusobacterium nucleatum. B. fragilis, B. the- 
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Absceso cerebral 


* Mm 


Infecciones periodontales 




Sinusitis cronica 


Absceso pulmonar 

- neumonia necrosante 

- empiema 



Bacteriemia, septicemia, 
endocarditis 

Absceso subdiafragmatico, 
hepatico y subhepatico 


Infecciones abdominales 

- postraumaticas o posquirurgicas 

- luego de ruptura de visceras 

- cancer 





Absceso perirrectal 



Absceso pelviano en mujeres, 
endometritis, infecciones 
posaborto, abscesos tuboovaricos 


Celulitis necrosante 


I 


\ 

Infeccion vascular 
0 gangrena gaseosa 





Figura 16-1 Localizaciones comunes de infecciones que involucran bacterias anaerobias. 


taiotaomicron y otras especies del grupo B. fragilis son bas- 
tante comunes. Son importantes no solo porque pueden aislar- 
se en diversas infecciones potencialmente mortales, sino tam- 
bien debido a su resistencia a la accion de la penicilina y sus 
analogos; su resistencia a muchas cefalosporinas, incluidas las 
cefalosporinas de tercera generacion; las tetraciclinas; los ami- 
noglucosidos; el surgimiento de resistencia a varias de las qui- 
nolonas mas nuevas, y el incremento de la resistencia a la clin- 
damicina 48 , 58 , 64 , 84 ,186,188.224 

La penicilina G fue historicamente el antibiotico de eleccion 
para las infecciones clmicas causadas por la mayoria de las 
bacterias anaerobias. Ahora, ademas del grupo B. fragilis, 


Fusobacterium mortiferum, F. varium, miembros del grupo 
Prevotella-Porphyromonas pigmentado, Prevotella bivia, P 
disiens y algunas especies de Clostridium son resistentes a la 
penicilina G, a algunos de sus analogos y a algunas de las cefa¬ 
losporinas. Aunque los clostridios se aislan en infecciones anae¬ 
robias con menos frecuencia que las especies de Bacteroides, 
las especies de Fusobacterium y los cocos anaerobios pueden 
ser responsables de enfermedades potencialmente mortales. 

Las especies de Clostridium mas comunes aisladas de origen 
clmico son C. perfringens, el grupo C clostridioforme, C. 
ramosum, C. difficile, C. innocuum, C. septicum, C. sordellii y 
C. bifermentans (vease cuadro 16-3).”^ Se desconoce la relevan- 
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Cuadro 16-4 Inddenda de anaerobios en las infecdones 

TIPO DE INFECCION 

INCIDENCIA (%) 

Neumonia por aspiracion, absceso pulmonar, 

62-93 

neumonia necrosante 


Bacteriemia 

6-10 

Absceso cerebral 

60-89 

Sinusitis cronica 

52 

Dental/bucal 

90-100 

Empiema (toracico) 

76 

Sepsis intraabdominal/pelviana 

Otras infecciones de tejidos blandos: 

60-100 

Absceso mamario 

53-83 

Heridas posapendicectomia y poscirugia 

79-95 

electiva de colon 

Osteomieiitis 

40 

Absceso perirrectal 

77 

Abscesos cutaneos y de tejidos blandos 

60-62 

Celulitis crepitantes no clostridianas 

75 

Gangrena gaseosa (mionecrosis clostridiana) 

100 

Absceso pilonidal 

88 

Gangrena diabetica infectada. ulceras de pie 

85-95 

diabetico 


Infeccidn urinaria 

^ 1 

Modificado de las referencias'^^^ ^^. 


cia clmica de muchas especies de Clostridium: en la mayoria 
de los casos, su significacion vana segun el contexto clmico. 

El aislamiento de una especie de Clostridium en una herida, 
un hemocultivo u otro liquido corporal no siempre tiene signi- 
ficado clmico. C peifringens, la especie de Clostridium aisla- 
da con mayor frecuencia, es un residente comun del intestino 
grueso; este y otros clostridios contaminan en forma transitoria 
la piel del area perianal y otras superficies cutaneas. C. per- 
fringens no siempre es patogena. Sin embargo, junto con C dif¬ 
ficile, C. septicum, C. botulinum, C. tetani y algunos otros clos¬ 
tridios estan asociados con las enfermedades mas importantes 
y se tratan mas adelante en este capitulo. 

Actinomyces israelii es la principal causa de actinomicosis. 
Otras especies que se han establecido como causa de esta 


Recuadro 16*2 Infecciones anaerobias de origen exogeno 


Diarrea hospitalaria por Clostridium difficile 

Botulismo de origen alimentario 

Botulismo infantil 

Botulismo por heridas 

Gastroenteritis por Clostridium peifringers 

Mionecrosis (gangrena gaseosa) 

Tetanos 

Celulitis crepitante 
Infecciones superficiales benignas 

Infecciones posteriores a mordedura de animales o human as 
Infecciones por abuse de drogas intravenosas 
Aborto septico 


Recuadro 16-3 infecciones anaerobias de origen 
endogeno 


Absceso de algun organo 
Actinomicosis 
Ariritis septica 

Celulitis crepitante o no crepitante 
Complicaciones de apendicitis o colecistitis 
Diarrea y colitis asociadas con antibioticos 
Empiema subdural 
Empiema toracico 
Endocarditis 

Infecciones dentales o peridontales 

Meningitis, por lo general posterior a absceso cerebral 

Mionecrosis clostridiana 

Neumonia necrosante 

Neumonia por aspiracidn 

Osteomieiitis 

Otitis media 

Peritonitis 

Sinusitis 

Tetanos 


enfermedad, aunque con menos frecuencia, son A. naeslundii, 
A. odontolyticus, A. meyeri, A. viscosus, A. gerencseriae y 
Propionibacterium propionicum (antes Arachnia propionica). 
Si bien se las encuentra con relativa baja frecuencia en mues- 
tras habituates, estas especies son patogenos bien documenta- 
dos. La actinomicosis es una enfermedad infecciosa aguda y 
cronica caracterizada por lesiones supuradas, abscesos y fistu¬ 
las. La enfermedad se presenta como actinomicosis cervicofa¬ 
cial, toracica, abdominal o pelviana, pero puede afectar otras 
regiones del cuerpo.^’^®^ 

Bifidobacterium eriksonii (antes Actinomyces eriksonii, 
ahora se denomina Bifidobacterium dentium), una posible 
causa de infecciones genitales y pulmonares, es la unica espe¬ 
cie documentada como patogena de este genero.^"^’^®’^^ Otras 
bifldobacterias (p. ej., B. longum y B. breve) se aislan rara vez 
en muestras clmicas;*^^ sin embargo, no se conoce que tengan 
significacion clmica. Propionibacterium acnes, por lo general 
un contaminante en muestras clmicas, ha sido aislado en casos 
de endocarditis y otras enfermedades, a menudo asociadas con 
protesis implantadas. 

Entre los cocos anaerobios encontrados con mayor freuencia 
en muestras clmicas se incluyen Finegoldia magna (antes Pep- 
tostreptococcus magnus), Peptostreptococcus anaerobius, 
Peptoniphilus asaccharolyticus (antes Peptostreptococcus asa- 
ccharolyticus), Anaerococcus prevotii (antes Peptostreptococ¬ 
cus prevotii), Micromonas micros (antes Peptostreptococcus 
micros) y Streptococcus intermedins Los cambios de la no- 
menclatura actual para los cocos anaerobios se presentan en el 
cuadro 16-2 Existe una pequena duda de que algunos cocos 
anaerobios son patogenos para los seres humanos en ciertos 
cuadros clmicos. En la Mayo Clinic se aislo F. magna en el 
10% de los cultivos anaerobios recogidos de pacientes con in¬ 
fecciones sospechosas y fue el coco grampositivo aislado con 
mayor frecuencia.Estuvo involucrado en infecciones oseas, 
articulares, de tejidos blandos, lilceras de pie e infecciones 
abdominales. 

Los cocos anaerobios y microaerofilos tambien son impor¬ 
tantes en abscesos cerebrates, sinusitis maxilar cronica e infec- 
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Clones pelvianas y pleuropulmonares. Mientras que la mayona 
de los antibioticos de primera Imea usados en tratamientos 
empiricos de infecciones anaerobias (en general) son activos 
contra la mayoria de esas bacterias, se ha informado resistencia 
a clindamicina, metronidazol, ciprofloxacina, penicilina G, 
otras penicilinas y ciertas cefalosporinas entre cepas ocasiona- 
le^ de cocos anaerobios.^-^^^ 


Aislamiento de bacterias anaerobias 

Los pasos por seguir para el diagnostico de laboratorio de las 
infecciones bacterianas por anaerobios son similares a los de 
las infecciones bacterianas no producidas por anaerobios que 
se describen en los capitulos 1 y 2 de este libro. En particular, 
es importante que se ponga atencion en la seleccion, recolec- 
cion y transporte adecuados de las muestras cl micas para el ais¬ 
lamiento de bacterias anaerobias. El procesamiento de las 
muestras, la eleccion de los medios de cultivo, los metodos de 
inoculacion e incubacion, y la inspeccion de los cultivos posi- 
tivos son procedimientos de laboratorio que requieren contro- 
les de calidad. La realizacion de algunos de los pasos en forma 
incorrecta puede conducir a resultados erroneos y proporcionar 
asi una informacion equivocada al medico. 

En los capitulos 1 y 2 se explica cada uno de estos pasos en 
detalle, con la excepcion de los hemocultivos anaerobios; aqui 
se ofrecen solo algunos comentarios atinentes a las bacterias 
anaerobias. 

Seleccion de las muestras para cultivo 

Con escasas excepciones, todos los materiales recogidos de 
lugares que carecen de flora natural, como liquidos corporales 
que no sea orina, exudados de abscesos profundos, aspirados 
con aguja fina y biopsias de tejidos, pueden ser cultivados para 
bacterias anaerobias. Sin embargo, como los anaerobios suelen 
habitar la piel y las mucosas como parte de la flora normal, las 
muestras mencionadas en la lista del cuadro 12*5 son casi 
siempre inaceptables para el cultivo anaerobio porque es impo- 
sible interpretar los resultados. 


Cuadro 16-5 Muestras que no deben cultivarse en medios 
para anaerobios 


HISOPADOS FARfNGEOS O NASOFARINGEOS 

Hisopados gingivales 
Muestras broncoscopicas o esputo 

Contenido gastrico, contenido de intestine delgado, heces, hisopados rec- 
tales, fistulas colonocutaneas, estomas de colonostomia" 

Superficies de ulceras por decubito, hisopados de muestras de costras de 
abscesos, revestimientos mucosos y escaras 
Materiales adyacentes a la piel o las mucosas ademas de los no han sido 
descontaminados en forma adecuada 
Orina de miccion espontanea 
Hisopados cervicales o vaginales 

“ Cuando se indican cHnicamente, las muestras de estos origenes pueden ayudar al 
diagnostico de botulismo y para enfermedades intestinales causadas por Clostridium 
difficile o C. perfringens. 


Recoleccion y transporte de las muestras 

Cuando se recolectan las muestras a traves de la piel o muco¬ 
sas, se deben tomar estrictas precauciones para descontaminar 
en forma adecuada la superficie. Se debe usar un jabon quirur- 
gico para la limpieza, seguido de la aplicacion de alcohol etili- 
co o isopropflico al 70%, luego tintura de yodo durante 1 minu- 
to (en circulos concentricos comenzando desde el centro). 
Dado que algunos pacientes son sensibles o alergicos a la tin¬ 
tura de yodo, es importante sacar el yodo con alcohol despues 
de recolectar la muestra. 

Otra altemativa satisfactoria es la limpieza de la piel con 
alcohol seguida de la aplicacion de yodopovidona al 10% 
(Betadine®), luego de lo cual se espera al menos 2 minutos 
antes de la extraccion de la muestra. 

Cuando sea posible se debe usar aguja y jeringa para reco¬ 
lectar muestras para cultivos anaerobios. La recoleccion de 
muestras con hisopos debe rechazarse porque expone a los 
anaerobios, si estan presentes, a ambientes oxigenados. Una 
vez recogidas las muestras, se deben tomar precauciones parti- 
culares para protegerlas de la exposicion al oxigeno y remitir- 
las al laboratorio lo antes posible. 

Hemocultivos anaerobios (resumen de las pautas 
para el caldo tradicional y los sistemas instrumentados) 

Las tecnicas de hemocultivo deberian permitir el aislamien¬ 
to optimo de anaerobios obligados tanto como de aerobios y 
anaerobios facultativos. Durante muchos anos, los anaerobios 
se encontraron en casi 9-20% de todos los grupos de hemocul¬ 
tivos positivos en un gran numero de centres medicos.^® En el 
periodo que se extiende desde los ultimos anos de la decada de 
1980 hasta principios de 1990, el porcentaje de cocos grampo- 
sitivos (p. ej., estafilococos, enterococos, estreptococos) y 
Entewbacteriaceae aumento en el Indiana University Medical 
Center y en todos lados, probablemente como resultado de los 
Cambios en el tratamiento antibiotico y en las proporciones 
mayores de pacientes inmunodeprimidos en cuidados tercia- 
rios. Durante las dos decadas pasadas, se informo que los ana¬ 
erobios representaban solo el 2-5% de las bacterie- 
Recientemente se ha documentado en el 
Indiana University Medical Center un incremento relativo del 
numero de pacientes con bacteriemia que comprende especies 
del grupo Bacteroides fragilis que eran menos comunes duran¬ 
te las decadas de 1970 y 1980, y ahora son mas resistentes a los 
antibioticos.^ Ademas, se esta encontrando mayor numero de 
Fusohacterium rnortiferum, especies de Clostridium, Lepto- 
trichia buccalis, especies de Lactobacillus y especies de Acti¬ 
nomyces, que reflejan el surgimiento de anaerobios ahora resis¬ 
tentes a una amplia variedad de antibioticos. Un informe 
reciente comunico que las infecciones de pacientes con bacte¬ 
riemia por Bacteroides resistentes a los antibioticos tienen mal 
pronostico,'^^ lo que renueva el interes en el diagnostico de 
laboratorio de bacteriemia anaerobia y en la necesidad de prue- 
bas de sensibilidad a los antibioticos para estas bacterias.^® 

De modo similar a la recoleccion de otras muestras, es muy 
importante la descontaminacion de la piel en el sitio de la veno- 
puncion. Durante mucho tiempo se recomendo preparar la piel 
antes de la venopuncion, con alcohol y yodopovidona.Como 
altemativa, la clorhexidina parece ser comparable con el alco¬ 
hol y la yodopovidona o con el alcohol y la tintura de yodo''^ ^^^ 
y se la utiliza para la antisepsia de la piel en algunos centros 
medicos. Se ha recomendado que la contaminacion de los 
hemocultivos con flora cutanea (en especial por Propionibacte- 
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rium acnes y estafilococos coagulasa negatives) sea menor del 
3% de todas las muestras de hemocultivos, aunque existe una 
amplia variabilidad entre las instituciones.^^^ Ademas, la sangre 
para cultivo no debe ser extrafda a traves de cateteres venosos 
arteriales permanentes, a menos que no pueda obtenerse por 
venopuncionJ^'^ Para optimizar el aislamiento de microorganis- 
mos en pacientes con infecciones en el torrente circulatorio, el 
volumen de la muestra de sangre extrafda por venopuncion en 
pacientes adultos debe ser de 20 a 30 Si se usa el siste- 

ma Bactec® (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, 
MD), una muestra de 20 mL de sangre puede ser fraccionada 
en tres frascos estandares para anaerobios y aerobios (~7 
mL/frasco). Uno o dos de esos frascos pueden ser para cultivos 
anaerobios y el restante para incubacion aerobia. De modo 
alternativo, 8-10 mL de sangre se pueden inocular en cada 
Bactec Plus® (Anaerobic/F y Aerobic/F) u 8-10 mL de sangre 
en un frasco Bactec Lytic/10 Anaerobic/F®. Para recien nacidos 
y nifios mayores, se pueden extraer volumenes mas pequenos 
(p. ej., < 0,5 mL para un lactante; 2-5 mL para un nino mayor). 
La recoleccion de mas de dos a tres muestras de sangre por un 
periodo de 24 boras para diagnosticar un episodio sospechoso 
de bacteriemia no es necesaria y no se recomienda.^^”^’^^*^ 

Varias formulaciones de medios de caldo tradicional, dispo- 
nibles en frascos bajo vacio con CO 2 , parecen satisfactorias 
para el aislamiento de anaerobios (p. ej., medio de tioglicolato 
enriquecido, caldo tripticasa soja, caldo suplementado con pep- 
tona, caldo con infusion de cerebro y corazon, caldo Brucella, 
caldo Columbia y otros).^^^'^^®’^^^ Estos medios a menudo se 
expenden en volumenes de 40-100 mL por frasco. 

Entre los sistemas de hemocultivo mas perfeccionados, los 
frascos disponibles en la actualidad que se utilizan en forma 
indistinta para el desarrollo de bacterias anaerobias obligadas y 
para el de bacterias anaerobias facultativas se enumeran mas 
adelante. 

Bactec Plus Anaerobic/F® (resina, anaerobia; 3-10 mL de san¬ 
gre) 

Bactec Lytic/10 Anaerobic F® (agente Iftico; 3-10 mL de san¬ 
gre) 

Bactec Anaerobic F®(anaerobio estandar; 3-7 mL de sangre) 
BacT/Alert FN® (FAN, anaerobio con carbon activado; mas de 
10 mL de sangre) 

BacT/Alert® (anaerobio estandar; mas de 10 mL) 

ESP SON® Caldo anaerobio (anaerobio estandar; mas de 10 mL 
de sangre) 

ESP 40N® Caldo anaerobio (caldo anaerobio inoculado con 
solo 5 mL de sangre) 

La relacion recomendada entre el volumen de caldo y de 
sangre para los frascos de hemocultivos tradicionales es 1:5 a 
1:10.^^^ Sin embargo, el volumen del medio fue disminuido en 
los frascos que contienen resina Bactec® para incluir un volu¬ 
men mayor de sangre. Asf, la inoculacion de 10 mL en un fras¬ 
co de Bactec Plus Anaerobic/F® genera un factor de dilucion de 
solo 1:3,5; las resinas en el medio neutralizan el problema 
de la actividad microbiana residual que puede estar presente en 
la sangre de los pacientes. 

Aunque el agregado de polianetolsulfonato de sodio (SPS) al 
medio del hemocultivo mejora el aislamiento de la mayorfa de 
las bacterias, incluidas las anaerobias, puede ser inhibitorio 
para otras, como las especies patogenas de Neisseria. 
Peptostreptococcus anaerobias es el unico anaerobio conocido 
que se inhibe por SPS en el medio del hemocultivo. Es poco 
comun en hemocultivos, asf que los intentos especiales para 


aislarlo usando medios especiales suplementados (p. ej., por 
agregado de gelatina al 1,2% para superar el efecto de SPS) 
pueden no ser muy eficaces. La incubacion de hemocultivos en 
caldo debe incluir al menos un frasco para anaerobios incuba- 
do sin introduccion de aire y un frasco para aerobios aireado 
transitoriamente (si se usa un sistema de caldo tradicional) por 
serie de hemocultivos, Los sistemas de hemocultivo mas per¬ 
feccionados tienen lugares especiales de atmosferas anaerobias 
que contienen nitrogeno y dioxido de carbono sin oxfgeno. Los 
frascos para aerobios y anaerobios deben ser agitados durante 
la incubacion e incubados a 35 °C durante 5 a 7 dfas. Los fras¬ 
cos de caldo tradicional deben inspeccionarse en forma visual 
para detectar el desarrollo de microorganismos (p. ej., observar 
turbidez, produccion de gas, hemolisis o colonias en el sedi- 
mento) dos veces por dfa durante las primeras 72 horas y luego 
una vez por dfa. Se deben realizar tinciones de Gram y subcul- 
tivos ciegos de los hemocultivos tradicionales en aerobiosis 
durante las primeras 6-12 horas de incubacion, sin importar si 
se observa evidencia macroscopica de crecimiento.^^^ Los sub- 
cultivos ciegos aerobios no se recomiendan en la actualidad 
para los hemocultivos tradicionales macroscopicamente nega- 
tivos. Los cultivos negativos deben ser mantenidos por 5 a 7 
dfas antes de ser informados como negativos. 

Los frascos de hemocultivos para aerobios y anaerobios de 
los sistemas perfeccionados Bactec®, BacT/Alert® o ESP no 
requieren subcultivos a ciegas. Cuando los frascos de aerobios 
o anaerobios muestran evidencia macroscopica de desarrollo, 
deben ser subcultivados en agar chocolate (incubados en una 
estufa con CO 2 al 5-10%) y en agar sangre para anaerobios 
(incubado en anaerobiosis). Tambien se recomienda el uso de 
medios selectivos en placa para subcultivo de anaerobios 
(como agar sangre para anaerobios con feniletil alcohol o agar 
sangre kanamicina-vancomicina), junto con agar sangre no 
selectivo para anaerobios para ayudar al aislamiento de anae¬ 
robios en el cuadro de bacteriemia polimicrobiana. Los anaero¬ 
bios se afslan a veces en frascos para aerobios (tanto como en 
frascos para anaerobios). La falta de subcultivos para anaero¬ 
bios a partir de frascos para aerobios macroscopicamente posi- 
tivos es una practica inaceptable. Con respecto al aislamiento 
de bacterias anaerobias, hasta ahora, el sistema de lisis/centri- 
fugacion (Isolator®; Wampole, Cranbury, NJ)^^® y el sistema de 
hemocultivo Septichek® (Roche, Indianapolis, IN)^^ (tratados 
en los caps. 1 y 2) se han desempenado solo en forma subopti¬ 
ma en comparacion con los sistemas tradicionales de caldo 
Bactec® para hemocultivos anaerobios. Se recomienda que los 
laboratories que usan cualquiera de estos sistemas tambien uti- 
licen un sistema de cultivo en caldo tradicional o instrumenta- 
do para hemocultivos anaerobios. 

Examen directo de los materiales cimicos 

El analisis macroscopico de las muestras es valioso para 
establecer la presencia de anaerobios. Un olor fetido, el aspec- 
to purulento de las muestras Ifquidas y el hallazgo de tejido 
necrotico y gas o granules de azufre son dates orientadores 
claves. 

Varies autores han enfatizado la importancia del examen 
microscopico de las muestras clfnicas y la informacion deriva- 
da que puede dar dates presuntivos inmediatos de la presencia 
de anaerobios.En los portaobjetos preparados para la tin- 
cion de Gram, la fijacion con metanol es mucho mejor que la 
fijacion por calor tradicional. Deben observarse las caracterfs- 
ticas celulares y el fondo del frotis, y en la reaccion de Gram, 
la forma, el tamano y la disposicion de las bacterias, y debe 
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registrarse el numero relative de microorganismos presentes. 
Se debe reparar en la presencia de esporas, su forma y posicion 
en la celula bacteriana, y otras caracteristicas morfologicas 
diitintivas, como ramificaciones, filamentos con corpusculos 
e^fericos, extremes aguzados y formas granulares. Aunque la 
tincion de Gram es satisfactoria para determinar las caracieris- 
licas celulares, las tinciones de Wright y de Giemsa a veces 
pueden revelar informacion valiosa adicional. Las tinciones de 
naranja de acridina son las mas utiles para detectar bacterias en 
hemocultivos, liquido cefalorraquideo (LCR), hquido pleural, 
Ifquido articular y exudadosJ^^ La morfologia de varies anae- 
robios en frotis examinados con el microscopio se ilustran en 
las microfotografias incluidas en las laminas en color 16-1, 16- 
2 y 16-3 y en las laminas en color del capitulo 1. 

La presencia de numerosas celulas epiteliales pavimentosas 
sin celulas inflamatorias en heridas de la piel y en muestras res- 
piratorias y urogenitales a menudo indica que el material se ha 
recolectado de mode superficial, es de mala calidad y que pro- 
bablemente producira mezclas de microorganismos insignifi- 
cantes de la flora normal o bien microorganismos contaminan- 
tes. Vale la pena limitar la extension de las identificaciones 
cuando los examenes directos con el microscopio revelan 
muestras de baja calidad. For supuesto que los medicos deben 
ser notificados de manera oportuna sobre los resultados de los 
examenes directos y el problema de la calidad de la muestra 
antes de descartar las placas del cultivo primario. Los micro¬ 
biologos deben trabajar estrechamente con los medicos para 
tratar de mejorar la calidad y la importancia clinica de las 
muestras procesadas y de los resultados informados. 

Las pruebas inmunologicas para la deteccion directa de anti- 
genos anaerobios han tenido aplicaciones muy limitadas. Los 
productos de anticuerpos fluorescentes para detectar Clos¬ 
tridium chauvoei, C. novyi, C. septicum y C. sordellii estan dis- 
ponibles para uso en medicina veterinaria (VMRD®, Pullman, 
WA; www.vmrd.com). Los anticuerpos fluorescentes en equi- 
pos comerciales creados hace algunos anos para especies de 
Bacteroides en general no fueron utiles por la no especificidad 
y las reacciones cruzadas, con una sensibilidad insuficiente 
para ayudar a la identificacion directa de microorganismos en 
muestras frescas. 

Ademas de los cultivos (tratados mas adelante en este capi¬ 
tulo), ciertos procedimientos pueden ayudar al diagnostico de 
la enfermedad asociada con Clostridium difficile (EACD).^^ 
Entre ellos se incluyen una prueba de aglutinacion del latex, un 
inmunoanalisis para el antigeno comun glutamato deshidroge- 
nasa^^^ y la cromatografia de gas-liquido para detectar acido 
isocaproico.^*^ La especificidad ha sido un logro para estos 
metodos. Los procedimientos de amplificacion de la reaccion 
en cadena de la polimerasa (PCR) parecen promisorios,^"^’®^’^"^^ 
pero no estan disponibles en el mercado. La prueba de neutra- 
lizacion de la citotoxina B de Clostridium difficile, basada en el 
uso de antisueros especiTicos para toxina B, acoplada con 
hallazgos clmicos se considera el procedimiento de referenda 
con el que se deben comparar otras pruebas diagnosticas para 
C difficile. Sin embargo, existen problemas con el ensayo de 
citotoxina B, entre ellos su escasa sensibilidad, un tiempo de re- 
cambio de 1 a 4 dias, los requerimientos para los medios de 
cultivos tisulares y la falta de estandarizacion entre los labora- 
torios.^’^^^ 

Los procedimientos inmunologicos alternativos para la 
deteccion directa de toxina(s) de C difficile en muestras feca- 
les incluyen varios enzimoinmunoanalisis (EIA) disponibles en 
el mercado, que han sido revisados en detalle en otra parte.* 
Los productos comerciales recien evaluados en un estudio 


importante realizado por Turgeon y cols.^^^ incluyen el Sistema 
Prima Tox A de Clostridium difficile (Trinity Biotech®, Bray, 
Irlanda) y Tox A II de Clostridium difficile VIDAS® 
(BioMerieux-Vitek, Hazelwood, MO), ambos detectan toxina 
A de C. difficile. El Premier Cytoclone A/B (Meridian 
Diagnostics®, Cincinnati, OH) y el Clostridium difficile Tox 
A/B (Techlab®. Blacksburg, VA) detectan ambas toxinas, A y 
B. Los paneles de ImmunoCard® Clostridium difficile (ICard; 
Meridian Diagnostics, Cincinnati, OH) y Triage Micro® C. dif¬ 
ficile (Triage; Biosite Diagnostics, San Diego, CA) detectan el 
antigeno comiin glutamato deshidrogenasa y la toxina A. Todos 
estos EIA y otros revisados por Allen y cols.* son rapidos (p. 
ej., 1 a 3 horas de tiempo de recambio), faciles de usar y se pre- 
sentan como altemativas promisorias a los ensayos de neutrali- 
zacion de citotoxinas tradicionales. En teoria, la sensibilidad y 
la especificidad de las pruebas directas de toxina de C. difficile 
en heces se deben mejorar en gran medida usando EIA para 
detectar la enterotoxina (toxina A) o la citotoxina (toxina B), o 
ambas, producidas por el microorganismo en las heces. Aunque 
algunos de estos EIA parecen ser muy especiTicos (p. ej., 98% 
a > 99% de especificidad), la mayona son menos sensibles que 
los ensayos de citotoxina B con los cuales han sido compara- 
dos (p. ej., 56-82% de sensibilidad).*’^^^ 

En otro tiempo se creyo que se necesitaban ambas toxinas, A 
y B, para que se produzca EACD. Ahora es claro que la enfer¬ 
medad grave puede ser causada por cepas de C difficile toxina 
A-negativas/toxina B-positivas, que pueden perderse si el EIA 
se disena para detectar solo toxina a.’ Se estan infor- 

mando nuevos casos y brotes de EACD con toxina A-negati- 
va/toxina B-positiva con una frecuencia creciente en todo el 
mundo. Asi, ademas de, o en vez de un EIA para toxina A, se 
puede recomendar un ensayo de citotoxina para toxina B y/o 
cultivos para C. difficile toxigenico.^ 

Si bien se describio el uso de la cromatografia de gas-lfqui- 
do para detectar anaerobios en exudados y liquidos corporales 
no ha sido muy popular.*^ El valor de este procedimiento esta 
creciendo mediante el examen microscopico cuidadoso del 
material de la misma muestra. Una gran cantidad de acido buti- 
rico en una muestra que contenga solo bacilos gramnegativos 
delgados aguzados podria sugerir especies de Fusohacterium. 
Un pico principal de succinato y la presencia de solo bacilos 
gramnegativos podrian indicar especies de Bacteroides, espe¬ 
cies de Prevotella o especies de Porphyromonas. Un pico prin¬ 
cipal de propionato en un hemocultivo positivo que contiene 
bacilos grampositivos, no formadores de esporas, pleomorfos 
(llamados difteroides) podria ser muy compatible con especies 
de Propionibacterium. Sin embargo, la cromatografia de gas- 
liquido directa provee solo claves presuntivas y debe interpre- 
tarse con cautela en infecciones polimicrobianas. 

Seleccion y uso de los medios 

Los medios usados para aislar anaerobios a partir de mues¬ 
tras deben incluir tipos no selectivos, selectivos y enriquecidos, 
como se ilustra en el cuadro 16-6. Otros medios tambien pueden 
ser incluidos o sustituidos por los listados en el cuadro 16-6. Por 
ejemplo, el medio de came picada y glucosa se usa a menudo en 
vez del medio de tioglicolato enriquecido; el agar acido nalidi- 
xico colistm (CNA) puede usarse en lugar del agar feniletil 
alcohol (PEA). 

Tanto el agar sangre vancomicina-paromomicina como el 
agar sangre vancomicina-kanamicina pueden usarse para el ais¬ 
lamiento selectivo de anaerobios gramnegativos no formadores 
de esporas. El agar bilis esculina para Bacteroides se reco- 
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Cuadro 16-6 Medios representativos para el aislamiento primario de anaerobios en muestras clmicas^' 

MEDIO 

PRINCIPALES COMPONENTES Y COMENTARIOS 

OBJETIVO 

Agar sangre para 
anaerobios de los 
CDC (AnBAP) 

Agar base tripticasa soja con 5% de sangre de camero; suplementa- 
do con extracto de levadura, hemina, vitamina K, y L-cistina para 
los anaerobios que requieren factores de crecimiento adicionales 
(p. ej., Prevotella melaninogenica, Fusohacterium necrophorum y 
otros). Otros medios base, incluidos Brucella, infusion de cerebro 
y corazon, Schaedler y agar sangre Columbia son excelentes para 
el desarrollo de muchos anaerobios, pero la morfologia y otras 
caracteristicas tienden a diferir en esos medios 

Medio en placa de agar sangre no selectivo para el aislamiento 
primario de todos los tipos de anaerobios encontrados en 
materiales clmicos (veanse texto y laminas en color de 

16-1 a 16-4) 

Agar sangre fenileti- 
lalcohol para anae¬ 
robios (PEA) 

Ademas de contener los mismos componentes que la formulacion 
anterior de agar sangre para anaerobios de los CDC. este medio 
tiene feniletilalcohol (2,5 g/L). PEA inhibe el desarrollo de espe- 
cies de Proteus y el de muchas otras bacterias anaerobias facultati- 
vas gramnegativas, incluidas la mayoria de las Enterobacteriaceae. 
PEA es volatil. Las placas deben ser selladas en bolsas plasticas o 
de celofan y almacenadas a 4 "C. La tanda de placas que no inhi- 
ben el desarrollo de Proteus deben descartarse, sin importar la 
fecha de vencimlento 

El medio PEA ayuda al aislamiento selectivo de anaerobios a 
partir de materiales infectados que contengan una mezcla de 
bacterias. Debe proveer un buen desarrollo para la mayoria 
de bacterias anaerobias obligadas gramnegativas y gramposi¬ 
tivas. Las bacterias grampositivas anaerobias facultativas, 
como estafilococos, estreptococos, especies de Bacillus y las 
bacterias corineformes tambien crecen bien en este medio 

Agar sangre kanami- 
cina-vancomicina 
para anaerobio 
(KV) 

Contiene la misma formulacion que el agar sangre para anaerobios 
de los CDC como el antedicho AnBAP, pero ademas, contiene 100 
mg/L de kanamicina y 7,5 mg/L de vancomicina. La kanamicina 
inhibe el desarrollo de muchos (pero no todos) bacilos gramnegati- 
vos anaerobios facultativos y la vancomicina inhibe el de las bac¬ 
terias grampositivas en general (incluidas la mayoria de anaerobios 
y no anaerobios grampositivos). La vancomicina en esta concen- 
tracion tambien puede inhibir el desarrollo de especies de 
Porphyromonas. 

El medio KV es util para el aislamiento selectivo de la mayoria 
de las especies de Bacteroides, de Prevotella, de 

Fusobacterium y de Veillonella de muestras clmicas que con- 
tienen bacterias aerobias y anaerobias mezcladas 

Agar sangre lacada 
paromomicina- 
vancomicina para 
anaerobios (PV) 

El medio PV lacado es similar a la formulacion antes citada, excepto 
en que los 100 mg/L de paromomicina son sustituidos por kanami¬ 
cina. Tambien en PV, la sangre es lacada antes de agregarla (por 
congelacion y descongelacion de la sangre). El desempeno es 
similar a KV, excepto que la paromomicina puede inhibir algunos 
otros anaerobios facultativos resistentes a la kanamicina, como 
algunas cepas de Klebsiella. De modo similar al agar KV, el PV 
lacado puede inhibir el desarrollo de los microorganismos grampo¬ 
sitivos en general. La sangre lacada puede ayudar al reconocimlen¬ 
to temprano de Prevotella pigmentada 

PV lacado es un medio excelente para el aislamiento primario 
de microorganismos pertenecientes al grupo Bacteroides fra- 
gilis, especies de Prevotella pigmentada y no pigmentada, 
Fusobacterium nucleatum, F. necrophorum, F mortiferum, 
Veillonella y otros anaerobios obligados no formadores de 
esporas gramnegativos. No es necesario el uso de KV y PV; 
es razonable seleccionar uno de ellos, segun las preferencias 
del microbiologo 

Agar fructosa ciclo- 
serina-cefoxitina 
(CCFA) 

Base peptona proteosa o tripticasa soja que contiene fructosa e indi- 
cador rojo neutro. Ademas, se agregan cicloserina (500 mg/L) y 
cefoxitina (16 mg/L) para inhibir la flora intestinal. C.difficile, a 

48 horas de incubacion, forma colonias rizoides amarillentas de 4 
mm o mas grandes que tienen estructuras internas cristalinas birre- 
fringentes (“opalescencia jaspeada”). Las colonias de C. difficile 
muestran una fluorescencia verde amarillenta bajo luz de longitud 
de onda UV (su olor recuerda al estiercol de caballo). C. difficile 
es negativo para las actividades de lipasa y lecitinasa 

CCFA se utiliza para el aislamiento selectivo de C difficile en 
muestras de heces u otros materiales intestinales. Sin embar¬ 
go, el desarrollo en CCFA no es especiTico solo para C. diffi¬ 
cile', por lo tanto, se requiere la identificacion de un cultivo 
puro (es comun encontrar colonias que se desarrollan en 
medios para Enterobacteriaceae no deseados, especies de 
Bacillus, estafilococos y otros clostridios) 

Medio de tioglicola- 
to enriquecido 
(THIO) 

THIO es un medio liquido enriquecido preparado por suplementa- 
cion del medio de tioglicolato formula BBL-0135C (sin indicador) 
con hemina y vitamina K, 

Este es un caldo no inhibitorio que es util en especial para el 
aislamiento primario de actinomicetos. THIO tambien es un 
excelente suplemento para medios solidos en placa para el 
aislamiento de microorganismos con requerimientos nutricio- 
nales especiales. Debe proveer un buen desarrollo para todos 
los anaerobios encontrados en materiales clmicos. 


" Todos los medios en este cuadro estdn disponibles preparados por varios fahricantes (vease el texto). Todos excepto CCFA fueron decritos originalmente por Dowell, Lombardy 
cols, en un manual de los CDC.^^ Para mas informacion acerca de CCFA. se recomiendan las publicaciones de George et al.,^^ Bartley y DowelP- y Marler et aL‘^^ 
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?iiienda en el manual Wadsworth Anaerobic Bacteriology para 
la seleccion e identificacion presuntiva del grupo Bacteroides 
fragilis^^ y tambien se ha encontrado util como un medio 
^elective para Bilophila wadsworthia}^ Los resultados obteni- 
dos con formulaciones de medios en placa, como Schaedler, 
Columbia, Brucella u otros pueden no ser enteramenie compa¬ 
rables con las caracteristicas de desarrollo y morfologia de 
anaerobios observadas en las formulaciones de medios en base 
a agar sangre de los Centers for Disease Control and Prevention 
iCDC) (veanse laminas en color 16-1 a 16-4). 

El agar sangre anaerobio usado en los CDC y en la Indiana 
University se recomienda como un medio no selectivo. 
Contiene 5% de sangre de camero o conejo desfibrinada agre- 
gada al agar tripticasa soja (Becton Dic^nson Microbiology 
Systems®; BDMS, Cockeysville, MD), adicionado con L-cisti- 
na, extracto de levadura (Difeo, Detroit, MI), vitamina y 
hemina.^^ La formula se encuentra en el recuadro 16-4. 

Se dispone de placas con este medio fabricadas por Becton 
Dickinson Microbiology Systems y Remel (Lenexa, KS). Las 
placas comerciales de agar sangre para anaerobios pueden ser 
almacenadas en el refrigerador en bolsas de celofan por al 
menos 6 semanas. 

Antes de usarlos, las placas se mantienen 4 a 6 horas en una 
jarra anaerobia o en una camara de anaerobiosis (glove-box) en 
una atmosfera de 85% de N 2 , 10% de H 2 y 5% de CO 2 . Un 
beneficio adicional del agar sangre para anaerobios de los CDC 
descrito con anterioridad es que la adicion de L-cistina en el 
medio permite el desarrollo de ciertas bacterias que requieren 
aminoacidos que contienen azufre, como Fusobacterium ne- 
crophorum y estreptococos con requerimientos nutricionales 
especiales dependientes del azufre que han sido aislados en 
pacientes con endocarditis.^ En este medio tambien crecen muy 
bien los anaerobios estrictos Clostridium novyi tipo B y 
Clostridium haemolyticum. 

El agar sangre con feniletilalcohol se prepara mediante la 
suplementacion del agar sangre para anaerobios descrito antes 
con 0,25% de feniletil alcohol. De modo similar, el agar sangre 
vancomicina-kanamicina o el agar sangre vancomicina-paro- 
momicina se preparan por el agregado de 100 pg de kanamici- 
na o paromomicina y 7,5 pg de vancomicina por mililitro de 
medio de agar sangre. 

El medio de tioglicolato enriquecido (BBL-135C con suple- 
mento de hemina y vitamina Kj) se recomienda como reem- 
plazo del medio en placa.^^ Este medio es litil en particular para 
cultivar especies de Actinomyces de crecimiento lento. El caldo 
con glucosa y came picada, una buena altemativa para enri- 


Recuadro 16-4 Agar sangre para anaerobios de los CDC 

INGREDIENTES 

CANTIDADES 

Agar tripticasa soja (BDMS) 

15 g 

Fitona (BDMS) 

5g 

Cloruro de sodio 

5g 

Agar 

20 g 

Extracto de levadura (Difeo) 

5g 

Hemina 

5 mg 

Vitamina K, (3-fitilmenadiona) 

10 mg 

L-cistina 

400 mg 

Agua desmineralizada 

1 L 

Sangre (de camero 0 conejo) desfibrinada 

50 mL 


quecer el medio de tioglicolato, es litil para el aislamiento de 
especies de Clostridium por la tecnica de seleccion de esporas 
y para cultivos anaerobios en general. 

Otros medios selectivos con fines especiales para el aisla¬ 
miento primario de anaerobios en la flora normal se describen 
en detalle en el Manual WadsworthP^ Ademas, Smith y Moore 
describieron los medios selectivos y una tecnica de enriqueci- 
miento en frio para ayudar al aislamiento de especies de 
Mobiluncus en muestras vaginales.^^® Eley y cols, informaron 
un medio diferencial y selectivo para el aislamiento de Bac¬ 
teroides ureolyticus Lee y cols, desarrollaron un nuevo 
medio selectivo para Bacteroides gracilis Malnick y cols, 
formularon un nuevo medio selectivo para el aislamiento de 
especies de Anaerobiospirillum de heces.^^ Se han desarrolla- 
do medios selectivos adicionales con fines especiales y proce- 
dimientos para el aislamiento y la cuantificacion de Clos¬ 
tridium dijficile, C. perfringens y C. botulinum de heces (y/o de 
muestras de alimentos).^*^^^^^ 


Sistemas anaerobios para ei cuitivo de bacterias 
anaerobias 

Segun se determino por estudios comparativos, el uso apro- 
piado de los siguientes sistemas es satisfactorio para el cultivo 
de bacterias anaerobias asociadas con enfermedades huma- 
nas:i30 2 oi j^rras de evacuacion-reemplazo; jarras anaerobias 
con generadores de gas desechables; tecnicas para camaras 
anaerobias; medios esterilizados en forma aerobia prerreduci- 
dos (PRAS) para la siembra en un tubo con capa extendida por 
rodamiento (roll-streak). Deben seguirse los principios genera- 
les enumerados en el recuadro 16-5 para asegurar resultados 
optimos. 

Tecnicas de jarras anaerobias 

Las jarras suelen usarse para el cultivo anaerobio de bacte¬ 
rias en medios en placa primarios o en placas de subcultivos. 
La jarra GasPak® (Becton Dickinson), ilustrada en la figura 
16-2, se ha usado durante mucho tiempo en laboratorios clini- 
cos de los Estados Unidos. 

La jarra anaerobia Oxoid® (fig. 16-3) consta de una tapa de 
metal, valvulas Schrader y un manometro. Al igual que la jarra 
GasPak, la jarra Oxoid puede usarse como jarra de evacuacion- 
reemplazo o con un generador de gas. Otras fuentes comercia¬ 
les de jarras anaerobias son Almoore® (Ardy Diagnostics, 
Santa Mana, CA), Key® (Scientific Products, Rockville, MD), 
Mitsubishi Gas Chemical America® (Nueva York, NY) y EM 
Science® (Darmstadt, Alemania). 


Recuadro 16’5 Principios para ei aislamiento optimo de 
anaerobios 


1. Recoleccion y transporte adecuados de las muestras clinicas. 

2. Procesamiento de las muestras con la minima exposicion al oxigeno 
atmosferico. 

3. Uso de medios frescos 0 prerreducidos. 

4. Uso apropiado de un sistema anaerobio, con la inclusion de un cataliza- 
dor activo que permita la eliminacion del oxigeno (de sistema jarra o 
camara de anaerobiosis). 
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Figura 16-2 Sistema anaerobio GasPak® (Becton Dickinson Microbiology 
Systems, Cockeysville, MD): la jarra contiene placas inoculadas, tubos de 
caldo, un envase generador de dioxido de carbono e hidrogeno, una tira con 
indicador azul de metileno y un catalizador en la tapa. 


El principio basico de las jarras que requieren catalizador 
(p. ej., GasPak) es la eliminacion del oxigeno de la camara 
mediante la reaccion con el hidrogeno agregado al sistema en 
presencia del catalizador. El oxigeno se reduce a agua como 
sigue: 

(catalizador) 

2H, + O 2 <-> 2 H 2 O 

La tecnica mas antigua de la jarra Brewer usaba un cataliza¬ 
dor de paladio en la tapa de la Jarra (una jarra Mclntosh-Fildes 
modificada), que requeria ser calentado con una corriente elec- 
trica para estar activo por completo. La jarra GasPak usa un 
catalizador “frio”, compuesto por particulas de aluminio recu- 
biertas de paladio, que no necesitan calentamiento. El cataliza¬ 
dor frio es mas conveniente y no tiene peligro de explosion. El 
catalizador de paladio frio puede inactivarse en la jarra por la 
produccion de sulfuro de hidrogeno u otros productos metabo- 
licos volatiles de las bacterias. Se recomienda reemplazar las 
particulas de catalizador con particulas nuevas o reacondicio- 
nadas cada vez que se use la jarra. Las particulas pueden ser 
reacondicionadas o restituidas a su actividad completa calen- 
tandolas en un homo de calor seco de 160 °C a 170 °C durante 
2 horas. Despues del calentamiento, las particulas se almace- 
nan a temperatura ambiente en un contenedor seco y limpio o 
en un desecador hasta el momento de su uso. 

Las condiciones anaerobias pueden ser producidas en siste- 
mas de jarras con un generador de dioxido de carbono-hidro- 
geno (GasPak, Oxoid) o por el procedimiento de evacuacion y 
reemplazo. En este procedimiento el aire en la jarra es elimi- 
nado y reemplazado con una mezcla de 85% de N 2 , 10% de H-, 
y 5% de CO^; es mas economico que los generadores de gas y 
permite que las condiciones anaerobias se establezcan mas 


rapidamente. Se puede usar algun contenedor hermetico, 
incluida una jarra (GasPak con una tapa de ventilacion, una jarra 
Brewer, una jarra Oxoid o incluso una olla de presion modifi¬ 
cada. 

Whaley y Gorman describieron un dispositivo economico 
para vaciar y llenar de gas las jarras y otros sistemas.^^^ Estos 
dispositivos pueden usarse con un aspirador casero, con lo que 
se elimina la necesidad de una bomba de aspiracion cuando se 
utiliza el procedimiento de evacuacion/reemplazo. Se evacua el 
aire de la jarra por extraccion mediante una presion negativa de 
-50 a -60 cm de mercurio. El procedimiento se repite tres 
veces. Luego la jarra se llena con despues de las dos prime- 
ras evacuaciones y el reemplazo final se hace con la mezcla 
gaseosa compuesta por 85% de N 2 , 10% de H 2 y 5% de CO 2 . 

El Anoxomat® (Mart Microbiology, Lichtenvoorde, Paises 
Bajos) es un sistema de evacuacion/reemplazo automatizado. 
Aunque es similar en principio al procedimiento descrito antes, 
los estudios han mostrado un desarrollo un poco mayor usando 
Axonomat® en lugar de otros sistemas anaerobios con los que 
se comparo.^^’^^^ 

Los generadores de CO 2 e H, del GasPak se usan abriendo el 
sobre con generador y colocandolo en la jarra. Se agregan cerca 
de 10 mL de agua para permitir la generacion de hidrogeno y 
dioxido de carbono y la tapa se sella de manera apretada. Si la 



Figura 16-3 La jarra anaerobia Oxoid® (Oxoid USA, Columbia, MD) contie¬ 
ne una jarra de policarbonato de 3,5 L cerrada por una tapa metalica pesada y 
una abrazadera de metal. El centro de la tapa tiene dos valvulas de Schrader 
y un manometro de presion maxima o minima, con dos valvulas para facilitar 
la tecnica de evacuacion/reemplazo (E/R). En la tapa tambien hay una valvula 
de seguridad para impedir la presion gaseosa extra causada por el uso incorrec- 
to de la tecnica de E/R. Un sache con un catalizador que actua a baja tempera¬ 
tura se abre hacia la superficie interior de la tapa. En lugar de la tecnica E/R, la 
jarra se puede usar con el equipo comercial generador Oxoid® del fabricante. 
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lapa no esta caliente al tacto dentro de los 40 minutes despues 
de sellada o si la condensacion no aparece en la superficie 
interna del vidrio dentro de los 25 minutes, se debe abrir la 
jarra, descartar el sobre con generador y reemplazarlo por un 
generador nuevo. Las dos causas mas comunes de fracaso del 
sistema son un cierre defectuoso de la tapa que permita el esca¬ 
pe de gas o que se inactiven las particulas de catalizador. 

Las condiciones anaerobias siempre deben controlarse cuan- 
do se usa cualquiera de las dos tecnicas de jarras mediante la 
inclusion de un indicador de oxidorreduccion. Para este objeti- 
vo se venden tiras de azul de metileno (BD Microbiology 
Systems). De otra forma se puede colocar en la jarra un tube de 
ensayo de 13 mm x 100 mm que contenga unos pocos milili- 
tros de una mezcla de glucosa-NaCH 03 -azul de metileno.^^ El 
azul de metileno es azul cuando esta oxidado y se decolora 
cuando esta reducido. El color cambia a casi +11,0 mV. Asi, si 
se alcanzan las condiciones anaerobias, la solucion del indica¬ 
dor azul de metileno se tomara incolora y permanecera de esa 
forma si no existen escapes que permitan el ingreso de oxige- 
no adicional en el sistema. Si la solucion se vuelve azul des¬ 
pues de haber sido incolora, indica que no se ban mantenido 
las condiciones y que los resullados del cultivo pueden no ser 
validos. 

El sistema GasPak 100 Anaerobic® ha sido analizado con res- 
pecto a las concentraciones de O 2 y CO 2 , tiempo de aparicion de 
agua condensada, temperatura del catalizador y Eh de los 
medios en placas preparados en el comercio a distintos interva- 
los a 20 hasta 25 La concentracion de fue 0,2-0,6% 
dentro de los 60 minutos despues de la activacion del generador 
y menor de 0,2% a los 100 minutos. La concentracion de CO 2 
fue 4.6-6,2% a los 60 minutos despues de la activacion. El Eh 
de los tres medios probados vario de +60 mV (agar Colum¬ 
bia con 5% de sangre de carnero) hasta +500 mV (agar Schaed- 
ler con 5% de sangre de carnero) a tiempo cero. El Eh se exten- 
dio desde -30 mV hasta -229 mV despues de 60 minutos y 
oscilo de -115 mV hasta -300 mV despues de 100 minutos. 
Esto indica la reduccion rapida del medio; aun asi el indicador 
azul de metileno no se decolora en menos de 6 horas a 25 ®C. 
A 35 ®C, el azul de metileno por lo general se reduce en casi 5 
horas, y es probable que el medio se reduzca mas rapidamente 


a 35 °C que a 25 °C. Sin embargo, si el aire ambiente entra en 
el sistema, el indicador cambia hacia el azul en pocos minutos. 

Hace relativamente poco se han introducido sistemas anae¬ 
robios por generacion de gas que no requieren catalizador ni 
adicion de agua para su activacion. El AnaeroPack® (Mitsu¬ 
bishi Gas Chemical America, Nueva York, NY), por ejemplo, 
absorbe oxigeno y genera dioxido de carbono, pero no genera 
hidrogeno. Parece una excelente altemativa al GasPak® y a 
otros sistemas de incubacion anaerobia establecidos."^^ Otro 
tipo de sistema comercial libre de catalizador hace uso de lima- 
duras de hierro en un sache al que se le agrega agua (Anero- 
cult®, Merck, Darmstadt, Alemania), produciendo una atmos- 
fera rica en dioxido de carbono, libre de oxfgeno. 

Uso de la camara de anerobiosis 

Una camara de anaerobiosis (“caja con guantes” o glove- 
box) es un sistema anaerobio completo que permite al micro¬ 
biologo procesar muestras y realizar la mayoria de las tecnicas 
bacteriologicas para el aislamiento e identificacion de bacterias 
anaerobias sin exposicion al aire. Pueden estar construidas de 
varios materiales, como acero, plastico acrilico o fibra de vi¬ 
drio (fig. 16-4). La camara anaerobia de plastico vinilico flexi¬ 
ble desarrollada en la University of Michigan ha gozado de una 
amplia popularidad*^ y se dispone de una modificacion de este 
diseno en varios tamahos de la marca Coy Manufacturing® 
(Ann Arbor, MI). Una camara anaerobia de diseno diferente se 
muestra en la figura 16-5. Entre otros fabricantes de camaras 
anaerobias se encuentran Forma Scientific (Marietta, OH) y 
Toucan Technologies (Cincinnati, OH). Las camaras rigidas 
son comercializadas por Anaerobe Systems® (Bactron Anae¬ 
robe Chamber; Sheldon Manufacturing, Cornelius, OR) y por 
Russkinn Technology y Don Whitley (Shipley, West Yorkshire, 
Inglaterra). 

Una camara de anaerobiosis, si esta construida de forma 
apropiada, es economica para operar porque permite el uso del 
medio en placas convencionales y el costo de los gases para la 
operacion del sistema es minimo. Una vez armada, el principal 
gasto es la mezcla gaseosa de 85% de nitrogeno-10% de hidro- 
geno-5% de dioxido de carbono para reemplazar el aire en el 


Figura 16-4 Camara de anaerobiosis (Coy Laboratory 
Products. Ann Arbor, MI). Los materiales se pasan hacia dentro 
y afuera de la camara plastica, flexible, grande mediante una 
entrada automatica. Las condiciones anaerobias se mantienen 
por recirculacion constante de la atmosfera dentro de la camara 
plastica (85% de N 2 , 10% de H,, y 5% de COj) mediante un 
catalizador de paladio. Los cultivos se incuban dentro de una 
estufa separada en el interior de la camara de anaerobiosis o por 
mantenimiento de la caja Integra a 35 °C mediante el uso de 
cajas calentadas con catalizador. 
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Figura 16-5 Camara de anaerobiosis Forma Modelo 1024® 
(Forma Scientific, Marietta, OH). Este sistema tiene una boca 
de entrada automatica. Durante la operacidn diaria de rutina, el 
aire atmosferico burbujea a traves de una solucion buffer 
HEPES-glucosa-azul de metileno, que ayuda al control de las 
perdidas de O 2 o para determinar si el catalizador no funciona 
en forma adecuada. 


orificio de entrada cuando los materiales se pasan hacia el inte¬ 
rior de la camara de anaerobiosis. 

Sistema de capa extendida por rodamiento (roll-streal^ 

El sistema de capa extendida por rodamiento {roll-streak) 
creado por WEC Moore y asociados del Laboratorio VPI 
Anaerobe’^"^ es una modificacion de la tecnica en tubo desarro- 
llada por Hungate y asociados para el cultivo de bacterias anae¬ 
robias del rumen de vacas y otros animales herbivoros. El equi- 
pamiento para el sistema de cultivo anaerobio VIP (incluidos 
los tubos Hungate) es comercializado por Bellco Glass 
(Vineland, NJ). 

El sistema de capa extendida por rodamiento usa medios 
PRAS preparados en tubos con tapones de goma. Despues de 
la esterilizacion en autoclave los tubos de medios de agar se 
enfrian en una maquina rodante, lo que produce el deposito de 
una capa delgada del medio solidificado en las superficies 
internas de los tubos. Los tubos y los medios liquidos PRAS 
requieren la adicion de un agente reductor, como clorhidrato de 
L-cisteina, que se agrega justo antes de la esterilizacion en 
autoclave para ayudar a mantener un bajo potencial de oxido- 
rreduccion dentro del sistema. Todas las inoculaciones y sub- 
cultivos de los medios liquidos y solidos PRAS se realizan bajo 
una corriente de dioxido de carbono libre de oxi'geno, que redu¬ 
ce la exposicion al aire y ayuda a mantener un potencial de oxi- 
dorreduccion en el medio antes y despues del desarrollo de los 
anaerobios obligados. La tecnica de Hungate requiere menos 
equipamiento que la tecnica de la capa extendida por roda¬ 
miento para inocular el medio liquido. La inoculacion en los 
medios PRAS de los tubos Hungate se realiza con una jeringa 
y aguja a traves del tapon de goma de la tapa de rosea. 

Bolsas plasticas anaerobias 

Se dispone del sistema de bolsa plastica anaerobia fabricado 
por BD Microbiology Systems (Sparks, MD). Un segundo sis¬ 
tema, el AnaeroPouch®, es comercializado por Mitsubishi 
(Nueva York, NY). Un tercer sistema de bolsa anaerobia, 
Anaerocult P®, se fabrica en Alemania (Merck, Darmstadt, 


Alemania). Otros sistemas de bolsas son el Anaerogen® 
(Oxoid) y el Anabag® (Hardy Diagnostics). 

La bolsa anaerobia (BD) consiste en una bolsa de plastico 
transparente (de varios tamanos con capacidad para una a tres 
placas de Petri de 100 mm de diametro), un generador de gas 
H 2 -CO 2 que produce una atmosfera cuando se le agrega agua 
(analogo al generador usado en una jarra GasPak), particulas 
de catalizador de paladio Mo y resazurina como indicador. La 
bolsa se sella con calor luego de la activacion del generador 
para permitir el mantenimiento de las condiciones anaerobias 
de acuerdo con el mismo principio descrito para el sistema de 
la jarra GasPak. 

Por otro lado, el AnaeroPouch y el Anaerocult logran las 
condiciones anaerobias en forma diferente, sin catalizador, 
para eliminar el oxi'geno de la atmosfera y generar CO^. El oxi'¬ 
geno se elimina desde dentro de la bolsa Anaerocult sellada por 
combinacion con el polvo del hierro para producir oxidos de 
hierro. Estos sistemas de bolsas anaerobias parecen ser alterna- 
tivas practicas a las jarras o a los sistemas de camaras de anae¬ 
robiosis para la incubacion de anaerobios cuando solo se incu- 
ban unas pocas placas. 

Uso de la jarra contenedora anaerobia 

Una modificacion del procedimiento de la jarra contenedora 
de Martin es un aditamento economico y conveniente ante los 
sistemas de la jarra y la camara anaerobias que permite la siem- 
bra en placa primaria, la inspeccion de los cultivos y el subcul- 
tivo de colonias en la mesada del laboratorio con una minima 
exposicion de las bacterias anaerobias al oxi'geno atmosferi- 

Co,9,168 

El armado de la jarra contenedora se ilustra en la figura 16-6 
y su uso se describe brevemente en el recuadro 16-6. 

En el sistema de jarra contenedora se puede usar N, grado 
comercial, que es muy economico. Se abre la pequeha valvula 
de aguja pequeha del tubo multiple (fig. 16-7) y se coloca el 
regulator del tanque de gas en 0,28 kg/cm^ durante 20 a 30 
segundos para purgar en forma rapida la jarra de aire. Luego se 
baja el regulador de presion hasta casi 0,04 a 0,07 kg/cm^ y se 
ajusta el flujo de cada jarra en 50 a 100 mL/min, usando la val- 
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Figura 16-6 Equipo de cultivo en bolsa anaerobia (Becton Dickinson 
Microbiology Systems, Sparks, MD). Este equipo de cultivo incluye una placa 
de agar sangre para anaerobios de los CDC contenida en una bolsa impermea¬ 
ble al oxigeno. El sistema tiene su propio equipo generador de gas y cataliza- 
dor en frio. 


vula de la aguja pequena en el tubo multiple. Esto es equiva- 
lente a una relacion de flujo de una a dos burbujas por segundo 
cuando el tubo de goma de la jarra apenas se sumerge en el 
agua de un vaso. Como alternativa, en las jarras contenedoras 
se puede usar CO 2 pasado a traves de un tubo de catalizador de 
cobre caliente (homo Sargent) en lugar de N 2 . 


Incubacion de los cultivos 

En la mayoria de los casos, 35 °C a 37 °C es la temperatura 
mas adecuada para el aislamiento primario de bacterias anae- 
robias a partir de muestras clmicas. Las placas inoculadas en la 
mesada de laboratorio y colocadas en jarras de anaerobiosis 
deben incubarse al menos durante 48 horas y reincubarse por 
otros 2-4 dias para permitir que los microorganismos de creci- 
miento lento formen colonias; algunos anaerobios, como cier- 
tas especies de Actinomyces y Eubacterium, crecen mas lenta- 
mente y las colonias no pueden detectarse si las jarras se abren 
antes. Ademas, si la jarra se abre muy pronto, algunos de los 
microorganismos de crecimiento lento pueden morir debido a 



Figura 16-7 Esquema del sistema de jarra de anaerobiosis. La velocidad de 
flujo de nitrogeno para cada jarra se regula por las valvulas agujas en el mul¬ 
tiple juego de tres valvulas (disponible donde se venden articulos para acua- 
rios). Las jarras A, B y C contienen placas sin inocular, placas con colonias 
para ser subcultivadas y placas recien inoculadas, respectivamente. 


la exposicion al oxigeno. En situaciones de emergencia, se pue¬ 
den incubar dos grupos de medios en placas en jarras diferen- 
tes: un grupo durante 18-24 horas y el otro durante 3 a 5 dias. 
Este procedimiento permite el pronto aislamiento de anaero¬ 
bios de crecimiento rapido en la jarra de 18-24 horas de incu¬ 
bacion y el aislamiento tardio de los que se desarrollan en 
forma lenta en las jarras dejadas para la incubacion demorada. 
Si se sospecha una mionecrosis causada por clostridios, las pla¬ 
cas deben inspeccionarse tan rapido como 6 a 12 horas despues 
de la inoculacion. 


Recuadro 16-6 Procedimiento de utilizacion de la jarra de 
anaerobiosis 


1. Se usan tres jarras de anaerobiosis, la primera para colocar medios sin 
inocular, la segunda para placas en las que se desarrollan colonias sub¬ 
cultivadas y la tercera para recibir placas de medios recien inoculados. 

2. Se pueden usar placas de agar comerciales o medios de agar recien pre¬ 
parados en el laboratorio. Se pueden mantener en refrigerador por mas 
de 6 semanas si estan embolsadas en celofan. 

3. Las placas para ser usadas en un dia dado se deben colocar primero en 
una camara de anaerobiosis o en una jarra de anaerobiosis durante 4 a 

15 horas antes de usar para reducir el medio. 

4. A medida que se necesiten, los medios reducidos se colocan en la pri¬ 
mera jarra de mantenimiento y se hace pasar en forma continua una 
corriente suave de N 2 . 

5. Las placas con los medios reducidos se inoculan en superficie. de una 
por vez. en el aire ambiente e inmediatamente se colocan en la tercera 
jarra, que tambien se ha llenado con N 2 . La segunda jarra se usa para 
guardar algunas placas sacadas de la jarra GasPak que requieran sub- 
cultivos. 

6. Despues que la jarra que contiene las placas recien inoculadas se He¬ 
nan, las placas se pueden transferir a un sistema anaerobic convencio- 
nal, como una jarra GasPak o en una camara de anaerobiosis para incu¬ 
bacion a 35 ®C. 
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Debe evitarse la exposicion prolongada de las placas recien 
inoculadas al aire ambiente. Ciertos anaerobios por lo general 
encontrados en muestras clmicas, como Peptostreptococcus 
anaerohius, pueden no crecer o mostrar un retraso prolongado 
en el desarrollo cuando las placas recien inoculadas se mantie- 
nen en el aire ambiente por lapsos de tan solo 2 boras. Asi, si 
no se usa un procedimiento de jarra contenedora, las placas 
inoculadas deben colocarse de inmediato en un sistema anae- 
robio (jarra o camara de anaerobiosis) para permitir el cultivo 
eficaz de estos anaerobios. 

Los medios de tioglicolato enriquecido y de came picada y 
glucosa tambien deben inocularse con muestras clmicas incu- 
badas en un sistema anaerobio para permitir el maximo aisla- 
miento de anaerobios. Tambien se pueden usar los medios 
PRAS en tubos con tapones de goma. No es necesario hervir 
los tubos de tioglicolato enriquecido o caldo de came picada y 
glucosa si estan preparados en tubos con lapa de rosea bien 
ajustados y con gas en una camara despues de la esterilizacion 
en autoclave. A pesar de que el desarrollo se observa a simple 
vista, los cultivos en caldo deben mantenerse un mmimo de 5 a 
7 dias antes de descartarlos como negativos. 


Inspeccion de los subcultivos de colonies 

Despues de la incubacion, las placas incubadas en atmosfe- 
ras con 5-10% de CO 2 se deben examinar con lentes de aumen- 
to o, de preferencia, con un microscopio de diseccion. Si se 
usan jarras anaerobias, se debe usar un sistema de jarra conte¬ 
nedora en el momento de examinar las colonias y subcultivar 
para reducir la exposicion al aire de los aislamientos sensibles 
al oxigeno. La camara de anaerobiosis y los sistemas de bolsas 
(fig. 16-6) permiten la inspeccion de las colonias en ausencia 
de aire. 

El uso de microscopio estereoscopico de diseccion durante 
el examen de las colonias es muy util porque los anaerobios tie- 
nen colonias con caracteristicas distintivas. El microscopio de 
diseccion tambien es una valiosa ayuda durante el subcultivo 
de colonias para obtener aislamientos puros. 

Durante la inspeccion de las colonias se debe registrar cual- 
quier accion en el medio, como la hemolisis del agar sangre o 
la decoloracion del agar yema de huevo, asi como el tamano y 
las caracteristicas distintivas de las colonias. Las caracteristicas 
de las colonias de los anaerobios se ilustran en las laminas en 


color 16-1, 16-2 y 16-3. Cuando se registran las caracteristicas, 
se debe observar lo siguiente: el tiempo transcurrido del culti¬ 
vo y el nombre del medio, el diametro en milimetros de cada 
colonia ademas de su color, caracteristicas de la superficie (bri- 
llantes, opacas), la densidad (mate, translucida), la consistencia 
(cremosa, viscosa, membranosa, friable) y otras particularida- 
des (veanse caps. 1 y 2). 

Se deben examinar los frotis tenidos con Gram de las colo¬ 
nias de las placas incubadas en CO 2 y en anaerobiosis. No hay 
que presuponer sobre la base del tipo de colonia y de las carac¬ 
teristicas microscopicas solas que las colonias en las placas que 
han sido incubadas en un sistema anaerobio son anaerobios 
obligados. Aunque la morfologia y las caracteristicas de las 
colonias de ciertos anaerobios son distintivas, a menudo es 
imposible distinguir algunos anaerobios facultativos de los 
anaerobios obligados sin pruebas de aerotolerancia, incluso 
cuando las placas incubadas con CO 2 no muestran crecimienio. 

Se debe determinar el niimero de tipos diferentes de colonias 
en las placas anaerobias y registrar una estimacion semicuanti- 
tativa del numero de cada tipo (escaso, moderado o abundante 
desarrollo). Con una aguja o una pipeta capilar de Pasteur, se 
transfiere cada colonia diferente a otra placa de agar sangre 
para anaerobios para obtener un cultivo puro y a una placa de 
agar sangre para aerobios para probar la aerotolerancia (descri- 
ta mas adelante). Si las colonias estan bien separadas en la 
placa de aislamiento primario, se deben inocular en un tubo de 
caldo enriquecido, como medio de tioglicolato enriquecido o 
de came picada y glucosa, para proveer una fuente de inoculo 
para las pruebas diferenciales. 

Despues de la incubacion, los subcultivos en medios de 
came picada y glucosa y de tioglicolato enriquecido se tinen 
con Gram. Si los microorganismos parecen estar en un cultivo 
puro, se pueden usar para inocular medios diferenciales apro- 
piados para su identificacion. 

Se examinan los cultivos en came picada y glucosa y en tio¬ 
glicolato enriquecido que fueron inoculados con la muestra ori¬ 
ginal junto con todas las placas de aislamiento primario. Si no 
existe desarrollo evidente en las placas anaerobias primarias o 
si las colonias aisladas no corresponden a los tipos morfologi- 
cos encontrados en los frotis directos tenidos con Gram de la 
muestra, cada medio de caldo debe ser subcultivado en dos pla¬ 
cas de agar sangre anaerobio: una para incubacion anaerobia y 
la otra incubada en una estufa con C02al 5-10%. Como alter- 
nativa para el subcultivo puede utilizarse una placa con agar 
chocolate que se incuba en estufa con C02al 5-10%. Estas pla- 



Agar sangre anaerobio incubado 
en anaerobiosis 


Agar sangre aerobio incubado en jarra 
de anaerobiosis por extincion con vela 


Figura 16-8 Tecnica de placas en cuadrantes usadas para las 
pruebas de aerotolerancia de cuatro aislamientos anaerobios. 
La placa de la izquierda ha sido incubada en una jarra de anae¬ 
robiosis durante 18 a 24 boras, mientras que la placa de la dere- 
cha se incubo en una jarra de anaerobiosis por extincion con 
vela. Los aislamientos A y C son anaerobios obligados. El ais¬ 
lamiento B es anaerobio facultative. El aislamiento C es un 
microaerofilo o un anaerobio obligado y debe ser probado luego 
por su capacidad de crecimiento en aire ambiente y comparado 
con el medioambiente que contiene CO^ aumentado. La jarra de 
anaerobiosis por extincion con vela no es adecuada para probar 
a Campylobacter jejiwi; esta especie crece de manera optima en 
5-10% de CO„ 10% de CO, y 85% de N,. 
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dc subcultivo deben examinarse mas tarde como ya se des- 
cnbio. 


Pruebas de aemtolerancia 

Cada tipo de colonia de la placa de aislamiento anaerobio se 
subcultiva en una placa de agar sangre aerobia (5-10% de CO 2 
o una jarra de anaerobiosis por extincion con vela) y anaerobia 
para una incubacion de toda la noche. 

Hemophilus influenzae, que se desarrolla en agar sangre anae¬ 
robic en anaerobiosis pero no en agar sangre ordinario en aero- 
biosis, puede ser confundido con un anaerobio. Esto se puede 
e\ iiar mediante la inoculacion en una placa de agar chocolate (en 
!ugar de la placa agar sangre aerobia) e incubacion en estufa con 
CO, al 5-10%. Puede ser conveniente inocular los cuadrantes o 
^xtantes de la placa de agar chocolate para probar la aerotole- 
rancia de cuatro a seis colonias en una placa de aislamiento pri- 
mario (fig. 16-8). Sin embargo, solo debe hacerse si las colonias 
estan bien separadas o si se seleccionan de una placa pura. O 
bien. se deben sembrar en estria placas unicas con cada aisla¬ 
miento para transferir un cultivo puro y evitar la contaminacion. 


In formes preliminares de los resultados 

Se debe informar al medico de inmediato si se comprobo que 
los microorganismos son anaerobios obligados, junto con los 
resultados de la observacion de un frotis tenido con Gram y de 
las caracterfsticas de las colonias. Sin embargo, no se justifica 
el informe de la presencia de un anaerobio obligado hasta que 
se hayan completado los estudios de aerotolerancia. 

Lamentablemente, a menudo se requiere un periodo de 3 
dias o mas para completar estos estudios. Los medicos deben 
conocer que ese tiempo prolongado no se puede evitar con 
algunos anaerobios de crecimiento lento (p. ej., algunas espe- 
cies de Actinomycetes y Propionihacterium). Por fortuna, la 
morfologia de las colonias de ciertas bacterias anaerobias a 
menudo es distintiva, de modo que los informes preliminares o 
presuntivos de esos aislamientos se pueden hacer antes de los 
estudios de aerotolerancia. Son ejemplos de el las, Clostridium 
perfringens. miembros del grupo Bacteroides fragilis, del 
grupo Prevotella pigmentada y Porphyromonas, y otras. 


Determinacion de las caracterfsticas bioqufmicas y de 
cultivo para la diferenciacion de aislamientos anaerobios 

Una vez confirmada la presencia de anaerobios por las prue¬ 
bas de aerotolerancia y que se ha informado una descripcion de 
las caracterfsticas morfologicas, la proxima prioridad es identi- 
ficar el cultivo puro aislado del modo mas rapido y exacto posi- 
ble e informar los resultados al medico dentro de un tiempo 
apropiado. Aunque en la actualidad los taxonomistas recono- 
cen mas de varios cientos de especies de anaerobios, la tarea de 
identificar anaerobios para el microbiologo clmico no es tan 
compleja como podrfa parecer porque solo un pequeno nume- 
ro de especies participan en infecciones anaerobias con alguna 
frecuencia.^"^ 

Identificacion presuntiva 

Casi todos los aislamientos clmicamente significativos son 
anaerobios obligados moderados o anaerobios aerotolerantes, y 


con practica no son diffciles de aislar e identificar. Los micro¬ 
organismos del grupo Bacteroides fragilis, del grupo 
Prevotella-Porphyromonas pigmentado, F. niicleatiim y los 
cocos anaerobios se afslan con bastante frecuencia; no obstan¬ 
te, otros anaerobios menos comunes tienen un potencial pato- 
genico mayor. Por lo tanto, es importante estar familiarizado y 
ser capaz de reconocer a: Actinomyces israelii, A. naeslundii, 
A. meyeri, Propionihacterium propionicum y Bifidobacterium 
dent him (antes B. eriksonii), que pueden ser causa de enferme- 
dades inflamatorias cronicas y agudas graves; Prevotella bivia 
y P disiens, por lo comun resistentes a varias penicilinas y 
cefalosporinas; Fusobacterium necrophoriim (que puede ser 
altamente virulento); F. mortiferum y F varium, que varian en 
su sensibilidad a ciertas penicilinas, cefalosporinas y clindami- 
cina; C. septicum, microorganismo asociado con frecuencia 
con carcinoma de colon o neoplasia hematopoyetica cuando se 
afsla en la sangre de esos pacientes; los clostridios “histotoxi- 
cos”, ademas de C. perfringens, que pueden causar gangrena 
gaseosa y varias infecciones de heridas; C. difficile, la causa 
principal de diarrea y colitis asociada con antibioticos, y C. 
tetani y C. botulinum debido a las enfermedades que provo- 

Can 7.10.69.125 

Los laboratorios de referenda suelen usar numerosas series 
de pruebas en la caracterizacion de aislamientos anaerobios 
mencionados para la identificacion o confirmacion, las cuales 
se enumeran en el recuadro 16-7. Ademas, se estan recono- 
ciendo nuevas especies mediante metodos quimiotaxonomicos 
y estudios de genetica molecular. Los datos derivados de la 
caracterizacion de cultivos con un gran niimero de pruebas han 
proporcionado bases de datos valiosas para recopilar cuadros 
de caracteristicas diferenciales, como los publicados por los 
CDC, el Virginia Polytechnic Institute (VPI), la State Uni¬ 
versity y los Wadsworth Anaerobe Laboratories.'’^ '®^ 125,259 
embargo, en la mayorfa de los laboratorios diagnosticos no es 
practico o factible desde el punto de vista economico usar un 
gran numero de medios diferenciales y determinaciones bio¬ 
qufmicas para identificar aislamientos en muestras clinicas. 

Por fortuna, ciertas caracterfsticas (recuadro 16-8) son muy 
utiles en la identificacion de anaerobios. Estas caracterfsticas 
forman la base de una aproximacion practica para identificar 
aislamientos anaerobios que se encuentran con mayor frecuen¬ 
cia en el laboratorio clfnico y de otras especies menos comunes 
o patogenos potenciales importantes, incluso raros. 


Recuadro 16-7 Caracterizacion de bacterias anaerobias 


Relacion con el oxigeno 
Mortblogia de las colonias 
Reaccion de tincion de Gram 
Rasgos microscopicos 
Movilidad 

Desarrollo en medio liquido 
Pruebas bioqufmicas 
Productos metabolicos (CGL) 

Sensibilidad a los antibioticos 
Pruebas serologicas 

Toxicidad, neutralizacion de toxinas, patogenicidad en animales 
Electroforesis en gel de poliacrilamida de protefnas solubles 
Acidos grasos de cadena larga de la pared celular; menaquinonas 
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Recuadro 16-8 Algunas caractensticas principales de los 
anaerobios 


Relacion con el oxigeno 
Caractensticas de las colonias 
Pigmentos 
Hemolisis 

Hoyuelos en el medio 

Reaccion con la tincion de Gram 

Morfologia 

Esporas 

Movilidad 

Flagelos 

Otras 

Desarrollo en caldo tioglicolato, catalasa, lecitinasa, lipasa; reacciones en 
medio lacteo; produccion de indol: hidrolisis de aimidon, esculina y 
gelatina; reduccidn de nitrato; fermentacion de hidratos de carbono cla¬ 
ves (p. ej., glucosa, manitol, lactosa, ramnosa); desarrollo en presencia 
de bills, penicilina, rifampicina y kanamicina: inhibicion por polianetol- 
sulfonato de sodio; produccion de toxinas; productos metabolicos. 


Usos de medios de agar diferenciales 

Se pueden obtener varias caractensticas valiosas para la 
identificacion de bacterias anaerobias a partir de cultivos puros 
en agar sangre para anaerobios de los CDC y en medio de tio¬ 
glicolato enriquecido. Estas caracteristicas, senaladas en el 
cuadro 16-7, proveen datos importantes para la diferenciacion 
de anaerobios en general. Se determinan caracteristicas adicio- 
nales mediante el uso de discos diferenciales, que se agregan a 
placas de agar sangre para anaerobios recien inoculadas. Los 
discos de 2-U de penicilina, de 1 000 ug de kanamicina y de 
15 pg de rifampicina (Becton Dickinson Microbiology 
Systems) ayudan a la diferenciacion de bacilos gramnegativos, 
no formadores de esporas, anaerobios. Los discos de colistina 
y vancomicina tambien pueden ser muy utiles.La prueba con 
disco de polianetolsulfonato de sodio es una forma practica de 
separar Peptostreptococcus anaerobins de otros cocos anaero¬ 
bios. Para demostrar la reduccion de nitrato conviene incluir 
una prueba con disco de nitrato durante el procesamiento de las 
bacterias anaerobias (en general). 

PLACAS PRESUMPTO 

Dowell, Lombard y cols, crearon tres tipos de placas en cua- 
drantes (Presumpto 1, 2 y 3) que contienen 12 medios agar 
diferenciales en un sistema que permite la determinacion de 20 
caracteristicas diferentes (cuadro 16-7) de aislamientos anaero¬ 
bios a un mmimo costo.^^ La informacidn derivada de usar las 
placas de tres cuadrantes, junto con las otras caracteristicas 
obtenidas de agar sangre anaerobic y medio de tioglicolato 
enriquecido mas el analisis del producto metabolico usando 
GLC permite la identificacion definitiva de muchas bacterias 
anaerobias significativas que se encuentran en el laboratorio. 
Ademas, las placas en cuadrantes, en especial las placas 
Presumpto 1 y 2, se pueden usar para suplementar a varies de 
los equipos comerciales, tanto como a los sistemas de identifi¬ 
cacion en caldo tradicional, con pruebas o caracteristicas 
importantes de los que esos sistemas sin agar carecen. 


El medio basico en el sistema de placa en cuadrantes Pre¬ 
sumpto es el medio de Lombard-Dowell (LD). El agar LD es un 
medio especialmente disenado para el desarrollo de una amplia 
variedad de anaerobios, incluidos algunos con requerimientos 
nutricionales especiales. Es notable que el caldo LD (el mismo 
medio sin agar o con solo una pequena cantidad) es el caldo de 
inoculacion para el Minitek® (Becton Dickinson Microbiology 
Systems) y los sistemas API® (BioMerieux-Vitek).® 

La placa Presumpto 1 es una placa de Petri de cuatro cua¬ 
drantes que contiene los siguientes medios: agar LD, agar escu¬ 
lina LD, agar yema de huevo LD y agar bilis LD. Dowell y 
Lombard de los CDC publicaron por primera vez los detalles 
del uso de esa placa.En principio, se uso para la identifica¬ 
cion presuntiva de Bacteroides y Fusobacterium (sin placas de 
Presumpto 2 y 3), pero desde entonces ha sido litil para la iden¬ 
tificacion de otras bacterias anaerobias. 

La placa Presumpto 2 contiene agar glucosa LD, agar DNA 
LD agar leche LD y agar almidon LD. Es util para la caracteri- 
zacion de clostridios, bacilos grampositivos y gramnegativos 
no formadores de esporas anaerobios y cocos anaerobios. 
Como la placa Presumpto 1, puede usarse junto con microme- 
todos envasados comerciales que carecen de las pruebas que 
contiene o junto con pruebas convencionales en tubo. 

La placa Presumpto 3 contiene agar gelatina LD, agar mani¬ 
tol LD agar lactosa LD y agar ramnosa LD. El uso del agar 
gelatina LD y de hidratos de carbono en esta placa en cuadran¬ 
tes ya se describio.^^ 

Las caracteristicas que se pueden determinar con cada una 
de las tres placas en cuadrantes se muestran en el cuadro 16-7. 
Las formulaciones y la preparacion de los medios y reactivos 
usados en el sistema de placa en cuadrantes se brindan en deta- 
lle en otra parte. 

Inoculacion y lectura de las placas Presumpto. Los procedimientos 
para la inoculacion de los medios en las placas en cuadrantes 
Presumpto, el metodo de incubacion y el uso de pruebas con 
discos de antibioticos e inhibitorias diferenciales se resenan en 
el recuadro 16-9. 

Observacion e interpretacion de los resultados. Despues de la 
incubacion, se examinan las placas en cuadrantes y las placas 
de agar sangre para anaerobios que contienen los discos anti¬ 
bioticos y los discos de diferenciacion de SPS y nitrato. 

Placa en cuadrantes Presumpto I (lamina en color 16-5) 

Agar LD Se observa y registra el grado de desarrollo en agar 
LD (escaso, moderado, abundante). Se prueba para indol con el 
agregado de dos gotas de reactivo para-dimetilaminocinamal- 
dehido a un disco de papel sobre el medio. Se observa el desa¬ 
rrollo de color azul o verde-azulado en el disco dentro de los 30 
segundos, que es una reaccion positiva para indol. El desarro¬ 
llo de otro color (rosa, rojo, violeta) o sin color es una reaccion 
negativa para indol. Un color lavanda a violeta indica una reac¬ 
cion positiva para los derivados del indol. 

Agar yema de huevo LD La formacion de una zona de pre- 
cipitado insoluble en el medio alrededor de las colonias bacte- 
rianas indica una reaccion positiva para la produccion de leci¬ 
tinasa. Esto se observa mejor con luz transmitida. 

La presencia de un brillo iridiscente (una capa nacarada 
sobre la superficie de las colonias y en el medio alrededor de 
las colonias bacterianas, mas evidente con luz reflejada) indica 
produccion de lipasa. Si la reaccion es dudosa, se agregan unas 
gotas de agua y se busca una pelicula que flota en la parte supe¬ 
rior del agua. 

La decoloracion del medio en la vecindad del desarrollo bac- 
teriano indica proteolisis, como lo demuestran ciertos clostri¬ 
dios proteoliticos. 
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Cuadro 16-7 Medios y caracteristicas de los cultivos que pueden determinarse con la utilizacion de medios diferen- 
ciales de agar para la identificacion de anaerobios 


MEDIOS CARACTERiSTICAS 


Agar sangre Relacion con el O/, caracteristicas de la colonia, hemolisis, pigmento, tluorescencia con luz UV 

(lampara de Wood), hoyuelos en el agar, morfologia celular, reaccion de tincion de Gram, espo- 
ras, movilidad (montaje humedo); inhibicion por penicilina, rifampicina y kanamicina 

Medio de tioglicolato enriquecido Aparicion del desarrollo, rapidez de crecimiento, produccion de gas, olor, morfologia celular 


Placa Presumpto 1 
Agar LD 
Agar esculina LD 
Agar yema de huevo LD 
Agar bilis LD 

Placa Presumpto 2 
Agar glucosa LD 
Agar aimidon LD 
Agar leche LD 
Agar DNA LD 


Indol, desarrollo en medio LD, catalasa^ 

Hidrolisis de esculina, HjS, catalasa 
Lipasa, lecitinasa, proteolisis 

Desarrollo en presencia de 20% de bilis (2% de bilis bovina), precipitado insoluble debajo y alre- 
dedor del desarrollo 

Fermentacion de glucosa; estimulacion del desarrollo por hidratos de carbono fermentables 

Hidrolisis de aimidon 

Hidrolisis de casema 

Actividad de desoxirribonucleasa 


Placa Presumpto 3 
Agar manitol LD 
Agar lactosa LD 
Agar ramnosa LD 
Gelatina LD 


Fermentacion de manitol 
Fermentacion de lactosa 
Fermentacion de ramnosa 
Hidrolisis de gelatina 


" Por comparacion de desarrollos en placa anaerobia con agar sangre (o agar chocolate) inciibada en incubador de 5-10% de CO 2 (o jarra de anaerobiosis 
por extincion con vela) o en aire ambiente. 

*’La prueba de catalasa puede realizarse por agregado de peroxido de hidrogeno al 3% al desarrollo en agar LD, pero las reacciones de cultivos catalasa 
positiva son mas vigorosas en agar esculina LD. 


Agar esculina LD Una prueba positiva para la hidrolisis de 
esculina se indica por la aparicion de un tono marron rojizo a 
marron oscuro en el agar esculina alrededor de las colonias 
bacterianas despues de exponer al aire el cultivo en placa en 
cuadrantes durante al menos 15 minutos. El examen del cua- 
drante de agar esculina bajo la lampara de Wood puede dar 
informacion adicional de la hidrolisis de esculina. El agar escu¬ 
lina exhibe un brillo azul fluorescente bajo la luz ultravioleta 
que no aparece despues que la esculina se hidroliza. 

El ennegrecimiento de las colonias bacterianas en el agar 
esculina indica la produccion de H 2 S. El ennegrecimiento se 
disipa muy rapido despues de la exposicion al aire. Por lo tanto, 
el desarrollo bacteriano debe observarse por el ennegrecimiento 
en condiciones anaerobias (camara anaerobia) o inmediata- 
mente despues de abrir las jarras anaerobias al aire. Para probar 
la degradacion de peroxido de hidrogeno como una indicacion 
de catalasa se exponen las placas al aire al menos 30 minutos y 
luego se inunda el cuadrante de agar esculina con unas gotas de 
H 2 O 2 al 3% fresca. Un burbujeo persistente despues de la adi- 
cion de H 2 O 2 es una reaccion positiva para catalasa. En algunos 
casos, el burbujeo rapido puede no ser evidente hasta despues 
de 30 segundos a un minuto. 

Agar bilis LD Se compara el grado de crecimiento bacte¬ 
riano en el agar bilis LD con el del agar LD comun y se regis- 
tra como I (crecimiento menor que en el control agar LD) o E 
(crecimiento igual o mayor que en el agar control LD). Usando 
luz trasmitida, se observa la presencia o la falta de un precipi¬ 
tado bianco insoluble debajo o alrededor del desarrollo bacte¬ 


riano. En caso de duda, se inspecciona bajo un estereomicros- 
copio usando luz transmitida. 

Placa en cuadrantes Presumpto 2 (lamina en color 16-5) 

Agar glucosa LD La fermentacion de la glucosa se indica 
por la produccion de acido o por un color amarillo donde hay 
desarrollo en el medio de cultivo y alrededor de esas zonas. Un 
color azul alrededor del desarrollo es una reaccion negativa. 
Algunas bacterias reducen el indicador, por lo tanto, a veces es 
necesario irrigar el cuadrante con reactivo azul de bromotimol 
diluido para observar si se ha producido acido. 

La estimulacion con glucosa puede observarse por compara¬ 
cion de la cantidad de desarrollo en agar glucosa LD con el del 
agar LD comun. 

Agar aimidon LD Para detectar la hidrolisis de aimidon, se 
irriga el cuadrante con solucion yodada de Gram; la decolora- 
cion alrededor del desarrollo indica una reaccion positiva. Un 
color pardusco indica aimidon no hidrolizado y una reaccion 
negativa. 

Agar leche LD Una zona clara alrededor del desarrollo en 
el cuadrante indica la hidrolisis de la casema (la digestion de 
las protemas de la leche) y una reaccion positiva. Si la casema 
no se hidroliza, el medio permanece turbio (reaccion negativa). 

Agar DNA LD Una zona rosada a rojiza alrededor del desa¬ 
rrollo en el cuadrante indica una reaccion positiva para la 
degradacion de DNA (actividad de desoxirribonucleasa). Si el 
medio permanece azul alrededor del desarrollo, el DNA no se 
degrade y la reaccion es negativa. 
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Recuadro 16-9 Uso de las placas en cuadrante Presumpto 


1. Preparar el inoculo a partir del desarrollo de un cukivo puro del aisla- 
miento anaerobic. Usar una suspension celular turbida (McFarland 3) 
en caldo LD preparada a partir de colonias aisladas o un subcultivo en 
medio de tioglicolato enriquecido de 24 a 48 boras de una colonia ais- 
lada (tambien se puede usar un subcultivo en caldo de glucosa y came 
picada de 24 a 48 boras). 

2. Inocular las placas cuadrantes como sigue: 

a. Saturar un hisopo esteril (para cada placa cuadrante que se inocule) 
en la suspension celular o en el cultivo en caldo. 

b. Sembrar en estria la porcion media de cada cuadrante con el bisopo 
que contiene bacterias. 

3. Colocar un disco de papel de 1,25 cm de diametro, bianco y esteril 
sobre el agar LD cerca de la periferia externa del cuadrante. Este disco 
se usa para la prueba de indol despues de la incubacion de las placas. 

Ademas de montar las placas Presumpto, tambien: 

1. Inocular la superficie de una placa de agar sangre con un hisopo esteril 
embebido en la suspension celular o en el cultivo en caldo. 

2. Colocar los discos de antibioticos (penicilina. 2 U; rifampicina, 15 pg; 
kanamicina, 1 000 pg) en el agar sangre con pinzas esteriles. Espaciar 
los discos de tal modo que la superposicion de las zonas de inhibicion 
no sea un problema. 

3. Colocar los discos de polianetosulfonato de sodio (SPS) y nitrato en 
una segunda placa de agar sangre anaerobio, si se usan ademas de los 
discos de antibioticos. Para preparar el disco de SPS, pipetear 20 pL de 
SPS al 5% (disponible en Anaerobe Systems [Morgan Hill, CA] y 
Kernel (Lenexa, KS] en discos blancos esteriles de 0,635 cm (Becton 
Dickinson [BD], Sparks, MD) y secar. Los discos de SPS son estables 
a temperatura ambiente por 6 meses. Para preparar el disco de nitrato, 
di.solver 30 g de KNO, y 0.1 g de molibdato de sodio (Na.Mo 04 • 
2H.O) en 100 mL de agua destilada y esterilizada por filtracion usando 
un filtro de membrana de 0,45 pm. Luego, agregar 20 pL de este reac- 
tivo a los di.scos blancos, esteriles de 0,635 cm y secar a temperatura 
ambiente por lo menos 72 boras. 


Placa en cuadrantes Presumpto 3 
Agar gelatina LD Para detectar la hidrolisis de la gelatina, 
se irriga el cuadrante con reactivo cloruro de mercurio acidifi- 
cado. Este reactivo se une a la gelatina no hidrolizada. Una 
zona de aclaramiento completo alrededor del desarrollo en el 
cuadrante indica que la gelatina ha sido hidrolizada y se regis- 
tra como una prueba positiva. 

Agar manitol LD, agar lactosa LD y agar ramnosa LD Se 

examinan e interpretan estos cuadrantes como se describio para 
el agar glucosa LD. 

PLACAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS 

Inhibicion del desarrollo en agar sangre para anaerobios 

con antibioticos 

PRUEBAS con discos Las zonas de inhibicion alrededor de los 
discos de antibioticos se observan y registran como sigue: 

Penicilina, disco de 2 U: sensible (S) si la zona de inhibicion 
de desarrollo es ^ 12 mm de diametro; resistente (R) si la zona 
es < 12 mm. 

Rifampicina, disco de 15 pg: sensible (S) si la zona de inhi¬ 
bicion del desarrollo es ^ 15 mm; resistente (R) si la zona es 
< 12 mm. 


Kanamicina, disco de 1 000 g: sensible (S) si la zona de inhi¬ 
bicion de desarrollo es > 12 mm; resistente (R) si la zona es 
< 12 mm. 

Uso de pruebas de SPS y de nitrato con discos 

Prueba de SPS con disco Medir la zona de inhibicion alre¬ 
dedor del disco de 6 mm. Una zona de inhibicion >12 mm se 
registra como sensible. 

Prueba de nitrato con disco Prueba para la reduccion de 
nitrato mediante el agregado de una gota de reactivo A para 
nitrato (acido sulfanOico) y una gota de reactivo B (acido 1,6 de 
Cleave) al disco.Un color rosa o rojo indica que el nitrato ha 
sido reducido a nitrito. Si el disco estaba incoloro despues del 
agregado de los reactivos A y B, se esparce polvo de cine en el 
disco para confirmar una reaccion negativa. El desarrollo de 
color rojo despues que se agrega el polvo de cine confirma que 
el nitrato todavia esta presente en el disco (reaccion negativa). 

En los cuadros 16-14 al 16-16 y 16-18 al 16-25 se resumen 
las caracteristicas para la identificacion de varias especies de 
anaerobios usando pruebas diferenciales en los medios de agar. 

El agar sangre para anaerobios, las placas en cuadrantes 
Presumpto y otros medios descritos en esta seccion se venden 
en el comercio (Remel) o se pueden preparar en el laboratorio. 
Los detalles para la preparacion de los medios y los reactivos 
se pueden encontrar en ediciones previas de este libro y en 
otros sitios.”’^^ Si se preparan en el propio laboratorio, exis- 
te la opcion de poner un unico medio diferencial en una placa 
y no usar placas de Petri de cuatro cuadrantes. Esta modalidad 
de mayor flexibilidad es apropiada para los microbiologos que 
prefieran usar otras combinaciones de pruebas. 

Caracterizacion de anaerobios usando pruebas bioqufmicas 
convencionales en tubos grandes 

No es posible tratar en este libro todos los procedimientos 
disponibles para la caracterizacion bioquimica de anaerobios. 
Los procedimientos convencionales de cultivo en tubo se des- 
criben en forma breve mas adelante. Para mas detalles, recurrir 
a los manuales de laboratorio en bacteriologfa de anaero- 

bios.53,107.125,179 

En lugar de utilizar las pruebas diferenciales descritas para 
medios con agar, se puede usar el medio PRAS en tubos gran¬ 
des para determinar las caracteristicas bioqufmicas. Estos se 
inoculan mediante un diafragma de goma en tubos Hungate o 
mediante un dispositivo especial que emite de gas de acuerdo 
con los procedimientos del manual Los medios 

PRAS se pueden preparar en el laboratorio u obtener en el 
comercio. Si se los usa para la caracterizacion de los aisla- 
mientos, tambien se pueden usar las tablas de Holdeman, 
Moore y 

El pH de las pruebas de fermentacion de hidratos de carbo- 
no basadas en medios con peptona y extracto de levadura (PY), 
prerreducido antes de esterilizar (PRAS) se determina directa- 
mente usando un pHimetro; se inserta un electrodo de combi- 
nacion delgado y largo en cada tubo de cultivo. De acuerdo con 
el manual VIP, el pH 5,5 a 6 se registra como acido debil, mien- 
tras que el pH por debajo de 5,5 es acido fuerte. Notese que el 
pH de los cultivos de hidratos de carbono en PY se deben com- 
parar con los cultivos en medios PY comunes (sin hidratos de 
carbono). El pH del caldo PY oscila entre 6,2 y 6,4 cuando se 
inocula bajo CO,. Tambien, algunos microorganismos pueden 
producir acido de peptonas en un medio PY comiin.'^^ Ademas, 
el pH de PRAS PY- arabinosa, PY-ribosa o PY-xilosa sin ino¬ 
cular puede ser tan bajo como 5,9 despues que el medio se ha 
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rr-^ienido durante 1 a 2 dias bajo una atmosfera de CO 2 ; asi, 
el pH de los cultivos en esos medios no se interpreta como 
acido a menos que sea inferior a 5,7.'”^ 

Los medios convencionales de Dowell y cols, se comerciali- 
zan en tubos con tapa de rosea de 15 mm x 90 mm (Remel, 
Lenexa. KS). Los detalles de la preparacion y el uso de esos 
m.edios se publican en otra parte.Cuando se usan estos me¬ 
dios diferenciales, deben consultarse los cuadros de identifica¬ 
tion de Dowell y Hawkins.-*’^ Con cualquiera de los sistemas 
convencionales VPI o CDC, las reacciones bioquimicas pueden 
ieerse despues de la incubacion de toda la noche en ciertos cul¬ 
tivos anaerobios de crecimiento rapido (p. ej., algunos B.fragi- 
!ts y clostridios) o se observa un buen desarrollo mas tarde (por 
lo general 48 boras y mas para especies de crecimiento lento). 
Las pruebas de fermentacion se leen mediante el uso de azul de 
bromotimol (amarillo a pH 6) o usando un pHimetro (un pH 
por debajo de 6 se considera acido). En nuestra experiencia, 
algunos de los llamados sistemas de micrometodos rapidos no 
son en verdad mas rapidos. 

Procedimientos alternativos 

El uso de medios convencionales en tubos de Hungate o en 
oiros tubos grandes insume un tiempo considerable y los 
medios son costosos para preparar o comprar. Como alternati- 
va a los medios y metodos convencionales, asi como al sistema 
de placas en cuadrantes Presumpto, se describieron diversos 
procedimientos para la caracterizacion e identificacion de ais¬ 
lamientos y esquemas de identificacion alternativos.^ 
Algunos contienen voliimenes mas pequenos de medios en 
envases que pueden ser manipulados con razonable velocidad 
en la mesada del laboratorio. Una de las propuestas alternativas 
mas populares ha sido la prueba para ciertas caracteristicas cla¬ 
ves de aislamientos en medios de agar diferencial (p. ej., agar 
esculina bilis Bacteroides; Anaerobe Systems®, Morgan Hill, 
CA). Otra ha sido el uso de discos impregnados con antibioti- 
cos o varios otros quimicos para probar la inhibicion del desa¬ 
rrollo o su estimulacion. Otra propuesta excelente ha sido el 
uso de pequenos comprimidos (p. ej., WEE-TABS®, Key 
Scientific Products, Round Rock, TX) para determinar ciertas 
reacciones enzimaticas de sustrato cromogenico. WEE-TABS 
se han usado como pruebas suplementarias o solas para dife- 
renciar varios anaerobios. Los detalles de su uso y las descrip- 
ciones de varias otras pruebas para la caracterizacion de aisla¬ 
mientos anaerobios se encuentran en el Wadsworth Anaerobic 
Bacteriology Manualy han sido revisados en otros sitios.^ 

LA PRUEBA DE NAGLER Y LA PRUEBA DE CAMP 
PARA C. PERFRINGENS 

Historicamente, la prueba de Nagler se uso para la identifi¬ 
cacion presuntiva de Clostridium perfringens. Aunque la 
mayoria de los clostridios aislados en el laboratorio clmico 
que dan una reaccion positiva son C. perfringens, la antitoxi- 
na usada en la prueba no es especifica. C bifermentans, C. 
sordellii, y C harattii (antes C. paraperfringens) tambien se 
sabe que son Nagler positivos y son necesarias otras pruebas 
para separarlos. Durante los ultimos anos, la popularidad de la 
prueba de Nagler ha disminuido porque no se dispone de la an- 
titoxina. Los detalles que describen la prueba de Nagler se 
hallan en las ediciones previas de este libro. 

Una alternativa a la prueba de Nagler, usada en algunos la- 
boratorios, es la llamada prueba de CAMP inversa.^-^ Para rea- 
lizar la prueba, se inocula una placa de agar sangre para anae¬ 


robios con una sola estria de un microorganismo desconocido 
que posiblemente sea una cepa de C. perfringens. Luego, se 
efectua una unica estria a un angulo de 90° a la distancia de 1- 
2 mm de la primera estria, usando un inoculo de un 
Streptococcus p-hemolitico del grupo B. Una punta de flecha 
de hemolisis sinergica, con el extremo de la flecha senalando 
desde Streptococcus hacia C. perfringens, es una prueba posi¬ 
tiva. Pueden ocurrir resultados falsos negativos y falsos positi¬ 
vos. Se necesitan mas datos sobre la especificidad de esta 
prueba para los aislamientos clmicos de C. perfringens. Segiin 
nuestro punto de vista, la mayoria de los laboratorios experi- 
mentados en bacteriologia de anaerobios y en las caracteristi¬ 
cas de los cultivos y morfologicas adicionales de C. perfrin¬ 
gens pueden recobrar el uso de la prueba de Nagler y la prue¬ 
ba de CAMP inversa, por lo que quiza sea innecesaria una 
prueba “nueva”. 

Microsistemas comerciales 

Dos equipos de micrometodos comerciales creados en la de- 
cada de 1970 se continuan usando a traves de los anos en los 
laboratorios de microbiologia clinica para la identificacion de 
anaerobios: el API-20A® (BioMerieux-Vitek) y el Minitek® 
(Becton Dickinson Microbiology Systems). La construccion y 
el uso de estos sistemas han sido repasados por Stargel y cols.^^^ 

Equipos comerciales para la identificacion de anaerobios despues 
de 4 horas de incubacion aerobia 

Varios fabricantes han comercializado equipos completos 
que prueban enzimas preformadas. La mayoria de estos siste¬ 
mas utilizan una serie de sustratos cromogenicos para probar 
en forma rapida diversas aminopeptidasas y glucosidasas. Cada 
sistema requiere la preparacion de una suspension celular car- 
gada a partir de la superficie de un cultivo puro en placa. Estos 
equipos permiten a los microbiologos determinar multiples 
caracteristicas enzimaticas de un cultivo puro aislado despues 
de 4 horas o menos de incubacion aerobia. Excepto el equipo 
API-ZYM®,^’^^^ todos estos sistemas comerciales proveen codi- 
gos numericos, bases de datos en el ordenador y cuadros de 
identificacion para ayudar a la identificacion una vez que ha 
sido caracterizado usando el sistema. La lista de productos 
incluye los siguientes: 

API An-Ident® (BioMerieux-Vitek) 

API-ZYM® (BioMerieux-Vitek) 

Crystal Anaerobe Identification System® (Becton Dickinson 

Microbiology Systems) 

MicroScan Rapid Anaerobe Panel® (Dade Behring Microscan) 
Rap ID-ANA II® (Remel) 

Rapid ID 32A® (BioMerieux-Vitek) 

Vitek Anaerobe Identification (ANI) Card® (BioMerieux- 

Vitek) 

Estos equipos son populares entre los microbiologos y se 
estan utilizando ampliamente en los laboratorios de microbio- 
logia diagnostica. En general, son de uso simple e insumen 
menos tiempo que los metodos convencionales. En otro sitio se 
describe con detalles cada uno de los sistemas, incluidos los 
sustratos, los procedimientos de uso, la interpretacion de los re¬ 
sultados de la prueba y un tratamiento de las evaluaciones del 
desempeho.^ Todos los microsistemas comerciales menciona- 
dos con anterioridad deben suplementarse con otras pruebas 
para la identificacion definitiva y exacta de los grupos de ana- 
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erobios seleccionados (p. ej., el uso de agar yema de huevo y 
cromatografia gas-hquido [CGL] para clostridios ademas de 
para C. perfringens; el uso tanto de medios solidos como liqui- 
dos para desarrollos rapidos, varias pruebas suplementarias 
adicionales, mas CGL para los bacilos grampositivos anaero- 
bios no formadores de esporas; el uso de 20% de bills, esculi- 
na, de pruebas de hidratos de carbono seleccionados para espe- 
cies de Bacteroides, el uso de CGL y reacciones en yema de 
huevo para la diferenciacion de especies de Fusobacterium, asi 
como pruebas adicionales para otros anaerobios). For supues- 
to, es necesario observar e interpretar correctamente las reac- 
clones de Gram, la morfologia de las colonias y los resultados 
de las pruebas de aerotolerancia y usar siempre cultivos puros 
cuando se intenta diferenciar anaerobios con sistemas comer- 
ciales. 

Cuando un equipo produce una identificacion de una especie 
rara, no se la debe aceptar sin repetir las pruebas con procedi- 
mientos altemativos o quiza con la confirmacion de un labora- 
torio de referenda cuando sea clinicamente importante. 


Determinacion de productos metabolicos 
par cromatografia de gas-1 fquido 

El analisis de los productos metabolicos por CGL es un pro¬ 
cedi miento practice y poco costoso que es realizado con facili- 
dad por el personal de laboratorio.^’’ Los productos metabolicos, 
liberados en el medio de cultivo en caldo durante el desarrollo 
anaerobio, son caracteristicas claves de las bacterias anaerobias 
y de muchas bacterias anaerobias facultativas. Junto con la 
determinacion de la relacion con el oxigeno, la mayoria de los 
anaerobios se pueden identificar hasta la categoria de genero 
sobre la base de la presencia o ausencia de esporas, la reac- 
cion de Gram, la morfologia celular y los resultados del ana¬ 
lisis por CGL. Esta tecnica mejora la velocidad y precision de 
la identificacion y disminuye los costos a causa del ahorro 
de tiempo.^*^ 

Como ya se menciono, los anaerobios facultativos usan res- 
piracion aerobia en su produccion de energia a partir de la glu- 
cosa, pero ademas pueden obtener energia por reacciones de 
fermentacion. Los anaerobios obligados son similares a los 
anaerobios facultativos con respecto a las vias usadas para las 
reacciones de fermentacion. Como los aerobios obligados y los 
anaerobios facultativos, algunos anaerobios obligados tambien 
usan respiracidn anaerobia como manera de obtener energia; 
sin embargo, los anaerobios obligados no usan respiracidn 
aerobia y para ellos el oxigeno no es el aceptor final de elec- 
trones. Muchos anaerobios obligados aislados en el laboratorio 
clinico, cuando se desarrollan en un medio liquido que contie- 
ne glucosa, producen piruvato de la glucosa por la via de 
Embden-Meyerhof y por otras vias. Sin embargo, muchas bac¬ 
terias anaerobias obtienen energia en medios deficientes en 
glucosa u otros hidratos de carbono mediante la fermentacidn 
de uno o mas aminoacidos. Por ejemplo, Clostridium sporoge- 
nes fermenta alanina y glicina (reaccidn de Strickland) para 
producir acetato, CO 2 y NH 3 .*^^ Existe una relacidn directa 
entre las cantidades de peptona y glucosa en un medio y la pro- 
duccidn de acidos grasos de cadena corta ramificados (p. ej., 
isobutirato, isovalerato, isocaproato) por ciertos anaerobios. 
Los productos de fermentacion producidos por las bacterias a 
partir de compuestos organicos, como el acido piruvico, varian 
entre los diferentes generos y especies de anaerobios obligados 
y entre microorganismos anaerobios facultativos 


Los patrones de fermentacion de microorganismos se han 
usado durante mucho tiempo para determinar grupos taxono- 
micos.^^^ Ciertas levaduras, como Saccharomyces, llevan a 
cabo una fermentacion alcoholica en la que los productos meta¬ 
bolicos se componen principalmente de etanol y CO 2 . Las bac¬ 
terias acido lacticas, que incluyen el genero Lactobacillus y 
Streptococcus, son bien conocidas por sus patrones caracteiis- 
ticos de fermentacion en los que acumulan acido lactico como 
producto principal. Escherichia coli y ciertas Enterobacte- 
riaceae se caracterizan por su fermentacion acida mixta en la 
cual se forman en cantidades significativas acetato, lactato y 
succinato junto con etanol, CO 2 e H 2 . Otros miembros de Ente- 
robacteriaceae, por ejemplo, Enterobacter aero genes, produ¬ 
cen un tipo de fermentacion con produccion de butanodiol; los 
principales son 2,3-butanodiol, etanol, CO 2 e H 2 , y se forman 
pequehas cantidades de acetato, lactato y succinato. La presen¬ 
cia de este tipo de fermentacion se determina en forma ordina- 
ria en el laboratorio clmico por la prueba de Voges-Proskauer 
(vease cap. 6). La fermentacion acido butirica, en la cual se 
producen acido butirico, cantidades limitadas de acido acetico, 
CO 2 e H 2 , se lleva a cabo por ciertas especies de Clostridium 
(p. ej., C. butyricum). El patron de fermentacion acido butiri¬ 
co permite establecer uno de los casi 14 grupos o subdivisio- 
nes de este genero solo sobre la base del analisis del producto 
metabolico. Por otro lado, muchos de los otros generos de ana¬ 
erobios han sido definidos de acuerdo con un patron metabo¬ 
lico linico (p. ej., acido propionico para el genero Propioni- 
bacterium). 

Las definiciones de generos basadas en vias metabolicas tie- 
nen un sustento cientifico porque las vias metabolicas repre- 
sentan rasgos conservados o geneticamente estables de las bac¬ 
terias.'^® Los esquemas de los cuadros 16-8 y 16-9 ilustran el 
valor del analisis de los productos metabolicos acidos para la 
diferenciacion de los generos de bacterias anaerobias. 

Aunque el analisis por CGL no es obligatorio para la identi¬ 
ficacion presuntiva del grupo B. fragilis, de los bacilos gram- 
negativos anaerobios pigmentados, F. nucleatum, C. perfrin- 
gens, R anaerobias y unos pocos anaerobios aislados por lo 
comun de muestras clmicas, es necesario para la identificacion 
definitiva de muchas especies de Bacteroides y Fusobacterium, 
para la mayoria de Actinomyces, Bifidobacterium, Clostridium, 
Eubacterium, Lactobacillus, Propionibacterium y para casi 
todos los cocos anaerobios. 

Los cromatografos gaseosos son relativamente economicos, 
seguros, simples de operar y confiables y los fabrican varias com- 
pahias de instrumentos cientificos. El equipamiento y los proce- 
dimientos para la determinacion de productos metabolicos por 
CGL se describen con mas detalle en otra parte. 125 , 152 , 180,217 

Identificacion de acidos grasos volatiles 

La CGL se usa para identificar acidos grasos de cadena corta 
que son solubles en eter. Los acidos detectados con este proce- 
dimiento son: el acetico, propionico, isobutirico, butirico iso- 
valerico, valerico, isocaproico y caproico. El procedimiento se 
explica en el recuadro 16-10. 

Los acidos grasos volatiles se pueden identificar por compa- 
racion de los tiempos de elusion de los productos en los extrac- 
tos con los de una mezcla de acidos conocidos (estandar de 
acidos grasos volatiles) cromatografiados en las mismas condi- 
ciones el mismo dia. En la figura 16-9 se muestra un trazado 
estandar representativo y en las figuras 16-10, 16-11 y 16-12 se 
presentan ejemplos de los resultados de la CGL en tres aisla- 
mientos anaerobios. 
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Cuadro 16-8 Diferendacion de generos de badlos bad]o(s) gramnegativos anaerobios no formadores de esporas 


I I. No moviles o moviles con flagelos peritricosos; bacilos cocobacilares o rectos 

A. Propuesta por Shah y Collins^*® para incluir solo las especies resistentes a bills y altamente fermentativas que se asemejan 

I a B. fragilis {B. distasonis, B. caccae, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. merdae, B. vulgatus, B. uniformis, B. eggerthii y 

. B. stercoris). Otras especies continuan en este genero; son necesarios mas estudios para determinar su ubicacion correcta 

(p. ej., 5. capillosus, B. coagulans, B. cellulosolvens, B. pectinophilus, B. tectum, B. ureolyticus y otras) 

Hasta que no se traslade el ultimo grupo este genero continuara siendo heterogeneo 

B. A menudo colonias pigmentadas de negro; produce acidos acetico, butirico y succmico, con cantidades menores de acidos 
propionico, isobutirico e isovalerico. Todas son asacaroliticas e indol positivas 

C. Colonias no pigmentadas a pigmentadas; inhibidas por bilis y sacaroliticas; por lo general microflora bucal 

D. Resistente a bilis, catalasa positiva, reduce nitrato y ureasa positiva 

E. Encontradas como parte de la flora humana normal, pero rara vez en muestras clmicas seleccionadas en forma adecuada 


Bacteroide^ 


Porphyromonas^ 

Prevotella^ 

Bilophila^ 

Alistipesf 

Anaerostipes^^^ 

Anaerorhabdus^ 

Catonella^ 

Cetohacterium^ 

Dialister" 

Faecalibacter^ 

FibrobacteF 

Johnsonella 

Megamonas^ 

Mitsuokella^ 

OxalobacteF 

Sneathia*" 

Sutterella" 

Tannerella" 

Tissierella" 


F. Encontradas en animates y en la naturaleza Dichelobactef 

Pectinatus^ 

Rikenella' 

Roseburia!^^ 

Ruminobacter^ 

Sebaldella'' 


G. Produce grandes cantidades de acido butirico (pero muy poco o nada de isoacido) como el principal producto metabolico; 
no se produce acido succmico; todas las especies son no moviles 

H. El acido lactico es el principal y unico producto; L buccalis, la unica especie, es no movil 

I. El acido acetico es el principal producto metabolico acido; produce sulfuro de hidrogeno; reduce sulfato; D. pigra, la 
unica especie, es no movil 

II Movil, no producido por flagelos peritricosos 

A. Bacilos curvados con flagelos polares lofotricosos o monotricosos o flagelos subsolares; el acido butirico es el principal 
producto de fermentacion 

B Los acidos acetico y succmico son los principales productos de fermentacion 

1. Bacilos rectos cortos a cocobacilos; un flagelo polar unico; encontrado solo en rumen bovino 

2. Bacilos helicoidales, curvos con extremes aguzados; movilidad tipo vibracion por un unico flagelo polar 

3. Bacilos curvos, helicoidales; penachos bipolares de flagelos 

C. Bacilos espiralados y curvos, oxidasa postivos, microaerofilos. con ausencia de una envoltura flagelar; no fermenta hidra- 
tos de carbono; produce acido succmico de acido fumarico 

D. Los acidos acetico y propionico son los principales productos de fermentacion 

1. Penachos de flagelos en lado concavo de las celulas en forma de media luna 

2. Flagelo polar linico; bacilos curvos; lipoHticos 

3. Los flagelos estan insertados en una espiral a lo largo de la celula 


Fusobacterium!" 

Leptotrichia^ 

Desulfomonas' 


Butyrivibrio^ 

Succinimonas' 

Succinivibrio^ 

Anaerobiospirillum^ 

Campylobacter^ 

WolUnella^ 


Selenomonas’^ 

Anaerovibrio^ 

Centipeda‘ 


Comunmente encontradas en muestras clmicas. 

' Rara vez encontradas en muestras clmicas. 

Flora normal humana o de otros animates. 

■ Campylobacter gracilis es oxidasa negativo y carece de flagelos, pero tiene "movilidad espasmodica"; difiere de otras especies de Campylobacter por estos dos aspectos. 
' Wolinella succinogenes, aislada en el rumen bovino y ahora la unica especie que permanece en el genero Wolinella, es dificil de diferenciar de las especies del genero 
Campylobacter. 

Modificado de Koneman et al. y otras referencias citadas en el texto. 
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Cuadro 16-9 Diferendadon de generos de badlos grampositivos anaerobios encontrados en muestras humanas 


I. No producer! endoesporas bacterianas 

A. Producer! grandes cantidades de acidos acetico y propionico; a menudo producer! catalasa; bacilos de forma regular o irre¬ 
gular, celulas cocoides; en ocasiones ramificados 

B. Producen acidos acetico y lactico (relacion >1:1); bacilos muy irregulares con formas bifidas y ramificaciones 

C. Producen acido lactico como unico producto 

1. Bacilos cortos a largos delgados; es comun la formacion de cadenas; no es comun la presencia de bacilos irregulares; a 
menudo se desarrollan en agar jugo de tomate a pH ^ 4,5 (vease cap. 14) 

2. Cocos alargados pequenos que se encuentran solos, en pares, o en cadenas cortas 

D. Producen grandes cantidades de acidos lactico y succmico y moderadas de acido acetico; predominan las formas de bacilos 
irregulares; formas filamentosas con ramificaciones 

E. Producen mezclas de acidos acetico, butirico, lactico y a veces formico; bacilos difteroides pleomorfos; sacaroliticos 

F. Producen cantidades pequenas de acido acetico y vestigios de acidos lactico y succmico; asacaroliticos 

G. Producen grandes cantidades de acido acetico y pequenas cantidades de succinato; bacilos rectos a curvos con algunas 
ramificaciones (“similar a Actinomyces"') 

H. Acetato y butirato son los unicos productos metabolicos; sacaroliticos; bacilos delgados 

I. Produce una cantidad importante de lactato con cantidades variables de acidos formico, acetico y succmico; cocobacilos, 
pleomorfos, bacilos difteroides cortos; anaerobios facultativos; sacaroliticos; A. pyogenes es p-hemolitico en agar sangre de 
camero 

J. Producen cantidades moderadas de acetato y lactato y vestigios de acido succinico; sacaroliticos; bacilos cortos 

K. Se encuentran como bacilos cortos en cadenas entrecruzadas; sacaroliticos; producen acidos acetico, butirico, isobutirico y 
lactico 

L. Bacilos muy cortos; asacaroliticos; no se detectan productos metabolicos en caldo peptona y extracto de levadura y glucosa 

M. Producen acidos acetico, formico y lactico, a veces con vestigios de acido succinico; abundante etanol; sacaroliticos; a 
menudo en forma de cocos pleomorfos a bacilos cortos; pueden ser confundidos con estreptococos o lactobacilos pero se 
distinguen por producir abundante H 2 

N. Acetato y lactato son los principales productos con una pequefia cantidad de succinato; sacaroliticos (debil); bacilos cortos 
a largos que se encuentran en pares y cadenas cortas 

O. El acido fenilacetico producido como unico producto metabolico en caldo de peptona. extracto de levadura y glucosa; asa¬ 
caroliticos; bacilos cortos que se encuentran solos, en cadenas cortas o en racimos 

P. Los acidos succmico y acetico son los principales productos de fermentacion, con acido lactico o sin el; oxidasa negativos, 
bacilos curvos, moviles con multiples flagelos subterminales; fermentadores en caldo de peptona, extracto de levadura y 
glucogeno, suplementado con suero de conejo 

Q. Producen formato. acetato, butirato, caproato e H^; bacilos pleomorfos que se encuentran en pares asemejandose a pajaros 
en vuelo, racimos o letras chinas (antes Eubacterium alactolyticum) 

R. Producen solo acido acetico o productos metabolicos no acidos; se encuentran en forma de bacilos, cocos o cocobacilos en 
cadenas y racimos 

II. Producen endoesporas bacterianas 


Adaptado de Koneman et at y de otras referencias citadas en el texlo. 


Pwpionibacterium 

Bifidobacterium 

Lactobacillus 

Atopobium 

Actinomyces 

Eubacterium 

Eggerthella 

Actinobaculum 

Anaerotruncus 
A rcanobacterium 


Bulleidia 

Catenibacterium 

Cryptobacterium 

Collinsella 


Holdemania 

Mogibacterium 

Mobiluncus 


Pseudoramibacter 

Slackia 

Clostridium 


Analisis de acidos no volatiles 

Los acidos piruvico, lactico, fumarico, succmico, hidrocina- 
mico y fenilacetico no se detectan con el procedimiento de 
extraccion con eter para acidos grasos volatiles. Estos acidos no 
volatiles se identifican despues de la preparacion de derivados 
metilados. El procedimiento se resena en el recuadro 16-11. 

Se realiza el analisis de los extractos cloroformicos usando 
las mismas condiciones cromatograficas que para los acidos 
volatiles. Se identifican los acidos metilados o no volatiles por 
comparacion de los tiempos de elusion en los extractos con los 
de los acidos grasos conocidos cromatografiados el mismo dia. 
Despues de probar aproximadamente 20 muestras metiladas, se 
inyectan 14 |iL de metanol en el cromatografo de gas. 

Controles de la cromatografia de gas-liquido 

Las soluciones estandares que contienen 1 mEq/100 mL de 
cada acido volatil y no volatil deben ser analizadas al mismo 
tiempo que se prueban las soluciones desconocidas. El estan- 


dar de acidos volatiles debe contener al menos los siguientes 
acidos: acetico, propionico, isobutirico, butirico, isovalerico, 
valerico, isocaproico y caproico. El estandar de acidos no vola¬ 
tiles debe contener al menos los acidos piruvico, lactico, fuma¬ 
rico, succmico, hidrocinamico y fenilacetico. Se debe analizar 
un tubo con medio sin inocular de la misma forma, porque 
varios lotes de caldo PYG pueden contener cantidades signifi- 
cativas de estos acidos. 

Lombard y cols, encontraron que varios medios liquidos 
tanto como el caldo PYG pueden usarse para el analisis de pro¬ 
ductos metabolicos acidos.Estos medios son: caldo de tiogli- 
colato enriquecido, glucosa y came picada, caldo con glucosa 
de Lombard-Dowell y caldo de Schaedler (BD Microbiology 
Systems). Sin embargo, cuando crecen en esos medios de caldo, 
los resultados de un microorganismo dado pueden diferir de los 
logrados en PYG. Asi, se debe tener cuidado en la interpreta- 
cion de los productos de diferentes medios cuando los cuadros 
de identificacion ban sido preparados a partir de una base de 
datos PYG. Se garantiza una nota adicional de cuidado; la can¬ 
tidad de acido acetico, lactico y otros acidos presentes en cier- 
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Recuadro 16’10 identificacion de acidos grasos volatiles 


1. Inocular tubos que contienen 7 a 8 mL de caldo glucosa-extracto de 
levadua-peptona (PYG) prerreducido con unas gotas (0,05 a 0,1 mL) de 
un cultivo en desarrollo activo. 

2. Incubar en condiciones anaerobias durante 48 boras o hasta obtener un 
desarrollo adecuado. 

3. Transferir 2 mL del cultivo a un tubo con tapa de rosea de 13 por 
100 mm, 

4. Acidificar el cultivo hasta un pH de 2 o menor por el agregado de 0,2 
mL de solucion acuosa al 50% (v/v) de H-,S 04 . 

5. Agregar 1 mL de eter etilico, apretar la tapa y mezclar por inversion 
suave del tubo cerca de 20 veces. 

6 . Centrifugal en una centrifuga clinica (1 500 a 2 000 rpm) para romper 
la emulsion eter-cultivo. 

7. Colocar la mezcla eter-cultivo en el congelador a -20 °C o menos o en 
un bano de hielo seco-alcohol hasta que la porcion acuosa (de abajo) se 
congele. 

8 . Vaciar en forma rapida la capa de eter en un tubo de tapa de rosea lim- 
pio. Si se desea, agregar una o dos particulas de CaClj al extracto de 
eter para eliminar el agua residual. 

9. Inyectar 14 pL del extracto en la columna de un cromatografo gaseoso 
cargada con SP-1220, 


tos medios liquidos, como caldo con glucosa y came picada 
pueden hacer dificil o a veces imposible determinar si el pico de 
acido acetico o lactico fue producido por el aislamiento desco- 
nocido o simplemente por el medio sin inocular. 

En las figuras 16-9 hasta 16-13 se muestran los trazados 
cromatograficos de un estandar de acidos volatiles; cultivos en 
caldo PYG de Fusobacterium mortiferum, Clostridium diffici¬ 
le y Peptostreptococcus anaerobius, y un estandar de acidos 
no volatiles. Los productos metabolicos de especies comunes 
de bacilos gramnegativos anaerobios se enumeran en el cuadro 
16-11. 


Identificacion de bacterias anaerobias 

En el cuadro 16-2 se proporciona una actualizacion extensa 
de la nomenclatura (nombres actuales y antiguos) de las bacte¬ 
rias anaerobias. Por fortuna, los anaerobios clmicamente mas 
importantes o los aislados con mayor frecuencia en muestras 
clinicas recolectadas y seleccionadas de manera apropiada 
comprenden una lista bastante mas pequena (cuadro 16-3). 
Solo 12-15 grupos o especies dan cuenta del 75% o mas de los 
aislamientos de especies aisladas en forma adecuada. Estas 
incluyen el grupo de Bacteroides fragilis, el grupo Prevotella- 
Porphyromonas pigmentado, Fusobacterium nucleatum, 
Peptostreptococcus anaerobius, Finegoldia magna (y algunas 
otras especies de cocos anaerobios), Propionibacterium acnes, 
Clostridium perfringens, C. ramosum y especies de Veillonella. 
El personal de laboratorio debe estar familiarizado con estas 
especies porque no son muy comunes y a menudo son clinica- 
mente significativas. Tambien es importante que los microbio¬ 
logos clmicos conozcan y puedan reconocer a: Fusobacterium 
necrophorum, Actinomyces israelii, Propionibacterium propio- 
nicum, el grupo C. clostridioforme, C. septicum, C. difficile, C. 
botulinurn, C. tetani y algunas otras especies (tratadas mas ade- 


5 



Figura 16-9 Cromatograma estandar de acidos volatiles tfpicos. El tiempo 
transcurrido entre la inyeccidn de un extracto etereo de la solucion estandar y 
el pico para cada acido (tiempo de retencion) se usa para identificar los acidos. 
Notese, por ejemplo, que el tiempo de retencion para el acido acetico es de 1,8 
minutos y para el acido valerico es de 6 minutos (instrumento usado: 
Dohrmann Anabac, Clinical Analysis Products, Sunnyvale CA; Detector: con- 
ductividad termica; carga de la columna: 15%, SP-1220/1% de HiPO^ en 
100/120 Chromasorb W/AW^- de Supelco, Bellefonte, PA). 


lante) porque estos microorganismos pueden ser altamente 
patogenos para los pacientes (incluso si no son comunes). 

Mas alia de considerar la necesidad de estar familiarizado 
con los anaerobios comunes o clmicamente importantes se ha 
propuesto que los microbiologos podrian desear limitar la 
extension de la identificacion anaerobia, basada en niveles de 
capacidad.^ Como ya se propuso, los laboratorios con capa- 
cidad limitada (nivel 1 o extension 1) deben poder aislar anae¬ 
robios en cultivos puros y evaluar la morfologia de la colonia y 
las caracteristicas microscopicas. Junto con los resultados de 
las pruebas de aerotolerancia, esta informacion debe transmi- 
tirse a los medicos (como informe preliminar). Si es clinica- 
mente relevante sobre la base de 1) la situacion clmica vista por 
el medico; 2) un frotis directo tenido con Gram de una herida 
o un absceso, Ifquido peritoneal u otras muestras, que revelen 
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f Tiempo (minutos) 

Inyeccion 


Figura 16-10 Cromatograma de acidos volatiles de un cultivo de 48 horas en 
caldo de peptona, extracto de levadura y glucosa de Fusobacterium mortife- 
rum. Los tiempos de retencion de los productos en el cultivo en caldo se com- 
paran con los del trazado estandar (vease fig. 16-9) para identificar los acidos 
desconocidos. Los picos indican las cantidades mayores de acido butirico y 
acetico, pero solo una cantidad menor de propionato para este cultivo. Se usa- 
ron las mismas condiciones y el mismo instrumento que en el trazado de la 
figura 16-9. 


B 



Figura 16-11 Ejemplo de un cromatograma de acidos volatiles de un cultivo 
de 48 horas en caldo de peptona, extracto de levadura y glucosa de Clostridium 
difficile. A, acido acetico; P, acido propionico; IB, acido isobutirico; B, acido 
butirico; IV, acido isovalerico; V, acido valerico; IC, acido isocaproico. 


evidencia de inflamacion aguda (como numerosos leucocitos 
polimorfonucleares, pero ausencia de celulas epiteliales pavi- 
mentosas) o necrosis; 3) evidencia microscopica de mionecro- 
sis de clostridios (lamina en color 16-3D); 4) granulos de azu- 
fre sugestivos de actinomicetos (lamina en color 16-2C y D), 5) 
hemocultivos positivos o cultivos positivos de liquidos corpo- 
rales (p. ej., liquido pleural, liquido cefalorraquideo, liquido 
articular), los aislamientos junto con los extendidos directos 
deben ser transportados a un laboratorio de referenda y proce- 
sados con mas detalle. A su vez, los laboratorios incluso con la 
capacidad de identificacion deflnitiva (nivel 4) de aislamientos 
anaerobios podrian querer limitar la extension del proceso al 
nivel 1 cuando no existe razon clmica para realizar la identifi¬ 
cacion adicional. Un ejemplo podria ser una muestra de hiso- 
pado peritoneal obtenida en la operacion de un paciente a pocas 
horas de una herida penetrante de cuchillo o de un disparo de 
arma de fuego en el abdomen. La perforacion del intestino 


grueso y del intestino delgado distal provoca un derramamien- 
to fecal en el abdomen. Las muestras obtenidas en ese momen- 
to probablemente mostraran formas morfologicas bacterianas 
mixtas y algunos leucocitos polimorfonucleares en los frotis 
tenidos con Gram y desarrollaran una mezcla de flora intesti¬ 
nal normal. La identificacion de estos microorganismos no ten- 
dria utilidad clmica y seria desmedidamente costosa. 

El segundo nivel de capacidad propuesto requeriria, ademas 
del nivel L alguna capacidad de identificacion.®^^ Debe reali- 
zarse la diferenciacion del grupo B. fragilis de los anaerobios 
gramnegativos y la identificacion de C. perfringens. De modo 
similar al primer nivel de identificacion, los aislamientos y los 
frotis directos de los casos relevantes deberan ser transportados 
a un laboratorio de referencia para identificaciones adicionales 
de los aislamientos. 






Tiempo en minutos 


Figura 16-13 Cromatograma estandar de acidos no volatiles tipicos. La 
columna esta cargada con 10% de SR 1000/1% de H^P 04 en 100/120 de 
Figura 16-12 Ejemplo de un trazado cromatografico de acidos volatiles Chromasorb W/AW® (Supelco, Bellefonte, PA). P. acido piruvico; L, acido 

de un cultivo de 48 boras en caldo de peptona, extracto de levadura y glucosa de lactico; F, acido fumarico; S, acido succmico; PA, acido fenilacetico. 

Peptostreptococcus anaerohius: A, acido acetico; P. acido propionico; IB, 
acido isobutfrico; B, acido butfrico; IV, acido isovalerico; IC, acido isocaproico. 


Recuadro 16-11 Identificacibn de bcidos grasos no volatiles 


1. Transferir 1 mL del cultivo en PYG original a un tubo con tapa de 
rosea de 13 por 100 mm limpio. 

2. Agregar 0,4 mL de H,S 04 y 2 mL de metanol. 

3. Colocar el tubo en un bano de agua a 55 °C por 1 bora o durante toda 
la noebe. 

4. Agregar 1 raL de agua destilada y 0,5 mL de cloroformo, y centrifugar 
poco tiempo para romper la emulsion en la capa de cloroformo (el clo¬ 
roformo estara en la parte inferior del tubo). 

5. Llenar una jeringa con el extracto cloroformico despues de colocar el 
extreme de la aguja por debajo de la capa acuosa. 

6. Limpiar la parte exterior de la aguja con un tisu limpio e inyectar 14 
uL en una columna CGL cargada con SP-1000, 


El tercer nivel de capacidad propuesto requerina la identifi- 
cacion presuntiva de la mayona de los doce grupos anaerobios 
mas comunes y de especies mencionadas antes. Esta tercera 
categoria o extension de identificacion puede ser cumplimen- 
tada sin el uso de cromatografia gaseosa. Como se dijo en la 
explicacion de los procedimientos de CGL, los anaerobios 
comunes y clmicamente importantes que pueden ser identifi- 
cados de forma presuntiva, usando unas pocas pruebas rapidas 
simples, son el grupo B. fragilis, los grupos Prevotella- 
Porphyromonas pigmentados (cuando se forma pigmento), K 
nucleatum, P anaerohius, F. magna, P acnes, C. perfringens, 
C. ramosum, A. israelii y varias especies no tan comunes. Los 
detalles de la morfologia, las caracteristicas del desarrollo, la 
aerotolerancia, algunas pruebas rapidas de manchas, el siste- 
ma de placa Presumpto y otros metodos practicos que permi- 
ten el reconocimiento y la diferenciacion de esos grupos y 
especies se dan a continuaion. Ya se senalo que entre los ais- 
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lamientos que requieren CGL y caracterizacion adicional para 
permitir una identificacion precisa se incluyen la mayoria de 
las especies de Clostridium ademas de C. perfringens o C. 
ramosum, la mayoria de las especies de Fusohacterium, la 
mayoria de los generos y especies de bacilos gramnegativos 
anaerobios no formadores de esporas ademas del grupo B.fra- 
giliSy algunos de los cocos anaerobios, y la mayoria de los 
bacilos grampositivos anaerobios no formadores de esporas. 
Esto se menciona de nuevo porque el cuarto nivel de identifi¬ 
cacion (o identificacion definitiva), que abarca las pruebas 
hechas en los niveles previos, tambien incluye CGL para los 
microorganismos que lo requieran. Ademas de determinar la 
morfologia, las caracteristicas del desarrollo, las relaciones 
con el oxigeno, las pruebas preliminares de manchas, el uso 
del sistema Presumpto y CGL, la identificacion definitiva 
(nivel 4) incluye determinar que otras caracteristicas se nece- 
sitan para arribar a una identificacion exacta de especie 
(incluidas las especies que no se aislan con frecuencia). Asi, 
las caracteristicas adicionales pueden obtenerse mediante 
pruebas bioquimicas tradicionales en caldo, ciertas pruebas 
enzimaticas rapidas (p. ej., API-ZYM® [BioMerieux-Vitek, 
Inc., Hazelwood, MO), RaplD-ANA II® [Kernel, Leneka, KS] 
o en uno de los otros equipos comerciales), pruebas de toxici- 
dad, electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas 
solubles de la celula entera, analisis de acidos grasos de cade- 
na larga, secuenciacion de 16S rRNA-DNA u otros procedi- 
mientos que se consideren necesarios (p. ej., remitiendo el 
aislamiento a un laboratorio de investigacion para pruebas mo- 
leculares mas extensas). Los laboratorios capaces de la identi¬ 
ficacion definitiva tienen la altemativa de limitar las identifi- 
caciones a los niveles presuntivos o preliminares descritos con 
anterioridad. Entre los laboratorios que realizan la identifica¬ 
cion definitiva o de nivel 4 se pueden incluir aquellos de los 
centros medicos universitarios grandes, muchos de los hospi- 
tales privados y comunitarios mas importantes y los laborato¬ 
rios de salud publica federales y de cada estado. 

Se requiere la identificacion definitiva para definir mejor el 
papel de las bacterias anaerobias en las enfermedades, para 
proveer un diagnostico microbiologico exacto que pueda ayu- 
dar a la eleccion optima de los antibioticos y al tratamiento cli- 
nico del paciente, para objetivos de la salud publica (p. ej., dia- 
rrea causada por C. difficile) y para contribuir a la educacion de 
medicos y microbiologos clmicos. Cuan lejos se debe ir en la 
identificacion de anaerobios depende de varias consideraciones 
que diferiran entre los distintos laboratorios. No se puede espe- 
rar que todos los laboratorios realicen los mismos niveles de 
estudios bacteriologicos anaerobios. Los factores que influyen 
en la toma de decisiones en la extension de la identificacion son 
la competencia tecnica y la experiencia de las personas que tra- 
bajan en el laboratorio, el niimero de personal disponible, la 
provision y el presupuesto para equipamiento. la poblacion de 
pacientes a la que se presta el servicio y las necesidades de los 
medicos que tienen la responsabilidad de sus pacientes.^Los 
microbiologos clmicos deben ser competentes en su trabajo y 
no vacilar en usar los servicios de los laboratorios de referen¬ 
da como ayuda para la identificacion definitiva o para la con- 
firmacion de referenda de los aislamientos, asi como las 
pruebas de sensibilidad a los antibioticos, las pruebas de toxi- 
genicidad, los estudios de acidos nucleicos u otros procedi- 
mientos cuando scan de importancia clmica, si el laboratorio 
mencionado carece de esta capacidad. En otra parte se brindan 
aproximaciones adicionales e informacion actualizada de la 
identificacion de anaerobios basadas en varias combinaciones 
de pruebas en diferentes niveles. 


Bacilos gramnegativos anaerobios no formadores de esporas 
CLASIFICACION Y NOMENCLATURA 

Las bacterias gramnegativas anaerobias no fomiadoras de 
esporas se clasifican ahora en los generos presentados en el 
cuadro 16-1. Las caracteristicas claves para la diferenciacion se 
dan en el cuadro 16-8. Los bacilos gramnegativos anaerobios 
estan entre la flora normal de la orofaringe, el intestino grueso, 
la vagina, el cuello uterino, la uretra y los genitales extemos. 
Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacteriumy y 
Biophila son los generos que por lo comun se aislan en mues- 
tras recolectadas y seleccionadas en forma adecuada (muestras 
sin contaminacion con flora normal) de seres humanos con 
infecciones significativas. 

Los nombres de los bacilos gramnegativos continuan cam- 
biando (cuadro 16-2), en gran parte como resultado de estudios 
taxonomicos en los que se usan los procedimientos molecula- 
res, como la secuenciacion de 16S Las bacterias 

anaerobias estan siendo clasificadas y reclasificadas sobre la 
base del parentesco filogenetico y los resultados de esas inves- 
tigaciones taxonomicas pueden no relacionarse con la reaccion 
de Gram, la morfologia de coco o bacilo, la capacidad para for- 
mar esporas, las relaciones con el oxigeno u otras caracteristi¬ 
cas fenotipicas tradicionales para clasificar anaerobios. De 
acuerdo con los estudios filogeneticos actuales, muchas espe¬ 
cies de bacilos gramnegativos se agrupan dentro del subfilo 
Clostridium de bacterias grampositivas; este incluye un gran 
niimero de bacterias que estan entre la microflora natural 
humana y de varios animales, y son raras en muestras clinicas 
o todavia no ban sido aisladas en ellas (p. ej., especies de 
Leptotrichia, Butyrivibrio fibrisolvens, Catonella morbi, 
Centipeda periodontii, Dialister pneumosinteSy Johnsonella 
ignava, Mitsuokella multiacida, especies de SelenomonaSy 
especies de Tissierella y otras)."^’^^’^^^’^^"^ 

A pesar de Jos numerosos avances taxonomicos nuevos basa- 
dos en metodos de investigacion de genetica molecular, las 
pruebas fenotipicas todavia son importantes para los objetivos 
de diagnostico clinico y pueden confiarse a los laboratorios 
hospitalarios para identificar anaerobios hasta que los procedi¬ 
mientos de identificacion molecular de bajo costo, simples y 
faciles de usar se vuelvan accesibles para esas bacterias.^^ Asi, 
para la identificacion de aislamientos en los laboratorios diag- 
nosticos, los microbiologos clinicos continuan dependiendo de 
las caracteristicas morfologicas claves, las caracteristicas bio¬ 
quimicas y fisiologicas, y, en muchas oportunidades, de la sen¬ 
sibilidad o resistencia a ciertos antibioticos. 

IDENTIFICACION PRELIMINAR 0 PRESUNTIVA DEL GRUPO DE 
BACTEROIDES, PREVOTELLA, PORPHYROMONAS ^ FUSOBACTERIUM 

Como ya se indico, el objetivo primero y principal de la 
identificacion debe ser determinar si las bacterias anaerobias 
estan presentes y aislarlas en cultivos puros.^° La presencia de 
bacilos gramnegativos anaerobios sugestivos de Bacteroides, 
Prevotella, Porphyromonas o especies de Fusobacterium 
(basandose en las relaciones con el oxigeno), junto con los 
resultados de la tincion de Gram y de la observacion de las 
colonias, debe informarse enseguida al medico. La identifica¬ 
cion presuntiva o preliminar del grupo B. fragilis y el grupo 
Prevotella-Porphyromonas, junto con otros bacilos gramnegati¬ 
vos, anaerobios obligados, puede realizarse facilmente usando 
caracteristicas diferenciales obtenidas con la placa Presumpto 1 
y agar sangre para anaerobios (cuadros 16-10 y 16-11). En los 
cuadros 16-12 a 16-16 se encuentran otros datos para la identi¬ 
ficacion de grupo junto con las caracteristicas claves de varias 
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e^pecies. Notese que todos los bacilos gramnegativos anaero- 
Mos no formadores de esporas encontrados en la clinica (cua- 
±\''> 16-10 y 16-11) son no moviles. En la practica no es nece- 
^aho determinar la movilidad y realizar tinciones de flagelos 
para diferenciar los otros generos de bacilos gramnegativos 
anaerobios (cuadro 16-8), a me nos que las caracteristicas dife- 
renciales de un aislamiento (en cultivo puro) no se ajusten a las 
de las especies enumeradas en los cuadros 16-10 a 16-16. 
Identificacion de Bacteroides; ei grupo de Bacteroides fragilis. Co¬ 
mo ya se menciono, los microorganismos del grupo B. fragilis 
son las bacterias anaerobias aisladas con mas frecuencia en 
infecciones humanas y son importantes desde el punto de vista 
clinico (cuadro 16-10). Son parte de la microflora natural del 
mbo digestivo de la mayoria de las personas, pero rara vez se 
encuentran en la boca. A traves de los anos, se ban usado 
numerosos nombres de especies para este grupo (p. ej., conve- 
xus. convexa, pseudoinsolita, inequalis, incommunis, uncata) y 
[ambien varios nombres de genero, pero ahora el grupo inclu¬ 
de solo los referidos en el cuadro 16-2. 

El grupo VPI “3542A” de DNA homologo, antes sin nom- 
bre. que se asemeja mucho fenotipicamente a B. distasonis, ha 
iido nombrado B. caccae}^^ La mayoria de las cepas de B. cac- 
cae fueron aisladas en las heces; no son comunes en muestras 
clmicas humanas recolectadas de modo apropiado. Otros dos 
grupos de DNA homologo, VPI “T4-r’ y “B5-2r’, fueron 
nombrados B. merdae y B. stercoralis, respectivamente. Estas 
especies tambien tienen similitud fenotipica con B. fragilis y 
con todas las otras especies del grupo B. fragilis. B. merdae y 
B. stercoralis fueron aisladas en muestras fecales y rara vez en 
muestras clmicas contaminadas con heces o contenidos intesti- 
nales (Allen SD y Siders JA, datos no publicados). 

B. fragilis es la especie mas comun del grupo encontrada en 
muestras clmicas, pero no se aisla a menudo en las heces 
durante los estudios de flora intestinal. Por otro lado, B. ovatus 
no se aisla con tanta frecuencia en muestras bien recolectadas, 
pero es comun en la materia fecal. Sin embargo, B. ovatus se 
aisla en ocasiones en la sangre de pacientes inmunodeprimidos 
con bacteriemia polimicrobiana secundaria a un traumatismo 
masivo o a necrosis del intestino. Las probabilidades de aisla¬ 
miento de B. ovatus, B. caccae, B. merdae o B. stercoralis en 
muestras no intestinales recolectadas en forma apropiada son 
tan bajas que los aislamientos que muestren caracteristicas 
diferenciales de esas especies deben ser comunicados al super¬ 
visor o director del laboratorio. B. thetaiotaomicron es la 
segunda especie mas comun del grupo B. fragilis en infeccio¬ 
nes clmicas (cuadro 16-2). Para mas informacion sobre las pro- 
piedades patogenas y las infecciones causadas por el grupo B. 
fragilis, el lector puede remitirse a otro sitio.^ 

Los microorganismos del grupo B. fragilis son bacilos 
gramnegativos, no moviles, con extremos redondeados, de 
0,5-0,8 jam de diametro x 1,5-9 pm de largo.Las celulas del 
cultivo en caldo tienden a ser pleomorfas, a menudo con 
vacuolas. Muchas cepas son capsuladas; la importancia pato- 
genica de sus capsulas no esta clara. Las colonias de B. fragi¬ 
lis en agar sangre para anaerobios de los CDC tienen un dia¬ 
metro de 1 a 4 mm, son no hemoliticas, grises, de hordes lisos, 
semiopacas y con espirales concentricas o estructuras en 
forma de anillo en el interior de las colonias (lamina en color 
16-1). Las colonias de otras especies del grupo son similares 
en forma y tamaho, pero difieren con respecto a sus estructu¬ 
ras internas. Una caracteristica clave de las especies del grupo 
B. fragilis es que su crecimiento se mejora con bilis (cuadros 
16-10 y 16-12). Todas son resistentes a penicilina, kanamici- 
na, colistina y vancomicina, pero sensibles a la rifampicina por 


la tecnica con disco (cuadro 16-10). Todas son sacaroliticas y 
sus patrones de fermentacion de hidratos de carbono (junto 
con el indol) ayudan a diferenciar entre las especies (cuadro 
16-12). Las caracteristicas detalladas de las especies se dan en 
los cuadros 16-10 al 16-15. Hay dos especies de Bacteroides 
en el cuadro 16-12 que no fermentan sacarosa: B. eggerthii y 
B. splanchniciis y comparten varias caracteristicas fenotipicas. 
En su objetivo por restringir el genero Bacteroides a Bacte¬ 
roides fragilis y especies muy relacionadas, Shah y Collins 
incluyeron B. eggerthii, pero no B. splanchnicus en el grupo B. 
fragilis.^^^ En la practica, ambas especies se aislan con poca 
frecuencia en muestras clmicas recolectadas y seleccionadas 
apropiadamente. Asi, la diferenciacion entre B. eggerthii y B. 
splanchnicus es un informe raro en el laboratorio clinico. Para 
mas detalles sobre las caracteristicas de B. splanchnicus, vease 
el cuadro 16-14. Para mas informacion acerca de B. splanch¬ 
nicus y B. eggerthii, se recomienda el capitulo de Holdeman y 
cols, del Manual de Bergey.^"^^ 

Bacilos gramnegativos anaerobios pigmentados, Como ya se men¬ 
ciono, Shah y Collins propusieron que el genero Bacteroides 
este restringido al grupo Bacteroides fragilis y especies rela¬ 
cionadas, que fermentan la glucosa (pH ^ 5,4) (altamente saca¬ 
roliticas), se desarrollan en presencia de 20% de bilis e hidro- 
lizan esculina.^^® Sus productos metabolicos acidos mas impor¬ 
tantes a partir del metabolismo de la glucosa son los acidos 
acetico y succmico, y se pueden producir cantidades menores 
de otros acidos grasos de cadena corta.^^^ Por lo tanto, los baci¬ 
los gramnegativos anerobios pigmentados no se clasifican mas 
en el genero Bacteroides. Las especies pigmentadas, modera- 
damente sacaroliticas, se colocaron en el genero Rrevotella. En 
1988, los Bacteroides pigmentados, asacaroliticos, todos aisla- 
dos en seres humanos, se reclasificaron en el genero 
Porphyromonas como P. asaccharolytica, P gingivalis y P. 
endodontalis.^^ Las especies de Porphyromonas adicionales de 
origen humano ahora incluyen P. catoniae (no pigmentada) y 
aquellas consideradas similares a P. levii.^^^ 

Las siguientes especies sacaroliticas pigmentadas se encuen¬ 
tran en muestras clmicas humanas: Prevotella rnelaninogenica, 
P. corporis, R denticola, P intennedia, P nigrescens, P. loescheii, 
P tannerae y P. pallens, P shahii y P. 136.178.204,211.213.214,261 

Muchas especies de Prevotella se aislan a menudo en la cavidad 
bucal, en infecciones que comprometen la cabeza, el cuello y las 
vias respiratorias bajas, y en el aparato urogenital. 

Una gran proporcion, si no la mayoria, de las cepas de 
Porphyromonas aisladas en la cavidad bucal son Porphyromo¬ 
nas gingivalis;^^^ la mayoria de los aislamientos clmicos no 
bucales de Porpyromonas a i si ados en otras regiones anatomi- 
cas humanas son Porphyromonas asaccharolytica, mientras 
que las cepas de Porphyromonas endodontalis han sido aisla- 
das en infecciones de conductos radiculares infectados.^^ 
Desde 1992, el genero Porphyromonas ha cambiado mucho, 
ahora con un total de 13 especies (cuadro 16-2). Cinco de esas 
especies solo se aislaron en la cavidad bucal de perros (P can- 
gingivalis, P canoris, P. cansulci, P. crevioricanis y P gingivi- 
canis),^^’^^^’^^^ una se ha aislado solo en la cavidad bucal de 
gatos {P. circumdentaria),^^^ y otra, en monos y gatos (P. maca- 
cae, que incluye los llamados con anterioridad P salivosa),^^^^^^ 
otra es del ganado (P levii),^^^ una especie fue aislada en la 
cavidad bucal humana (P catoniaef^^ y P gulae, descrita en 
2001, fue aislada en varios animales (osos, gatos, coyotes, 
perros, lobos y monos). Aunque su importancia clmica en los 
seres humanos se desconoce, las especies aisladas en la boca de 
animales pueden encontrarse en infecciones de heridas por 
mordeduras. 



Cuadro 16-10 Identificadon presuntiva o preliminar de bacilos gramnegativos anaerobios obligados 



AGAR SANGRE PARA ANAEROBIOS 



PLACA CUADRANTE PRESUMPTO 1 


GRUPOS O ESPECIES 

Fluorescencia Colonias Colonias 
roja marron- < 1 mm de 

(luz UV) negras diametro 

Agar con 
hoyuelos 

Penicilina 

(discos 

de2U) 

Rifampicina 
(disco 
de 15 pg) 

Kanamicina 
(disco 
de 1 pg) 

Indol 

Lipasa 

Esculina HjS 

Catalasa 

(agar 

esculina LD) 

Crecimiento 
en agar bills 

Grupo B. frag ills 

- - - 

- 

R 

S 

R 

V 

- 

+/- 

V 

E 

Pigmentados 











Porphyromonas-Prevotella 

+ + - 

- 

SoR 

S 

R 

+ 

-/+ 

- 

- 

loE 

B. ureolyticus 

- - + 

+ 

S 

s 

S 

- 

- 

- 

- 

I 

Fusobacterium mortiferum 

- - - 

- 

RoS 

R 

S 

- 

- 

+ + 

- 

E 

F. necrophorum 

- - - 

- 

S 

S 

s 

+ 

+ 

+ 

- 

I 

F nucleatum 

- - - 

- 

S 

S 

s 

+ 

- 

- 

- 

I 

F varium 

- - - 

- 

RoS 

R 

s 

+ 

- 

+ 

- 

E 

R. crecimiento no inhibido; S, crecimiento inhibido; LD, Lombard-Dowell; V, reaccion variable 
en agar LD; /, crecimiento inhibido (en comparacion con agar LD). 

+, reaccion positiva del 90-100% de las cepas probadas; 

reaccion negativa en las cepas probadas; E, crecimiento crecimiento 



Cuadro 16-11 

Algunas de his caracleristicas claves dilereiieiales de especies de iiacfvroitivs v l^ustthaclrrinm aislmlas con IVeciieiicia 
de los CDC 

ni ptii ii tiiiiirrohios 

ESPECIE 

RELACION 
CON (>2 

CARACTERISTICAS 

DE LAS COLONIAS 

FLUORES- 

HEMOLISIS CENCIA PIGMEN- 

DE SANGRE ROJO- TO 

DE CARNERO LADRILLO NEGRO 

(;ram- 

HOYUE- NEGATIVO, 

LOS EN MORFOLOGIA ESPORAS, 

EL AGAR CELULAR MOVILIDAD 

PENICI- 
LINA 
(DISCO 
DE 2 U) 

RIFAM- 
PICINA 
(DISCO 
DE 15 Mg) 

KANA- 
MICINA 
(DISCO 
DE 1 Mg) 

REDDC- 
CION DE 
NITRATO 

H. disfasonis 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
semiopacas, de hordes lisos 

- 

- Bacilos pequenos de longitud 

variable 

R 

S 

R 

- 

H. fragilis 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, de 
superficie moteada, anillos con- 
centricos, hordes lisos 

■ 

Bacilos pequenos de longitud - 

variable 

R 

S 

R 


B. ovatus 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
opacas, de hordes lisos 

- 

- Bacilos pequenos de longitud 

variable 

R 

s 

R 

- 

B. thetaiotaomicron 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
opacas, de hordes lisos 

- 

Bacilos pequenos de longitud 
variable 

R 

s 

R 

- 

B. uniformis 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
opacas, de hordes lisos 

• - - 

- Bacilos pequenos de longitud 

variable 

R 

s 

R 


B. iireolyticm 

AO 

Diminutas, convexas, de hordes 
irregu lares 


+ Bacilos pequenos, dclgados, - 

de longitud variable 

S 

s 

S 

+ 

B. vulgatus 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
semiopacas, de hordes lisos 

- 

Bacilos pequenos de longitud - 

variable 

R 

s 

R 

- 

Porphyromonas como 
un grupo P. gingiva¬ 
ns asacaroHtico 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
de hordes lisos 

-t- -f + 

Bacilos cocoides diminutos 

S 

s 

R 


Prevotella hivia 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
de hordes lisos 

- 

- Bacilos cocoides diminutos, 

varian en longitud 

R 

s 

R 

- 

P. disiens 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
de hordes lisos 

- 

- Bacilos cocoides diminutos, 

varian en longitud 

R 

s 

R 

- 

P. intermedia 

AO 

Pequenas a medianas, convexas, 
de hordes lisos 

+ + -t- 

Bacilos cocoides diminutos 

S o R 

s 

R 

- 

Fusohacterium 

F. mortiferum 

AO 

Pequenas a medianas, con forma 
de huevo frito" 


- Bacilos altamente pleomor- - 

fos, filamentosos, cor- 
piisculos redondos grandes 

R o S 

R 

S 


F. naviforme 

AO 

Pequenas, poco convexas, motea- 
das, hordes lisos 


Bacilos delgados pleomorfos, 
algunos con extremos agu- 
zados 

S 

S 

S 


F necrophorum 

AO 

Pequenas a medianas, elevadas con 
centros opacos 

' 

Muy variables en anchura y 
longitud 

S 

s 

S 


F nucleatum 

AO 

Pequenas a medianas, de opales¬ 
cencia jaspeada. A veces las 
colonias se asemejan a migas 
de pan 

Verde 

Bacilos filamentosos delga¬ 
dos, por lo general con 
extremos aguzados 

S 

s 

S 


F varium 

AO 

Pequenas a medianas, con forma 
de huevo frito" 


Bacilos pequenos, de longi¬ 
tud variable, con extremos 
redondeados 

R oS 

R 

S 


“ Forma de huevo frito: centra opaco elevado con horde entero transUicido. 

* F. necrophorum hidroliza hemati'es de conejo, pero no de camera. 

‘ Opalescencia moteada: las colonias de F nucleatum muestran motas (en las colonias) cuando se observan con un mu roscopio de diseccion con luz reflejada; par to comiin no son hemoUticas, pero pueden 
grisdcea del agar sangre en exposicion al oxigeno. 

AO, anaerohio ohligado: +, reaccidn positiva en el 90% de las cepas probadas: reaccion negativa en el 90% de las cepas prohadas: R, resistente; S, sensible. 

Segiin Dowell VR, Allen SD. Anaerobic bacterial infections. En: Balows A, Hausler WJ Jr eds. Diagnostic Procedures for Bacterial, Mycotic, and Parasitic Infections. 6° ed. Washington, DC: 174-219. 

causar decoloracidn 
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Cuadro 16-12 Algunas caractensticas de los bacilos gramnegativos que se aislan con frecuencia en medios diferenciales de agar de los CDC 









PLACA PRESIJMPTO 1 



PLACA PRESIJMPTO 2 


PLACA PRESIJMPTO 3 


ESPECIE 

N" OF CEPAS 
EXAMINADAS 

■5 

£ 

a 

"Z 

•6 

s 

E 

1 

3 

t 

-a 

2 

u 

2 

1 1 5 

2- 1 1 1 

jS 

3 

9t 

a 

c 

b 

6 

1 

1 

1 

w 

3 

Tk 

i* 

•o 

c 

'C 

•C 

3 

e 

it 

i 

it 

u. 

e 

'C 

:s 

s 

*3 

it 

•3 

1 

-a 

X 

it 

JZ 

it 

•3 

*5! 

E 

au 

1 

Q 

a 

2 

2 

X 

34 

it 

•3 

2 

u 

■3 

X 

Fernwntacion de manitol 

1 

w 

3 

it 

■3 

.5 

'Z 

a 

s 

it 

1 

u 

1 

e 

S 

2 

*3 

e 

I2 

a 

e 

1 

k. 

01 

b 

B. distasionis 

21 



+ 


C 

+ 

- 

-/+ 

- 

- 


+ 

+ 

B. fragilis 

135 

- 

- 

+ 

- + - - 

Cpp 

+ 

-/+ 

-/+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

B. ova tus 

5 


- 

+ 

- V - 

Cpp 

+ 

V 

V 

V 

- 

+/- 

+ 

+ 

B. thetaiotaomicron 

71 

+ 

- 

+ 

- + - - 

c 

+ 

-/+ 

-/+ 

+/- 

- 

- 

+ 

+ 

B. uniformis 

5 

+ 

- 


- - - - 

c 

+ 

- 

V 

V 

- 

- 

+ 

-/+ 

B. vulgatus 

23 

- 

- 

-74 

- 

c 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

B. splanchnicus 

2 

+ 

- 

+ 

V - - - 

c 


- 

- 

- 

V 

- 

+ 

- 

B. ureo lytic us 

1 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

-l-v 

- 


- 

- 

- 

Campylobacter gracilis 

10 

- 

- 


- 

V 

- 

- 


-7+ 

- 

- 

- 

- 

Porphyromonas asac- 

6 


- 

- 

-/+ 

sc 

_ 

_ 

+/- 

-/+ 

V 




j charolytica | 

P. gingivalis 

13 

+ 

- 

- 

V - - 

sc 

- 

-/+ 

+ 

- 

+ 

- 


- 

Prevotella bivia 

14 

- 

- 

- 

- 

sc 

+ 

-/+ 

+7- 

+/- 

V 

-/+ 

+ 

-/+ 

P disiens 

3 

- 

- 

- 

- 

V 

+/- 

- 

+ 

V 

+ 

- 

- 

- 

P denticola 

5 

- 

- 

-/+ 

- 

sc 

+ 

+ 

- 

+/- 

-/+ 

- 

+ 

- 

P intermedia/nigrescens 

16 


- 



sc 

+/- 

+/- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

P. melaninogenica 

10 

- 

- 

- 

- 

sc 

+ 

+ 

- 

+/- 

V 

- 

+ 

- 

P oralis 

2 

- 

- 

+ 

- 

sc 

V 

V 

- 

V 

- 

- 

V 

V 

P oris/buccae 

9 


- 

+ 

- 

sc 

+ 

+ 

+/- 

+ 

- 

- 

+ 

-/+ 

P veroralis 

2 


- 

V 

- 

sc 

+ 

+ 

- 

V 

- 

- 

+ 

V 

Fusobacterium gonidia- 

6 


_ 

- 

-7+ - - - 

sc 

-/+ 



_ 

_ 



_ 

I formans | 

F. mortiferum 

5 


- 

+ 

- 

c 

+ 

- 


- 

- 

- 

V 

- 

F naviforme 

6 

+ 

- 


- 

sc 

-/+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

F. necrophorum 

18 

+ 

- 

- 

V - - + 

sc 

V 

- 

+ 

-/+ 

-/+ 

- 

- 

- 

F nucleatum 

31 

+ 

- 

- 

V 

sc 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

F varium 

6 

V 

- 

- 

V 

c 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+, reaccion positiva en < 90% de las cepas; reaccion negativa en < 90% de las cepas; +/-, la mayoria de las cepas positivas con ocasionales cepas negativas. -/+, la mayoria de las cepas negativas, con ocasionales cepas posi- 
tivas; V. variable; I. crecimiento inhihido; E, crecimiento igual al control sin hilis; Cpp, crecimiento igual con un precipitado adyacente o debajo de las colonias, SC, sin crecimiento. 

Adaptado de Whaley DN. LS, Miller PH, Srivastava PU, Miller JM. Use of Presunto plates to identify anaerobic bacteria. J Clin Microbiol 33: 1196-1202, 1995, y ediciones previas de este libro. 


874 CAPITULO 16 Bacterias anaerobias 












Cuadro 16-13 Caractensticas utiles en la diferenciacion del grupo Bacteroides fragilis y especies muy relacionadas que crecen bien en 20% de bills 


ESPECIES 

PRODUCCION DE 





FERMENTACION DE 





Indol 

Catalasa 

Arabinosa 

Celobiosa 

Glucosa 

Melecitosa 

Ramnosa Ribosa 

Salicina 

Sacarosa 

Trealosa 

Xilano 

Grupo B. fragilis 

A. Subgrupo indol negative 

B. caccae 



+ 

+ 

+ 

+ 

+/- 


+ 

+ 

+ 


B. distasonis 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+/- 

+/- 

+ 

+ 

+ 

- 

B. fragilis 

- 

+ 

- 

-/d 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

B. merdae 

- 

- 

-/+ 

- 

+ 

+ 

-/+ 

- 

d 

+ 

+ 

- 

B. vulgatus 

- 

V 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

-/+ 

- 

+ 

- 

-/+ 

B. Subgrupo indol positive 













B. ovatus 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+/- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

B. stercoris 

+ 

- 

-/+ 

- 

+ 

- 

+ 

-/d 

- 

+ 

- 

- 

B. thetaiotaomicron 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

-/+ 

+ 

+ 

- 

B. uniformis 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

-/+ 

-d+ 

+/- 

+ 

- 

ND 

B. eggerthii 

+ 

V 

+ 

-/d 

+ 

- 

d/- 

- 

- 

~ 

- 

+ 

Otros Bacteroides y especies 













relacionadas 













B. splanchnicus 

+ 


+ 

- 

+ 


- 

- 

- 

- 


ND 

+. Reaccion positiva para el 90% o 

mas de las cepas iincluye reacciones fuertes y dehiles); +/-, 51-89% de cepas positivas; -/+, 10-50% de cepas positivas; 

- menos del 10% de cepas positivas: V, 

reaccion variable: 

d, reaccion 

debit: ND, datos no disponihles. De Holdeman et al. 

Johnson et al 

y Allen y Siders, datos no puhlicados. 
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Cuadro 16-14 Caracteristicas de fermentacion de la glucosa, 
clinicas^ 

sensibilidad a la bills, pigmentacion y no pigmentacion de especies de Prevotella aisladas en muestras 




FERMENTACION DE 




HIDROLISIS 

DE ESCULINA INDOL 

Amigdalina 

Arabinosa 

Celobiosa 

Lactosa 

Melibiosa 

Raflnosa 

Salicina 

Sacarosa 

Xilosa 

Pueden ser pigmentadas 










R corporis — 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

- 

- 

R denticola - 

- 

V 

+ 

- 


V 

+ 

- 

+ 

R. intermedia - 

- 

- 

- 

- 

V 


+ 

- 

+ 

R loescheii - 

- 

+ 

+ 

V 

+ 

V 

+ 

- 

+ -/+ 

P. melaninogenica - 

- 

V 

+ 

-/+ 

+ 

- 

+ 

- 

V 

P nigrescens — 

- 

- 

- 

- 

NP 

- 

+ 

- 


P. tannerae — 

- 

- 

V 

- 

V 

- 

V 

- 

V 

No pigmentadas 










P. hivia - 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

P. buccae +/- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ - 

P. buccalis NP 

- 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ - 

P. dentalis NP 

+ 

+ 

+ 

d 

+ 

- 

d 

- 

- 

P. disiens — 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

P enoeca — 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

V 

P heparinolytica!’ NP 

+ 

+ 

+ 

NP 


+ 

+ 

+ 

+ + 

P. oralis + 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

P. oris +/- 

+ 

+ 

+ 

V 

+ 

+ 

+ 

- 

+ - 

P. oulora NP 

- 

- 

+ 

dy+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ - 

P. veroralis — 

- 

V 

+ 

d 

+ 

V 

+ 

V 

V 

P. zoogleoformans^' -/d 

V 

V 

V 

V 

V 

V 

+ 

V 

V +/- 

" Caracteristicas bioqmmicas modificadas de Holdeman, Nelly y Moore (Sergey's Manual of Systematic 

Bacteriology, 1984), Shah y Collins (Int J System Bacteriol 1990; 40: 205-208), Shah y Gharbia (Int J S\st Bacterial 1992; 

42: 542-546), Moore y Moore (Int J System Bacterial 1994: 44: 599-602), y Williams y Collins (Int J System Bacterial 1995; 45: 832-836). 





^ Los cultivos en caldo tienen un sedimento cohesivo o pegajoso. 









reaccidn negativa: +, reaccion positiva: V. reaccion variable; +/-, 

a mayoria de las cepas positivas; 

-/+, la mayoria de las cepas negativas; NP, no prohadas; +/d, la mayoria de las cepas positivas, algunas positivas debiles; \ 

d/+, la mayoria de las cepas positivas debiles; d, reaccidn debil. 










876 CAPITULO 16 Bacterias anaerobias 





Identificacion de bacterias anaerobias 877 


Cuadro 16“15 Productos metabolicos de especies de Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella y Fusobacterium en cultivos en caldo 
de peptona, extracto de levadura y glucosa despues de 48 boras a 35 


PROPIONATO 

ESPECIE O GRUPO A P IB B IV V IC C L S PA^ DE TREONINA 


Bacteroides 

B. capillosus 

+ 

V 








+ 



B. distasonis 

+ 

+/- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

+/- 

+ 

+ 


B. fragiiis 

+ 

+/- 

V 

- 

V 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 


B. ovatus 

+ 

+ 

V 

- 

V 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 


B. splanchnicus 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

- 

- 

- 

V 

s 



B. thetaiotaomicron 

+ 

+/- 

V 

- 

V 

- 

- 

- 

V 

+ 

+ 


B. uniformis 

+ 

+/- 

V 

- 

V 

- 

- 

- 

+ 

+ 



B. ureolyticus 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 



B. vulgatus 

+ 

+ 

V 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

+ 

- 


Porphyromonas 













P. asaccharolytica^ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 


P. gingivalis 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 


Prevotella 













P. bivia 

+ 

- 

V 

- 

+/- 

- 

- 

- 

- 

+ 



P disiens 

+ 

V 

V 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

+ 



P. intermedia 

+ 

V 

V 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 


Fusobacterium 













F. gonidiaformans 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


+ 

F. mortiferum 

+ 

+/- 

- 

+ 

- 

-/+ 

- 

- 

- 

- 


+ 

F. naviforme 

+ 

V 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


- 

F. necrophorum 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 


+ 

F nucleatum 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

-/+ 


+ 

F. varium 

+ 

+ 

- 


- 

- 

- 

- 

+ 

-/+ 


+ 


" Las especies enumeradas en este cuadro son las que pueden distinguirse usando el sistema de medios de agar diferenctales (veanse cuadros 16-10, 16-11 y 16-12). Porphyro- 
monas pigmentadas negras, asacaroUticas, P. asaccharolyticus y P. gingivalis se pueden diferenciar en forma presuntiva por la presencia o ausencia de dcido fenilacetico (FA) y 
otras pruebas descritas en el texto. 

* Los datos para la diferenciacion de ciertos microorganismos del grupo Bacteroides fragiiis y especies pigmentadas negras usando dcido PA son de Mayrand y Shah y Collins, 
como se citan en la 5" edicidn de este libro. 

A, dcido acetico; P. dcido propidnico; IB, dcido isobuti'rico; B, dcido butirico; IV, dcido isovalerico; IC, dcido isocaproico; C, dcido caproico; L, dcido Idctico; PA. dcido fenilaceti¬ 
co; S. dcido succmico; +, pico principal; pico no principal; +A, por lo general un pico principal, pero puede ser negativo; -/+, por lo general negativo, pero puede estar pre¬ 
sente; V, variable. 

De Dowell VR, Lombard GL. Presumptive identification of anaerobic non-spore-forming gram-negative bacilli. Atlanta: CDC, 1977:13. 


En 1995, Willems y Collins no solo reclasificaron Oriha- 
ciilum catoniae como Porphyromonas catoniae, sino que tam- 
bien enmendaron el genero Porphyromonas. De acuerdo con su 
nueva descripcion, algunas especies ahora se incluyen como 
sacaroliticas (P levii, P macacae y P catoniae) y P catoniae 
no forma pigmento.^^^ 

Las caracteristicas presuntivas para el reconocimiento de 
bacilos gramnegativos anaerobios que corresponden al genero 
Porphyromonas son la formacion de colonias de color bronce 
que emiten fluorescencia rojo ladrillo cuando se exponen a la 
luz ultravioleta de onda larga o la presencia de colonias marro- 
nes a negras (la mayoria de las especies), la inhibicion del desa- 
rrollo en presencia de vancomicina (falta de desarrollo en agar 


sangre kanamicina-vancomicina), inhibicion por bilis, inhibi¬ 
cion por penicilina y rifampicina, pero resistencia a kanamici- 
na, formacion de indol, y falta de fermentacion de glucosa u 
otros hidratos de carbono de la mayoria de las especies. La 
identificacion definitiva de las especies de Porphyromonas 
sobre la base de caracteristicas fenotfpicas es dificultosa. 
Algunas caracteristicas diferenciales claves de las especies asa- 
caroliticas, pigmentadas y catalasa negativas encontradas en 
enfermedades humanas se enumeran en el recuadro 16-12. 

Por lo tanto, la determinacion de actividades enzimaticas 
mediante el uso de un sistema de pruebas rapidas en 4 horas (el 
sistema Rapid ID 32 A o RapID ANAII) es una ayuda practica 
para identificar las especies de Porphyromonas encontradas en 
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Recuadro 16-12 Caractensticas para la identificacion 
de especies de Porphyromonas 


1. P. gingivalis: produce acido fenilacetico (vease cuadro 16-11) y agluti- 
na hematies de carnero;*"^^ produce p-galactosa-6-fosfatasa y A^-acetil-p- 
glucosaminidasa, pero no a-fucosidasa; puede ser probada en el sistema 
Rapid ID 32A (BioMerieux-Vitek). 

2. P. asaccharolytica: no como la especie anterior; produce a-fucosidasa; 
probada en el sistema Rapid ID 

3. P. endodontalis: como ninguna de las dos especies anteriores. 


seres Otras caracteristicas de las especies de 

Porphyromonas se indican en el cuadro 16-16. 

A diferencia de Porphyromonas, todas las especies pigmen- 
tadas de Prevotella fermentan la glucosa y otros hidratos de 
carbono (cuadros 16-14 y 16-16). Se enfatiza que el grupo 
Prevotella “pigmentado” descrito en el cuadro 16-16 puede 
tomar de 2 dias a 3 semanas para formar pigmento en agar san- 
gre para anaerobios de los CDC o incluso puede faltar la pro- 
duccion de colonias pigmentadas. Prevotella intermedia es dis- 
tintiva en que forma colonias negras, produce indol, es lipasa 
positiva en agar yema de huevo y fermenta la sacarosa. 
Prevotella nigrescens es una especie derivada de un grupo dis- 
tinto geneticamente de cepas antes incluidas en Prevotella 
intermedia}^^ Algunas de estas cepas eran de pacientes con 
periodontitis; otras eran de individuos sanos. Mientras P. 
nigrescens y P intermedia forman colonias de matron a negras 
en agar sangre, producen indol y fermentan la sacarosa, solo P 
intermedia produce lipasa. Prevotella corporis, antes clasifica- 
da como Bacteroides melaningenicus subespecie intermedius, 
difiere de P intermedia en que no produce indol, es lipasa 
negativa y no fermenta la sacarosa (cuadro 16-16). Prevotella 
bivia y Prevotella disiens son muy simi lares desde el punto de 


vista fenotipico a P intermedius y P corporis. Prevotella bivia 
se encuentra en el aparato urogenital y en la boca, y P. disiens 
se aisla por lo comun en el aparato urogenital. Son sacarolfti- 
cas y se pueden confundir con facilidad cuando P intermedia y 
P corporis no producen pigmentos. Ademas, Ueno informo 
(comunicacion personal) que P bivia puede producir pigmento 
en ciertas condiciones. Otras cuatro especies de Prevotella 
sacaroliticas pigmentadas que se pueden aislar en seres huma- 
nos (Prevotella melaninogenica, P loescheii, P denticola y P. 
tannerae) a menudo fermentan lactosa, a diferencia de P. inter¬ 
media, P nigrescens y P. corporis, que son lactosa negativas. P. 
denticola es lenta para producir pigmento; algunas cepas no 
pueden producir pigmento incluso despues de 3 semanas de 
incubacion. P. denticola fermenta esculina y ribosa, caracteris- 
tica que ayuda a separarla de P. melaninogenica (que es negati¬ 
va para estas caracteristicas).^^ P. loescheii tampoco fermenta 
esculina, a diferencia de P denticola y P. melaninogenica y es 
celobiosa positiva. La mayoria de las cepas de P tannerae no 
hidrolizan esculina (86% de las cepas negativas para esculina) 
y la mayoria (69%) no fermentan la sacarosa. Otro microorga- 
nismo pigmentado, Porphyromonas levii, se ha aislado en 
rumiantes y no se tratara mas adelante.^*^ 

El principal problema en identificar las especies del grupo 
pigmentado es que a menudo son microorganismos con reque- 
rimientos nutricionales especiales y de crecimiento lento, y 
pueden requerir de 2 dias hasta 3 semanas completas para for¬ 
mar el pigmento (en agar sangre de carnero o en agar sangre 
hemolizada de conejo lacada). Los grupos Prevotella-Por¬ 
phyromonas son parte de la flora normal de la orofaringe, la 
nariz y los aparatos genitourinario y gastrointestinal. Son los 
segundos grupos mas comunes de bacterias anaerobias encon- 
tradas en infecciones humanas (cuadro 16-3). En algunas situa- 
ciones clmicas, por ejemplo, en lesiones orofaciales e infeccio¬ 
nes pleuropulmonares anaerobias, son mas comunes que el 
grupo B. fragilis. Ciertas especies, en particular Prevotella 
intermedia (y posiblemente P nigrescens), son de especial in- 
teres clinico porque por lo comun producen p-lactamasa y pue- 


CusdrO 16-16 Caracteristicas utiles para identiflcar especies de Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella y Fusobacterium 
encontradas con frecuencia 

CARACTERISTICAS 

ESPECIE 

Fluorescencia rojo-ladrillo (con luz de longitud de onda UV) o pigmento 
marron-negro 

Buen crecimiento en bilis al 20%; resistente a penicilina (disco de 2 U), 
kanamicina (disco de 1 pg); e inhibido por rifampicina (disco de 15 pg) 
Produce catalasa en agar esculina LD 

Produce lipasa en agar yema de huevo LD 

Asacarolitico (no fermenta glucosa ni otros hidratos de carbono) 

Grupo Prevotella melaninogenica'’, especies de Porphyromonas 

Grupo Bacteroides fragilis” 

B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. disiasonis, B. ovatus 

Prevotella intermedia, E necrophorum 

Bacteroides del grupo F2 de los CDC, Porphyromonas asaccharolytica. 

R gingivalis, B. capillosis (esta especie es rara), B. ureolyticus, 

E gonidiaformans (rara), E naviforme, E nucleatum 

Agar con hoyuelos; ureasa positiva 

Hidroliza gelatina; digiere leche 

DNasa positiva; desarrollo potenciado en bilis al 20% 

Resistente a rifampicina; hidroliza esculina 

Resistente a rifampicina; no hidroliza esculina 

Bacilos filamentosos, delgados, largos; manchas intemas en las colonias; 
produce propionato a partir de treonina 

B. ureolyticus 

Prevotella bivia, P disiens, P. intermedia 

B. thetaiotaomicron, B. uniformis, B. ovatus 

E mortiferum 

E varium 

E nucleatum 

r 


" Para el listado de especies incluidas vease el texio. 
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ien >er resistentes in vitro a la penicilina G y a otros antibioti- 
Antes de la pigmentacion, las colonias jovenes a menudo 
enuien una fluorescencia rojo ladrillo cuando se exponen a la 
luz ultravioleta de onda larga (365 nm). En las preparaciones 
tefhdas con Gram, las celulas son bacilos gramnegativos, 
cocoides. cortos, por lo general de 0,3-0,4 pm de diametro x 
0.6-1 pm de largo (lamina en color 16-1). En el sistema de 
placa Presumpto, estas especies se inhiben por bilis, a menudo 
• pero no siempre) son sensibles a la prueba con disco de 2 U de 
prnicilina, sensibles a la rifampicina y resistentes a la kanami- 
cina. En el cuadro 16-16 se incluyen otras caracteristicas para 
la diferenciacion o pueden determinarse usando pruebas para 
ia> actividades enzimaticas.^®’'^^’^‘'^’^'*^’^'‘^ 

Otras especies de Prevotella. Como se menciono, Prevotella bi- 
la y P, disiens son especies que se asemejan fenotfpicamente 
a P intermedia, P nigrescins y P. corporis. Se inhiben por bilis, 
a menudo son resistentes a la penicilina, sensibles a la rifampi¬ 
cina y resistentes a la kanamicina. El acetato y el succinato son 
los principales productos metabolicos. Ademas de su usual 
lalta de pigmento en agar sangre para anaerobios de los CDC 
mantenidos por 5 a 7 dias, P. bivia y P disiens difieren de P 
intennedia-mgrescens en que son indol negativas y lipasa 
negativas. Ademas, P. bivia fermenta la lactosa, mientras que P 
disiens y P intermedia-nigrescens no lo hacen.^^* Un P corpo¬ 
ris no pigmentado pareceria identico a P. disiens (cuadro 16- 
I6i. Como los grupos B. fragilis y Prevotella-Porphyromonas 
pigmentados, las cepas de P. bivia y P disiens producen p-lac- 
tamasa y pueden ser resistentes a varios antibioticos p-lactami- 
cos.^ Se han aislado en sangre, infecciones de cuello y cabeza, 
infecciones genitourinarias en hombres y mujeres, y otros 
siiios de infeccion. Las caractensticas utiles para la separacion 
de P. bivia y P disiens de P oralis y especies relacionadas simi- 
lares se presentan en el cuadro 16-16. Ademas de Prevotella 
tannerae, descrita antes, Moore y cols, describieron otra espe- 
cie que habita el surco gingival humano, Prevotella enoeca, y 
enmendaron la descripcion de Prevotella-zoogleoformans.^^^ 
.\mbas especies han sido aisladas en pacientes con periodonti¬ 
tis. ninguna produce pigmentos en agar sangre y ambas fer- 
menian una variedad de hidratos de carbono. Los rasgos claves 
que ayudan a distinguir P. enoeca de otras especies de Pre¬ 
votella son su incapacidad para digerir gelatina, su falta de fer- 
mentacion a la sacarosa y su perfil de acidos grasos celulares. 
La fermentacion de celobiosa y lactosa, la falta de pigmento y 
el perfil de acidos grasos celulares son caracteristicas claves 
que ayudan a diferenciar P. zoogleoformans de otras especies 
de Prevotella indol positivas, en especial P. intermedia y P 
nigrescens, con las cuales comparte caracteristicas fenotipi- 
cas.‘’® Un Cambio taxonomico adicional en 1995 fue la reclasi- 
ficacion de Hallella seregens y Mitsuokella dentalis como 
Prevotella dentalis.^^^ Aisladas en conductos de raices dentales, 
las colonias de P dentalis no son pigmentadas; difieren de las 
otras especies Prevotella por su aspecto caracteristico de “gota 
de agua'’. 

Prevotella QtaWs y especies relacionadas. Los principales cambios 
en la clasificacion taxonomica de los microorganismos antes 
llamados Bacteroides oralis y B. ruminicola (cepas humanas) 
se realizaron sobre la base de estudios de homologia de 
DNA.‘®^ Algunas de las cepas aisladas como oralis'" en el 
pasado fueron miembros del grupo B. melaninogenicus no for- 
mador de pigmentos, en especial Prevotella denticola (tratada 
con anterioridad). Prevotella buccalis, P veroralis y B. oralis 
eran llamadas B. oralis. Todas se inhiben en el medio con 20% 
de bilis, son indol negativas, positivas para la hidrolisis de 
esculina y fermentan varios hidratos de carbono.Las pruebas 


diferenciales que ayudan a separar estas especies son la fer¬ 
mentacion de salicina, amigdalina y xilano y la hidrolisis de 
almidon (cuadro 16-16). Si no producen pigmentos, P dentico¬ 
la y P melaninogenicus pueden ser facilmente confundidas con 
P buccalis, P veroralis y P oralis. Sin embargo, las tres espe¬ 
cies anteriores fermentan celobiosa; P denticola y P melani¬ 
nogenicus son celobiosa negativas. P. oris y P. buccae han sido 
aisladas en infecciones periodontales y varios otros sitios de 
infecciones humanas.Muchas cepas de estas especies antes 
se llamaban B. ruminicola (cepas humanas). Como P. buccalis, 
P veroralis y P. oralis, P. oris y P buccae se inhiben por bilis, 
son indol negativas y positivas para la hidrolisis de esculina, y 
fermentan glucosa mas hidratos de carbono adicionales. La 
produccion de acido de arabinosa o xilosa separa P. oris y P 
buccae de P. oralis. La fermentacion de salicina ayuda a 
separar P. buccae y P. oris de P. buccalis y P. veroralis, que son 
salicina negativas. Una prueba que es positiva para la actividad 
P-glucosidasa por P buccae pero negativa para P. oris ayuda a 
separar estas especies.Las reacciones obtenidas usando el sis¬ 
tema RapID-ANA II® tambien pueden ser utiles como un 
suplemento a las pruebas presentadas en el cuadro 16-16, para 
ayudar a diferenciar estas especies.*'® 

Bacteroides ureolyticus / otras especies asacaroiificas nitrato posi- 
tivas. Bacteroides ureolyticus (antes B. corrodens) es un bacilo 
gramnegativo relativamente pequefio (casi 0,5 pm de diametro 
por 1,5 a 2 pm de longitud), microaerofilo (sin embargo, antes 
se habia pensado que era anaerobio), con requerimientos nutri- 
cionales especiales, que produce hoyuelos en el agar sangre 
para anaerobios. Esta especie debe reclasificarse. Las celulas 
no producen flagelos y no son moviles. Como caracteristica, 
las colonias pueden ser de dos tipos: 1) de 0,5-1 mm de dia¬ 
metro despues de 2 dias o mas de incubacion, circular, conve- 
xa y translucida con hordes lisos o recortados, o 2) delgada, 
chata, extendida, colonias translucidas irregulares hacia el 
exterior de un area central algo elevada. Este ultimo tipo de 
colonia produce depresiones u “hoyuelos" dentro de la superfi- 
cie del agar, que quizas se asemejan a la “corrosion" de las 
planchas de metal. B. ureolyticus se inhibe por penicilina 
(disco de 2 U), rifampicina (disco de 15 pg) y kanamicina (dis¬ 
co de 1 pg) y no se desarrolla en presencia de bilis al 20% ni 
fermenta ningun hidrato de carbono (es asacarolitico). 
Campylobacter gracilis, antes 11 am ado Bacteroides gracilis 
tambien es microaerofilo y desarrolla caracteristicas similares 
a las de B. ureolyticus. Una prueba positiva para la actividad 
ureasa separa B. ureolyticus de C. gracilis y de especies simi¬ 
lares de Campylobacter y Wollinella succinogenes (la linica 
especie restante despues que W. curva y W. rectus fueron recla- 
sificadas como Campylobacter curvus y C. rectus), que son 
todos ureasa negativos. C. gracilis (B. gracilis) no forma flage¬ 
los y no es movil, a diferencia de C. cunms, C. rectus y W. suc¬ 
cinogenes. C. rectus, por ejemplo, es muy movil (por medio de 
un linico flagelo polar).De acuerdo con un informe, B. 
ureolyticus fue el aislamiento mas frecuente en infecciones 
leves de tejidos blandos superficiales o huesos. C. gracilis (B. 
gracilis), por el contrario, por lo comun fue aislado en infec¬ 
ciones profundas “graves", incluidas infecciones de cuello y 
cabeza, infecciones pleuropulmonares y lugares infectados 
dentro del abdomen y la pelvis. B. ureolyticus fue sensible en 
forma uniforme a varias penicilinas, cefalosporinas y otros 
antibioticos (entre ellos clindamicina, cloranfenicol, metroni- 
dazol e incluso aminoglucosidos), mientras que los aislamien- 
tos de C. gracilis por lo comun fueron resistentes a penicilinas, 
cefalosporinas y clindamicina.^*^ Por lo tanto, es probable que 
C. gracilis sea un microorganismo mas virulento para los seres 
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humanos que B. ureolyticus y su frecuente resistencia a los 
antibioticos puede contribuir a su importancia clinica. La 
importancia clinica de C. concisiis y C. recta, que comparten 
algunas caracteristicas con B. ureolyticus y C. gracilis, todavia 
no ha sido establecida. 

Ejemplos de otras especies de Bacteroides o antiguas especies 
de Bacteroides cuya importancia clinica no sea bien conocida o 
establecida son B. amylophilus, B. coagulans, B. eggerthii, B. 
hypermegas (ahora Megamonas hypennegas), B. multiacidus 
(ahora Mitsuokella multiacidus), B. nodosus, B. pneumosintes, 
B. praeacutus (ahora Tissierella praeacuta), B. putredinis, B. 
splanchnicus y otras. La mayoria de estas especies se encuentran 
solo rara vez en muestras clinic as humanas. Las caracteristicas 
detalladas de estas y otras especies de Bacteroides poco cono- 
cidas pueden consultarse en el Manual y en el Manual 

de Bacteriologia Determinativa de Bergey.*®^ Para una revision 
excelente de su papel en las infecciones y de su sensibilidad a 
los antibioticos, vease Kirby y cols.'^^ 

Especies Bilophila. Baron y cols., durante un estudio de aisla- 
miento bacteriano de muestras de apendicitis y heces humanas, 
aislaron un bacilo gramnegativo anerobio nuevo particular en 
agar bilis esculina para Bacteroides}^ Se informo que esta 
nueva especie mostraba las caracteristicas enumeradas en el 
recuadro 16-13. 

Aunque Bilophila wadsw’orthia es similar a la especie del 
grupo B. fragilis y a ciertas especies de Fusobacterium que se 
desarrollan en presencia de 20% de bilis, varias de las propie- 
dades fenotipicas de Biophila wadsworthia son diferentes de 
las del grupo Bacteroides fragilis y de las especies de Euso- 
bacterium. Biophila wadsworthia difiere del grupo B. fragilis 
por su falta de fermentacion de hidratos de carbono, su pro- 
duccion de ureasa y su falta de produccion de una cantidad 
importante de acido succinico. La produccion de una conside¬ 
rable actividad de catalasa y su falta de produccion de acido 
butirico son caracteristicas claves que separan B. wadsworthia 
de las especies de Fusobacterium. 


Recuadro 16-13 Caracteristicas las especies de Bilophii 


Bacilo(s) gramnegativos, pleomorfos. no moviles. no formadores de espo- 
ras; 0,7-1,1 pm de ancho por 1-10 pm de longitud. 

Desarrollo potenciado por 20% de bilis y por 1% de piruvato; crecimiento 
lento en bacteroides bilis esculina (BBE); las colonias en BBE despues 
de 4 dias de incubacion se describieron como de 1 a 2 mm de diametro, 
circulates, irregulares, umbilicales y translucidas con centros oscuros, o 
como colonias negras opacas. poco convexas, irregulares. 

Las colonias en agar Brucella formadas lentamente (4 a 7 dias) eran pun- 
teadas, de menos de 1 mm de diametro, circulates, irregulares. transluci¬ 
das y grises. 

Catalasa fuertemente positiva (usando H^O, al 15%). 

Asacarolitica. 

Ureasa positiva. 

H 2 S positiva, desulfoviridina positiva. 

Nitrato positiva. 

Negativa para la hidrolisis de esculina 0 almidon. 

Indol negativa: no licua gelatina, no produce reacciones agar yema de 
huevo o leche; oxidasa negativa. 

p-lactamasa negativa (pmeba de la nitrocefina) pero, no obstante, resisten- 
te a los antibioticos p-lactamicos. 

El acetato es el producto metabolico principal; no se detecta lactato; se 
producen cantidades menores o restos de succinato en glucosa-levadura- 
peptona (suplementado por piruvato). 


Fusobacterium. El genero Fusobacterium incluye varias espe¬ 
cies de bacilos gramnegativos anaerobios no formadores de 
esporas que pueden diferenciarse de las especies de Bacteroi¬ 
des, Prevotella, Porphyromonas y Leptotrichia por su produc¬ 
cion de cantidades mayores de acido butirico pero no de acido 
isobutirico e isovalerico (fig. 16-10 y cuadro 16-15). Las espe¬ 
cies de Bacteroides y Porphyromonas que producen acido buti- 
rico tambien producen acidos isobutirico e isovalerico. 
Historicamente, las especies de Fusobacterium tenian muchos 
otros nombres de genero, como Sphaerophorus, Fusiformis, 
Pseudobacterium, Ristella, Necrobacterium y Zuberella.^^^ 

Aunque su nombre pareceria sugerir que las fusobacterias 
son “fusiformes”, solo algunas de ellas lo son, la mayoria no; 
mas bien son bacilos con lados paralelos y extremos redondea- 
dos (no aguzados). Crecen bien en agar sangre anaerobio en 
condiciones anerobias y mueren con facilidad por exposicion al 
aire ambiente. La mayoria de las especies son o no fermentati- 
vas o fermentativas debiles. 

Las especies de Fusobacterium se encuentran normalmente 
en las vias respiratorias altas, el tracto digestive y el aparato 
genitourinario humanos. Estan involucradas en infecciones 
graves en distintos sitios del cuerpo.^ ^^^ Se asocian con infec¬ 
ciones de la boca, heridas por mordedura y del aparato respira- 
torio, lo que no sorprende porque la boca es un habitat impor¬ 
tante. En algunos cases hospitalarios, las fusobacterias son 
comunes en los hemocultivos.^ Felner y DowelF^ describieron 
55 pacientes con bacteriemia por Fusobacterium (comparados 
con 196 cases de bacteriemia por Bacteroides). Henry y cols, 
publicaron una serie adicional de 26 cases de bacteriemia por 
Fusobacterium.^^ Bourgault y cols, informaron tasas de morta- 
lidad significativas en las bacteriemias por Fusobacterium’, 13 
de 40 pacientes (32,5%) con hemocultivos positives murie- 
ron.^° En un estudio posterior, se identificaron 36 aislamientos 
de especies que incluyeron F. nucleatum (17 aislamientos), F. 
necrophorum (8 aislamientos), F. mortiferum (5), F. varium (3) 
y F. gonidiaformans (3). Los siguientes antibioticos fueron 
actives contra las 36 cepas: penicilina, piperacilina, cefoxitina, 
clindamicina, metronidazol e imipenem.^® 

F. nucleatum y los miembros del grupo Prevotella-Porphyro¬ 
monas son los microorganismos que con mas frecuencia pro¬ 
ducen infecciones pleuropulmonares anaerobias (p. ej., neumo- 
nia por aspiracion, absceso pulmonar, neumonia necrosante, 
empiema toracico). Las fusobacterias tambien son patogenos 
bastante comunes en abscesos cerebrates, sinusitis cronica, 
osteomielitis metastasica, artritis septica, absceso hepatico y 
otras infecciones intraabdominales.^ 

F, nucleatum es la especie encontrada con mayor frecuencia 
en materiales clmicos. Han llamado la atencion en forma 
reciente las infecciones sistemicas causadas por F. nucleatum 
en pacientes con neutropenia y mucositis posteriores a la qui- 
mioterapia.^^’^^ El reconocimiento temprano de F nucleatum 
en muestras clmicas, en particular durante el examen micros- 
copico directo de liquidos corporales o exudados, puede ser 
importante. Las celulas en forma de huso son largas, con fila- 
mentos delgados y extremos afilados (lamina en color 16-1).‘^^ 
A veces hay protuberancias esfericas. Las celulas miden 5 pm 
a 10 pm de largo, pero a menudo se observan formas mas cor- 
tas. Las colonias que se desarrollan en agar sangre para anaero¬ 
bios tienen un diametro de 1 a 2 mm, son levemente convexas 
con hordes algo irregulares y tienen una mancha caracteristica 
denominada “estructura cristalina interna” por J. A. Siders y 
“mancha opalescente”, por G. L. Lombard (lamina en color 
16-1). F nucleatum es relativamente inactivo desde el punto de 
vista bioquimico (cuadro 16-12). Sobre la base de patrones 
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slectroforeticos de protemas de la celula Integra y estudios de 
homologia de DNA, en 1990 se sugirio que F. nucleatum se 
subdividiera en tres subespecies: F. nucleatum subespecie 
nucleatum, F nucleatum subespecie polymorphum y F nuclea¬ 
tum subespecie vincentii.^^ En 1992, Gharbia y Shah propusie- 
ron que se debian reconocer otras dos subespecies: F nuclea¬ 
tum subespecie fusiforme y F. nucleatum subespecie animalis}^ 
En la actualidad, los metodos fenotipicos tradicionales no dife- 
rencian entre estas subespecies y tampoco es clmicamente 
importante su distincion. 

F. necrophorum puede causar infecciones graves (p. ej., abs- 
ceso hepatico) y no es inusual que se aisle solo (en cultivo 
puro) en lesiones de los tejidos blandos.^-^^^ Varios informes 
recientes han atraido la atencion hacia el smdrome de Lemierre 
potencialmente mortal o la septicemia posangina, una enfer- 
medad supurativa grave causada por este microorganis- 
mo 25,194.198,237 smdrome de Lemierre, tambien llamado 
"necrobacilosis”, sucede en su mayoria en personas de entre 12 
y 25 ahos. Casi todos los pacientes carecen de factores predis- 
ponentes y antes eran sanos. La afeccion se caracteriza por 
infeccion orofarmgea (p. ej., amigdalitis, absceso periamigda- 
lino o absceso farmgeo) seguido de septicemia anaerobia y 
complicaciones metastasicas, que con frecuencia involucran 
los pulmones o las grandes articulaciones y, con menor fre¬ 
cuencia, las meninges.^^ Los hallazgos comunes con disemina- 
cion metastasica hacia los pulmones son abscesos pulmonares 
y empiema toracico. Este smdrome debe ser sospechado en 
especial en pacientes jovenes en los que se desarrolla trombo- 
tlebitis septica de la vena yugular interna. Desde 1980, la mor- 
talidad en los pacientes tratados ha sido cercana al 18%, pero 
sin antibioticos es > 50%. Por fortuna, F necrophorum es sen¬ 
sible in vitro a metronidazol, clindamicina, cloranfenicol, imi- 
penem y a casi todos los P-lactamicos, incluida la penicilina G 
y las penicilinas mas nuevas, asi como las cefalosporinas de 
tercera generacion. Sin embargo, la eritromicina solo es activa 
en forma moderada, muchas cepas del microorganismo son 
resistentes a las tetraciclinas, y es resistente a aztreonam, tri- 
metoprim-sulfametoxazol y aminoglucosidos.'^^*^^ 

Las celulas de F. necrophorum miden cerca de 0,6 pm x 5 
pm y son pleomorfas, a menudo con formas curvadas y areas 
esfericas en su interior (lamina en color 16-1). Como F. morti- 
ferum (tratado mas adelante), tambien producen corpusculos 
cocoides libres que, en el examen directo, a veces se asemejan 
a leucocitos degradados. La mayoria de las cepas producen 
lipasa en agar yema de huevo LD. F necrophorum ha sido divi- 
dido en tres variedades (o “biovariedades” A, B y C). En 1990, 
se propuso una especie nueva, Fusobacterium pseudonecrop- 
horum para F. necrophorum biovariedad F necrophorum 
es patogeno, productor de abscesos hepaticos en ratones y es 
sensible a la penicilina (500 U/mL), mientras que la especie 
nueva no produce abscesos en ratones y es muy resistente a la 
penicilina (500 U/mL). 

Las cepas de F. mortiferum y F variurn a menudo son resis¬ 
tentes a la clindamicina,y pueden producir p-lactamasa.^® 
Las celulas miden 0,5-2 pm de ancho por 2-10 pm de largo, 
son muy pleomorfas, cocoides a filamentosas, con espirales 
esfericas cerca del centro o un extremo de los bacilos tehidos 
en forma desigual. Las colonias en agar sangre son de 1 a 2 mm 
de diametro y tienen una apariencia caracteristica en forma de 
huevo frito, con centros elevados, opacos, y hordes chatos y 
translucidos. F mortiferum y F. variurn son resistentes a la 
rifampicina (disco de 15 pg), lo que ayuda a separarlas de otras 
especies de Fusobacterium, Bacteroides, Porphyromonas y 
Prevotella, Estas dos especies Fusobacterium se pueden dife- 


renciar con pruebas para la hidrolisis de esculina y fermenta- 
cion de lactosa (cuadro 16-12). 

Rara vez se pueden encontrar otras especies de Fusobacte¬ 
rium en infecciones. Las caracteristicas de F gonididformans y 
F naviforme obtenidas usando el sistema de placa Presumpto 
se observan en el cuadro 16-12. Se recomiendan las siguientes 
referencias para conocer caracteristicas complementarias de 
estas y de otras especies.^^^’^^"^’^^^ 

Identificacion de cocos anaerobios 

Los cocos anerobios son el segundo grupo mas comun de 
anaerobios encontrados en infecciones humanas; los primeros 
son los bacilos gramnegativos (cuadro 16-3). Del mismo modo 
que los bacilos gramnegativos anaerobios, se encuentran con 
frecuencia en el laboratorio clmico en hemocultivos, en otros 
liquidos corporales y en una amplia variedad de muestras de 
abscesos y heridas. En la octava edicion del Manual de Bac- 
teriologia Determinativa de Bergey, los cocos grampositivos 
anerobios fueron clasificados en la familia Peptococcaceae en 
los siguientes generos: Peptococcus, Peptostreptococcus, 
Ruminococcus y Sarcina}^"^ Los cocos anaerobios gramnegati¬ 
vos fueron enumerados en tres generos en la familia 
Veillonellaceae como sigue: Veillonella, Acidaminococcus y 
Megasphaera. Mas tarde, en 1974, Holdeman y Moore propu- 
sieron agregar un genero nuevo. Coprococcus, a la familia 
Peptococcaceae}^^ Tambien sugirieron dos especies nuevas de 
Ruminococcus y una especie nueva de Streptococcus, 
Recomendaron la transferencia de Peptostreptococcus interrne- 
dius, Peptostreptococcus morbillorum y Peptococcus conste- 
llatus al genero Streptococcus, porque estas especies producen 
acido lactico como el principal y unico producto metabolico. 
En 1981. Peptococcus saccharolyticus fue transferido al gene¬ 
ro Staphylococcus Por lo tanto, S. saccharolyticus se consi- 
dera una especie anaerobia del genero Staphylococcus. En 
1983, se hicieron grandes cambios en la clasificacion taxono- 
mica de los cocos anaerobios, basados en los datos del porcen- 
taje de guanina mas citosina (G + C) y en los estudios de homo- 
logia del DNA de Ezaki y cols.^^ Excepto Peptococcus niger, 
todas las antiguas especies del genero Peptococcus fueron 
transferidas al genero Peptostreptococcus. Luego, en 1994. 
Ezaki y cols, determinaron las secuencias 16S rE)NA de todas 
las especies de Peptostreptococcus e informaron que los miem- 
bros del genero debian ser divididos en cinco grupos filogene- 
ticos diferentes; en 1994 transfirieron las especies antes llama- 
das Peptostreptococcus productus y Streptococcus hansenii al 
genero Ruminococcus.^^ Ambas son miembros de la microflo¬ 
ra fecal humana, pero son raras en muestras clmicas. 

Desde 1999, se han hecho muchos cambios en el genero 
Peptostreptococcus, incluida la transferencia de todas menos 
una especie a cinco generos nuevos (cuadro 16-2).^’ '®^ La 
unica especie remanente de Peptostreptococcus es P. anaero- 
bius.^^^ Los antes llamados P. magnus y P. micros^^ ahora son 
Finegoldia magna y Micromonas micros, respectivamente.'®^ 
Los llamados Peptostreptococcus hydrogenalis, P lactolyticus, 
P Octavius, P prevotii, P tetradius y P. vaginalis todavia tienen 
los mismos nombres de especies, pero ahora son miembros del 
genero Anaerococcus.^^ (Dtras especies denominadas Pepto¬ 
streptococcus asaccharolyticus, P. harei, P indolicus, P. ivorii 
y P lacramaris retuvieron sus nombres de especie, pero fueron 
movidas al nuevo genero Peptoniphilus.^^ 

Se propuso un genero nuevo con una especie unica: 
Gallicola barnesae\ ha sido aislada en heces de polios, pero no 
se tratara mas adelante porque no se han informado fuentes 
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humanas.^^ Tampoco se tratara una especie aislada en el rumen 
de oveja: Slackia heliotriniredcens (antes Peptostreptococcus 
heliotrinreducens)}'^^ 

Ademas, el ex Peptostreptococcus parvulus es ahora Ato- 
pohium parvulum,^^ Esta especie ha sido aislada en el surco gin¬ 
gival humano. Se conoce poco acerca del significado clmico de 
esta y de otras especies de Atopobium (cuadro 16-2). Otros 
estreptococcuss anaerobios o microaerofilos son Streptococos 
intermedius y S. pleomorphus. Los antes llamados Strepto¬ 
coccus morbillorum ahora son Gemella morbillorum. 

Los cocos gramnegativos anaerobios se clasifican en la fami- 
lia Veillonellaceae}^ Durante un largo penodo tres generos 
-Veillonella, Acidaminococcus y Megasphaera- han sido 
miembros de la familia, pero en 2002 se describio un cuarto 
genero {Anaeroglobus germinatus)?'^ Antes de 1982, V. parvu- 
la era la linica especie reconocida de Veillonella. En ese ano se 
propusieron otras seis especies: V dispar, V atypica, V roden- 
tium, V ratti, V criceti y V. caviaei}^^ En 2004, se aislo una 
nueva especie de Veillonella en muestras humanas: V mont- 
pellierensis}'^^ Se carece de informacion sobre su importancia 
clmica. 

Las especies de Veillonella son parte de la microflora de la 
boca, vfas respiratorias altas, intestino y aparato genitourinario. 
Acidaminococcus habita en el intestino grueso de los seres 
humanos. Los habitats principals de las especies de 
Megasphaera son el intestino grueso y el aparato genitourina¬ 
rio humanos, asi como el rumen del ganado.^^^ La unica cepa 
de Anaeroglobus germinatus descrita fue aislada con una mez- 
cla de otras bacterias en el hquido posoperatorio recogido 27 
dias despues de una gastrectomia y anastomosis esofagoyeyu- 
nal en una mujer de 70 anos.^^ No se conoce su habitat ni su 
significado clmico. 

Veillonella parvula permanece como la especie mas comun 
de todos los cocos gramnegativos anaerobios en muestras 
humanas recolectadas de modo apropiado. Se ha encontrado 
como agente causal en endocarditis potencialmente morta- 
Ies 26i92 bacteriemia^^ y en infecciones polimicrobianas en 
las que el papel patogeno es incierto.^ 

Los generos mencionados de cocos gramnegativos y gram- 
positivos anaerobios pueden ser parte de la flora normal de 
varios sitios en seres humanos y en animales; solo las especies 
enumeradas en el cuadro 16-3 se encuentran con alguna fre- 
cuencia significativa en muestras clmicas procesadas y reco¬ 
lectadas en forma adecuada. Las caracteristicas identificatorias 
de las especies encontradas con mayor frecuencia se presentan 
en los cuadros 16-17 y 16-18. Se recomiendan las siguientes 
referencias para mas informacion.^^’^^ 199,222 figura 

16-12 se muestra un trazado cromatografico tipico de acido 
volatil de Peptostreptococcus anaerobius. 

La sensibilidad a los antibioticos in vitro de los cocos anae¬ 
robios se describio en otro sitio.‘^^ De acuerdo con las pau- 
tas recientes, los antibioticos de eleccion para el tratamiento 
empirico de los pacientes con infecciones por cocos anaerobios 
son penicilina (p. ej., penicilina G, ampicilina, amoxicilina) y 
clindamicina.’* Varias cepas de P anaerobius son resistentes 
a la penicilina G. El metronidazol es activo contra mas del 90% 
de los cocos anaerobios obligados, pero no contra la mayoria de 
las cepas de estreptococos microaerofilos (p. ej., Streptococcus 
intermedius) Otros compuestos activos in vitro contra la 
mayoria de los cocos anaerobios son cloranfenicol, imipenem, 
ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam y cefoxitina, 
pero no cefoperazona, cefotaxima o cefotetan.^^^ Entre los 
compuestos que se muestran promisorios contra los cocos ana¬ 
erobios grampositivos se incluyen algunas de las fluoroquino- 


lonas mas nuevas (p. ej., moxifloxacino, gatifloxacino), quinu- 
pristina/dalfopristina y linezolid.’® Las especies de Veillo¬ 
nella son resistentes a la vancomicina y a algunas de las qui- 
nolonas. Los antibioticos que no son activos contra los cocos 
anaerobios son los aminoglucosidos, aztreonam y trimetoprim- 
sulfametoxazol.^** 

Identificacion de bacilos grampositivos anaerobios 
no formadores de esporas 

En este grupo de anaerobios se incluyen las especies del 
genero Actinomyces, Arcanobacterium, Bifidobacterium, Egger- 
thella, Eubacterium, Lactobacillus, Propionibacterium, Pseu- 
doramibacter y muchsis otras.^’^^*‘^^ En el cuadro 16-2 se pro- 
vee una lista extensa de los cambios recientes en la taxonomia 
de estas bacterias. Algunas caracteristicas diferenciales claves de 
las especies de bacilos grampositivos, no formadores de espo¬ 
ras se presentan en los cuadros 16-19 y 16-20. La morfologia 
microscopica y las caracteristicas de las colonias de 
Actinomycetes israelii y Eggerthella lenta (antes Eubacterium 
lentum) se muestran en la lamina en color 16-2. 

La identificacion de los bacilos grampositivos anaerobios no 
formadores de esporas requiere el uso de CGL para el analisis 
de productos metabolicos. La morfologia celular de muchos de 
esos microorganismos tiende a variar con el tipo de medio 
de cultivo y las condiciones de desarrollo. A veces pueden ser 
confundidos con otros generos, como Clostridium, Corynebac- 
terium, Lactobacillus, Leptotrichia, Listeria, Nocardia, Pep¬ 
tostreptococcus y Streptococcus. Asi, los resultados de CGL y 
las caracteristicas morfologicas, consideradas juntas, ayudan a 
la diferenciacion practica (cuadros 16-9 y 16-19). 

A veces algunas cepas de bacilos anaerobios se asemejan a 
cocos, en particular en preparaciones tenidas con Gram en 
colonias jovenes de agar sangre. Ademas, algunos estreptoco¬ 
cos, como S. mutans, S. intermedius, S. constellatus y Gemella 
morbillorum y ciertos peptoestreptococos, pueden aparecer en 
forma de bacilos cuando se observan con el microscopio celu- 
las de colonias en agar sangre. Por otro lado, estas bacterias 
suelen formar cadenas largas de celulas en caldo tioglicolato 
enriquecido y en otros medios liquidos. Cabe recordar que 
muchas bacterias grampositivas tienden a volverse gramnegati- 
vas con la edad. Tambien algunos clostridios (p. ej., C. perfrin- 
gens, C. ramosum y C. clostridioforme) no producen esporas 
en los medios habituales usados en el laboratorio clmico. mien- 
tras que otros lo hacen a medida que envejecen. Por lo tanto, las 
preparaciones tenidas con Gram de cultivos muy jovenes pue¬ 
den ser una ayuda para la demostracion de la variabilidad de 
Gram y la observacion de frotis de cultivos viejos puede ayu- 
dar en la demostracion de esporas de los clostridios. 

ESPECIES DE PROPIONIBACTERIUM 

Propionibacterium acnes es con mucho el bacilo anaerobio 
formador de esporas grampositivo encontrado con mayor fre¬ 
cuencia en muestras clmicas. Es parte de la flora normal de la 
piel, la nasofaringe, la cavidad bucal, y los aparatos gastroin¬ 
testinal y genitourinario. Como miembro predominante de la 
microflora cutanea y habitante del aparato glandular de los fo- 
liculos pilosos/sebaceos, P acnes es un contaminante frecuen- 
te de los hemocultivos. Sin embargo, en ocasiones causa endo¬ 
carditis, infecciones de derivaciones de hquido cefalorraquideo 
del sistema nervioso central y otras infecciones. P. avidum y P 
granulosum rara vez se encuentran en el laboratorio clmico y 
por lo general no son clmicamente significativos. Las celulas 



Cuadro 16-17 Algunas caractenstica claves de los cocos anaerobios aislados con frecuencia en muestras clinicas 




ESPECIE 

reacci6n pigmento coagu- inhibicion fosfatasa 

DE GRAM NEGRO INDOL NITRATO LASA UREASA POR SPS ALCALINA 

FERMENTACION DE 

Glucosa Lactosa Maltosa 

PRODUCTOS METABOIJ- 

COS ACIDOS EN PYG, 

48 HORAS A 35 "C 

Anaerococcus hydrogenalis 

+ 

I 

I 

I 

I 

+ 

! 

+ 

+ NP 

- 

A, B 

A. prevntii 

+ 

I 

I 

I 

I 

+ 

- 

- 

A, (P), B 

A. tetradius 



+ 

A, B 

Finegoldia magna 


- 

- 

A 

Gemella morbillorum 

+ ______ NP 

+ 

d 

A,L 

Micromonas micros^ 

+ 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

- 

- 

A 

Peptoniphilus asaccharolyticus 

+ 

- 

- 

A, (P), B 

P. indolicus 

+ 

I 

+ 

+ 

+ 

I 

I 

+ 

- 

- 

A, (P), B 

Peptococcus niger 

+ 

+ 

I 

I 

I 

I 

I 

Z 

- 

- 

A, (P), IB, B, IV, (V), C 

Peptostreptococcus anaerohius 

+ 

I 

I 

i 

I 

I 

+ 

I 

d/- 

d/- 

A, (IB), (B), (IV), 1C 

Ruminococcus productus 

+ 

I 

I 

I 

I 

I 

I 

z 

+ + 

+ 

A 

Staphylococcus saccharolyticus 

+ 

I 

I 

+ 

I 

I 

I 

' z 

+ 

- 

A 

Streptococcus intermedius 

+ ______ NP 

+ + 

+ 

A, L 

Especies de Veillonella 

I 

I 

I 

+ 

I 

I 

I 

z 

- 

- 

A, P 

Las cepas de A. tetradius pierden su capacidad de fermentur azucares en forma rdpida despues de subcultivarlos de modo que no es infrecuente que estas reacciones sean negativas. 

^ La mayoria de las cepas de M. micros producen una muy leve jS-hemolisis en agar sangre para anaerobios de los CDC (Remel, Lenexa, KS), que ayuda a distinguirlas de F. magna (Alle 

H >' Siders: datos no puhlicados). 

SPS, polianetol sulfonato de sodio; +, 

reaction positiva: - reaccidn negativa; d, fermentador debil: -/+, cepas positivas ocasionales: d/ la mavon'a de las ( 

cepas ferment ado ras debiles. 

con cepas negativas ocasionales; A. 

dcido acetico; P, dcido propidnico; IB, dcido isohuUrico; B, dcido butirico; IV, dcido isovalerico; V. dcido valerico; IC, dcido isocaproico: C, dcido caproico. 

L, dcido Idctico; ( ), dcido variable: NP. 

no probado. 
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Cuadro 16-18 Reacdones de cocos anaerobios en niedios diferenciales de agar de los CDC 

ESPECIE 

N» DE CEPAS 
EXAMINADAS 



PLACA PRESUMPTO 1 


PLACA PRESUMPTO 2 

PLACA PRESUMPTO 3 

Indol 

es 

*3 

•o 

>*3 

Ui 

-o 

X 

X 

s 

sa 

1 

eq 

U 

I 

i 3 

1 1 

Crecimiento en agar bilis 

Fermentacion de glucosa 

Hidrolisis de almidon 

JZ 

•D 

■y. 

'1 

"2 i 

? z 

PL^ O 

2 

ac 

12 

u 

■d 

X 

Fermentacion de manilol 

Fermentacion de lactosa 

Fermentacion de ramnosa 

Anaerococcus prevotii 

15 

- 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Finegoldia magna 

21 


- 

- 

-/+ 

> 

I 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Micromonas micros 

1 

- 

- 

- 

- 

- 

sc 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Peptoniphilus asaccharolyticus 

22 


- 

- 

- 

- 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Peptostreptococcus anaerobius 

21 


- 

V 

- 

- 

V 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Staphylococcus saccha roly tic us 

2 

- 

- 

- 

+ 

- 

V 

+ 

- 

- 


- 

- 

- 

Streptococcus intermedius 

9 

- 

+ 


- 

- 

I 

+ 


- 

- 

- 

+ 

- 

Especies de Veillonella 

6 

- 


- 


- 

I 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+. reaccion positiva en > 90% de las 

cepas; reaccion negativa > 90% de las cepas; -/+, la niayoria de las cepas negativas, cepa positiva ocasional; I, crecimiento inhibido; V, variable; SC, sin crecimiento. 



Adaptado de Whaley DN, LS, Miller PH, Srivastava PU, Miller JM. Use of Presumpto plates to identify anaerobic bacteria. J Clin Microbiol 1995; S3: 1196-1202, y ediciones previas de este libro. 
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de P. acnes miden de 0,3-1,3 |im de diametro x I-IO |im de 
!argo.--- Su morfologia se describio como de apariencia difte- 
roide. Las celulas son marcadamente pleomorfas y se encuen- 
tran en formas y tamanos variados, que van desde cocoides 
hasia bacilos definidos. Las celulas a menudo se linen en forma 
desigual por el procedimiento de Gram. Del mismo modo que 
las corinebacterias, las celulas tienen una morfologia de letras 
chinas, de “pajaros en vuelo” y de estacas aguzadas, se presu¬ 
me que debido a un movimiento subito despues de su division. 
R acnes se desarrolla como un anaerobio obligado; sin embar¬ 
go. algunas cepas muestran un desarrollo escaso en una jarra de 
anaerobiosis por extincion con vela (pero su crecimiento es 
mejor en anaerobiosis) y se las describio como aerotolerantes o 
microaerofilas. Las colonias de acnes en agar sangre para 
anaerobios son de 1 a 2 mm de diametro, circulares, de hordes 
lisos, convexas, brillantes y opalescentes. Algunas cepas pro- 
ducen una zona estrecha de hemolisis. El analisis de productos 
metabolicos acidos de cadena corta por CGL revela la produc- 
cion de una importante cantidad de acido propionico, una can- 
tidad menor de acido acetico y solo una pequena cantidad de 
acido isovalerico [aP(iv)]. P. acnes puede ser reconocido sin el 
uso de CGL cuando produce indol y catalasa. Sin embargo, no 
todas las cepas producen indol ni todas producen catalasa. 
Ademas, Actinomyces viscosus, que tiene una morfologia simi¬ 
lar en algunos medios, produce catalasa. 

Propionibacterium propionicum, En 1988, Arachnia pwpionica 
fue reclasificada como Propionibacterium propionicum?^ Con 
anterioridad, el nombre Arachnia propionica habia sido creado 
para acomodar las bacterias una vez llamadas Actinomyces pro- 
pionicus. Esta especie, mientras su patogenicidad y sus carac- 
teristicas morfologicas se asemejan a las de ciertas especies de 
Actinomyces, difiere de las especies de Actinomyces por la pro- 
duccion de acido propionico como producto metabolico princi¬ 
pal y por su contenido de murema y composicion de menaqui- 
nona de la pared celular que se asemeja a los de las especies de 
Propionibacterium. Propionibacterium propionicurn todavia 
debe considerarse un posible agente etiologico de actinomico- 
sis. Los microorganismos han sido incriminados en casos de 
actinomicosis cervicofacial, formacion de absceso pulmonar con 
empiema toracico o no, un absceso de cuello, una infeccion de 
herida de dedo seguida a una mordedura humana, un absceso 
renal y unos pocos casos de canaliculitis lagrimal.” Este micro- 
organismo es morfologicamente indistinguible, en tejidos y en 
cullivos, de Actinomyces israelii. P. propionicurn y A. israelii for- 
man bacilos “difteroides” pleomorfos y filamentos ramificados, 
largos (descritos con mas detalle en la seccion de especies de 
Actinomyces). Ambas especies son microaerofilas a anaerobias y 
crecen en forma optima en condiciones anaerobias. 

ESPECIES DE BIFIDOBACTERIUM 

En la actualidad, se reconocen mas de 30 especies del gene- 
ro Bifidobacterium y la mayoria habita los intestinos humanos 
y de algunos animales.'^"^ Algunos cambios recientes en este 
grupo incluyen la transferencia de B. inopinatum al genero 
Scardovia como Scardovia inopinata y la de B. denticolens a 
Parascardovia como Parascardovia denticolens. Con la 
excepcion de Bifidobacterium dentium, ninguna bacteria del 
genero Bifidobacterium parece patogena para los seres huma- 
nos.^ Bifidobacterium dentium ahora incluye los antes llamados 
Actinomyces eriksonii y mas tarde Bifidobacterium eriksonii. 
Es parte de la microflora normal de la boca y del tubo digesti- 
vo y se ha encontrado en infecciones polimicrobianas de las 
vias respiratorias bajas. La morfologia de B. dentium es a veces 


similar a la de Actinomyces, pero difiere en que no produce 
filamentos ramificados en medio de tioglicolato. Los frotis 
tenidos de Gram preparados a partir de medios solidos o culti- 
vos en caldo muestran formas difteroides grampositivas que 
son mucho mas variables en forma y tamaho que P acnes. Las 
celulas varian de formas cocoides a alargadas, a menudo cur- 
vadas, con extremos engrosados caracteristicos o formas bifi- 
das que habitualmente se observan en B. dentium. En el anali¬ 
sis de los productos metabolicos acidos de cadena corta por 
GLC, las bifidobacterias producen cantidades importantes de 
acidos acetico y lactico. 

ESPECIES DE LACTOBACILLUS 

Las especies de Lactobacillus son parte de la microflora 
de la cavidad bucal, la faringe, el lubo digestivo y el aparato 
genitourinario (en especial, la vagina) humanos; a veces se 
encuentran en muestras clmicas. A menudo es diffcil asignar 
importancia patogena a la mayoria de las cepas aisladas en el 
laboratorio; sin embargo, las especies de Lactobacillus han 
sido informadas en varios casos de endocarditis bacteriana, 
meningitis, bacteriemia clmicamente significativa, peritonitis, 
abscesos y otras infecciones potencialmente mortales. Aunque 
la mayoria de las cepas de Lactobacillus no son anaerobias 
estrictas, muchas crecen mejor en anaerobiosis. Las caracteris- 
ticas que ayudan al reconocimiento de los lactobacilos son su 
desarrollo en un medio selectivo de agar jugo de tomate de 
Rogosa a pH relativamente bajo (Becton Dickinson Mi¬ 
crobiology Systems), su reaccion catalasa negativa, su tenden- 
cia a formar cadenas de bacilos grampositivos bastante unifor¬ 
mes y su produccion de acido lactico como producto principal 
con solo una pequena cantidad de acetato (detectada usando 
GLC). La identificacion de los lactobacilos mas alia de un nivel 
presuntivo es dificultosa y escapa al alcance de este libro. Es 
notable que los lactobacilos scan resistentes a la vancomicina. 
Para mas informacion sobre la identificacion y la sensibilidad 
a los antibioticos de las especies de Lactobacillus, vease el 
capitulo 14. 

ESPECIES DE ACTINOMYCES 

En los ultimos ahos, se han efectuado numerosas revisiones 
taxonomicas dentro del genero Actinomyces (cuadro 16-2). 
Entre estos cambios estan la designacion de varias especies 
nuevas y adicionales que incluyen A. cardiffensis,^^ A. europa- 
eus,'^^'^^^ A. funkei,^^^ A. georgiae,^^^ A. gerencseriaef^ A. gra- 
evenitzii,^^^ A. hongkongensis,^^^ A. nasicola,^^ A. neuiif '^^'^^^ 
A. oricola,^^ A. radicidentis,^^’^^'^^^^^ A. radingae,^^ A. turicen- 
^^yo3,246 y ^ urogenitalis.^^^ Otros generos relacionados con el 
Actinomyces son Actinobaculum (p. ey, Actinobaculum 
schaalii y A. urinalef^'^^^ y Arcanobacterium (p. ej., Arcano- 
bacterium bernardiae y A. pyogenes).^^^ El informe de Clarrid- 
ge y cols, ayuda a comprender la importancia de varias espe¬ 
cies recien descritas.^^ Aunque las especies nuevas listadas en 
el cuadro 16-2 han sido aisladas en varias fuentes clmicas 
humanas, todavia falta informacion sobre muchas de ellas, asi 
como respecto de su importancia clmica.^™ 

Las bacterias que se han informado como agentes causales 
de actinomicosis humana son Actinomyces israelii, A. naeslun- 
dii, A. odontolyticus, A. gerencseriae, A. viscosus, A. meyeri, A. 
georgiae, A. neuii subespecie neuii, P propionicurn y B. den¬ 
tium (incluye, en parte, los antes llamados B. eriksonii). 

Estas bacterias son parte de la flora normal de la boca y muchas 
de ellas se pueden encontrar en el aparato genitourinario. A. is- 
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raelii es la especie mas comiln en infecciones clmicas. Sin em¬ 
bargo, la actinomicosis (con lesiones en los tejidos) es rara en 
la actualidad. En frotis con tincion de Gram preparados a par- 
tir de lesiones, se pueden observar granulos de azufre caracte- 
risticos, que son microcolonias granulares del microorganismo 
rodeadas por exudado purulento. Las celulas de A. israelii son 
bacilos grampositivos, por lo general de 1 pm de diametro, 
pero muy variables en longitud. Las celulas pueden ser bacilos 
difteroides cortos, en forma de clava, filamentos ramificados o 
no ramificados (lamina en color 16-2). En agar sangre a menu- 
do desarrollan colonias rugosas compuestas por bacilos ramifi¬ 
cados o filamentos. Las colonias jovenes (de 2 a 3 dias), cuan- 
do se observan con microscopic de diseccion, aparecen como 
filamentos radiados delgados conocidos como “colonias de 
aranas”. Cuando las colonias alcanzan los 7 a 14 dias de incu- 
bacion, a menudo son elevadas, apiladas, blancas, opalescentes 
y brillantes; tienen hordes irregulares o lobulares, y se llaman 
colonias en forma de “molar” (lamina en color 16-2). Sin 
embargo, las cepas lisas (cerca de un tercio de A. israelii) pro- 
ducen colonias en forma mas rapida que las cepas rugosas. Las 
cepas lisas pueden producir colonias de 1 a 2 mm de diametro, 
circulares, algo elevadas, blancas, opalescentes, lisas, brillantes 
despues de solo 2 a 3 dias de incubacion. A. naeslundii tambien 
puede producir colonias lisas o rugosas. Las colonias de A. vis- 
cosus son en su mayoria de 0,5 a 2 mm de diametro, enteras, 
convexas, grisaceas y translucidas. En las colonias de A. odon- 
tolyticus puede aparecer un color rojo en agar sangre despues 
de 7 a 14 dias de incubacion anaerobia o despues de que las 
placas se ban dejado al aire y a la temperatura ambiente duran¬ 
te varies dias. Como ya se menciono, las caracteristicas celula- 
res y de las colonias de Propionibacterium propionicum son 
similares a las de los otros Actinomyces. 

Ademas de la morfologia, las caracteristicas de la colonia y 
los productos metabolicos, las caracteristicas utiles para la 
identificacion de los actinomicetos incluyen la relacion con el 
oxigeno, la aparicion y rapidez de desarrollo en medio de tio- 
glicolato enriquecido, la produccion de indol, la hidrolisis de 
gelatina y esculina, la fermentacion de ciertos hidratos de car- 
bono, los resultados de la evaluacion con varias pruebas enzi- 
maticas rapidas, la secuenciacion de 16S rRNA y otros meto- 
dos moleculares. Se recomiendan las siguientes referencias 
para mas informacion respecto de la caracterizacion e identifi¬ 
cacion de las cepas mas alia de las indicadas en los cuadros 16- 
19 y 

ESPECIES DE EUBACTERIUM 

Las especies de Eubacterium son bastante comunes en heri- 
das y abscesos, en los que por lo general estan mezcladas con 
otras bacterias. Su importancia patogenica en muestras clmicas 
suele ser incierta.^^^ Sin embargo, como lo sugirieron Mascini 
y Verhoef,'^® las especies de Eubacterium ban sido informadas, 
aunque rara vez, como causa de bacteriemia, endocarditis y 
otras infecciones potencialmente mortales. Las especies aisla- 
das con mayor frecuencia en muestras clmicas durante muebo 
tiempo fueron E. lentum (abora Eggerthella lenta) y E. limo- 
sum. En los cuadros 16-19 y 16-20 se brinda informacion para 
la identificacion presuntiva de las especies de Eubacterium mas 
comunes. 

Como lo informaron Wade y cols., durante muebos anos 
ignorados, el genero Eubacterium fue considerado beterogeneo 
y contenia muebas especies no relacionadas.^*^^ Sobre la base 
de los resultados de las determinaciones de la secuencia geni- 
ca de 16S rRNA y otros datos, el genero en la actualidad esta 


sufriendo una revision taxonomica importante. Asi, E. lentum 
fue transferida al genero Eggerthella como Eggerthella lenta, 
mientras E. limosum continuo el tipo de especie del genero 
Eubacterium}^^ En el cuadro 16-2 se enumeran otros numero- 
sos cambios, como la transferencia de Eubacterium aerofa- 
ciens al genero Collinsella como Collinsella aerofaciens.^^^ 
Ademas, el microorganismo llamado Eubacterium formicigene- 
rans es abora Doria formicigenerans}^^ la especie antes llama- 
da E. timidum abora es Mogibacterium timidum}"^ y la especie 
conocida como E. alactolyticum es Pseudoramibacter alactoly- 
ticus.^^^ 

Se describieron otros generos de bacilos grampositivos no 
formadores de esporas, entre ellos. Cryptobacterium, Bullei- 
dia, Atopobium, Slackia, Holdemania y Catenibacterium, pero 
su importancia clmica aun se desconoce.'^^’*^^ 

MOBILUNCUSY VAGINOSIS BACTERIANA 

Mobiluncus, junto con otros anaerobios, esta presente en 
muestras vaginales de mujeres con vaginitis inespecifica (vagi¬ 
nosis bacteriana).’®^-^^^'^^® En 1984, Spiegel y Roberts propusie- 
ron el nombre Mobiluncus para un genero nuevo de bacilos 
anerobios no formadores de esporas, curvados, moviles, gram- 
negativos o gramvariables, que se encuentran solos o en pares 
con una apariencia de “alas de gaviota”.^^' Mediante la micro- 
fotografia electronica se observaron paredes celulares con ca- 
pas multiples sin membrana externa, probablemente mas tipi- 
cas de paredes celulares grampositivas que de gramnegativas; 
no obstante, los microorganismos tienden a ser gramvariables 
en los cultivos jovenes y gramnegativos en los cultivos viejos. 
El nombre Mobiluncus derivo de las palabras latinas mobilis 
(que significa capaz de movimiento) y uncus (ganebo).^^^ El 
potencial patogenico de las especies de Mobiluncus, si existe 
alguno, todavia no esta claro. Se aislo en pacientes con infec¬ 
ciones extragenitales en pocas ocasiones y existe un caso infor- 
mado de su aislamiento en un paciente con sepsis grave.El 
microorganismo es uno de los muebos generos de anaerobios 
que colonizan la vagina tanto sana como enferma.*^^ 

La vaginosis bacteriana implica un sobrecrecimiento de bac¬ 
terias multiples, incluidas Gardnerella vaginalis, Mycoplasma 
horn inis, especies de Mobiluncus, Prevotella bivia, Prevotella 
disiens, otras especies de Prevotella, Peptostreptococcus anae- 
robius, P asaccharolyticus, P magnus y otros cocos anaero¬ 
bios, mas bacilos grampositivos anaerobios como las especies 
de Propionibacterium.^^^ 104230 p^j. j^^to, es probable que la 
vaginosis sea una infeccion sinergica en la que participan 
muebos microorganismos. Como se repaso en otro lugar,^^^ el 
diagnostico de vaginosis bacteriana se basa en la demostracion 
de tres de los siguientes cuatro criterios: 1) secrecion vaginal 
“fluida” (pero profusa), 2) pH mayor de 4,5, 3) olor que por lo 
comun se describe como “a pescado” (en especial despues de 
agregar bidroxido de potasio al 10%), y 4) deteccion de “celu¬ 
las clave” en el examen microscopico. 

Las “celulas clave” son celulas epiteliales pavimentosas de 
la vagina con un gran numero de bacilos pequenos adberidos a 
su superflcie. Se las puede observar en preparados biimedos o 
en frotis con tincion de Gram (o en preparaciones tenidas con 
Papanicolaou). 

Las especies de Mobiluncus crecen en varios tipos de medios 
no selectivos en placa, incluidos agar sangre para anaerobios 
(p. ej., infusion de cerebro y corazon. Brucella y medio base de 
agar sangre para anaerobios de los CDC) y agar chocolate. Des¬ 
pues de 3 a 5 dias de incubacion, las colonias son de 2 a 4 mm 
de diametro, incoloras, translucidas, lisas y chatas, a veces con 



Cuadro 16-19 Caractensticas diferenciales de bacilos grampositivos anaerobios no formadores de esporas 






PIGMENTO APARIENCIA 



PRODUCTOS 


RELACION 

RAPIDEZ 

COLONIAS 

ROJO EN CALDO 

MORFOLOGIA CELLLAR 

REDUC- 

METABOLICOS 


CON EL 

DE CRECI- 

EN AGAR 

EN AGAR TIOGLICOLATO 

EN CALDO TIOGLICOLATO 

CION DE 

EN CALDO PYG, 

ESPECIE 

OXIGENO 

MIENTO 

SANGRE 

SANGRE ENRIQUECIDO 

ENRIQUECIDO 

NITRATO 

48 HORAS A 35 *C 

Actinomyces israelii 

M oAO 

Lento 

Rugosas 

- Granular o difusa 

Filamentos ramificados o difteroides 

V 

A, L, S 

A. naeslundi 

F 

Moderado 

Lisas 

- Difusa 

Difteroide, ramificada 

+/- 

A, L, S 

A. odontolyticus 

M 0 AO 

Moderado 

Lisas 

+ Difusa 

Difteroide, ramificada 

+ 

A, L, S 

A. viscosus 

F 

Rapido 

Lisas 

- Difusa 

Difteroide, ramificada 

+ 

A, L, S 

A. meyeri 

AO, F 


Lisas 

Difusa 

Difteroide, ramificada 

- 

A, L, S 

A rcanobacterium pyogenes 

F 


Lisas 

- Difusa 

Difteroide, cocoide 

- 

A, L, S 

Bifidobacterium dentium 

AO 

Rapido 

Lisas 

- Difusa 

Bacilos delgados, extremes bifidos, 

- 

A, L 






extremes bulbosos 



Eggerthella lenta 

AO 

Moderado 

Lisas 

- Difusa 

Bacilos cocoides cortos, difteroides 

V 

A 

Eubacterium limosum 

AO 

Rapido 

Lisas 

- Difusa 

Bacilos pletoricos, bifidos y bulbosos 

V 

A, B (los que producen 








acido a partir de un caldo 
que no contiene glucosa 
son A, IB, B,IV) 

Lactobacillus catenaformis 

AO 

Rapido 

Lisas 

- Difusa (granular) 

Bacilos cortos en cadenas o solos 

- 

A, L 

Propionibacterium avidum 

F 

Rapido 

Lisas 

- Difusa 

Difteroides 

V 

A, P 

R acnes 

AOF'' 

Moderado 

Lisas 

- Difusa (granular) 

Difteroides 

+ 

A, P 

P. granulosum 

F 

Rapido 

Lisas 

- Difusa 

Difteroides 

- 

A, P 

P propionicum 

Mo AO 

Lento 

Rugosas 

- Granular o difusa 

Filamentos ramificados o difteroides 

+ 

A, P 

Pseudoramibacter 

AO 

Lento 

Lisas 

- Difusa 

Bacilos delgados, en forma de V, entre- 

- 

A, B, C 

alactolyticum 





cruzados 



+, reaccion positiva para el 90-100% de las cepas probadas; - reaccion negativa para el 90-100% de las cepas probadas, superindice, reaccion obser\>ada en el 11-25% de las cepas probadas; V, reaccion variable; parentesis, 
variable: F, anaerobic facultativo: M. microaerdfilo; AO, anaerobio obligado; A, dcido acetico; B, dcido butirico; C, dcido caproico; L, dcido Idctico; P, dcido propidnico; S, dcido succinico; IB, dcido isohuttrico; IC, dcido isoca- 

proico. 

Modificado de Dowell VR. Clinical veret9inary anaerobic bacteriology. Atlanta: Centres for Disease Control, 1977: 1-25, y adaptado de las siguientes referencias: Allen SD. Gram-positive, non-spore-forming anaerobic bacilli. In: 
Lennette EH, Ballows A. Hausler WJ Jr, Shadomy EJ, eds. Manual of Clinical Microbiology. Ed. 4. Washington, DC: American Society for Microbiology, 1985: 461-472; Jones D, Collins MD. Irregular, nonsporing gram-positive 
rods. In: Sneath PH A, Mair NS, Sharpe MG. Holt JG. eds. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore: Williams & Wilkins, 1986: 1261-1434. 
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Cuadro 16*20 Reacdones de badlos grampositivos no formadores de esporas 

en medios diferendales de agar CDC 






ESPECIE 

N" DE CEPAS 

EX AMINA DAS 


PL AC A PRESUMPTO 1 



PLACA PRESUMPTO 2 

PLACA PRESUMPTO 3 

Indol 

Derivado del indol 

91 

"a 

•o 

~7i 

1 

•a 

£ 

OB 

it 

X 2 

X 

3 

1 2 

1 

!Z 

u 

a 

sc 

a 

c 

u 

c 

e 

it 

1 

1 

w 

1 

3 

BC 

V 

•o 

B 

:2 

'S 

a 

6 

it 

%t 

c 

'O 

*3 

1 

n 

it 

•a 

■a 

X 

w 

£ 

it 

■o 

1 - 

1 i 

a 

a 

1 

it 

*3 

*■ 

u 

•o 

X 

3 

'£ 

a 

B 

c 

i 

1 

u 

u 

a 

O 

o 

2 

it 

B 

B 

1 

u 

i* 

a 

o 

s 

B 

a 

Ui 

it 

-Q 

B 

;0 

W 

a 

fi 

g 

u 

it 

Actinomyces 

A. israelii 

12 


+ 

. . 


V 

+ 


-/+ -y+ 


V 

-/+ 

-/+ 

A, meyeri 

39 

- 

- 

- 

- 

INC' 

+/- 

- 

-/+ 

- 

- 

V 

- 

A, naeslundii 

31 

- 

+/- 

- 

_ 

V 

+ 

- 

- 

- 


+/- 

- 

A. odonto lytic us 

56 

- 

V 

- 

- 

V 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

-/+ 

A. viscosus 

25 

- 

V 

+/- 

- 

sc 

+ 

- 

- 

- 

- 

V 

- 

A racnobacterium 

A. pyogenes 

12 

_ _ 

_ 

_ 

. _ 

JNC 

+ 


+ -/+ 

+/- 


-/+ 


Hifidohacterium 

B. adolescentis 

8 

_ _ 

V 

_ 

_ . 

E 

+ 

-/+ 



-/+ 

+ 


B. bifidum 

4 

- 

- 

- 

- 

E 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

B. breve 

4 

- 

+/- 

- 

- 

E 

+ 

-/+ 

- 

- 

V 

+ 

- 

B. dentium^ 

3 

- 

- 

-/+ 

- 

E 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+/- 

- 

B. infiintis/longum 

3 

- 

- 

- 

- 

E 


V 

- 

- 

- 

+ 

- 

Collinsella 

C. aerofaciens 

3 

_ 

-/+ 



E 

+ 


+/- 



+ 


Eggerthella 

E. lenta 

33 



-/+ V 


E' 








Eubacterium 














E. brachy 

2 

- 

- 

- 

- 

SC 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

E. limosum 

8 

- 

- 

+ - 

- 

E 

+ 

V 


- 

+ 

- 


E. nodatum 

3 

- 

- 

- 

- 

SC 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

E. saburreum 

2 

V 

V 

- 

- 

SC 

- 

- 

- 


- 

- 

- 

E. timidum 

3 

- 

- 

- 

- 

SC 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Fropionibacierium 














P. acnes 

144 

+/- 

- 

- + 

-/+ 

V 

+ 

- 

+/- 

V 




P. avidum 

5 


+/- 

- + 

+/- 

E 

+ 

- 

V 

+/- 

- 

- 

- 

P. granulosum 

7 


- 

- + 


V 

+ 

- 

V -/+ 

-/+ 

-/+ 

-/+ 

- 

P. propionicum 

10 

- 

- 

- 

- 

I 

V 

- 

- 

- 

V 

V 

- 

Pseudoramibacter 














P alactolyticum 

4 

- 

- 

- 

- 

I 

V 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

“ Antes llamado B. eriksonii. 













+. react ion positiva en mas del 90% de las cepas; 

- reaccion negativa en mas del 90% de las cepas; +/-, la mayoria de las cepas positivas, cepa negativa ocasional; 

-/+, la mayoria de las cepas negativas, cepa positiva ocasio- 

nal; I, crecimiento inhibido; V, variable; E, crecimiento igual (equivalente) al control 

sin hilis; E\ crecimiento igual al control con cepa inhibida ocasional; F*-. crecimiento inhibido con cepas ocasionales 

que no crecen; SC, 

sin 

crecimiento; SC, sin crecimiento con cepa inhibida ocasional. 












Adaptado de Whaley DN. Wiggs LS. Miller PH. Srivastava PU, Miller JM. Use of Presumpto plates to identify anaerobic bacterie. J Clin Microbiol 1995,33:1196-1202 y ediciones previas de este libro. 
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aspecto expansivo. Las celulas miden menos de 0,5 pm de 
ancho por casi 1,5 a 3 pm de longitud. El succinato y el aceta- 
to son los productos mas importantes (con pequenas cantidades 
de lactato o no) despues del desarrollo en caldo con peptona y 
extracto de levadura suplementado con glucogeno al 2% en 
suero de conejo. La diferenciacion entre las dos especies ahora 
reconocidas, M. curtisii y M. mulieris,^^^ basada en diferencias 
de morfologia, reacciones negativas para indol y catalasa, 
desarrollo en presencia de arginina, hidrolisis de hipurato, 
reduccion del nitrato variable y otras caracteristicas, es difi- 
cultosa3^^ 


OTROS GENEROS Y ESPECIES DE BACILOS GRAMPOSITIVOS 
ANAEROBIOS NO FORMADORES DE ESPORAS 

Finegold actualize los cambios taxonomicos de los anaero- 
bios asociados con los seres humanos, incluida la informacion 
de generos y especies no mencionadas en este libro.^^ A los 
interesados en la identificacion defmitiva de los bacilos gram- 
positivos anaerobios no formadores de esporas que necesiten 
recursos no disponibles en muchos (si no en la mayorfa) de los 
laboratorios de microbiologia clmica se recomienda la lectura 
de las referencias que siguen."^^’^^^'^^^ 

Identificacion de especies de Clostridium 

Los bacilos grampositivos anaerobios formadores de esporas 
encontrados en muestras clinicas humanas son miembros del 
genero Clostridium. En 1994, Collins y cols.,"^"^ sobre la base de 
secuencias genicas de 16S rRNA determinadas por secuencia- 
cion directa mediante PCR, encontraron que el genero 
Clostridium era muy heterogeneo. Por lo tanto, les dieron nom- 
bre a cinco generos nuevos de bacilos formadores de esporas. 
Se incluyeron las siguientes especies: Caloramator, Filifactor, 
Moorella, Oxobacter y Oxalophagus. Ademas, se propusieron 
11 combinaciones nuevas de especies. Ninguna de estas desig- 
naciones nuevas de genero y especie fueron relevantes para 
enfermedades infecciosas humanas. Las especies recien crea- 
das en el momento que se escribe este texto son Clostridium 
bartlettii,^^^ C. bolteae,^^^ C. hathewayp^y C. neonatale.^^ Se 
deben consultar los documentos originates para obtener infor¬ 
macion acerca de su importancia clmica. 

En la actualidad, las especies de Clostridium encontradas en 
la clmica varian en sus relaciones con el oxigeno y en sus acti- 
vidades fisiologicas catabolicas y anabolicas. Ciertos clostri- 
dios. por ejemplo C. haemolyticum y C. novyi tipo B, estan 
entre los anaerobios obligados mas estrictos. En el otro extre¬ 
me del espectro, C. histolyticum, C. tertium y C. carnis son 
aerotolerantes y forman colonias en placas de agar sangre para 
anaerobios incubadas en una jarra de anaerobiosis por extin- 
cion con vela o en una estufa con 5-10% de CO 2 . En el labora- 
torio clmico a veces el problema se origina en determinar si 
una cepa es un clostridio aerotolerante o un bacilo anaerobio 
facultativo. Los clostridios aerotolerantes rara vez forman 
esporas cuando crecen en aerobiosis y son catalasa negatives, 
mientras que las especies del genero Bacillus rara vez forman 
esporas cuando crecen en condiciones anaerobias y producen 
catalasa.^^^ 

Aunque los clostridios se consideran grampositivos, muchos 
son gramnegativos cuando se preparan los frotis de las colonias 
en desarrollo. Por ejemplo, Clostridium ramosum y C. clostri- 
dioforme son por lo comun gramnegativos. 

La demostracion de esporas suele ser dificil con algunas 
especies, por ejemplo, C. perfringens, C. ramosum y C clos- 


tridioforme. La demostracion de produccion de esporas no es 
necesaria para la identificacion de estas tres especies. Para 
demostrar esporas, por lo general son suficientes las prepara- 
ciones tenidas con Gram; las tinciones especiales para esporas 
no suelen tener ventajas particulares. Sin embargo, el examen 
de preparados hiimedos con un microscopic con contraste de 
fase es litil cuando las esporas son maduras y refringentes. En 
nuestra experiencia, la mejor forma para demostrar la produc¬ 
cion de esporas es inocular un agar inclinado (en pico de flau- 
ta) con came cocida e incubar en anaerobiosis durante 5 a 7 
dias a 30 °C. Las celulas del crecimiento en el agar inclinado se 
observan luego en una preparacion tenida con Gram o en una 
preparacion humeda con microscopio de contraste de fase. 
Ademas, se pueden usar tecnicas de seleccion de esporas 
mediante la aplicacion de alcohol o choque termico.^^^ En los 
cuadros 16-21, 16-22 y 16-23 se muestran las caracteristicas 
identificatorias para la mayoria de los clostridios encontrados 
en infecciones humanas. 

Algunas de las reacciones claves para la identificacion de C. 
perfringens se ilustran en la lamina en color 16-3. La doble zona 
de hemolisis en agar sangre, la produccion de lecitinasa en agar 
yema de huevo y la fermentacion abrupta de leche tornasolada 
(o proteolisis en agar leche) son caracteristicas de esta especie. 
Las celulas de C. perfringens son de 0,8-1,5 pm de diametro x 
2-4 pm de longitud con extremos romos. A menudo se descri- 
ben como en forma de furgon de carga. No obstante, las celulas 
examinadas durante el desarrollo temprano en cultivo en caldo 
tienden a ser cortas y cocoides, mientras que los cultivos mas 
viejos contienen celulas mas largas que pueden ser casi fila- 
mentosas. Despues de toda una noche de incubacion en agar 
sangre, las colonias por lo comun son de 1 a 3 mm de diametro, 
pero pueden alcanzar 4 a 15 mm despues de una incubacion 
prolongada. Las colonias suelen ser chatas, a veces rizoides y 
elevadas en el centro. Algunas tienden a extenderse, pero no 
coalescen. C. perfringens es no movil. 

C. perfringens es con mucho la especie de Clostridium de 
origen humano aislada con mayor frecuencia. Sin embargo, los 
clostridios dan cuenta de tan solo el 10-12% de los aislamien- 
tos de bacterias anaerobias en muestras clmicas recolectadas y 
seleccionadas en forma apropiada. C. perfringens y otros clos¬ 
tridios se encuentran entre la flora normal del tubo digestivo. 
Tambien habitan de manera transitoria en la piel. Muchos clos¬ 
tridios aislados en muestras clmicas, incluso de hemocultivos, 
son contaminantes accidentales y pueden no revestir importan¬ 
cia clmica. En otras circunstancias, la presencia de ciertos clos¬ 
tridios en una lesion puede tener consecuencias lamentables 
para el huesped. Asi, las propiedades patogenicas de los clos¬ 
tridios pueden ser manifestadas solo en circunstancias especia¬ 
les y la comunicacion entre el microbiologo y el medico que 
atiende al paciente es casi siempre necesaria para determinar la 
importancia de una cepa dada. C. perfringens tambien se 
encuentra en la mionecrosis (gangrena gaseosa), la colecistitis 
gangrenosa, la septicemia y la hemolisis intravascular posterior 
a un aborto e infecciones pleuropulmonares anaerobias; es la 
causa principal de intoxicacion alimentaria en los Estados 
Unidos; tambien es causa de diarrea asociada con antibioticos 
y la causa mas diseminada de enterocolitis necrosante que afec- 
ta a ninos y 

CLOSTRIDIOS HISTOTOXICOS IMPLICADOS EN MIONECROSIS 
CLOSTRIDIANA 0 GANGRENA GASEOSA 

Los clostridios implicados mas a menudo en la gangrena 
gaseosa son C. perfringens (80%), C novyi (40%) y C. septi- 




Cuadro 16-21 

Algunas caractensticas claves de especies de Clostridium asociadas con enfermedad humana 


ESPECIE« 

AERO- ZONA DOBLE ESPORAS 

TOLERANTE DE HEMOLISIS TERMINALES 

MOVILIDAD 

PRODUCTOS METABOLICOS 
VOLATILES (CGL) EN PYG, 
48 HORAS A 35 “C 

OTRAS 

C. bifermentans 

- 

+ 

A, IC, (P), (IB), (B), (IV) 

Ureasa negativas; indol positivas 

C. botulinum^' 

- - - 

+ 

A, (P), (IB), B, IV, (V), (IC) 

Lipasa positivas 

C. butyricum 

- - - 

+ 

A, B 

Muy sacaroliticas 

C. difficile 

- - - 

+ 

A, IB, B, IV, IC 


C. innocuum 

- - + 

- 

A,B 

Lactosa y maltosa negativas 

C. limosum 

- - - 


A 

Asacarolfticas; gelatina positivas 

C. novyi tipo A 

- - - 

-1- 

A, P, B 

Es raro encontrarlas en muestras clmicas 

C. perfringens 

- + - 

- 

A, B, (P) 

Rara vez se observan esporas 

C. ramosum 

- - + 

- 

A 

Rara vez se observan esporas; con frecuencia gramnegativas 

C. septicum 

- - - 

+ 

A, B 

Sacarolitica, pero sacarosa negativas 

C. sordellii 

- - - 

+ 

A, IC, (P), (IB), (IV) 

Ureasa positivas; indol positivas 

C. sporogenes^’ 

- - - 

+ 

A, P, IB, B. IB, V, IC 

Lipasa positivas 

C. subterminale 

- 

-1- 

A, IB. B, IV, (P) 

Asacarolfticas; gelatina positivas 

C. tetani 

- - + 

-1- 

A, (P), B 

Pueden aparecer gramnegativas 

C tertium 

+ - + 

+ 

A, B 

Sin esporas en condiciones anaerobias 

“ Para mas informacion sobre la identificacion definitiva de estas especies y otros clostridios que pueden encontrarse en muestras clmicas/'^^-^^^ 

* Prueba de neutralizacidn de toxina requerida para la identificacion definitiva. 

+, reaccion po.sitiva para el 90-100% de las cepas probadas; reaccion negativa para el 90-100% de las cepas probadas, V, reaccidn variable; parentesis, variable; A, dcido acetico; P, dcido propidnico; JR, dcido isobutirico; 

IV, dcido isovalerico; V, dcido valerico; IC, dcido isocaproico. 
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Cuadro 16-22 Reaccioncs de especics de Clostridium cn inedios diferciiciales dc a^ar dc‘ los < 'l)( 


PLACA PRESIJMPTO ] 


Pl.ACA l»RESl)MI»l () 2 


PLACA PRKSDMPK) y 


N“ DE CEPAS 
EXAMINADAS 


C baratii 
C. bifermentans 
C. butyricum 


C. cadaveris 


C. clostridioforme 
C. difficile 
C. histolyticum 
C. innocuum 



C. limosum 



C. sphenoides 
C. sporogenes 
C. subtenninale 
C. symbosium 


+, reaccion positiva en mas del 90% de las cepas; - reaccion negativa en mas del 90% de las cepas; +/-, la mayoria de las cepas positivas, cepa negativa ocasional; -/+. la mayoria de las cepas negativas, cepa positiva ocasio 
nal: V, variable; /, crecimiento inhibido; E, crecimiento igual (equivalente) al control sin bilis; E\ crecimiento igual al control con cepa inhihida ocasional; crecimiento igual con cepas ocasionales que no crecen; SC, sin cre- 
cimiento; /^, la mayoria de las cepas inhibidas con cepas ocasionales que crecen igual. 

Adaptado de la referenda 259 de Whaley DN, Wiggs LS.Wiggs LS, Miller PH, Srivastava PU, Miller JM. Use of Presumpto plates to identify anaerobic bacteria. J Clin Microbiol 1995;33:1196-1202 y ediciones previas de este 
libro. 
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Cuadro 16-23 Caracteristicas utiles para la identificacion de algunas especies de Clostridium 

CARACTERISTICA 

ESPECIES 

Aerotolerante 

C. camis, C. histolyticum, C. tertium 

No movil 

C. innociium, C. perfringens, C ramosum 

Esporas terminales 

C. baratti, C. cadaveris, C. innocuum, C. ramosum, C. tertium, C. tetani 

Produce lecitinasa en agar yema de huevo 

C. bifermentans, C. limosum, C. novyi, C perfringens, C. sordellii, C subterminale, C. baratii, 

C. haemolyticum 

Produce lipasa en agar yema de huevo 

C. botulinum, C. novyi tipo A, C sporogenes 

Asacarolitico y proteolitico (es decir, gelatina 
positivo) 

C. histolyticum, C. limosum, C. subterminale, C. tetani, C. malenominatum (debil a gelatina negativo) 

Ureasa positivo 

C. sordellii {C. bifermentans, al que se asemeja, es ureasa negativo) 

No hidroliza gelatina 

C. butyricum, C. clostridioforme, C. malenominatum, C. paraputrificum, C. baratii, C. ramosum 

Fermenta manitol 

C. difficile, C. innocuum, C. ramosum, C. sphenoides, C. symbiosum, C. tertium 

Fermenta ramnosa 

C. clostridioforme, C. ramosum, C. sporogenes 

Sacarolitico y proteolitico 

C. bifermentans, C. botulinum, C. cadaveris, C. difficile. C. haemolyticum, C. novyi, C. perfringens, 

C. putrificum, C. septicum, C. sordellii, C. sporogenes 

Sacarolitico y no proteolitico 

C. baratii. C. beijerinckii, C. butyricum, C clostridioforme, C. glycolicum, C. innocuum, C. paraputrificum, 

C. ramosum, C. tertium 


cum (20%), seguidos en ocasiones de C. histolyticiim y C. sor- 
delliiP''^ La mionecrosis por clostridios (gangrena gaseosa) es 
una entidad clmica invasiva de instalacion rapida con necrosis 
por licuefaccion de los musculos y formacion de gas, con sig- 
nos clmicos de toxicidad. No obstante, la cooperacion entre el 
laboratorio microbiologico y el equipo medico es una necesi- 
dad urgente para la confirmacion del diagnostico clmico. Los 
frotis tefiidos con Gram del material aspirado de la mionecro¬ 
sis revelan un fondo necrotico con falta de celulas inflamato- 
rias y presencia de formas morfologicas que se asemejan a 
C perfringens o a otro clostridio. En otras condiciones, como 
la infeccion de una herida simple o la celulitis anaerobia (en la 
que tambien puede haber gas en el tejido), la presencia de con- 
tomos de celulas musculares o de granulocitos y bacterias con 
morfologia mixta en frotis tefiidos con Gram de tejidos afecta- 
dos serian una evidencia en contra de la mionecrosis por clos¬ 
tridios. 

Las referencias que siguen dan mas detalles sobre los clos¬ 
tridios histotoxicos.^^®’^^"^^^^ 

Enfermedad intestinal desencadenada por C. perfringens. C. per- 
fhngenSy posicionado detras de las especies de Salmonella y 
Staphylococcus aureus, ha sido el tercer agente etiologico mas 
comun de enfermedad transmitida por alimentos en los Estados 
Unidos durante muchos anos.^^ La mayoria de los brotes de 
intoxicacion alimenticia por C. perfringens en ese pais han sido 
producidos por las cepas de toxina tipo A.^ La intoxicacion se 
produce por la ingesta de came de vaca, polio, cerdo, pavo, 
extractos de came y otros alimentos contaminados con gran 
cantidad de microorganismos. Por lo general, dentro de las 7 a 
15 horas despues de ingerir los alimentos sospechosos se pre- 
senta con dolor abdominal de tipo colico. En la mayoria de los 
casos, hay diarrea, heces espumosas con olor fetido y pocos 
vomitos o fiebre. La enfermedad aparece despues de que casi 
10^ celulas de C. perfringens vegetativas viables llegan al intes- 
tino delgado y sufren esporulacion. La diarrea es consecuencia 
de una potente enterotoxina (una protema de cerca de 34 kDa) 
que se produce en el intestino mientras forma las esporas. La 
enfermedad tiende a ser leve y a autolimitarse, y los pacientes 
suelen recuperarse a los 2 a 3 dias de su aparicion. Para confir- 
mar el diagnostico durante la investigacion de un brote se han 


hecho cultivos anaerobios cuantitativos en medios selectivos en 
placa, que demostraron al menos 10^ microorganismos en los 
alimentos implicados en la epidemiologia, y recuentos que 
mostraron 10^ o mas esporas de C. perfringens por gramo de 
heces recolectadas dentro de las 24 horas del comienzo de los 
smtomas. Ademas, se realize la serotipificacion de los aisla- 
mientos para demostrar que el mismo serotipo de C. perfrin¬ 
gens estaba presente en los alimentos implicados y en las heces 
de las personas enfermas, pero no en los controles. La tipifica- 
cion serologica debe efectuarse en laboratories establecidos 
muy bien equipados para este servicio (como el de los 
CDC)."'3 

Oxoid® (Basingstoke, Inglaterra) comercializa un equipo 
para la deteccion de enterotoxina de C. perfringens. El sobre- 
nadante de un homogenate saline de heces se prueba para la 
endotoxina usando un procedimiento de aglutinacion del latex 
pasiva inversa, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. 
Faltan dates con respecto a la sensibilidad, la especificidad y la 
exactitud de la prueba. 

La enfermedad intestinal necrosante causada por Clostri¬ 
dium perfringens es bastante mas grave que la enfermedad 
transmitida por alimentos descrita con anterioridad. Se caracte- 
riza por la rapida aparicion de dolores colicos y distension 
abdominales, vomitos, diarrea sanguinolenta y shock relacio- 
nado con problemas con los liquidos y los electrolitos, e infla- 
macion aguda y necrosis local o diseminada de la mucosa 
intestinal. Conocida en la posguerra alemana como “Darm- 
brand" (“intestines de fuego”) fue una forma grave de entero¬ 
colitis necrosante con una mortalidad aproximada del 40%. 
Una forma de enteritis necrosante observada principalmente en 
los nines de la zona montanosa de Papua-Nueva Guinea deno- 
minada pig bel (vientre de cerdo) se asocia con una mortalidad 
del 30-60%.^^'^^'^^ Los casos esporadicos de enfermedad intesti¬ 
nal necrosante por C. perfringens han sido informados en 
muchas partes del mundo, incluidos Europa y los Estados 
Unidos."^ Entre los factores que se creen importantes como con¬ 
diciones predisponentes para la enfermedad intestinal necro¬ 
sante esta el consumo de cantidades excesivas de alimentos 
ricos en inhibidores de la tripsina (p. ej., boniato, cacahuete) 
por individuos desnutridos. C. perfringens tipo C ha sido invo- 
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lucrado en los smdromes de Darmbrand, de pig bet y de enfer- 
medad intestinal necrosante en los paises de Occidente duran¬ 
te los ultimos anos."^ Se ha sugerido que C. perfringens tipo A 
tambien desempeha un papel en algunos casos de enfermedad 
intestinal necrosante, en particular en los paises occidentales.^"^' 
En los nativos de las montanas de Papua-Nueva Guinea, la 
enfermedad tipica se desarrolla despues del consumo de gran- 
des cantidades de came mal cocida en la fiesta del cerdo. Un 
inoculo cargado de C perfringens tipo C se ingiere con la 
comida y el microorganismo prolifera en el intestino delgado 
donde produce (5-toxina. Los niveles bajos de enzimas proteo- 
liticas pancreaticas, asociados con la dieta usual baja en pro- 
teinas de los montaneses y con el consumo abundante de bonia- 
to, pueden permilir que la p-toxina de C perfringens actiie en 
el intestino delgado sin que sea destruida por la tripsina pan- 
creatica u otras proteasas. Existe un espectro clmico y patolo- 
gico en cuanto a la gravedad de la enfermedad intestinal necro- 
sanie. Algunos pacientes pueden sobrevivir con cuidados de 
manienimiento y descompresion del intestino; otros pueden 
requerir la reseccion del segmento intestinal afectado; otros son 
inoperables y mueren con necrosis gangrenosa exlensa de los 
intestinos delgado y grueso. El diagnostico diferencial incluye 
colitis seudomembranosa (de un modo u otro asociada con 
Clostridium difficile), shigelosis aguda, enfermedad transmiti- 
da por alimentos por varios agentes causales (como Esche¬ 
richia coli y Campylobacter jejuni entre otros), colitis ulcerosa 
aguda y obstruccion intestinal (debida a adherencias, volvulo, 
etc.), En los casos sospechosos, se debe procurar el cultivo de 
C. perfringens tipo A y tipo C (p. ej., hemocultivos, cultivos 
peritoneales si existe peritonitis y del contenido intestinal de 
muestras de necropsia o quirurgicas). Se debe consultar a un 
laboratorio de referencia (como el de los CDC), donde se 
pueda cumplimentar la tipificacion de las cepas. Se deben 
obtener muestras pareadas de suero para los estudios de sero- 
lipificacion (p. ej., para determinar un aumento en el titulo de 
anticuerpos sericos para P-toxina). Una elevacion del titulo 
de anticuerpos seria compatible con enfermedad por C. per¬ 
fringens tipo B o tipo 

OTROS CLOSTRIDIOS EN DIVERSOS CUADROS CUNICOS 

Clostridium ramosum. Clostridium ramosum fue llamado en el 
pasado Eubacterium filamentosus, Catenabacterium filamento- 
sum, Actinomyces ramosus, Eusiformis ramosus, Ramibac- 
terium ramosus y con otros nombres.^^^ En 1971, como ya se 
menciono, se encontro que producia esporas terminales y fue 
colocado en el genero Clostridium Es un miembro destaca- 
do de la flora del intestino grueso y es el segundo Clostridium 
aislado con mas frecuencia en muestras clmicas recolectadas 
en forma apropiada. Es comiin, en particular, en infecciones 
abdominales posteriores a iraumatismos. Clostridium ramosum 
es importante desde el punto de vista clmico a causa de su 
resistencia a la penicilina G, a la clindamicina y a otros anti- 
bioticos. Aunque se ha encontrado en infecciones graves de 
todos los sitios corporales, puede ser mal identificado o pasado 
por alto, porque por lo general se tine como bacilo gramnega- 
tivo y sus esporas terminales son dificiles de demostrar. 

Las celulas de C. ramosum suelen ser menores de 0,6 |im de 
diametro x 2-5 pm de largo, pero son muy pleomorfas y a 
veces producen cadenas cortas o filamentos largos. En agar 
sangre, las colonias a menudo son de 1 a 2 mm de diametro, no 
hemoliticas, circulares o levemente irregulares, de hordes lisos, 
poco convexas y translucidas. Las cepas de C. ramosum son 
resistentes a la rifampicina por el metodo de disco de 15 pg tra- 


tado con anterioridad, pero inhibidas por el disco de penicilina 
de 2 U y el de kanamicina de 1 mg (de modo similar a E mor- 
tiferum y F. varium). C. ramosum es indol negativa {F. mortife- 
rum y F. varium son indol positivas); muestra un desarrollo 
potenciado en agar bilis; hidroliza la esculina, y es negativo 
para catalasa, lipasa y leciiinasa. Esta entre los pocos clostri- 
dios que fermentan el manitol (cuadro 16-23). Los acidos ace- 
tico, lactico y succmico son los principales productos metabo- 
licos. 

Clostridium septicum, Aunque Clostridium septicum no es tan 
comun como C. perfringens y C. ramosutm es importante reco- 
nocerlo en el laboratorio clmico. Se lo suele aislar en infeccio¬ 
nes graves, a menudo mortales. La bacteriemia por C. septi¬ 
cum, por razones desconocidas, se asocia con cancer subya- 
cente, en particular carcinoma de colon, carcinoma de mama y 
neoplasias hematologicas (p. ej., leucemia-linfoma).^^^ Las 
celulas son de 0,6 pm de ancho y 3 a 6 pm de longitud. Tiende 
a ser pleomorfo, a veces produce filamentos delgados y largos. 
La formacion en cadena es comiin, como unidades en forma de 
limon intensamente coloreadas. Las esporas son ovales y sub- 
terminales y distienden el microorganismo. Despues de 48 
horas de incubacion en agar sangre, las colonias tienen 2 a 5 
mm de diametro, estan rodeadas por una zona de 1 a 4 mm de 
hemolisis completa; son chatas, levemente elevadas, grises, 
brillosas y semitransliicidas, y los hordes de irregulares a rizoi- 
des, a menudo rodeados por una zona de aglomeracion. Las 
cepas muy moviles pueden aglomerarse en una area amplia de 
la placa. A veces, para evitar la aglomeracion en la placa se usa 
agar sangre condensado, que contiene 4-6% de agar en lugar 
del usual de 1,5%. Algunas caracteristicas claves de C. septi¬ 
cum son que hidroliza gelatina; no produce indol, lipasa o leci- 
tinasa, y fermenta lactosa pero no manitol, ramnosa o sacarosa. 
Los acidos acetico y butirico son los principales productos 
metabolicos. 


CLOSTRIDIUM DIFFICILE kSmkm CON ENFERMEDAD INTESTINAL 

Se creyo que S. difficile, aislado por primera vez en 1935, no 
era patogeno para los seres humanos hasta los ultimos anos de 
la decada de 1970, cuando estuvo implicado como agente cau¬ 
sal en diarrea asociada con antibioticos (DAA) y colitis seudo¬ 
membranosa (CSM).^^' La diarrea benigna, autolimitante, con 
frecuencia aparece en pacientes hospitalizados que estan sien- 
do tratados con antibioticos. La diarrea leve suele apaciguarse 
al interrumpir el tratamiento y su causa no esta determinada. 
En otros pacientes, los smtomas intestinales pueden ser mas 
graves, y la diarrea puede persistir. Estos enfermos pueden 
tener colitis asociada con antibioticos (CAA) o colitis seudo¬ 
membranosa potencialmente mortal.Es probable que C. 
difficile cause la mayoria de los casos de CSM; sin embargo, es 
infrecuente que sea causada por Staphylococcus aureus o por 
C. perfringens j Como se vera en otra parte, Borriello y cols, 
observaron una relacion entre C. perfringens enterotoxigenico 
y diarrea asociada con antibioticos en el Reino Unido.^^^^ 
Ademas de CSM, se ha estimado que C. difficile causa el 60- 
75% de los casos de colitis asociadas con los antibioticos y el 
11-33% de los casos de DAA.*^^ Todavia no ha sido estableci- 
do si C perfringes causa o no DAA, con alguna frecuencia, 
en los Estados Unidos. La gravedad de la enfermedad, asi 
como los hallazgos patologicos, son muy variables y dependen 
de si el paciente tiene CSM, CAA, DAA sin evidencia anato- 
mica de colitis o esta simplemente colonizado por C. difficile 
(o si es un portador asintomatico). Los hallazgos patologicos 
en la CSM y la CAA se han detallado en otro sitio.^^ 
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Los factores involucrados en la enfermedad asociada con C 
difficile son: 1) toxina A, una enterotoxina que puede producir 
acumulacion de liquido en el intestino, segun se observo en 
experimentos realizados en segmentos de asas ileales de Cone¬ 
jos, 2) toxina B, una citotoxina potente capaz de producir efec- 
tos citopatogenicos en varias Imeas celulares en cultivos de 
tejidos, y 3) “un factor alterador de la movilidad”, que estimu- 
la las contracciones del musculo liso del intestino y es distinto 
de las toxinas A y La toxina A tambien es citotoxica en cier- 
tas lineas celulares, pero no lo es tanto como la toxina B en las 
Imeas celulares que se ban usado durante largo tiempo para la 
investigacion de la toxina Las siguientes referencias se 

recomiendan para mas informacion sobre C. difficile y sus toxi¬ 
nas 3 . 7 . 20 , 21 , 81,161 

C. difficile es ubicuo en la naturaleza y ha sido aislado en el 
suelo, el agua, los contenidos intestinales de varios animales, la 
vagina y la uretra humanas y las heces de muchos lactantes sa- 
nos, pero solo en las heces del 3% de voluntarios adultos sanos. 
Sin embargo, el microorganismo es mas prevalente en las heces 
de algunos adultos hospitalizados que no tienen diarrea ni coli¬ 
tis. Se lo encontro en las heces del 13-30% de los adultos hos¬ 
pitalizados que estaban colonizados pero no tenian evidencia 
de enfermedad causada por C. difficile o antecedentes de trata- 
miento antibiotico. Sin embargo, tambien esta implicado con 
frecuencia como agente causal de diarrea o colitis adquiridas 
en el hospital.^* Aunque se lo suele encontrar en las heces de 
muchos lactantes sanos, algunos lactantes con diarrea prolon- 
gada y grave, asociada con antecedente de terapia antibiotica, 
habian tenido colitis seudomembranosa y al mismo tiempo, la 
citotoxina de C difficile estaba presente en sus heces sin otro 
agente etiologico presuntivo. Estos pacientes respondieron cli- 
nicamente bien al tratamiento oral con vancomicina (Schaeffer 
J: comunicacion personal, 1986). 

Entre los antibioticos implicados en la enfermedad gastroin¬ 
testinal asociada con C difficile estan numerosos aminogluco- 
sidos, penicilinas, cefalosporinas, compuestos P-lactamicos de 
segunda y tercera generacion, clindamicina, eritromicina, lin- 
comicina, metronidazol, rifampicina, trimetoprim-sulfameto- 
xazol, anfotericina B y fluoroquinolonas.^®** 

Ademas, C. difficile ha sido involucrado en los siguientes 
cuadros clmicos sin asociacion con tratamientos antibioticos: 
1) colitis seudomembranosa; 2) diarrea asociada con trata¬ 
miento con metotrexato y otros agentes quimioterapeuticos 
anticancerosos; 3) recidivas de enfermedad intestinal inflama- 
toria no especifica (p. ej., enfermedad de Crohn, colitis ulcero¬ 
sa); 4) obstruccion o estrangulacion intestinal y en 5) algunos 
pocos casos de sindrome de muerte subita del lactante.^® Sin 
embargo, el papel de C. difficile en esas afecciones, si existe, 
no ha sido aclarado. Para mas informacion acerca de los hallaz- 
gos y el diagnostico clmico de DAA, CAA, y CSM, el lector 
debe remitirse a las referencias que se indican. 

Recoleccion y transporte de muestras que contienen C. difficile. Por 
lo comun, para el diagnostico de laboratorio se prefieren mues¬ 
tras fecales amorfas, semisolidas o liquidas (alrededor de 5-50 g 
o 5-50 mL). Son inadecuadas las muestras tomadas con hiso- 
pos a causa del pequeno volumen obtenido. Las muestras de 
heces solidas son inapropiadas a menos que se este llevando a 
cabo un estudio epidemiologico de portacion fecal. Otras 
muestras convenientes son material de biopsia o contenido de 
la luz intestinal obtenidos por colonoscopia o del intestino 
afectado (obtenidos por reseccion quirurgica o autopsia). Sin 
embargo, los procedimientos colonoscopicos pueden diluir en 
exceso la muestra, o la cantidad obtenida por biopsia puede ser 
insuficiente para el trabajo del laboratorio. Para el transporte de 


la muestra se deben usar envases plasticos hermeticos. Si las 
muestras son procesadas en el mismo dia por el laboratorio, el 
transporte a temperatura ambiente sera suficiente. Si la mues¬ 
tra llega tarde y no puede ser procesada hasta el dia siguiente, 
se puede mantener en el refrigerador sin perdida demostrable 
de actividad citotoxica. Las muestras no deben permanecer a 
temperatura ambiente mas de 2 horas antes de ser procesadas o 
refrigeradas. Sin embargo, para remitir las muestras a laborato¬ 
ries de referencia para un ensayo de toxina, es recomendable 
enviarlas en hielo seco. Por otro lado, se debe usar un envase 
anaerobio (transportado a 25 °C) para muestras que se procesen 
para aislamiento e identificacion de C. difficile. Las muestras 
que se procesan para la prueba de aglutinacion del latex para C. 
difficile (prueba Culturette Brand CDT® C. difficile\ Becton 
Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD) no se deben 
congelar porque el antigeno detectado es inestable en la con- 
gelacion. 

Diagnostico de laboratorio de C. difficile. Como se trato en la sec- 
cion “Examen directo” de este capitulo, las pruebas diagnosti- 
cas en los casos de sospecha de enfermedad asociada con C. 
difficile deben realizarse en el laboratorio mediante la demos- 
tracion de la citotoxina, por el aislamiento y la identificacion de 
toxinas producidas por C. difficile a partir de heces, por reali- 
zacion de una prueba de aglutinacion del latex o un enzimoin- 
munoanalisis (EIA) para la glutamato deshidrogenasa de C. 
difficile, por una prueba EIA para la enterotoxina o citotoxina 
producidas por el microorganismo en las heces o por una com- 
binacion de metodos. En el recuadro 16-14 se describe en 
forma breve un procedimiento practice para la deteccion de la 
citotoxina de C. difficile. 

C. difficile puede ser aislado mediante una tecnica de selec- 
cion de esporas (procedimientos de seleccion de esporas 


Recuadro 16-14 Ensayo para toxina en heces mediante el 
procedimiento de citotoxicidad en cultivo 
de tejido' 


1. Centrifugar heces liquidas o extractos de heces formadas (2 000 g por 
20 minutos o 10 000 g por 10 minutos). 

2. Filtrar a traves de una membrana filtrante de 0,45 pm. 

3. Agregar 0,1 mL de sobrenadante libre de celulas mas 0,1 mmL de dilu- 
yente gelatina tamponada (con buffer) (pH 7 a 7,2) o de solucion salina 
tamponada con fosfato (PBS) a un tubo de cultivo de tejido. Es conve- 
niente usar fibroblastos pulmonares diploides humanos (celulas WI-38) 
disponibles en el comercio. 

4. Observar las celulas del cultivo de tejido para citotoxicidad a las 4, 24 y 
48 horas (la mayoria son positivas a las 24 horas). 

5. Para la prueba de neutralizacion de antitoxina, agregar 0,1 mL de anti- 
toxina de C. difficile (TechLab, Blacksburg, VA) a 0,1 mL de sobrena¬ 
dante libre de celulas y llevar a cabo los pasos del 1 al 4. La curvatura 
de las celulas WI-38 (llamada cambio actinomorfico) u otros efectos 
citopaticos no deben verse si la toxina que esta presente en las heces 
esta neutralizada. 

6. El titulo de la toxina se determina usando diluciones seriadas de la 
muestra fecal filtrada en diluyente de gelatina buferada (pH 7 a 7,2) o 
en PBS. La correlacibn entre los titulos de toxina y la gravedad de la 
enfermedad es muy escasa. 


“Los equipos comerciales para la realizacidn de los ensayos de neutralizacion de cito¬ 
toxina de C. difficile son fabricados por Bartels Diagnostics y Bio-Whittaker/Wampole. 
Se pueden adquirir completos con fibroblastos de prepucio humanos en cubetas de dilu- 
cion en microcaldo y proveen la antitoxina necesaria y otros reactivos para realizar el 
ensayo de neutralizacion de citotoxina. 
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mediante la aplicacion de alcohol o choque termico) y por 
medios selectivos en placa, como agar sangre feniletil alcohol 
«PEA) (Remel®, Lenexa, KS, o BD Microbiology Systems®) o 
agar fructosa, yema de huevo, cicloserina-cefoxitina (CCFA) 
mas un medio no selectivo de agar sangre para anaerobios de 
los CDC.^ Las descripciones detalladas de los procedimien- 
tos se seleccion de esporas con alcohol y tratamiento termico 
se presentan en otro sitio.^ Si se usa cualquiera de estos proce- 
dimientos, el tratamiento termico o el alcohol, la muestra se 
inocula en agar sangre para anaerobios de los CDC (o en agar 
yema de huevo) despues del tratamiento. Pasadas 48 horas de 
incubacion anaerobia, las colonias de C. difficile en agar sangre 
anaerobio son no hemoliticas, de 2 a 4 mm de diametro, grisa- 
ceas translucidas, levemente elevadas, planas y extendidas, con 
hordes rizoides. Como se observa en el microscopio de disec- 
cion. las colonias muestran un aspecto iridiscente, “opalescen- 
te-jaspeado”. C. difficile es negativo para lipasa y lecitinasa en 
agar yema de huevo. 

Ademas del procedimiento de seleccion de esporas, se puede 
inocular una placa del medio PEA y una placa de CCFA con 
heces sin ser tratadas (o una suspension de heces preparada en 
diluyente de gelatina amortiguada). Despues de 48 horas de 
incubacion, las colonias de C. difficile en medio PEA seran 
identicas a las desarrolladas en agar sangre para anaerobios 
Idescritas antes). La apariencia de las colonias de C. difficile en 
el medio CCFA se describe en el cuadro 16-6. Marler y cols, 
hallaron diferencias importantes en el rendimiento del medio 
CCFA preparado por tres fabricantes diferentes.^^^ Bartley y 
Dowell evaluaron las formulaciones de los medios selectivos 
adicionales para el aislamiento primario de C. difficile^ 

Varios autores describen la identificacion de C. diffici- 

7.125.189.190 Ademas de las caracteristicas de las colonias recien 
descritas, tienen un olor distintivo. Los bacilos grampositivos a 
gramvariables tienen esporas subterminales y, en cultivos jove- 
nes en caldo, son moviles. El analisis de los productos meta- 
bolicos revela la produccion de los acidos acetico, propionico, 
isobutirico, butirico, isovalerico, valerico e isocaproico (cuadro 
16-21). Hidrolizan esculina y gelatina. Son indol, nitrato y 
ureasa negativos. La mayoria de las cepas fermentan glucosa, 
manitol y manosa. Salicina y xilosa son variables (cuadros 16- 
22 y 16-23). 


BOTULISMO 

El botulismo es una enfermedad neuroparalitica potencial- 
mente mortal causada por toxinas proteicas, termolabiles, anti- 
genicamente distintas de C. botulinum.^^^^^ Aunque se produ- 
cen siete tipos de toxinas (A, B, C, D, E, F, G) por diferentes 
cepas de C. botulinum, la mayoria de los casos de botulismo 
humano son causados por los tipos A, B, E y F. Entre ellas, el 
tipo F es el menos comiin. Los tipos C y D se asocian con botu¬ 
lismo en aves y mamiferos, pero no en seres humanos. El tipo 
C puede ser subdividido en dos tipos: C^ y Aunque los 
microorganismos del tipo G, ahora llamados Clostridium 
argentinense, como lo menciona Hatheway,^^ han sido aislados 
en muestras de autopsia de unos pocos individuos que murie- 
ron subitamente, no esta claro si causan botulismo en los seres 
humanos. Sin hacer caso del tipo antigenico (A, B, C o E), la 
toxina botulmica actua en principio uniendose a las vesiculas 
sinapticas de los nervios colinergicos, con lo que impide la 
liberacion de acetilcolina a las terminaciones nerviosas perife- 
ricas (incluidas las conexiones neuromusculares) y desarrolla 
paralisis descendente, flacida y aguda.^^ La paralisis comienza 
con el deterioro bilateral de los nervios craneales y deriva en 


paralisis de los musculos de la cara (incluidos los de los parpa- 
dos), la cabeza y la faringe. Luego desciende en forma simetri- 
ca para comprometer los musculos del torax, el diafragma y los 
miembros. Los pacientes pueden morir de paralisis respiratoria 
a menos que reciban cuidado intensivo respiratorio adecuado, 
como ventilacion mecanica; la muerte tambien puede resultar 
de neumonia secundaria (causada por microorganismos no 
botulmicos).^®'^^’ 

Los CDC reconocen cuatro categorias diferentes de botulis¬ 
mo. La primera es el botulismo clasico de origen alimentario, 
tipico en los adultos, que resulta de la ingestion de toxina pre- 
formada en alimentos contaminados. La segunda categorfa, 
botulismo de herida, es la forma mas rara; resulta de la pro¬ 
duccion de toxina botulmica in vivo despues que C. botulinum 
se ha multiplicado en una herida infectada. La tercera catego- 
ria, el botulismo infantil, es la mas comiin y proviene de la mul- 
tiplicacion in vivo de C. botulinum con produccion de la neu- 
rotoxina dentro del intestino del lactante. La cuarta categorfa, 
“clasificacion indeterminada”, es para los casos de botulismo 
en individuos mayores de 12 meses en los que no se puede 
reconocer un origen alimentario o de herida de C. botulinum}^ 
Los brotes de botulismo de origen alimentario se han debido a 
alimentos de procesamiento casero mas que a los comerciales. 
Los alimentos mas implicados han sido vegetales (p. ej., toma- 
tes enlatados caseros, jugo de tomates, guisantes, pimientos 
verdes, maiz, remolachas, espinaca), pescado (p. ej., atiin pro- 
cesado casero, salmon ahumado, huevos de pescado, atun 
procesado comercialmente, etc.), frutas (pure de manzanas enla- 
tado casero, moras, etc.) y otros alimentos (p. ej., came estofada, 
pimientos, salsa de esparragos, conservas de cames, etc.). 

El botulismo del lactante fue reconocido como una entidad 
clinica distinta en 1976.^^*^ Desde entonces hasta 1988, se 
diagnosticaron 760 casos en los Estados Unidos^^'^ y ha sido 
informado en muchos estados diferentes, con el mayor niimero 
de casos en Califomia.^*^ La mayorfa de los casos provenientes 
del oeste del rfo Misisipi han sido del tipo A; la mayoria de los 
casos al este del rfo han sido del tipo B. Los lactantes afectados 
tenian de 6 dfas a 11,7 meses de edad y estuvieron afecta¬ 
dos ambos sexos por igual.^^ Casi todos los grupos raciales y 
etnicos han sido afectados. Los lactantes ingieren esporas, pero 
no toxina preformada (la toxina preformada se ingiere en el 
botulismo de origen alimentario), del suelo, polvo ambiental, 
miel y otras fuentes. Dentro del intestino, C. botulinum se mul¬ 
tiplica y elabora la toxina. Las caractensticas clfnicas incluyen 
estrenimiento (por lo general el primer signo), desgano, difi- 
cultad para succionar y deglutir, llanto alterado, hipotonfa y 
debilidad muscular. Por ultimo el bebe se ve hipotonico, pier- 
de el control de la cabeza y pueden aparecer ptosis, oftalmo- 
plejfa, expresion facial flacida. disfagia y otros signos neurolo- 
gicos. Ocurren paro o insuficiencia respiratorios que requieren 
asistencia respiratoria. En un escaso niimero de lactantes muer- 
tos el botulismo fue confirmado por el laboratorio. El botulis¬ 
mo infantil da cuenta de un pequeno niimero de casos de sfn- 
drome de muerte siibita del lactante. 

El diagnostico de botulismo clasico de origen alimentario se 
confirma en laboratorios de referencia, como el de los CDC por 
demostracion de la toxina botulmica en suero, heces, conteni- 
do gastrico, o vomito. Tambien, el microorganismo puede ser 
aislado en las heces del paciente.^^ La deteccion de toxina botu- 
Ifnica en los alimentos con compromiso epidemiologico, con 
aislamiento del microorganismo o no, es litil para averiguar el 
alimento involucrado en el brote. Se deben recolectar alrededor 
de 15 a 20 mL de suero y 25-50 g de heces para el envfo al 
laboratorio de referencia apropiado (cuando se envfa al estado 
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adecuado o al oficial de salud publica federal capaz de proveer 
ayuda de laboratorio y epidemiologica en la investigacion). En 
el caso de botulismo sospechoso de herida, se debe recolectar 
suero, exudado o muestras de hisopado de la herida, junto con 
tejidos (p. ej., en la autopsia) y heces. 

Cuando se sospecha botulismo del lactante, se debe recolec¬ 
tar suero (2 a 3 mL) y tantas heces como sea posible (lo ideal, 
25-50 g) en un envase plastico hermetico y refrigerado o colo- 
cado en hielo seco para el transporte. Sin embargo, todos, si no 
la mayoria de estos lactantes estan estrehidos en la primera 
eiapa de la enfermedad y las heces no estan disponibles. For lo 
tanto, el medico debe decidir si el riesgo de obtener una mues- 
tra de hisopado anorrectal esta clinicamente justificado para 
que el laboratorio aisle C. botulinum a partir de esa fuente. 

Algunos laboratories del Departamento de Salud Publica de 
los Estados Unidos proveen servicios de diagnostico para botu¬ 
lismo. Con la aprobacion previa de los CDC (Tel. 770-488- 
7100 o 770-488-4819; sitio web www.cdc.gov/ncidod/hip o 
www.bt.cdc.gov) y del laboratorio del Departamento de Salud 
del estado local, se pueden remitir las muestras a los CDC para 
el diagnostico de laboratorio. La confirmacion del diagnostico 
clmico de botulismo requiere la demostracion de la toxina 
botulinica (prueba de neutralizacion en raton) en suero o heces 
o C. botulinum en heces.El aislamiento y la identificacion 
del microorganismo se realizan mediante procedimientos bio- 
quimicos en cultivos convencionales y prueba de neutraliza¬ 
cion de la toxina. Rara vez se ha detectado la toxina en suero 
de lactantes afectados. Se recomienda que el cultivo y la prue¬ 
ba de la toxina para C. botulinum sean efectuados por labora- 
torios de referencia bien equipados para estas pruebas especia- 
lizadas. Para mas detalles, el lector interesado puede remitirse 
a las siguientes referencias.^-^^’^^ 

TETANOS 

El tetanos es una enfermedad infecciosa causada por C. teta- 
ni que afecta en gran parte a personas no inmunizadas en los 
Estados Unidos, sobre todo en las zonas rurales del sur del 
pais.^ ^^ Es una enfermedad alarmante caracterizada por con- 
tracciones espasticas de los musculos voluntarios e hiperrefle- 
xia, causada por una toxina (tetanospasmina) proteica, termo- 
labil, protoplasmatica elaborada por C. tetaniJ-^^'^^ El tetanos 
comparte algunas similitudes con la difteria, en que la infec- 
cion (y el microorganismo) permanecen localizados (por lo 
general en una herida penetrante menor) y la toxina se absorbe 
y causa los principales efectos sistemicos. Las esporas de C. 
tetani, como las de C. botulinum, se distribuyen ampliamente 
en el suelo, asi como en los medios acuaticos. El tetanos suele 
ser el resultado de la contaminacion con esporas de heridas 
punzantes, laceraciones o incluso lesiones por aplastamien- 
to.7’^2,68 contaminacion fecal del cordon umbilical ha sido el 
origen de C. tetani en algunos casos de tetanos neonatal. 
Despues de una lesion penetrante localizada, puede haber una 
infeccion mixta de ubicacion profunda que involucra tanto a 
anaerobios como aerobios en tejidos sin vitalidad, lo cual deri- 
va en una baja tension de oxigeno y en un bajo potencial de 
oxidorreduccion. Se producen asi las condiciones favorables 
para que germinen las esporas de C. tetani y para que las celu- 
las vegetativas se multipliquen y liberen la tetanospasmina en 
la autolisis de las celulas bacterianas.^2 tetanospasmina se 
adhiere a las terminaciones de los nervios motores perifericos 
y viaja a lo largo de los nervios hacia el sistema nervioso cen¬ 
tral (SNC). La toxina se une a los gangliosidos en el SNC y 
bloquea los impulsos inhibitorios hacia las neuronas motoras. 


Los pacientes tienen espasmos musculares prolongados de los 
musculos tlexores y extensores. La tetanospasmina se adhiere 
a los sitios de union en las conexiones mioneurales, e inhibe la 
liberacion de acetilcolina. Esto es similar a la adhesion de la to¬ 
xina botulmica a las conexiones mioneurales, excepto en que 
los sitios de union para tetanospasmina y para toxina botulini- 
ca son diferentes.^2 Como ya se indico, los pacientes con teta¬ 
nos tienen contracciones musculares espasticas, dificultad para 
abrir la mandibula (llamada tetanos, “trismo”), una sonrisa 
caracteristica llamada “risa sardonica” y contracciones de los 
musculos de la espalda que provocan una curvatura hacia atras. 
Los pacientes son muy irritables y sufren accesos tetanicos, 
que consisten en contracciones musculares dolorosas y violen- 
tas posteriores a algunos estimulos menores, como un ruido. El 
diagnostico de tetanos se basa en gran parte en los hallazgos 
clmicos, no en los estudios de laboratorio. A menudo el ante- 
cedente de lesion herida es menor o trivial. Los frotis directos 
tenidos con Gram y los cultivos anaerobios del sitio de la heri¬ 
da suelen ser negativos. C. tetani forma esporas terminales 
redondas, produce desarrollo extenso en agar sangre para ana¬ 
erobios y cantidades importantes de acetato y butirato, con solo 
una cantidad menor de propionato, es lipasa y lecitinasa nega- 
tivo en agar yema de huevo y es asacarolitico. Para mas infor- 
macion acerca de C. tetani, se recomiendan los libros de Fi- 
negold y George^® y de Smith y Williams^^^ y los articulos de 
revision de DowelP^ y de Hatheway.^^ 


Pruebas de sensibilidad de las bacterias anaerobias 
a los antibioticos 

El manejo exitoso de enfermedades producidas por bacterias 
anaerobias requiere la seleccion y el tratamiento con antibio¬ 
ticos apropiados, a menudo junto con la eliminacion de las 
bacterias por drenajes de abscesos, eliminacion de cuerpos ex- 
tranos y desbridamiento del tejido necrotico y otras medidas qui- 
riirgicas. Alguna vez se creyo que la mayoria de los anaerobios 
tenian patrones predecibles de sensibilidad a los antibioticos y 
que la identificacion exacta de las cepas era todo lo necesario 
para predecir la sensibilidad de los aislamientos individuales pa¬ 
ra varios antibioticos. Sin duda, esto es una sobresimplifica- 
cion. Mientras algunos antibioticos son activos contra casi 
todas (> 95%) las bacterias anaerobias (p. ej., imipenem, mero- 
penem, piperacilina-tazobactam y cloranfenicol), otros antibio¬ 
ticos que se pueden seleccionar para usar en el tratamiento no 
son tan predecibles en sus actividades contra los generos y 
especies seleccionados de anaerobios. Por ejemplo, el metroni- 
dazol es muy activo contra la mayoria de las bacterias anero- 
bias gramnegativas probadas en los Estados Unidos, pero ha 
surgido resistencia al metronidazol en cepas de B. fragilis en 
otros paises.^^ Ademas, la resistencia al metronidazol suele 
encontrarse en especies de Actinomyces, de Propionibacterium 
y de Lactobacillus, en cocos anaerobios y en otros anaerobios 
grampositivos.^ Aunque algunas de las fluoroquinolonas mos- 
traron buena actividad contra anaerobios en un principio, la 
resistencia a esos antibioticos se ha desarrollado con rapidez*.^^ 
Las penicilinas y las ureidopenicilinas, las cefalosporinas de 
segunda y tercera generacion y la clindamicina pueden o no ser 
activas contra ciertas especies de bacilos gramnegativos anae¬ 
robios y clostridios.2 La resistencia a estos antibioticos es va¬ 
riable. No obstante, a menudo el medico se encuentra 
ante la necesidad de iniciar el tratamiento antibiotico en forma 
empfrica antes de que esten disponibles los resultados de la iden¬ 
tificacion y de las pruebas de sensibilidad. Por lo tanto, la sen- 



Referencias 897 


sibilidad tabulada y los resultados del tratamiento informados 
tz ia liieratura o en el hospital local, y la experiencia clmica de 
kfc medicos pueden ser la base para la eleccion inicial de los 
antibioticos. Se ha publicado hace poco una informacion exce- 
respecto de la seleccion de antibioticos con objetivos de 
rracamiento.^^ Sin embargo, la variabilidad en los patrones 
de 'Cnsibilidad de los anaerobios de importancia clinica es sufi- 
denie para que a veces se soliciten pruebas de sensibilidad in 
Mtro de aislamientos individuales con el objetivo de ayudar a 
medicos en el manejo de infecciones graves y de aquellas 
que requieren tratamientos prolongados, como abscesos cere- 
brales, endocarditis, abscesos pulmonares, infecciones articula- 
res. osteomielitis, infecciones relacionadas con dispositivos pro- 
lesicos. injertos vasculares, bacteriemia refractaria o recurrente, 

juando la infeccion no responde al tratamiento empirico,**^ 

Otra indicacion para las pruebas de sensibilidad es la situa- 
cion en la cual no se cuenta con datos clmicos evidentes sobre 
los cuales basar las decisiones de tratamiento. Ademas, los 
microbiologos clmicos experimentados en el trabajo con anae¬ 
robios estan autorizados a investigar la actividad de los nuevos 
aniibioticos comercializados o en etapa de investigacion sobre 
los aislamientos anaerobios en sus laboratories hospitalarios. 
Tambien existe una necesidad de controlar los patrones de sen- 
sibilidad de anaerobios en la comunidad local y en niveles hos- 
piialanos y en multiples centres medicos en los Estados Unidos 
> en otros diversos paises.^^^ 

Entre los microorganismos considerados para las pruebas de 
>ensibilidad a los antibioticos, debido a su virulencia o a que 
?uelen ser resistentes a ciertos antibioticos se incluyen especies 
del grupo Bacteroides fragilis, especies del grupo Prevotella- 
Porphyrornonas pigmentado, otras Prevotella, Fusobacterium 
mortiferum, F varium y F necrophorum, Bilophila, Sutterrella 

algunas especies de Clostridium. 

Metodos de evaluacion de la sensibilidad de los anaerobios 
a los antibioticos 

En la actualidad, se recomiendan los procedimientos no 
aulomatizados para probar la sensibilidad de los anaerobios a 
los antibioticos. Se pueden obtener resultados reproducibles 
por uno de tres metodos.^^ El metodo de dilucion en agar es 
uiil. sobre todo para probar 30 o mas cepas de algun anaerobio. 
El medio usado es agar sangre Brucella suplementado con 
hemina, vitamina K, y sangre hemolizada de carnero. El uso de 
paneles de microdilucion en caldo es una alternativa menos 
laboriosa que el procedimiento de dilucion en agar y se consi- 
dera equivalente al procedimiento de dilucion en agar para las 
cepas pruebas de sensibilidad para cepas del grupo Bacteroides 
fragilis?^'^^^ El medio recomendado para el procedimiento de 
microdilucion en caldo es el caldo Brucella suplementado con 
hemina, vitamina Kj y sangre de caballo lisada. En el crecen la 
mayoria de los anerobios. Sin embargo, el Clinical Laborato- 
r>^ Standards Institute (antes el National Committee for Clinical 
Standards) en la actualidad no recomienda el procedimiento de 
dilucion en caldo para la investigacion en anaerobios no bacte¬ 
roides. La tercera forma recomendada para probar anaerobios 
(que tambien es facil de usar) es la prueba de la tira con gra- 
diente Etest® (AB Biodisk North America, Piscataway, NJ). 
Tanto el procedimiento Etest como el de microdilucion en 
caldo son formas practicas para probar aislamientos individua¬ 
les contra un numero limitado de antibioticos. 

Las tecnicas de difusion con disco en agar y las de elusion con 
disco en caldo se usaron en el pasado, pero no deben utilizarse 
para probar anaerobios a pesar de su conveniencia. La mayoria 


de los anaerobios ademas de las especies de Bacteroides cre¬ 
cen de modo muy lento para trabajar con el procedimiento de 
difusion con disco; los protocolos de interpretacion de Bauer- 
Kirby no fueron disenados para anaerobios y estan faltando 
protocolos de interpretacion basados en medios estandarizados 
y metodos para examinar a los anaerobios con pruebas de difu¬ 
sion con discos; tambien hubo muy poca relacion entre las 
medidas del tamano de la zona y los resultados de las pruebas 
de dilucion de la concentracion inhibitoria minima. Para los 
detalles de los procedimientos recomendados, el lector se debe 
remitir al documento mas reciente del Clinical Laboratory 
Standards Institute.^® 
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Resena historica 

La funcion basica de quienes trabajan en el laboratorio de 
microbiologia clmica es proporcionar informacion con la cual 
los medicos puedan diagnosticar y tratar enfermedades infec- 
ciosas. Ante una enfermedad transmisible, la identificacion de 
un patogeno especifico es de suma importancia para el epide- 
miologo de un hospital o el trabajador de salud publica. La 
identificacion de un microorganismo que ha sido aislado en 
una muestra clmica a menudo beneficia al paciente al identifi- 
car en forma precisa una enfermedad hasta entonces incierta y 
ayudar a la eleccion inicial de la antibioticoterapia. Sin embar¬ 
go, los dos elementos de informacion mas importantes para un 
medico son: 1) si se presenta un agente infeccioso y 2) cual es 
el antibiotico que proporcionaria un tratamiento adecuado. 

Estas prioridades se establecieron en estrecha vinculacion 
con uno de los grandes adelantos medicos del siglo xx: el des- 
cubrimiento de la penicilina.En 1928, Alexander Fleming 
observe el crecimiento de un hongo contaminante en una placa 
de cultivo que habfa quedado abierta al aire por descuido. 
Ademas, las colonias de bacterias que crecian en las adyacen- 
cias del hongo estaban sufriendo lisis (fig. 17-1). Fleming arri- 
bo a la conclusion correcta de que el hongo, identificado mas 
tarde como una cepa de Penicillium notatum, estaba produ- 
ciendo una sustancia bacteriolitica difusible capaz de destruir 
bacterias. El antibiotico desconocido de Fleming, mas tarde 
denominado penicilina, fue el precursor del advenimiento de la 
era antibiotica moderna. La aplicacion practica del descubri- 
miento de Fleming no comenzo hasta 1939, cuando Florey y 
Chain crearon una tecnica practica por medio de la cual se 
podia obtener el extracto antibiotico de Penicillium con la pure- 
za y en la cantidad suficiente para usarlo en los seres humanos. 

La necesidad de las pruebas de sensibilidad a los antibioti¬ 
cos se hizo evidente poco despues de la comercializacion de los 
antibioticos. Antes de la Segunda Guerra Mundial, la produc- 
cion de penicilina era limitada y extremadamente costosa. 
Durante ese conflicto armado, se descubrieron otros antibioti¬ 
cos y se establecieron patrones de sensibilidad contra distintos 
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microorganismos. En relacion con un arraigado interes por los 
microbios del suelo, Waksman descubrio la estreptomicina en 
1943 y Dubos, la gramicidina y la tirocidina poco despues. La 
investigacion de Duggar condujo al descubrimiento de la clor- 
tetraciclina (aureomicina) por los laboratorios Lederle (Pearl 
River, NY) en 1944. Si bien estos nuevos antibioticos eran real- 
mente “farmacos maravillosos” en el momento de su introduc- 
cion, no paso mucho tiempo antes de que aparecieran cepas 
bacterianas resistentes. Las pruebas de sensibilidad (antibio- 
gramas) se convirtieron en una necesidad practica. 

El optimismo inicial acerca de que los antibioticos puedan 
poner fin a la infeccion bacteriana ha dado lugar a una acepta- 
cion reticente de que los recursos farmacologicos deben ser 
manejados con prudencia para controlar la enfermedad. 
Algunas bacterias, como Streptococcus pyogenes (estreptoco¬ 
cos P-hemoliticos del grupo A), han mantenido su sensibilidad 
predecible a la penicilina. Lamentablemente, esta sensibilidad 
persistente es la excepcion en lugar de la regia. Las bacterias 
han sido tan inventivas que se han aislado cepas que necesitan 
la presencia de un antibiotico terapeutico para su crecimien- 
to 92i66 ingenuidad de los quimicos de la industria farma- 
ceutica ha sido grande y se refleja en la gran cantidad de anti¬ 
bioticos con que cuentan los medicos (cuadro 17-1). 


Resistencia bacteriana a los antibioticos 

Los mecanismos de resistencia bacteriana son complejos, 
variados y no se conocen por completo. Los lectores interesa- 
dos pueden consultar una explicacion excelente en Enferme¬ 
dades Infecciosas, Principio y Practica de MandelF^^ y varias 
revisiones amplias de los principales mecanismos de resisten¬ 
cia hallados en los patogenos humanos mas importantes.^^ 

Las herramientas de la biologia molecular han mejorado 
mucho nuestro conocimiento sobre los mecanismos de resis¬ 
tencia. Para el microbiologo clinico, el resultado a veces puede 
ser intimidante: terminologia poco amigable e ideas extrema¬ 
damente complejas. Sin embargo, vale la pena tomarse tiempo 
para comprender al menos los principios basicos debido a la 
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Figura 17-1 Reconstruccion del descubrimiento de Fleming de la accion 
antibiotica de Penicillium. En el laboraiorio de Fleming, las colonias de 
Bacillus (Haemophilus) influenzae fueron inhibidas por el bongo “contami- 
nante”. En esta reconstruccion, se observan colonias de esiafilococos que cre- 
cen en A; una colonia contaminante de Penicillium esta creciendo en C. Las 
colonias de Staphylococcus que rodean a la colonia del bongo en el ^ea B 
est^ poco desarrolladas y sufren lisis causada por una sustancia antibiotica 
producida por el bongo. Esta sustancia desconocida fue denominada mas tarde 
penicilina. 


singularidad de los sistemas biologicos y tambien por la mayor 
sofisticacion con la cual se pueden tomar las decisiones clini- 
cas cotidianas. Explicaremos a continuacion los mecanismos y 
los microorganismos individuales. 

Variables que intervienen 

Para comprender los mecanismos de resistencia bacteriana 
es necesario conocer la fisiologia bacteriana, la farmacologia 
de los antibioticos y la biologia molecular de los agentes infec- 
ciosos. Algunas de las variables importantes necesarias para 
comprender los mecanismos de resistencia se mencionan en el 
cuadro 17-2. 

Los genes para el mecanismo de resistencia pueden estar 
localizados sobre el cromosoma o sobre un elemento extracro- 
mosomico denominado plasmido. Los plasmidos son piezas 
circulares de DNA que actuan en forma independiente del cro¬ 
mosoma. La importancia practica de la diferencia es que el 
DNA cromosomico es relativamente estable, mientras que el 
DNA del plasmido se moviliza con facilidad de una cepa a otra, 
una especie a otra o incluso un genero a otro. Ademas, la cone- 
xion de los genes de resistencia para multiples antibioticos 
sobre un plasmido permite la transferencia masiva de resisten¬ 
cia que caracteriza a muchos microorganismos con resistencia 
reciente.^’"^ 

El mecanismo mas frecuente por medio del cual se transfie- 
ren los genes de resistencia es la conjugacion. Es necesario otro 
factor de transferencia genetica antes de que un plasmido que 
transporta un gen de resistencia pueda pasar de un microorga- 
nismo a otro. El mecanismo de transferencia delineado mas 


recientemente es el transposon (elemento genetico transponi- 
ble).-®^ Los transposones pueden transportar porciones de plas¬ 
midos. Lo mas importante es que tambien pueden transportar 
un trozo del cromosoma de una bacteria a otra por transferen¬ 
cia de conjugacion (transposon conjugativo o “gen saltador”). 
El resultado puede ser un mosaico de material genetico de las 
bacterias donante y receptora.*^^ Se ha documentado la transfe¬ 
rencia de resistencia a los antibioticos a traves de las barreras 
existentes entre bacterias grampositivas y gramnegativas.^* No 
debe desestimarse la importancia que la transferencia horizon¬ 
tal de resistencia a los antibioticos tiene y tendra en las enfer- 
medades infecciosas. 

Un mecanismo de resistencia puede ser expresado en forma 
permanente ya sea que se presente o no una exposicion desen- 
cadenante. Este estado se denomina expresion constitutiva. Por 
el contrario, algunos genes deben ser “inducidos” por la expo¬ 
sicion a una sustancia incitadora antes de que se produzca el 
producto genetico inducido. La p-lactamasa estafilococica 
(penicilinasa) es un ejemplo de una enzima inducible. Esta pre¬ 
sente sobre un plasmido y no es producida a menos que las bac¬ 
terias esten expuestas a un antibiotico p-lactamico, como la 
penicilina, despues de lo cual se activa la produccion de la en¬ 
zima. Muchas P-lactamasas de las bacterias gramnegativas 
estan presentes en el cromosoma y son producidas constituti- 
vamente, pero pueden ser inducidas a producir incluso concen- 
traciones mayores de la enzima. 

Algunas enzimas son secretadas activamente en el medio- 
ambiente extracelular, donde pueden ejercer su accion anti- 
bacteriana. Las P-lactamasas estafilococicas son secretadas. 
Por el contrario, la mayoria de las enzimas de las bacterias 
gramnegativas estan unidas a la celula de modo que ejercen 
sus efectos solo si el antibiotico entra en la pared de la celula 
bacteriana. 

Por ultimo, algunos mecanismos de resistencia se expresan 
en forma homogenea, mientras que otros lo hacen en forma 
heterogenea. La expresion homogenea o uniforme de un factor 
facilita la deteccion de dicho factor en el laboratorio. Si solo 
una pequena fraccion de las bacterias expresa el mecanismo de 
resistencia (expresion heterogenea o heterorresistencia), el 
error de muestreo puede comprometer la deteccion de la resis¬ 
tencia en el laboratorio. 

Un hallazgo fascinante pero perturbador es la documentacion 
de que algunos antibioticos producen un aumento transitorio de 
las mutaciones de las bacterias.^® Por lo tanto, es posible que los 
antibioticos no solo sirvan como selectores de clones resistentes 
a los antibioticos, sino tambien como promotores primarios de 
resistencia. 

IVIecanismos de resistencia 

Los mecanismos por medio de los cuales se expresa la resis¬ 
tencia en las bacterias se resumen en el cuadro 17-3 y la figura 
17-2. 

Se considerara primero el transporte de los antibioticos hasta 
el sitio de accion en la celula bacteriana, porque es importante 
para todos los compuestos y todas las bacterias. Otros meca¬ 
nismos de resistencia se consideraran en forma separada para 
los antibioticos que son activos contra las paredes celulares (los 
antibioticos p-lactamicos, el grupo linico mas importante de an¬ 
tibioticos, y los glucopeptidos) y para los que actuan mediante 
otros mecanismos. Se debe sehalar desde el principio que se 
puede hallar en la mayona de las bacterias casi cualquier meca¬ 
nismo de resistencia y que a menudo se encuentran diversos 
mecanismos en un solo microorganismo (cuadro 17-4). 
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Cuadro 17-1 

Clasiflcacion de los antibioticos 


CLASE 

GRUPO 

EJEMPLOS 

p-lactamicos 

Penicilinas naturales 

Penicilinas resistentes a la penicilinasa 

Penicilina G, penicilina V 

Meticilina, nafcilina 


Penicilinas resistentes a la penicilinasa: 
penicilinas isoxazolilicas 

Cloxacilina, dicloxacilina, ofloxacina 


Aminopenicilinas 

Amoxicilina, ampicilina 


Carboxipenicilinas 

Carbenicilina, ticarcilina 


Ureidopenicilinas 

Azlocilina, mezlocilina, piperacilina 


Cefalosporinas de primera generacion 

Cefazolina, cefalotina, cefapirina, cefradina 


Cefalosporinas de segunda generacion 

Cefamandol, cefonicida, cefuroxima 


Cefamicinas 

Cefmetazol, cefotetan, cefoxitina 


Cefalosporinas de tercera generacion 

Cefoperaxona, cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima, ceftriaxona 


Cefalosporinas de cuarta generacion 

Cefipima 


Cefalosporinas disponibles para uso oral 

Cefaclor, cefadroxilo. cefdinir, cefditoren, ceftamet, cefixima, cefpodoxi- 
ma, cefprozilo, ceftibuteno, cefuroxima (axetilo), cefalexina, cefradina 


Carbacefem 

Loracarbef 


Monobactamicos 

Aztreonam 


Carbapenemicos 

Ertapenem, imipenem, meropenem 


Combinaciones p-lactamasa-inhibidor 
de la p-lactamasa 

Amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazo- 
bactam, ticarcilina-acido clavulanico 

Aminocicliioles 


Espectinomicina, trospectinomicina 

Aminoglucosidos 


Amikacina, gentamicina, kanamicina, netilmicina, estreptomicina, tobra- 
micina 

Ansamicinas 


Rifampicina 

Macrolidos 


Azitromicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina 

Lincosamidas 


Clindamicina 

Glucopeptidos 

Glucopeptidos 

Vancomicina, teicoplanina 


Lipopeptidos 

Daptomicina 

Quinolonas 

Quinolonas 

Cinoxacina, garenoxacina, acido nalidixico 


Fluoroquinolonas 

Ciprofloxacina, clinafloxacina, enoxacina, fleroxacina, gatifloxacina, 
gemifloxacina, grepafloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, moxiflo- 
xacina, norfloxacina, ofloxacina, esparfloxacina, trovafloxacina 

Oxazolidinonas 


Linezolida 

Estreptograminas 


Quinupristina-dalfopristina 

Inhibidores de las vias del folato 

Sulfamidas, trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol 

Fosfomicinas 


Fosfomicina 

Cetolidos 


Telitromicina 

Lipopeptidos 


Daptomicina 

Nitrofuranos 


Nitrofurantoma 

Nitroimidazoles 


Metronidazol 

Fenicoles 


Cloranfenicol 

Tetraciclinas 


Doxiciclina, minociclina. tetraciclina 

Adaptado de Glossary I, MIC testing. Supplementary Tables, NCCLS.^'^ 
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Cuadro 17-2 

Variables en la expresion y la transferencia de la resistencia bacteriana 

CARACTERISTICA 

VARIABLE 

COMENTARIOS 

Localizacion 


Cromosomica 

Extracromosomica 

Transposon 

Estabilidad genetica; expresion a menudo constitutiva 

Plasmidos facilmente movilizados para la transferencia entre celulas bacterianas 

Puede transferir material genetico entre el cromosoma y el plasmido o entre celulas bacterianas 

Transferencia 


Conjugacion 

Transduccion 

Transformacion 

Plasmidos (factor R) o transposones 

Transferencia por bacteriofagos 

Transferencia directa de DNA entre especies compatibles 

Expresion 


Const! tutiva 

Inducible 

Constitutiva-inducible 

Producida con la exposicion a un estimulo o sin ella 

Producida solo despues de la exposicion al estimulo 

Producida a bajo nivel sin estimulo; produccion muy aumentada despues de la estimulacion 


No debe desestimarse la importancia de multiples meca- 
nismos de resistencia, a menudo complementarios, en las 
especies bacterianas. Cuando un representante farmaceutico 
se jacta de que debe utilizarse el antibiotico de su compania 
debido a su eficacia contra las cepas resistentes prevalentes, 
debe asegurarsele que solo es cuestion de tiempo antes de que 
las bacterias desarrollen resistencia tambien a ese producto. 

TRANSPORTE DE ANTIBIOTICOS A TRAVES DE LA PARED 
Y LAS MEMBRANAS CELULARES 

La acumulacion de antibioticos en su sitio de accion en la 
celula bacteriana es la suma del transporte en la celula, la inac- 
tivacion durante el proceso de transporte y la depuracion del 
antibiotico desde la celula. Consideraremos primero el proceso 
de movimiento anterograde a traves de la/s membranays. Para 
comprender el transporte de moleculas hacia el sitio active es 
necesario considerar las diferencias estructurales entre las bac¬ 
terias grampositivas y gramnegativas. Las bacterias son micro- 
organismos procariontes y tanto las especies grampositivas 
como gramnegativas contienen una mezcla de acidos nuclei- 
cos, ribosomas y otra maquinaria celular en su citoplasma (fig. 


17-3). Las bacterias grampositivas tienen una unica membrana 
celular con una capa externa generosa de peptidoglucano (figs. 
17-3A y 17-4). Para los antibioticos glucopeptidos y p-lacta- 
micos que probablemente no tienen que atravesar la membrana 
plasmatica para ejercer su actividad antibiotica, el transporte a 
traves de las membranas de las bacterias grampositivas no 
constituye un problema. 

Las bacterias gramnegativas tienen una membrana plasmati¬ 
ca interna y una membrana celular externa, entre la cual hay 
una capa delgada de peptidoglucano (figs. 17-3B y 17-5). La 
permeabilidad de las membranas a los antibioticos y el trans¬ 
porte de las moleculas a traves de las barreras son muy impor- 
tantes para las bacterias gramnegativas, que tienen dos mem¬ 
branas que obstaculizan la llegada de los antibioticos a sus dia- 
nas intracelulares. 

Se considerara primero la membrana celular externa, que es 
una barrera fundamental para todos los antibioticos. Se han 
publicado varias revisiones excelentes sobre el tema.'^^*^^^ ^^^ El 
metodo mas sencillo para el ingreso de los farmacos en la celu¬ 
la es la difusion directa a traves de la membrana lipidica, pero 
incluso las sustancias muy hidrofobas no atraviesan la bicapa 
lipidica con eficacia. La razon para este bloqueo de la difusion 


Cuadro 17-3 Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos 


MECANISMO 

GRUPO DE ANTIBIOTICOS 

EJEMPLOS 

Inactivacion enzimatica 

P-lactamicos 

Aminoglucosidos 

p-lactamasas: penicilinasas; cefalosporinasas; carbapenemasas 

Enzimas modificadoras de los aminoglucosidos de las bacterias 
gramnegativas y grampositivas 

Alteracion de los receptores 

p-lactamicos 

Alteraciones ribosomicas 

Alteraciones de la DNA girasa 

Enzimas bacterianas alteradas 

Protemas de union a penicilina alteradas de las bacterias gramnegativas 
y grampositivas 

Tetraciclina; eritromicina; aminoglucosidos 

Quinolonas 

Sulfametoxazol; trimetroprim 

Alteracion del transporte de 
antibioticos 

Alteraciones en las protemas de la membrana 
externa (porinas) 

Reduccion de la fuerza impulsora proteica 

Transporte active desde las celulas bacterianas 

Bacterias gramnegativas; ingreso reducido 

Aminoglucosidos y bacterias gramnegativas; ingreso reducido 

Tetraciclina; eritromicina; salida activa 
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Ejemplos: betalactamasas, 
enzimas modificadoras de los aminoglucosidos 


Ejemplos: resistencia de neumococo a penicilina, 
resistencia de estafilococo a meticilina 


c 

Alteracion de la permeabilidad 






D 

Sortear inhibiciones 




Ejemplos: seudomonas y aminoglucosidos (ingreso), Ejempio: enterococos y trimetoprim-sulfametoxazol (auxotrofo) 
tetracilina y multiples antibioticos (salida) 


Figura 17-2 Se muestran las cuatro clases mas importantes de resistencia microbiana a los antibioticos. (A) La inactivacion enzimatica de los antibioticos por las 
P-lactamasas (5) producidas por las celulas estafilococicas esta representada por las caricaturas de tiburones. Otras clases de antibioticos son degradados por otras 
enzimas, como las enzimas modificadores de los aminoglucosidos o la cloranfenicol acetiltransferasa. (B) El segundo mecanismo en importancia es el cambio en 
los receptores para la fijacion del antibidtico a estructuras cnticas, representadas aqui por la alteracion de las protemas de union normales (a'rculos) sobre las mem- 
branas celulares de las bacterias grampositivas a las protemas de union con una afmidad reducida por los antibioticos {thdngulos). Tambien son importantes los 
cambios en la afmidad de los receptores por otros antibioticos, como la DNA girasa y las quinolonas o los ribosomas y los aminoglucosidos. (C) Una tercera clase 
de mecanismo esta representada por el efecto de la permeabilidad de la membrana sobre la resistencia a varias clases de antibioticos en las bacterias gramnegati- 
vas. El bacilo gramnegativo de la izquierda limita la entrada de los antibioticos mediante cambios en las protemas transportadoras, como las porinas. El bacilo de 
la derecha bombea antibioticos hacia el exterior de la celula tan rapidamente que no pueden acumularse en el citoplasma. (D) Por ultimo, un microorganismo puede 
sortear un bloqueo metabolico impuesto por un antibiotico, como el que se ilustra entre trimetoprim-sulfametoxazol y los enterococos. El bloqueo metabolico pro- 
ducido por los antibioticos entre los pasos B y C es obviado cuando las bacterias obtienen el compuesto C preformado in vivo. 


es en parte la naturaleza polarizada y asimetrica de la membra¬ 
na celular externa bacteriana, que tiene lipopolisac^dos con el 
lipido A y un oligosacmdo unido a la cara externa de la mem¬ 
brana solamente. 

Protemas porinas y difusion a traves de la membrana externa. Para 
muchos antibioticos, incluido el grupo p-lactamico, el medio 
primario de transporte a traves de la membrana externa de las 
bacterias entericas es un grupo notable de protemas de mem¬ 
brana, denominadas porinas (fig. ) 7 - 5 ). 228.229346 identifi- 

cado dos protemas porinas mayores en E. coli, la especie mas 
estudiada: un gran canal de porina designado Omp F {outer- 
membrane-protein F, proteina F de la membrana externa) y una 
pequena porina de canal denominada Omp Se produce un 
tercer canal denominado PhoE en los mutantes que carecen 
tanto de Omp F como de Omp C, pero este canal no parece ser 
sustancial para el movimiento de los antibioticos.^^® Factores 
como la carga sobre la molecula y la hidrofobicidad del com¬ 
puesto desempenan un papel importante (fig. 17-6). Las mole- 
culas con carga negativa se mueven mas lentamente a traves de 
la membrana que las moleculas con carga mas positiva o que 
los iones dipolares (zwiteriones, compuestos con cargas positi- 
vas y negativas equilibradas). Se presume que las cargas nega- 
tivas hacen que el antibiotico “se cuelgue” cuando atraviesa el 
canal porina de carga negativa. La exclusion de los compuestos 


hidrofobos del medioambiente acuoso de la porina puede expli- 
car la falta de eficacia del compuesto hidrofobo meticilina con¬ 
tra las bacterias gramnegativas. Asimismo, los p-lactamicos 
con cadenas laterales grandes y voluminosas, como mezlocilina, 
piperacilina y cefoperazona, tambien atraviesan poco la mem¬ 
brana. En un estudio, el “mejor rendimiento” entre los P-lac¬ 
tamicos fue el del imipenem, un compuesto hidrofilo dipolar con 
una estructura muy compacta.^"*^ Se ha propuesto que la expli- 
cacion de la sensibilidad de Enterobacter cloacae al imipenem 
en presencia de resistencia a las cefalosporinas de tercera gene- 
racion es la mayor accesibilidad del imipenem a las moleculas 
diana, mediada por el rapido transito probablemente a traves de 
varios canales de porina.^"^^ 

La influencia de la porina sobre la sensibilidad esta bien ilus- 
trada por un interesante caso comunicado por Medeiros y cols, 
(fig. 17-7).^^^^ Estos investigadores aislaron una cepa de 
Salmonella typhimurium que contenia dos protemas porinas, 
OmpF y OmpC (aislamiento 1). Una cepa variante aislada en el 
mismo paciente produjo solo la protema OmpF (aislamiento 2). 
Las dos cepas produjeron una p-lactamasa similar. En medios 
de baja osmolalidad, la cepa 1 produjo las protemas F y C, 
mientras que la cepa 2 produjo solo la protema F, la porina de 
canal grande. En condiciones de alta osmolalidad, como las 
que podrian ocurrir en los tejidos del paciente, la smtesis de la 
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Cuadro 17-4 Mecanismos de resistencia a los antibioticos en las bacterias de mas relevancia clinica 

TIPO DE BACTERIA 

GRUPO DE ANTIBIOTICOS 

MECANISMO/S FRECUENTE/S 

OTRO/S MECANISMO/S 

Especies de Staphylococcus 

Penicilinas 

P-lactamasa (penicilinasa) 

Alteracion de las protemas de union 
a penicilina 


Penicilinas resistentes 
a la penicilinasa 

Protemas de union a penicilina alteradas 

Limite: alteracion de las proteinas de union 
a penicilina; meticilinasa; hiperproduccion 
de P-lactamasa 


Quinolonas 

Salida activa; alteracion de la DNA girasa 

Escaso transporte a traves de la membrana 


Eritromicina 

Alteracion de los sitios diana ribosomicos 

Salida activa de antibioticos 

Streptococcus pneumoniae 

P-lactamicos 

Alteracion de las proteinas de union a 
penicilina 

Salida activa de antibioticos 


Eritromicina 

Alteracion de los sitios diana ribosomicos 


Especies de Enterococcus 

p-lactamicos 

Protemas de union a penicilina de baja afi- 
nidad 

p-lactamasa 


Aminoglucosidos 

Baja concentracion: escaso transporte a tra- 
ves de la membrana 

Alteracion de los sitios de union ribosomicos 



Alta concentracion: enzimas modificadoras 
de los aminoglucosidos 



Glue ope ptidos 

Alteracion de las proteinas de union 


Haemophilus influenzae 

Penicilinas 

P-lactamasa (penicilinasa) 

Alteracion de las protemas de union 
a penicilina 


Cloranfenicol 

Cloranfenicol acetiltransferasa 

Alteracion del transporte de la membrana 

Neisseria gonorrhoeae 

Penicilinas 

p-lactamasa (penicilinasa) 

Alteracion de las protemas de union 
a penicilina 

Neisseria meningiditis 

Penicilinas 


p-lactamasa (penicilinasa); alteracion 
de las protemas de union a penicilina 


p-lactamicos 

Escasa difusion o alteracion de las porinas; 
p-lactamasas 

Alteracion de las protemas de union 
a penicilina; baja fuerza impulsora protei- 
ca; p-lactamasas de espectro ampliado 


Aminoglucosidos 

Escasa difusion o alteracion de las porinas; 
enzimas modificadoras de los aminoglu¬ 
cosidos 



Quinolonas 

Alteracion de la DNA girasa 

Alteracion del transporte a traves 
de la membrana externa 


Tetraciclinas 

Salida activa 



Trimetoprim-sulfametoxasol 

Alteracion de los sitios diana enzimaticos 


Pseudomonadales 

p-lactamicos 

Escasa difusion o alteracion de las porinas; 
P-lactamasas 

Alteracion de las protemas de union 
a penicilina; baja fuerza impulsora protei- 
ca; p-lactamasas de espectro ampliado 


Aminoglucosidos 

Escasa difusion o alteracion de las porinas; 
enzimas modificadoras de los aminoglu¬ 
cosidos 



Quinolonas 

Alteracion de la DNA girasa 

Alteracion del transporte a traves 
de la membrana externa 
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proteina OmpF estaba reprimida en ambas cepas. Con el cie- 
rre de la porina OmpF, continuo la expresion de OmpC en la 
cepa 1, mientras que en la cepa 2 no bubo ningun canal de 
transpose (porinas) restante, de modo que el transpose del 
antibiotico a traves de la membrana ceso y se presento resis- 
lencia bacteriana. 

Las protemas porinas de otras bacterias gramnegativas ente- 
ricas parecen comportarse en forma similar a las de E. coll. 
Sin embargo, las porinas de Pseudomonas aeruginosa no se 
comportan de la misma manera.^^"^ El unico antibiotico para el 
cual se explica claramente la resistencia en R aeruginosa por 
medio de una alteracion del transporte de membrana es imipe- 
nem. En algunas situaciones, este antibiotico ingresa no a tra¬ 
ves de la protema porina principal sino a traves de una protei¬ 
na de transporte especifica, designada Sin embargo, al 

parecer se requiere la presencia de una p-lactamasa de clase C 
cromosomica para la resistencia, ademas de la protema porina 
alterada2^’ 

Los antibioticos distintos de los p-lactamicos tambien pue- 
den depender de los canales de porina para el acceso a la celu- 
la. La resistencia al cloranfenicol, que suele estar causada por 
degradacion enzimatica, tambien puede estar mediada por pro¬ 
temas porinas alteradas en las bacterias entericas^^"^ y 
Haemophilus influenzae?^ Asimismo, la resistencia a los ami- 
noglucosidos puede estar mediada por alteraciones en las pro¬ 
temas porinas, aunque el mecanismo primario para la resisten¬ 
cia es la degradacion enzimatica. La resistencia a las quino- 
lonas, que esta mediada principalmente por los cambios en la 
estructura de la enzima diana, tambien puede ser causada por 
alteraciones en las protemas de membrana. 

En las bacterias se ban desarrollado protemas de transporte 
especificas para el transporte de grandes moleculas, como vita- 
minas, a traves de la membrana celular. Si se pudieran disenar 
antibioticos que aprovecbaran esta “autopista” que existe en la 
celula bacteriana, tendrian una ventaja competitiva importante. 
Lamentablemente, ba sido dificil desarrollar este tipo de com- 
puestos que tambien tengan utilidad clmica. 

Para algunas bacterias que deben entrar en el citoplasma 
bacteriano, puede existir una segunda barrera en la membrana 
plasmatica interna. El cruce de la segunda membrana se logra 
por medio de un proceso que requiere gasto de energia y una 
carga negativa minima en el citoplasma, la fuerza motora de 
protones, para “llevar” los antibioticos aminoglucosidos bacia 
el citoplasma. Este mecanismo de transporte ba sido demostra- 
do tan to en bacterias grampositivas^^^ como en bacterias gram¬ 
negativas.Se describieron Enterobacteriaceae mutantes que 
son resistentes a los antibioticos in vitro debido a deficiencias 
en este mecanismo de transporte, pero su importancia clmica 
no esta clara.^^^ Estas variantes aparecen como colonias peque- 
nas en medios de agar, pero pueden revertir a una morfologia 
normal de las colonias. 

Transporte activo de los antibioticos fuera de la celula bacteriana. 

En algunas bacterias, un importante mecanismo de resistencia 
es la extraccion activa de los antibioticos desde la celula bacte¬ 
riana, de modo que las concentraciones intracelulares de estos 
nunca alcanzan un nivel suficientemente alto como para ejercer 
una actividad antibiotica eficaz. 

Los mecanismos de transporte activo son teleologicamente 
utiles para eliminar distintas sustancias potencialmente toxicas, 
de las cuales es posible que los antibioticos incluso no scan los 
principales. El mecanismo de salida dependiente de energia es 
una defensa importante para las bacterias contra las tetracicli- 
nas^^^ y los macrdlidos,^^^ dos grupos de antibioticos que inter- 
fieren en la sintesis proteica a nivel ribosomico. Asimismo, la 



Figura 17-3 Estructura de las bacterias vista con el microscopio electronico. 
(A) Staphylococcus aureus. Dos cocos grampositivos se encuentran en las eta- 
pas finales de la division. La membrana celular (flechas) esta rodeada por una 
gruesa capa de peptidoglucanos que es libremente accesible a los antibioticos 
(30 OOOx). (B) Pseudomonas aeruginosa. Estos bacilos gramnegativos tienen 
una membrana citoplasmatica interna {flechas) y una membrana celular exter¬ 
na (puntas de flecha). Entre ambas membranas se ubica el espacio periplas- 
matico que contiene el peptidoglucano. Los antibioticos p-lactamicos deben 
atravesar la membrana celular antes de alcanzar el peptidoglucano (35 OOOx). 


extraccion del antibiotico es un mecanismo de resistencia de 
los estafilococos contra las quinolonas, que interfieren en la 
DNA girasa.^^^ El transportador puede extraer con eficacia 
diversos tipos de antibioticos, como en el caso de una protema 
de la membrana externa (OprK) que participa en la secrecion de 
sideroforos en Pseudomonas aeruginosa?^'’ Las cepas mutan¬ 
tes con hiperproduccion de la protema demostraron resistencia 
a multiples antibioticos, entre ellos ciprofloxacin, acido nalidi- 
xico, tetraciclina y cloranfenicol. Las cepas que habian perdi- 
do la capacidad para producir la protema transportadora mos- 
traron una mayor sensibilidad a los antibioticos. 

Entre las bacterias grampositivas existen dos clases de bom¬ 
bas de salida para multiples farmacos dentro del grupo facilita- 
dor mayor de transportadores, que dependen de la fuerza moto¬ 
ra proteica para energia: 1) el transportador Bmr/NorA, que 
bombea hacia afuera colorantes cationicos, cationes permeables 
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Figura 17-4 La pared celular de las bacterias grampositivas se compone, desde dentro hacia afuera, de (A) una membrana celular lipoproteica, (B) una pared celu- 
lar de peptidoglucano, (C) una capsula de polisacarido (en algunas cepas de ciertas especies, como Streptococcus pneumoniae) y (D) el medioambiente extracelular. 
La membrana celular A contiene fosfolipido, proteinas de membrana (que incluyen la proteina M en Streptococcus pyogenes), acido lipoteicoico en los estafilococos 
y distintas protemas de union a penicilina, entre ellas p-lactamasa, ilustrada por las caricaturas de tiburones (S). En las bacterias grampositivas las p-lactamasas son 
secretadas en el medioambiente extracelular (D), donde pueden activar a los antibioticos p-lactamicos. Los bloques de construccion del peptidoglucano (P) en la pared 
celular (B) son integrados en el peptidoglucano por una transpeptidasa de union a penicilina en la membrana (A). Los antibioticos p-lactamicos (L) tambien inte- 
ractuan con estas protemas en la membrana (A) e interfieren en el proceso. 


a la membrana y quinolonas y 2) el grupo de compuestos de 
amonio cuatemario, que eliminan de las celulas los desinfec- 
tantes y los colorantes cationicos. A diferencia del transportador 
mef hallado en muchas bacterias grampositivas (incluidos los 
estafilococos), el transportador msr hallado solo en los estafilo¬ 
cocos tambien confiere resistencia a las estreptograminas 

Existen tambien dos clases de bombas para multiples farma- 
cos entre las bacterias gramnegativas. La primera, que esta 
relacionada con la familia Smr, puede conferir un ligero au- 
mento de la resistencia a algunos antibioticos, pero no se la 
considera clmicamente importante; al parecer, los compuestos 
son exportados al espacio periplasmatico. El segundo grupo, 
que es mas complicado, es muy importante desde el punto de 
vista clmico y tiene un amplio espectro de especificidad; con¬ 
tiene transportadores de la familia ME o de la familia de resis- 
tencia-nodulacion-division (RND). En este grupo el transporta¬ 
dor esta compuesto por tres componentes: 1) una protema 
transportadora en la membrana citoplasmatica, 2) un poro de 
membrana y 3) una proteina “conectora ’ periplasmatica que 
conecta a los otros dos componentes. 

La resistencia de los bacilos gramnegativos a muchos anti¬ 
bioticos se atribuyo en un principio a una escasa entrada de 
estos en la celula bacteriana debido a tamano, hidrofobicidad o 
carga. Ahora se piensa que la salida activa de estos antibioticos 


de la celula bacteriana es al menos igualmente importante, por- 
que las bombas pueden excretar compuestos quimicos, inclui¬ 
dos los antibioticos, en forma directa en el medio extracelular, 
donde su reentrada esta restringida.^^^ 

ANTIBIOTICOS QUE INTERFIEREN EN LA FORMACION DE LAS PAREDES 
DE LAS CELULAS BACTERIANAS: [3-LACTAMICOS Y GLUCOPEPTIDOS 
La superfamilia de las enzimas que reconocen penicilina y antibio¬ 
ticos activos en las membranas celulares. Antes de intentar com- 
prender los mecanismos individuates de resistencia es impor¬ 
tante considerar el concepto en evolucion de una superfamilia 
de enzimas que reconocen a la penicilina y su relacion con la 
estructura de las celulas bacterianas. Estas consideraciones son 
necesarias para comprender el grupo mas importante de anti¬ 
bioticos: la familia de los p-lactamicos. Como sucede a menu- 
do en biologia, la complejidad de los procesos y las interaccio- 
nes se vuelven mas evidentes a medida que mas se aprende 
sobre el los. Lo que a primera vista parece ser un proceso aisla- 
do finalmente puede verse como parte de un sistema biologico 
mucho mas grande y complejo, de manera muy similar a como 
un unico punto en una pintura de Seurat puede apreciarse como 
parte de una obra de arte al retroceder y observar la totalidad 
del lienzo. 
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Figura 17-5 Las bacterias grampositivas consisten en una membrana plasmatica interna (A), un espacio periplasmatico con una disposicion laxa de peptidoglu¬ 
cano (B) y una membrana celular externa (C). Las dos membranas celulares consisten en bicapas lipoproteicas asimetricas con fosfolipidos y porciones proteicas. 
La membrana plasmatica (A) coniiene distintas protemas de union a penicilina, que participan en el proceso de formacion de los peptidoglucanos y son inhibidas 
por los antibioticos p-lactamicos. La membrana celular externa (C) incluye lipopolisacarido, que consiste en lipido A (endotoxina), un centro con uniones cova- 
lentes y una cadena polisacarida que determina el antigeno somatico O utilizado en muchos esquemas de tipificacion serologica. La membrana externa tambien 
incluye importantes protemas de transporte, que incluyen transportadores especificos y las importantes protemas porinas de varios tamanos y tipos. La p-lactama- 
sa en las bacterias gramnegativas esta limitada al espacio periplasmatico, donde puede inactivar a los antibioticos a medida que atraviesan; la p-lactamasa no es 
excretada en el medioambiente externo. 


La penicilina y las protemas de union a vancomicina. El 

peptidoglucano, que proporciona rigidez y estabilidad funcio- 
nal a la celula bacteriana, consiste en bandas intercaladas de 
aminoazucares, iV-acetilglucosamina y acido A^-acetilmurami- 
co entrelazadas mediante peptidos. Como ya se explico, la capa 
de peptidoglucanos de las bacterias grampositivas es una ca¬ 
pa gruesa externa a la membrana de la celula linica (figs. 17-3A 
y 17-4), mientras que la capa de peptidoglucanos de las bacte¬ 
rias gramnegativas, que esta adelgazada, se localiza entre la 
membrana plasmatica y la membrana celular externa (figs, 17- 
3B y 17-5). La biosmtesis de peptidoglucano consiste en 


muchos pasos que comienzan en el citoplasma y terminan fuera 
de la membrana celular. La etapa final en este proceso es la 
transpeptidacidn de la molecula de peptidoglucano en desarro- 
llo, en la cual un residuo de glicina terminal sobre la cadena 
lateral de pentaglicina esta ligado a D-alanina sobre una banda 
adyacente, lo que libera una segunda molecula de D-alanina en 
el proceso en el cual tambien parecen participar una glucosila- 
sa y una carboxilasa, pero cuyos papeles son menos claros.’^* 
La transpeptidasa, que esta unida a la membrana celular, es una 
de una familia de enzimas conocidas como protemas de union 
a penicilina, que a su vez forman parte de la superfamilia de 
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Figura 17-6 Factores que influyen en el movimiento de antibioticos a traves de las protemas porinas de las bacterias gramnegativas: se muestra la membrana celu¬ 
lar externa (vease fig. 17-5C) y dos antibioticos con diferentes caracteristicas. El antibiotico A, que es grande, hidrbfobo y tiene numerosas cargas negativas, es 
excluido por el canal de porina (C). El antibiotico (B), que es compacto, tiene cargas equilibradas (ion dipolar o zwiteribn) y es hidrbfilo, atraviesa el canal de pori¬ 
na D sin ninguna dificuitad. 


enzimas que reconocen a la penicilina.^^ Ademas de las trans- 
peptidasas, otras protemas de union a penicilina participan en 
la formacion de la pared de la celula bacteriana. Estas protei- 
nas de union se fijan a la membrana celular de las bacterias 
grampositivas y a la membrana plasmatica interna en las espe- 
cies gramnegativas. Las funciones caracteristicas de diferentes 
protemas de union a penicilina se ha ilustrado espectacular- 
mente en Escherichia coli, en la cual la interferencia en dife¬ 
rentes protemas produce efectos morfologicos distintos a medi- 
da que se altera la smtesis de las paredes celulares (fig. 17-8).^^^ 
En los microorganismos bacilares, diferentes protemas de 
union parecen funcionar en la formacion de las paredes cruza- 
das en la division celular (protema 2 en E. coli) y en la elonga- 
cion celular despues de la division (protema 3 en E. coli)}'^^ 
Las protemas de union a penicilina se numeran segiin su peso 
molecular y la protema 1 tiene el peso molecular mas alto. El 
sistema de numeracion es especiTico para cada especie, de 
modo que la protema de union a penicilina 1 en Escherichia 
coli no es la misma protema que la proteina 1 en Klebsiella 
pneumoniae o Streptococcus pneumoniae. Los compuestos de 
alto peso molecular funcionan como las transpeptidasas que 
son esenciales para la formacion de peptidoglucano.^^’^^^ Los 
compuestos de bajo peso molecular parecen funcionar como 
D-alanina carboxipeptidasas y su importancia biologica no esta 
clara. 

Los P-lact^icos ejercen sus efectos al interferir en la for¬ 
macion de peptidoglucano, un mecanismo que es compartido 
con los glucopeptidos, como la vancomicina.^^^’^^^ Hace muchos 
anos se reconocio que una similitud estructural entre la molecu- 
la de penicilina y el termino D-alanina-D-alanina de la cadena de 
peptidoglucano era fundamental para la accion antibacteriana 
del compuesto.^^^ Kelly y cols, han dilucidado la estructura tri¬ 
dimensional de la protema de union a penicilina con actividad 
transpeptidasa y observaron directamente su interaccion con 
penicilinas y cefalosporinas, lo que establecio en forma defmi- 
tiva la identidad del sitio fijador de penicilina y la enzima trans¬ 


peptidasa.En esencia, la penicilina “engana” a la protema de 
union a penicilina, y esta la toma como la siguiente unidad 
estructural que debe agregarse a la cadena de peptidoglucano. 
Una vez insertada, la molecula de penicilina impide una mayor 
elongacion del peptidoglucano. Los distintos miembros del 
grupo grande de P-lactamicos tienen afmidades diferentes por 
las protemas de union a penicilina individuales. La eficacia de 
los compuestos contra las bacterias esta determinada, en parte, 
por el grado en el cual se unen. El aztreonam, que es un anti¬ 
biotico P-lactamico, no interactua con las protemas de union de 
las bacterias grampositivas y es el unico miembro del grupo 
que no es eficaz contra estos microorganismos. La actividad 
bactericida puede requerir la interaccion de un antibiotico 
P-lactamico con mas de una protema de union a penicilina. 
Satta y cols, observaron que la resistencia de E. coli aumenta- 
ba a medida que se saturaban mas protemas de union no esen¬ 
ciales. La saturacion de protemas de union no esenciales no 
tuvo ningun efecto sobre la sensibilidad a los antibioticos.^*^’ La 
accion de las enzimas autoliticas tambien puede ser importan- 
te para la actividad bactericida de los P-lactamicos.’® 

La otra clase de antibioticos que interfere activamente en la 
smtesis de las paredes de las celulas bacterianas es el grupo de 
glucopeptidos, representado por vancomicina y teicoplanina. A 
diferencia de los p-lactamicos, que bloquean la actividad de las 
peptidasas unidas a la membrana celular, los glucopeptidos se 
unen en forma no covalente al termino D-alanil-D-alanil de un 
precursor peptidoglucano pentapeptido.^^^ El antibiotico tiene 
similitudes estructurales y funcionales con una D-alanil-D-ala¬ 
nil peptidasa que participa en la elongacion de la cadena de 
peptidoglucano.La union del antibiotico con la protema pre- 
cursora puede impedir el acceso de la unidad estructural esen- 
cial a la peptidasa por interferencia esterica. 

ModiOcacion de las enzimas diana: protemas de union y 
resistencia a los antibioticos. Un mecanismo importante de re¬ 
sistencia de las bacterias a los p-lactamicos es la alteracion de 
las protemas de union a penicilina de modo que el antibiotico ya 
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Figure 17-7 Importancia cntica de las proteinas porinas en la resistencia a los antibioticos segiin lo demuestra una cepa mutante de Salmonella typhimurium}^^ 
se muestra la membrana celular externa para cuatro combinaciones de bacteria y medioambiente. (A) La cepa de tipo silvestre que crece en un medio hipoosmolar 
en el laboratorio tiene una porina de canal pequefio (OmpC) y una porina de canal grande (OmpF). La cefalosporina tiene libre acceso a sus sitios de union sobre 
la membrana plasmatica interna (no se muestra) y la cepa es sensible. (B) La cepa de tipo silvestre ha crecido en el medio hiperosmolar en el laboratorio, lo que 
imita las condiciones in vivo. La porina de canal grande (OmpF) se ha cerrado, pero la porina de canal pequefio sigue aun disponible para la cefalosporina y la cepa 
sigue siendo sensible. (C) Una cepa mutante ha perdido su porina de canal pequeho (OmpC), pero aun tiene la porina OmpF cuando crece en un medio hipoosmo¬ 
lar en el laboratorio. La cefalosporina puede atravesar la membrana a traves de OmpF y la cepa mutante es sensible in vitro. (D) La cepa mutante en medios hiper- 
osmolares o in vivo. La protema OmpF se cierra, como lo hizo en la cepa de tipo silvestre en condiciones similares, pero ahora no existe ninguna porina OmpC dis¬ 
ponible para el antibiotico. Sin ningun medio para entrar en la celula la cefalosporina es ineficaz y la cepa mutante ahora es resistente. 


no tiene acceso a la cadena de peptidoglucanos en crecimiento. 
Las protemas alteradas se indican mediante el agregado de un 
sufijo, que puede ser una letra o una designacion principal, al 
esquema de numeracion. Por ejemplo, el mecanismo de resis¬ 
tencia de alto nivel de Staphylococcus aureus a las penicilinas 
resistentes a la penicilinasa es la produccion de una variante de 
protema de union a penicilina 2 (PBP 2), designada PBP 2a. 
Como altemativa, puede haber una perdida de protemas de 
union que tienen la maxima afmidad por el antibiotico. 


La evidencia que apoya el papel de las protemas de union 
alteradas proviene de dos fuentes. Primero, la presencia de pro¬ 
temas alteradas se asocia con la aparicion de resistencia. La 
exposicion de los estafilococos a la meticilina indujo una alte- 
racion en la protema de union a penicilina 2 (PBP2) que la 
transformo en una forma variante (PBP 2a)‘'^’^^^ Las variantes 
que perdieron la resistencia no contenian la protema de union 
variante.Asimismo, los aislamientos de Streptococcus 
pneumoniae que eran resistentes a la penicilina mostraron 
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Figura 17-8 Efectos de tres proteinas de union a penicilina sobre la estructura de Escherichia coli\ se muestra la membrana plasmatica interna de E. coli (conres- 
pondiente a la capa A en la fig. 17-5). Tres proteinas de union a penicilina diferentes se numeran 1 a 3, en el orden del peso molecular decreciente. Tambien se pre- 
senta una variante de la protema 1 (la). Los antibioticos p-lactamicos que interactuan con la proteina 1 hacen que el bacilo se lise rapidamente. La interaccion con 
la protema 2 produce la formacion de celulas cocicas (C), que finalmente progresan hasta la lisis. Los antibioticos que interactuan con la protema 3 no producen 
lisis, pero causan un defecto en la informacion de las paredes cruzadas de modo que las celulas bacterianas se alargan y adoptan formas extranas (E). Las protei- 
nas de union a penicilina 4 a 6 (no se muestran) no son esenciales y no producen cambios obvios cuando los antibioticos interactuan con ellas.^’* 


menor afinidad de la penicilina por las celulas bacterianas ente- 
ras, los preparados de membrana y dos proteinas de union a 
penicilina importantes.^'^ Se ban comunicado resultados simi- 
lares para estreptococos viridans en Sudafrica.^° Por el contra- 
rio, la transicion de resistencia a hipersensibilidad fue asociada 
con la perdida de una protema de union de baja afinidad. La 
proteina de union de alta afinidad resultante se asocio entonces 
con sensibilidad al antibiotico unido. 

Las alteraciones en las proteinas de union pueden constituir un 
proceso de un solo paso, controlado por un gen linico, como el 
gen MecA, que codifica una PBP 2a variante en Staphylococcus 
aureus Sin embargo, en el caso de Streptococcus pneumoniae, 
las alteraciones de multiples proteinas de union conducen a un 
proceso de resistencia creciente en multiples pasos.'^^ 

Las alteraciones en las proteinas de union son mas impor- 
tantes para la resistencia de las bacterias grampositivas a los 
p-lactamicos que para las bacterias gramnegativas entericas y 
las especies de Pseudomonas. Sin embargo, los cambios en las 
proteinas de union tienen efectos considerables sobre algunas 
bacterias gramnegativas y algunos p-lactamicos. El mecanismo 
por medio del cual Haemophilus influenzae y Neisseria gono- 
rrohoeae que no producen p-lactamasa son resistentes a los 
P-lactamicos es la alteracion de las proteinas de union.^^’^^^ 
Incluso N. meningitidis, que durante tantos anos siguio siendo 
uniformemente sensible a la penicilina, ha desarrollado protef- 
nas de union alteradas que han producido resistencia a ese anti- 
biotico.^**^ La importancia clmica de estas proteinas de union 
esta bien ilustrada por el caso de un paciente en el cual H. 
influenzae no tipificable produjo meningitis. El paciente fue 
tratado con exito con cefuroxima. La cepa aislada no producia 


p-lactamasa y no contenia barreras para la permeabilidad, pero 
contenia proteinas que se unian poco a la cefuroxima. 
Incluso entre las enterobacterias pueden ser importantes los 
cambios en las proteinas de union. Los cambios en PBP 3 de 
Escherichia coli se asociaron con resistencia a la cefalexina y 
a algunas otras cefalosporinas.’^^ Asimismo, la resistencia al 
imipenem puede estar mediada por cambios en las proteinas de 
union, tanto entre las bacterias entericas, como Enterobacter 
aerogenes, como Acinetobacter baumanii.'^^'^^ En el caso de la 
cepa de Enterobacter, la proteina de union estaba en la mem¬ 
brana externa, mas que en la membrana citoplasmatica y puede 
haber sido importante en el transporte de antibioticos a traves 
de la membrana. 

La segunda linea de evidencia que apoya el papel de las pro- 
temas de union proviene de la observacion de que la perdida de 
la protema variante conduce al restablecimiento de la sensibili¬ 
dad o incluso a un estado de hipersensibilidad.^®’^* 119,326 

Se producen acontecimientos similares durante el desarrollo 
de resistencia a la vancomicina. El gen vanA de los enteroco- 
cos codifica las proteinas precursoras depsipeptidicas para pep- 
tidoglucano que saltean la interaccion de vancomicina con el 
termino D-alanil-D-alanil de los peptidos.*®^ La resistencia de 
Staphylococcus aureus a los glucopeptidos fue anticipada por 
el desarrollo de mutantes con menor sensibilidad en el labora- 
torio. La disminucion de la sensibilidad se asocio con la apari- 
cion de una nueva proteina de 39 kDa en el citoplasma y en 
algunas fracciones de la membrana junto con una desorganiza- 
cion considerable de la capa de peptidoglucanos.^^ 

Existen varias revisiones utiles de las proteinas de union a 
penicilina como mecanismos de resistencia."*^ 
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Enzimas que modifican a los antibioticos: las ^-lactama- 
sas. Otro grupo importante de protemas que reconocen a la 
penicilina es la clase de enzimas conocidas como (J-lactamasas. 
En la actualidad esta claro que las |3-lactamasas y las protemas 
de union a penicilina tienen un origen evolutivo comun aunque 
disiante.^^^ Ambas clases de compuestos deben interactuar con 
los (3-lactamicos para realizar su funcion. Se ban demostrado 
secuencias similares de aminoacidos en protemas de union a 
penicilina de alto y de bajo peso molecular y algunos tipos de 
P*lactamasa. Ademas, se ban documentado similitudes en la 
conformacion y la estructura tridimensional. Cabe senalar que 
fllgunas protemas de union a penicilina pueden funcionar como 
una p-lactamasa, aunque no en forma tan eficiente o con tanta 
importancia clinica como las p-lactamasas “profesiona- 
les*'.-®^^^^ Ademas, el mecanismo de accion tanto de las p-lac- 
tamasas como de la protema de union a penicilina con activi- 
dad transpeptidasa es la escision de un enlace amino por un 
mecanismo acil-enzimatico.'^ 

Las P-lactamasas constituyen una familia de enzimas cuya 
importancia varia desde el mecanismo casi exclusivo de resis¬ 
tencia estafilococica a la penicilina en un extreme basta com- 
ponentes de la pared celular sin importancia clinica en algunas 
bacterias entericas. Cualquier antibiotico o grupo de antibioti¬ 
cos P-lactamicos puede ser inactivado por estas enzimas. La 
cantidad de enzimas diferentes excede abora las 340, y el inten¬ 
se incremento no muestra ningun signo de aminorarse.^^-^^^®^ 
Al igual que la especificidad de las protemas de union a peni¬ 
cilina por los antibioticos P-lactamicos es un factor para deter- 
minar la sensibilidad de la bacteria al antibiotico; la especifici¬ 
dad de una p-lactamasa por un p-lactamico es un determinante 
importante de la eficiencia con la cual la enzima bidroliza el 
antibiotico. Una mutacion puntual en uno o mas aminoacidos 
puede modificar la especificidad de la molecula si se presenta 
en un area estructuralmente critica de la enzima,“*-^^ lo que 
lleva la lamantable situacion de que las bacterias puedan inuti- 
lizar en un instante inversiones millonarias en investigacion y 
desarrollo farmaceuticos. 

Existen pruebas de que las fuentes microbianas de antibioti¬ 
cos (como las especies de Streptomyces) producen el antibiotico 
y tambien las enzimas modificadoras que protegen al produc¬ 
er contra la autodestruccion. Es interesante recordar que 
Abrabam y Chain, dos de los cientiTicos fundamentals para el 
desarrollo de la penicilina, comunicaron la presencia de peni- 
cilinasa en una cepa de Bacillus {Escherichia) coli antes de la 
introduccion del uso clinico del antibiotico.^ Existen ejemplos 
de enzimas p-lactamasas documentadas antes de la introduc¬ 
cion local del sustrato antibiotico relevante.^^ Sin duda, la natu- 
raleza no creo las p-lactamasas solo para ocasionar problemas 
a los medicos infectologos y a las companias farmaceulicas. 
Dos grupos de investigadores ban presentado pruebas que apo- 
yan el concepto de que el papel fisiologico de las P-lactamasas 
es reestructurar el peptidoglucano durante el crecimiento de las 
celulas bacterianas.'^^^'’ Observaron que la smtesis de p-lacta¬ 
masas era inducida tanto por la presencia de antibioticos p iac- 
tamicos como por los precursores del medioambiente extrace- 
lular, lo que recuerda la similitud estructural de la penicilina y 
el termino dipeptidico de la D-alanina-D-alanina de las cadenas 
de peptidoglucano. 

Se ban disenado distintos esquemas de clasificacion, lo que 
conduce a cierta confusion en la nomenclatura. Un primer 
esquema de clasificacion util fue provisto por Richmond y 
Sykes,^^^ pero ha proliferado la cantidad y la variedad de enzi¬ 
mas mas alia de los limites de ese esquema. Un esquema mas 
moderno, sobre la base de la estructura molecular propuesta 


por Ambler^ incluye, por necesidad, solo enzimas que ban sido 
caracterizadas. Mas tarde, se establecio una clasificacion de las 
p-lactamasas, el esquema de Bush-Jacoby-Medeiros, para inte- 
grar las caracteristicas funcionales y moleculares.^^ Esta clasi¬ 
ficacion se resume en el cuadro 17-5, que tambien incluye la 
clase de Ambler correspondiente para cada uno de los grupos. 

El grupo mas importante consiste en las serina proteasas que 
tienen preferencia por las penicllinas o una actividad de amplio 
espectro (Ambler A; Grupo 2 de Bush-Jacoby-Medeiros) y que 
se encuentran en los cromosomas o sobre los plasmidos; por lo 
tanto, pueden transferirse con facilidad de una bacteria a otra. 
Tambien pueden localizarse sobre transposones que contienen 
genes para resistencia a otras clases de antibioticos, lo que con¬ 
duce a cepas bacterianas multirresistentes.^'^ Estas P-lactamasas 
clase A/grupo 2 pueden ser producidas en forma constitutiva o 
pueden requerir induccion. En este grupo se encuentran las 
enzimas estafilococicas y muchas de las P-lactamasas mas 
importantes de las bacterias gramnegativas. 

Las enzimas Ambler clase C/grupo 1 de Bush-Jacoby-Me¬ 
deiros son primariamente cefalosporinasas, constitutivas o 
inducibles, que se hallan sobre los cromosomas de las bacterias 
gramnegativas. En el cuadro 17-6 se resumen las caracteristicas 
de estas “P-lactamasas de amplio espectro”. 

En forma mas reciente y ominosa, las enzimas de clase C 
ban hallado su camino hacia los plasmidos, por medio de los 
cuales se ban diseminado entre las cepas bacterianas. 

Las enzimas Ambler clase B/grupo 3 de Bush-Jacoby- 
Medeiros (metaloenzimas) y las enzimas Ambler clase 
D/grupo 2d de Bush-Jacoby-Medeiros (oxacilinasas) ban sido 
consideradas de menor importancia clinica, pero cada vez se 
destaca mas el papel de las metaloenzimas. 

Algunas p-lactamasas, como las producidas por Staphylo¬ 
coccus aureus, ban sido estables durante vaiias decadas. Estas 
enzimas tienen un espectro de actividad algo restringido dirigi- 
do a las moleculas de penicilina. Las p-lactamasas mediadas 
por plasmidos de espectro mas amplio de las bacterias gram¬ 
negativas, como TEM-1 y SHV-1, tambien fueron estables 
durante muchos anos. Sin embargo, a comienzos de la decada 
de 1980, aparecieron diversas variantes enzimaticas que tenian 
un espectro de actividad ampliado contra muchos de los anti¬ 
bioticos P-lactamicos recien descubiertos. Estas P-lactamasas 
de espectro ampliado se hallaron primero en Europa, principal- 
mente en aislamientos de especies de Klebsiella, menos a 
menudo en Escherichia coUP^ Estas enzimas ban sido abora 
demostradas en muchas especies dentro de las enterobacterias 
(que incluyen especies de Enterohacter. especies de Serratia y 
Proteus mirahilis) y mas recientemente en otros generos, como 
Pseudomonas aeruginosa. Las nuevas enzimas y sus precur¬ 
sores, como TEM-1 y SHY-1, estan localizados sobre plasmi¬ 
dos, pero pueden haber sido derivados originariamente de una 
enzima cromosomica. Muchas de las nuevas P-lactamasas 
difieren entre si solo en la sustitucion de un unico aminoacido, 
pero los cambios tienen profundas implicaciones para el mane- 
jo clinico de las enfermedades infecciosas.'*^-^®^ En el cuadro 
17-6 se resumen las caracteristicas de las enzimas de espectro 
ampliado. Estas enzimas ban cobrado una importancia especial 
por varias razones: 1) se ban vuelto prevalentes en algunos cen- 
tros medicos de Europa y los Estados Unidos,^'^'’ 2) confieren 
resistencia contra casi todos los antibioticos P-lactamicos con 
la principal excepcion de los carbapenemicos, como imipenem. 
3) la resistencia a muchos antibioticos no es detectada facil- 
mente por muchas tecnicas de laboratorio de uso frecuente'^ 
(vease luego la explicacion sobre deteccion) y 4) en algunos 
casos la falla clinica ha sido el resultado del tratamiento con 



CuadrO 17-5 Esquema de clasificacion funcional de Bush-Jacobi-Medeiros para ^lactamasas (con relacion con el esquema de clasificacion molecular de Ambler) 

GRUPO 

TIPO ENZIMATICO 

INHIBICION 

POR 

CEAVULANATO 

CLASE 

MOLECULAR 

(AMBLER) 

CANTIDAD 
DE ENZIMAS 
(MINIMA) 

LOCALIZACION 

PREDOMINANTE 

DE LA ENZIMA 

EXPRESION 

PREDOMINANTE 

EJEMPLOS 

1 

Cefalosporinasa 

No 

C 

53 

Cromosomica o plasmido 

Las enzimas cromosomicas 
suelen ser inducibles; las 
enzimas de los plasmidos 
suelen ser constitutivas 

Resistencia a todos los p-lactamicos 
excepto carbapenemicos (a menos que se 
combine con cambios en las porinas) 

2a 

Penicilinasa 

Si 

A 

23 

Plasmido o transposon 

Inducible en 5. aureus 

Staphylococcus aureus; S. epidermis., espe- 
cies de Enterococcus', predominantemen- 
te penicilinas 

2b 

De amplio espectro 

Si 

A 

16 

Cromosomica o plasmido 

Inducible o constitutiva 

TEM-1, SHV-1; penicilinas y cefalospori- 

nas 

2be 

De espectro ampliado 

Si 

A 

119 

Plasmido 

Constitutiva 

TEM-3; SHV-2; Klebsiella oxytoca K-1; 
penicilinas y cefalosporinas 

2br 

Resistente a los inhibidores 

Disminuida 

A 

24 



Fundamentalmente derivado del tipo TEM 

2c 

Cerbenicilinasa 

Si 

A 

19 



PSE-1, CARB-3; BRO-1; carbenicilina 

2d 

Cloxacilinasa 

Si 

DoA 

31 



OXA-1; PSE-2; Streptomyces cacaoi, clo- 
zacilina/oxacilina 

2e 

Cefalosporinasa 

Si 


20 



Proteus vulgaris; bacteroides fragilis 

Cep A; cefalosporinas 

2f 

Carbapenemasa 

Si 

A 

4 



Enterobacter cloacae IMl-1; NMC-A; car¬ 
bapenemicos 

3 

Metaloenzima 

No 

B 

24 



Stenotrophomonas maltophilia L1; todas 
las clases de p-lactamicos excepto los 
monobactamicos 

4 

Penicilinasa 

No 


9 



Burkholderia cepacia: otras enzimas no 
secuenciadas que no se ajustan a otros 
grupos 

Adaptado de las referencias^^ 
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Cuedro 17-6 Caracteristicas de las P-lactamasas ^^de amplio espectro*’ mediadas por plasmidos mas frecuentes 

PARAMETRO 

P-LACTAMASAS DE ESPECTRO AMPLIADO 

P-LACTAMASAS AMPC 

Primer ano de comunicacion 

1983 

1988 

Especies bacterianas afectadas 

Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; especies de 
Enterobacter; especies de Salmonella; especies de 
Proteus; especies de Citrobacter; Morganella mor- 
ganii; Serratia marcescens; Shigella dysenteriae; 
Pseudomonas aeruginosa: Burkholderia cepacia; 
Capnocytophaga ochracea y otras 

Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; especies de 
Salmonella; Citrobacter freundii; Enterobacter aerogenes; 
Proteus mirabilis 

Inhibicion por inhibidores de la 

Si 

No 

p-lactamasa (p. ej., clavulanato) 

Localizacion de la enzima 

Plasmido 

Plasmido (derivado de enzima cromosomica inducible) 

Expresion 

Constitutiva 

Constitutivo (una excepcion) 

Antibioticos indicadores 

Aztreonam, ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima, cef- 
podoxima 

Posiblemente cefoxitina o cefotetan 

Mecanismo de deteccion (examen 

Antibiotico indicador con inhibidor de la p-lactamasa 

Problematico; utiliza K. pneumoniae (ninguna enzima AmpC 

de deteccion) 

o sin e\ 

cromosomica) como “pantalla institucional” 

Problemas asociados 

La presencia de una p-lactamasa de espectro ampliado 
puede estar enmascarada por la coexistencia de la 
enzima AmpC 

Dificil de diferenciar el plasmido de las enzimas 
cromosomicas 

Efecto del inoculo 

Si 

Si 

Eficacia de p-lactamicos aparente- 

No 

Probablemente no 

mente sensibles a la presencia de 
la enzima 

Tratamiento con combinaciones de 

Controversial 

No 

p-lactamico/inhibidor de la p-lac- 
tamasa 

Adaptadode las 




antibioticos p-lactamicos que parecian ser eflcaces in vitro.^"*^ 
El reconocimiento de una epidemia de infeccion causada por 
una p-lactamasa de espectro ampliado se diflrio porque las 
pruebas de sensibilidad por difusion con discos produjeron in¬ 
formes falsos de sensibilidad. 

Inhibidores de las p-lactamasas. La ultima pieza del rom- 
pecabezas de las protemas que reconocen a la penicilina es la 
iniroduccion de los inhibidores de las P-lactamasas.^^ Estos 
compuestos se asemejan a los antibioticos p-lactamicos lo 
suficientemente bien como para que puedan unirse a las p-lac- 
tamasas, ya sea en forma reversible o irreversible, lo que pro¬ 
tege al antibiotico de la destruccion. Cuando son mas eficces 
sirven como bombarderos suicidas y absorben toda la enzima 
disponible.^^^ No sorprende que estos compuestos, que deben 
imitar a los p-lactamicos para funcionar, tambien tengan una 
actividad antibacteriana limitada propia. De hecho, despues de 
que el aztreonam fuera desarrollado como un antibiotico P-lac- 
tamico, se descubrio que tenia actividad adicional como inhi- 
bidor de la p-lactamasa.^^ Los tres inhibidores de la actividad 
de P-lactamasas que han hallado un lugar en la medicina cli- 
nica son el acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam. 
Los tres son eficaces contra la penicilinasa estafilococica y tie- 
nen una eficacia variable contra las enzimas cromosomicas de 
las bacterias gramnegativas. El clavulanato y el tazobactam son 
superiores al sulbactam en la actividad contra las P-lactamasas 
mediadas por plasmidos de los microorganismos gramnegati- 
vos, que incluyen las P-lactamasas de espectro ampliado.^"^ No 


existe ninguna diferencia importante entre las actividades inhi- 
bidoras del clavulanato y el tazobactam, aunque el espectro de 
su actividad es diferente. Algunas enzimas de espectro amplia¬ 
do son resistentes a la actividad de los tres compuestos. El cla¬ 
vulanato es un inductor mas eficiente de las p-lactamasas clase 
C/grupo 1 AmpC que el tazobactam o el sulbactam. 

P-lactamasas y resistencia a los antibioticos. Las P-lacta¬ 
masas de las bacterias grampositivas, representadas predominan- 
temente por los estafilococos, son en su mayor parte enzimas de 
clase C inducibles que se forman en la membrana celular, pero 
tambien son excretadas de manera extracelular (fig. 17-4). Las 
implicaciones practicas de estas caracteristicas son dobles. En 
primer lugar, las bacterias deben estar expuestas al antibiotico 
p-lactamico antes de que la enzima se produzca en grandes 
cantidades. En el laboratorio es posible destruir las bacterias 
con grandes cantidades de antibiotico antes de que ocurra la 
induccion enzimatica, lo que produce la falsa impresion de sen¬ 
sibilidad. En teoria, tambien se podrian matar pequenas canti¬ 
dades de estafilococos in vivo antes de la induccion de p-lacta- 
masa, pero no se ha documentado esta eventualidad. Segundo, 
la produccion extracelular de P-lactamasa podria proteger las 
bacterias coinfectantes que no producen la enzima. Se ha pos- 
tulado la hipotesis de que las recaidas de la faringitis estrepto- 
cocica despues del tratamiento con penicilina podrian ser cau- 
sadas por este mecanismo,^^ pero otros investigadores no han 
podido documentar una relacion entre la presencia de bacterias 
que producen P-lactamasa y el resultado del tratamiento.^^ 
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Las P-lactamasas de las bacterias gramnegativas son mas 
complicadas y el nivel creciente de complejidad no muestra nin- 
gun signo de disminuir (cuadro 17-5). Las enzimas cromosomi- 
cas que eran expresadas constitutivamente en bajo nivel en 
muchas especies entericas (clase C/grupo 1) fueron aumentadas 
primero por enzimas de amplio espectro inducibles codificadas 
por plasmidos o transposones (clase A/grupo 2), mas tarde por 
mutaciones en las enzimas de espectro ampliado mediadas 
por plasmidos (tambien clase A/grupo 2) y mas recientemente 
por la aparicion de las enzimas clase C/grupo 1 sobre plasmi¬ 
dos. La complejidad esta acentuada por varios factores, que se 
resumen en el recuadro 17-1. 


ANTIBIOTICOS QUE NO ACTUAN SOBRE LA PARED 
CELULAR 

Produccion de enzimas modificadoras. Las enzimas modificado- 
ras tambien son importantes para algunos antibioticos que ejer- 
cen sus efectos dentro del citoplasma de las celulas bacterianas. 
El mecanismo primario para el desarrollo de resistencia a los 
aminoglucosidos se realiza a traves de enzimas modificadoras. 
Existen tres tipos generales de procesos: 1) fosforilacion, 2) 
acetilacion y 3) adenilacion. Todos los antibioticos aminoglu¬ 
cosidos corren riesgo de inactivacion por una de estas enzi- 
Aunque los tres tipos de enzimas se encuentran en 
todos los tipos de bacterias, las de los microorganismos gram- 
positivos y gramnegativos son diferentes. Las enzimas de las 
bacterias gramnegativas que inactivan la estreptomicina y la 
kanamicina se ban difundido tanto que estos antibioticos ban 
caido fuera del uso clinico frecuente. La amikacina es menos 
vulnerable a estas enzimas inactivadoras, pero puede volverse 
ineficaz por otros mecanismos, sobre todo en Pseudomonas 
aeruginosa. La resistencia a los aminoglucosidos ba aparecido 
en proporciones epidemicas en los bospitales de todo el 
mundo.’^*^ Miller y cols., que resumieron los resultados de 
numerosos estudios, observaron variaciones en el tiempo y 
entre las regiones geograficas7^ Parecia existir una relacion 
entre la resistencia y los patrones de uso de antibioticos. 
Especialmente se observe la presencia de una enzima que ace- 
tila a la amikacina pero no a la gentamicina, o ejemplo de la 
inventiva de las bacterias. 

La eritromicina y el cloranfenicol tambien pueden ser inac- 
tivados por via enzimatica. En el caso del cloranfenicol, la en¬ 
zima acetiltransferasa es responsable de la mayor parte de la 
resistencia clinica.^^ Un mecanismo menor para la resistencia a 
las tetraciclinas es la inactivacion enzimatica.^^^ 

En las bacterias grampositivas, la resistencia a los macroli¬ 
dos y las lincosamidas puede ser producida por varios metodos 
aislados o en combinacion: inactivacion enzimatica, alteracion 
de los puntos diana cromosomicos o expulsion activa.^^^ Se ban 
identificado muebos genes (erm) de metilasa rRNA,^^^ los cua- 
les son muy importantes porque producen el fenotipo MLSg, 
que confiere resistencia a todos los macrolidos (entre ellos cla- 
ritromicina y azitromicina), lincosamidas (clindamicina) y 
estreptograminas (quinupristina-dalfopristina). 

Alteracion de los sitios diana. Los cambios en la afinidad de los 
puntos diana ribosomicos por las enzimas son importantes para 
la resistencia a algunos antibioticos, sobre todo tetraciclina, 
eritromicina, quinolonas, aminoglucosidos, trimetoprim y sul- 
fametoxazol. Aunque el mecanismo de resistencia primario 
para las tetraciclinas es el mecanismo de expulsion, tambien se 
describio la proteccion de los ribosomas por una proteina solu¬ 
ble como un mecanismo secundario importante.^*^^ Las altera- 
ciones en el sitio ribosomico de accion de los macrolidos y las 


Recuadro 17-1 Caracten'sticas selecclonadas de las 
P-lactamasas 


1. Multiples p-lactamasas de diferentes tipos pueden ser expresadas en la 
misma cepa de bacterias. Las diferentes enzimas pueden tener diferen¬ 
tes implicaciones clmicas y cada vez es mas dificil identificar los perfi- 
les enzimaticos en todos los laboratorios clinicos a excepcion de los 
mas sofisticados. Por ejemplo. la presencia de una p-lactamasa de 
espectro ampliado clase A/grupo 2 puede estar enmascarada por la pre¬ 
sencia de una P-lactamasa clase C/grupo 1-5 316 (vease explicacion de la 
deteccion mas adelante). 

2. Los efectos del inoculo pueden dificultar la deteccion de una resistencia 
importante de relevancia clinica.^'^Los microorganismos que producen 
p-lactamasas de espectro ampliado demuestran una resistencia creciente 
a las cefalosporinas de tercera generacion con un inoculo bacteriano 
creciente (efecto del inoculo)/^^ fenomeno que probablemente sea cau- 
sado por la incapacidad de los antibioticos para destruir a las bacterias e 
inhibirlas.^*^ Las cefamicinas, que a menudo parecen ser sensibles in 
vitro, tampoco pueden ejercer actividad bactericidal'^ y el lugar de estos 
antibioticos en el tratamiento es poco claro. El imipinem, que tiene acti¬ 
vidad bacteriostatica y bactericida, parece eficaz in vitro y es terapeuti- 
camente activo contra las cepas que no tienen otros mecanismos para la 
resistencia. Aunque los inhibidores de la P-lactamasa inhiben a las 
p-lactamasas de espectro ampliado, el papel de estos agentes en el trata¬ 
miento de las infecciones humanas tambien es controversial. En un 
estudio, el uso de inhibidores de la p-lactamasa parecid disminuir la 
propagacion de enzimas productoras de p-lactamasas de espectro 
ampliado, pero el uso de estos agentes generalmente no se recomienda 

y el lavado de las manos sigue siendo la piedra fundamental de las 
medidas para controlar la propagacion de las infecciones intrahospitala- 
rias.-^^ Cuando se infectaron en forma experimental ratas con una cepa 
de Klebsiella pneumoniae que producia una p-lactamasa TEM-26, las 
combinaciones de ampicilina-sulbactam y piperacilina-tazobactam fue¬ 
ron etlcaces para reducir los recuentos de colonias bacterianas en los 
abscesos intrabdominales. pero el imipenem proporciono el tratamiento 
mas eficaz.^^® 

3. Cada enzima tiene diferentes atinidades para distintos antibioticos 
p-lactamicos, pero la hiperproduccion de una enzima puede volver 
inactivo a un antibiotico que normalmente es eficaz.'"- -'^’ 

4. Se han caracterizado enzimas que son activas contra casi todos los anti¬ 
bioticos p-lactamicos, aun aquellos (como los carbapenemicos) que no 
suelen ser afectados por las enzimas comunes.^^^ "'^ 

5. No es raro que la misma cepa bacteriana presente mecanismos de resis¬ 
tencia redundantes. Por ejemplo, una p-lactamasa clase A/grupo 2 que 
es inhibida por acido clavulanico (y podria ser tratada teoricamente con 
una combinacion p-lactamico-inhibidor de la p-lactamasa) tambien 
puede contener una mutacion de la porina que vuelve resistente a la 
bacteria a multiples antibioticos con la presencia de inhibidores de la 
p-lactamasa o sin ella.-^ La resistencia a ceftazidima y piperacilina- 
tazobactam (habitualmente no inactivados in vitro por las p-lactamasas 
de espectro ampliado) en una cepa de Klebsiella pneumoniae fue adju- 
dicada a la combinacion de una p-lactama.sa SHV-1 (clase A; grupo 2) 
y una alteracion en las proteinas de la membrana externa.-^-'* Asimismo, 
el imipenem (no afectado por las p-lactamasas de espectro ampliado) 
fue inactivado por una combinacion de una P-lactamasa AmpC mediada 
por plasmidos (clase C; grupo 1) y la perdida de una proteina de la 
membrana externa. 

6. Por ultimo, los transposones pueden transportar genes para la resisten¬ 
cia de multiples antibioticos fuera de los p-lactamicos, como fluoroqui- 
nolonas, trimetoprim-sulfametoxazol o aminoglucosidos. 
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lincosamidas, como eritromicina y clindamicina, son mecanis- 
mos imporiantes para la resistencia contra este grupo de anti- 
bioiicosJ^^’^^® La mutacion en el sitio diana de la DNA girasa 
de las quinolonas es el mecanismo principal para la resistencia 
a este importante grupo de antibioticos, tanto en bacterias 
grampositivas como gramnegativas/^^ aunque la resistencia 
lambien puede estar mediada por barreras en la difusion a tra- 
\es de la pared celular. En algunos generos (p. ej.. Staphylo¬ 
coccus aureus o Pseudomonas aeruginosa) una unica mutacion 
es suficiente para conferir resistencia; en otros (p. ej., 
Campylobacter jejuni, Escherichia coli o Neisseria gonorrho- 
eae) se necesitan multiples mutaciones.'^^ La resistencia a los 
aminoglucosidos puede estar mediada por alteraciones en los si- 
tios diana ribosomicos y por inactivacion enzimatica. Cuando 
este mecanismo esla operando, puede existir en realidad una 
acumulacion (ineficaz) de antibiotico dentro de la celula bacte- 
riana.^ Un mecanismo importante de resistencia a sulfametoxa- 
zol y a trimetoprim es la alteracion de las enzimas diana 
secuenciales en la via bioquimica para la formacion de acidos 
nucleicos. dihidropteroato sintetasa para sulfamidas y dihidro- 
folaio reductasa para trimetoprim.'^^ 

Desviacion como mecanismo de resistencia. Los mutantes auto- 
troficos que necesitan timina para su crecimiento pueden ser 
capaces de evitar la actividad de trimetoprim y sulfametoxazol 
in vitro con el uso de sustratos disponibles y vias alternati- 
vas.-"^^ El ejemplo de mayor importancia clinica de un meca¬ 
nismo de desviacion es la capacidad de las cepas naturales de 
las especies de Enterococcus para utilizar compuestos como 
acido polmico para el crecimiento in vivo en presencia de tri- 
metoprim-sulfametoxazol.'^®’^'^* Las cepas pueden parecer sen- 
sibles in vitro, aunque no responden a la antibioticoterapia in 
vivo. El resultado in vitro puede ser transformado de sensible a 
resistente mediante el agregado de acido polmico al medio de 
prueba. Por lo tanto, los enterococos no deben ser evaluados 
contra trimetoprim-sulfametoxazol. 

INTERACCIONES ENTRE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA 

Muchas bacterias han desarrollado diversos mecanismos de 
resistencia que a menudo son complementarios. Ya se ha men- 
cionado la presencia de numerosas enzimas (i-lactamasas dife- 
rentes en la misma bacteria. Un caso clasico para el estudio de 
los problemas de resistencia es el de Pseudomonas aeruginosa, 
que combina una lista numerosa de mecanismos de resistencia 
con la capacidad de causar infecciones serias en pacientes con 
enfermedades graves. 

El mejor ejemplo de las defensas sinergicas es la combina- 
cion de barreras contra la difusion de los antibioticos p-lacta- 
micos a traves de la membrana celular externa de las bacterias 
gramnegativas y la produccidn de (i-lactamasas en el espacio 
limitado de la capa de peptidoglucano entre las dos membranas 
(fig. 17-5). En consecuencia, aumenta mucho la eficacia con la 
cual las enzimas pueden degradar el antibiotico. Se puede uti¬ 
lizar una analogia militar para ilustrar la utilidad de la estrate- 
gia bacteriana. Las bacterias grampositivas que permiten el 
acceso relativamente libre a la membrana celular interna, pero 
pueden secretar enzimas en el medioambiente extracelular (fig. 
17-4) son analogas a los combatientes que cuentan con una 
artilleria pesada de largo alcance, pero se enfrentan a un ejer- 
cito enemigo desplegado en una planicie abierta. Por el contra- 
rio, las bacterias gramnegativas tienen solo rifles de un solo 
tiro, pero han ubicado a sus tiradores de primera para eliminar 
a los soldados enemigos a medida que marchan en una sola 
hilera a traves del paso de montaha de los canales de porina y 


la capa de peptidoglucano. El ejemplo de la estrategia combi- 
nada es bien ilustrado por Serratia marcescens, que suele ser 
sensible a las cefalosporinas de tercera generacion y a los car- 
bapenemicos.'^^ Una cepa que produjo grandes cantidades de 
una P-lactamasa cromosomica tenia resistencia de bajo nivel a 
estos antibioticos. Sin embargo, cuando se agregaron a la p- 
lactamasa barreras al pasaje del antibiotico a traves de la mem¬ 
brana externa, el microorganismo aislado se volvio altamente 
resistente a los antibioticos. 

El fenomeno de complementacion tambien se puede ilustrar 
observando los efectos de un inoculo en la interaccion entre 
distintas bacterias gramnegativas y antibioticos P-lactamicos 
(fig. 17-9). Una cepa de Haemophilus influenzae productora de 
p-lactamasa, que tiene barreras minimas contra el transporte 
de ampicilina a traves de la membrana, es destruida en forma 
eficaz si la relacion de la bacteria con las moleculas de anii- 
biotico es pequena. Sin embargo, si la relacion aumenta, las 
moleculas de antibiotico ya no pueden alcanzar a todas las bac¬ 
terias, de modo que algunos microorganismos escapan al dano 
y son capaces de multiplicarse. Este fenomeno, conocido como 
efecto del inoculo, tiene importantes implicaciones potenciales 
para las pruebas en el laboratorio. Por el contrario, las bacterias 
entericas que tienen barreras importantes contra el pasaje del 
antibiotico a traves de la membrana son resistentes a la activi¬ 
dad bactericida aun cuando se presenten pocas bacterias. No 
existe ningun efecto de inoculo. 

Por otra parte, los cientiTicos han utilizado su conocimiento 
de los mecanismos de accion de los antibioticos para construir 
combinaciones sinergistas que pueden derrotar los mecanismos 
de defensa bacterianos. La combinacion de sulfametoxazol y 
trimetoprim es un buen ejemplo de la eficacia del uso de dos 
farmacos que actuan en diferentes puntos en una importante via 
bioquimica bacteriana. Asimismo, la combinacion de antibioti¬ 
cos p-lactamicos e inhibidores de la p-lactamasa tiene una 
logica obvia como estrategia terapeutica. Por ultimo, la combi¬ 
nacion de aminoglucosidos y P-lactamicos para la infeccion 
enterococica grave, utilizada al inicio en forma empirica,'^' 
tiene una base racional una vez que se comprenden los meca¬ 
nismos de accion de los antibioticos y la resistencia bacteria¬ 
na (fig. 17-10). Los enterococos son intrmsecamente resisten¬ 
tes a los aminoglucosidos, que no atraviesan la pared celular 
bacteriana de modo eficaz. Sin embargo, el agregado de p-lac- 
tamicos desorganiza lo suficiente el peptidoglucano de la 
pared celular de modo que los aminoglucosidos pueden pene- 
trar en el citoplasma y ganar acceso a sus sitios diana riboso¬ 
micos. Por su parte, los enterococos han respondido desarro- 
llando varios mecanismos para la resistencia a la combinacion 
sinergica: alteraciones de las protemas de union y p-lactama¬ 
sa para las penicilinas y resistencia de alto nivel a los amino¬ 
glucosidos por degradacion enzimatica o alteraciones riboso- 
micas. 


El laboratorio como guta del tratamiento antibiotico 

Un farmaco quimioterapico es un compuesto quimico que se 
utiliza en el tratamiento de una enfermedad. El compuesto 
puede tener un origen celular o puede haber sido sintetizado por 
un quimico en el laboratorio. La enfermedad puede ser de cual- 
quier tipo, incluidos los procesos infecciosos y neoplasicos. Un 
antibiotico es un agente antimicrobiano que es derivado de un 
microorganismo; un antibiotico es un farmaco que actua funda- 
mentalmente contra los microorganismos infecciosos. 
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A 

Betalactamasa positiva, alta permeabilidad; 
p. ej., Haemophilus y ampicilina 


B 

Betalactamasa positiva, baja permeabilidad; 
p. ej., Enterobactery ampicilina 



c 

Betalactamasa positiva, alta permeabilidad; 
efecto del inoculo 


D 

Betalactamasa positiva, baja permeabilidad; 
sin efecto del inoculo 


Figura 17-9 Actividad complementaria de p-lactamasa y barreras contra la difusion a traves de las membranas extemas, como se demuestra por.los efectos del 
inoculo en las bacterias gramnegativas (A). Una cepa de Haemophilus influenzae productora de P-lactamasa permite la libre difusion de ampicilina (A) a traves de 
la pared celular. A pesar de la presencia de la enzima, el antibiotico es capaz de destruir una pequena cantidad de bacterias (X). (C) La presencia de gran cantidad 
de bacterias supera el efecto del antibiotico; una porcion de la poblacidn bacteriana escapa a la lesioay es capaz de reproducirse. (B y D) For el contrario, una cepa 
de Enterobacter cloacae tambien produce p-lactamasa, pero ademas limita la entrada del antibiotico en su sitio de accidn sobre la membrana plasmatica interna. 
En consecuencia, una porcidn de la poblacidn bacteriana puede escapar a la destruccion antibiotica y reproducirse, ya sea que el inoculo sea grande o pequeno. 
Existe un efecto de inoculo con H. influenzae y ampicilina, pero no con Enterobacter y ampicilina. La importancia de combinar dos mecanismos de resistencia; 
produccion de enzimas inactivadoras y restriccion del transporte de antibioticos a traves de la membrana celular externa, es fundamental para el resultado dicoto- 
mico. En el texto, se explican otras causas de los efectos del inoculo. 


Los microbiologos pueden ser de gran ayuda para los medi¬ 
cos. Pueden evaluar las interacciones in vitro entre un microbio 
aislado y los antibioticos que senan apropiados para el trata- 
miento de una infeccion in vivo. Su investigacion en el labora- 
torio puede proporcionar datos para ayudar al medico a decidir 
si las dosis seleccionadas de un antibiotico son suficientes. 

Varios de los sistemas comerciales para medir la sensibilidad 
ofrecen resultados rapidos, lo cual permite a los microbiologos 
comunicar los resultados de la identiflcacion y la sensibilidad 
el mismo dia que se ha aislado la cepa en el cultivo. Doren y 
cols, evaluaron cuidadosamente el impacto clinico de los infor¬ 
mes “rapidos”.’® Durante un aho se evaluaron las bacterias ais- 
ladas utilizando un metodo comercial rapido (grupo rapido) o 
los metodos convencionales durante toda la noche (grupo con- 
vencional). El tiempo medio hasta el informe de los resultados 


fue de 11,3 horas y de 19,6 horas en los grupos rapido y con- 
vencional, respectivamente. La duracion de la hospitalizacion 
fue comparable en los dos grupos, pero ocurrieron mejorias 
significativas en el grupo rapido para los factores mencionados 
en el recuadro 17-2. 

Un estudio ulterior de los aislamientos de hemocultivos 
demostro una correlacion estadistica entre el mayor tiempo 
desde la recoleccion de los hemocultivos hasta el informe ini- 
cial de los resultados con una mayor duracion de la estadia 
hospitalaria.*^ En este caso la deteccion mas rapida de aisla¬ 
mientos bacteriemicos con instrumentos que evaluan continua- 
mente el crecimiento en los frascos de hemocultivos fue res- 
ponsable del efecto. Presumiblemente, la deteccion y el informe 
mas rapidos de los resultados de la sensibilidad pudieron pro- 
ducir resultados aditivos, si no sinergicos. 
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D Resistencia de alto nivel a los aminoglucosidos 


Figura 17-10 Respuesta microbiana de los enterococos a la actividad sinergica de los antibioticos aminoglucosidos y p-lactamicos. En cada panel la membrana 
de una celula aislada y la pared celular de peptidoglucanos circundante (comparese con la fig. 17-4) de un enterococo rodean el citoplasma que contiene ribosomas. 
(A) Resistencia intrinseca de los enterococos a la gentamicina, que no atraviesa la membrana celular eficientemente y, por lo tanto, nunca alcanza el sitio diana, el 
ribosoma bacteriano. (B) Un antibiotico p-lactamico ha desorganizado la membrana celular al hacer “perforaciones” en la membrana, de modo que el aminoglu- 
cosido puede atravesar para alcanzar su sitio diana ribosomico. La combinacion de P-lactamico y aminoglucosido, ninguno de cuales es totalmente eficaz solo, 
produce una accion antibiotica sinergica. (C) El enterococo resistente ha producido p-lactamasa, lo que anula el efecto del antibiotico p-lactamico y reproduce la 
situacion que se encuentra en A. Otra vez el aminoglucosido es incapaz de alcanzar el sitio diana ribosomico. (D) Otra estrategia microbiana: en este caso el p-lac¬ 
tamico sigue siendo eficaz y el aminoglucosido puede alcanzar su sitio diana ribosomico. Sin embargo, los ribosomas alterados bloquean la actividad antibacteria- 
na del aminoglucosido (T) una vez que alcanza el sitio ribosomico. Ya no se presenta actividad sinergica. Como altemativa, las enzimas modificadoras de los amino¬ 
glucosidos (M) inactivan el antibiotico antes de que alcance el ribosoma. Se pierde nuevamente la actividad sinergica, porque las bacterias han adquirido resistencia 
de alto nivel al aminoglucosido. Obviamente, ambos mecanismos de resistencia bacterianos que se muestran en C y D podrian estar operando en la misma cepa, lo 
que produce una doble sombra. 
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Recuadro 17-2 Factores afectados positivamente por la 
determinacidn rapida de la sensibilidad a 
los antibidticos en las bacterlas patdgenas 

1. Tasa de mortalidad, 

2. Cantidad de estudios de laboratorio realizados. 

3. Cantidad de procedimientos por imagenes. 

4. Dias de intubacion. 

5. Dias transcurridos en un area de cuidados intensivos o intermedios. 

6. Tiempo hasta la alteracion del tratamiento antibiotico. 

7. Costos totales de la hospitalizacion. 


En este capitulo se explica la evaluacion de los antibidticos 
que son activos contra bacterias aerobias y anaerobias faculta- 
tivas. La evaluacion de las bacterias anaerobias, las micobacte- 
rias y los bongos se explica en los capitulos 16, 19 y 21, res- 
pectivamente. 

Los procedimientos para evaluar los antibidticos se resumen 
en el cuadro 17-7, que incluye una breve descripcidn de cada 
una de las pruebas y una lista de muestras que el laboratorio 
debe tener a mano. Las pruebas pueden ser divididas conve- 
nientemente en dos grupos: 1) pruebas que predicen la eficacia 
del tratamiento y 2) pruebas que contwlan la eficacia del trata¬ 
miento. 


Se ban disenado varios tipos de pruebas de sensibilidad a los 
antibidticos (antibiogramas). Las dos pruebas de referencia son 
los procedimientos por dilucidn macroscdpica en caldo y por 
dilucidn en agar. Ambos estan ideados para cuantificar la con- 
centracidn minima de un antibidtico que inbibe el crecimiento 
visible in vitro del microbio: la concentracidn inbibitoria mini¬ 
ma (CIM). La prueba mas utilizada para guiar el tratamiento 
con antibidticos es el antibiograma por difusidn con discos 
(prueba de Bauer-Kirby), en el cual las interpretaciones clini- 
cas se derivan de las correlaciones con la prueba de referencia. 
En los ultimos anos, una cantidad creciente de laboratorios ban 
utilizado de rutina una prueba en caldo miniaturizada (prueba 
por microdilucidn en caldo) o un sistema comercial automati- 
zado. La prueba por microdilucidn en caldo se ba difundido 
tanto y ba sido tan bien estudiada que se convirtid en el patrdn 
de referencia para muchos investigadores. 

Existen abora en el comercio distintas opciones para los 
estudios de sensibilidad a los antibidticos, que incluyen las pla- 
cas de CIM (tanto congeladas como desbidratadas), el analisis 
computarizado del crecimiento y la difusidn de gradientes. A 
los fines de la explicacidn de este capitulo estos metodos seran 
incluidos en la designacidn “pruebas de dilucidn” o “pruebas 
de CIM”. 

Los procedimientos restantes para evaluar los antibidticos 
pocas veces se utilizan o suelen realizarse en laboratorios de 
quimica clmica. Estos procedimientos de prueba complemen- 
tarios se mencionan en el recuadro 17-3. El lector interesado 
puede consultar la edicidn anterior de este libro. 


Cuadro 17-7 Guia del tratamiento antibiotico 



PROCEDIMIENTO 

DEFINICION 

MUESTRAS 

INDICACIONES 

Concentracidn inhibitoria 

La concentracidn minima del antibidtico 

Microorganismo 

Sensibilidad a los antibidticos de los aislamientos si se esta- 

minima (CIM, caldo o 
agar) 

que inhibe el crecimiento visible 

aislado 

blece papel etioldgico y la sensibilidad (o resistencia) no es 
predecible 

Difusidn con discos 

Diametro de inhibicidn del crecimiento 
alrededor del disco de papel impregnado 
con el antibidtico 

Microorganismo 

aislado 

Metodo simplificado para aproximar la CIM con correlacio¬ 
nes interpretativas 

Calculo de la curva de 

CIM calculada sobre la base del efecto del 

Microorganismo 

Calculo de CIM computarizado integrado con identificacidn 

crecimiento 

antibidtico en las especies particulares 

aislado 

(p. ej.. Vitek) 

Difusidn por gradiente 

CIM determinada por la interseccidn del 
crecimiento bacteriano con las concen¬ 
traciones graduadas de un antibidtico en 
una tira de papel 

Microorganismo 

aislado 

Metodo comercial (Etest®) util en determinadas situaciones 

Deteccidn molecular 

Demostracidn molecular de gen/es o pro- 
ducto/s genetico/s responsable/s de la 
resistencia 

Microorganismo 

aislado 

Mas litil cuando se presenta un unico gen de resistencia, p. 
ej., alteraciones en PBP 2 en estafilococos; tambien se utili- 
za para la caracterizacidn de p-lactamasas 

Concentraciones bacteri- 

Concentracidn minima del antibidtico que 

Microorganismo 

Pocas veces esta indicado; posiblemente endocarditis estrep- 

cidas mini mas 

destruye el 99,9% del inoculo 

aislado 

tocdcica; potencialmente para osieomielitis; potencialmente 
aislamientos tolerantes si no responde al tratamiento 

Concentraciones de los 

Concentracidn (pg/mL) del antibidtico en 

Pico en suero. 

Impredicibilidad de las concentraciones pico o potencial para 

antibidticos 

suero 

minima en suero 

la toxicidad; puede ser incorporado en algoritmo de manejo 

Tftulos bactericidas en 

Dilucidn del suero que destruye el 99,9% 

Pico en suero. 

Pocas veces esta indicado; posiblemente endocarditis bacte- 

suero 

del inoculo 

minima en suero, 
microbio aislado 

riana, osteomielitis, sepsis por gramnegativos en pacientes 
inmunodeprimidos 

Pruebas sinergicas 

Actividad sinergica de multiples 
antibidticos 

Microorganismo 

aislado 

Procedimiento de investigacion para el desarrollo de regime- 
nes terapeuticos; pocas veces, confirmacion de sinergia 
contra aislamientos individuates, mas comunmente en 
microorganismos ai si ados en las vias respiratorias de 
pacientes con fibrosis quistica 
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Recuadro 17-3 Otros procedimientos para evaluar los 
antibioticos 


1. Determinacion de la actividad bactericida y de la actividad inhibitoria 
de los antibioticos contra las bacterias aisladas 

2. Medicion de la actividad antibacteriana de los farmacos en combina- 
cidn, tambien conocida como prueba de sinergia 

3. Cuantificacion de las concentraciones del antibiotico en liquidos corpo- 
rales, sobre todo suero 

4. Determinacion de la actividad bactericida en suero. a veces denominada 
prueba de Schlichter 


El medio mas util para evaluar si el tratamiento antibiotico 
es adecuado en muchas infecciones es la respuesta clmica del 
paciente al tratamiento y, si fuera necesario, la demostracion 
mediante cultivos repetidos de que el microorganismo infec- 
tante ha sido eliminado (curacion bacteriana) o persiste (fraca- 
so bacteriano). Lamentablemente, una curacion bacteriana no 
siempre asegura un resultado clmico satisfactorio. 

Es importante senalar que las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos estan destinadas a ser una guia para el medico, no 
una garantia de que un antibiotico sera eficaz en el tratamien¬ 
to. Un objetivo de los microbiologos ha sido, y debe seguir 
siendo, la provision de pruebas in vitro estandarizadas que pue- 
dan ser reproducidas dia a dia y de un laboratorio a otro. Sin 
reproducibilidad no existe ninguna base cientiTica para el trata¬ 
miento. Sin embargo, en la lucha por la estandarizacion, es 
posible que no se tenga en cuenta la variabilidad de cada infec- 
cion y de cada paciente. Los factores que determinan el pro- 
nostico de un proceso infeccioso son complejos y, en muchos 
casos, son evaluados en forma incompleta por las pruebas in 
vitro.^^^ Los ejemplos que siguen pueden aclarar el caracter 
esquivo de una correlacion absoluta entre las interrelaciones 
del laboratorio y el resultado clmico. 

pH: las pruebas de sensibilidad microbiana estan estandariza¬ 
das a pH fisiologico (7,2 a 7,4), aunque a menudo se desarro- 
llan niveles no fisiologicos de pH en los sitios de infecciones 
purulentas (como meningitis bacteriemica-^*^ o abscesos^^*). 
Algunos antibioticos, como las penicilinas y las cefalospori- 
nas, funcionan bien en un amplio intervalo de valores de pH. 
Las tetraciclinas funcionan mejor en medioambientes mas 
acidos y podrian en realidad resultar mas eficaces en un exu- 
dado inflamatorio acido que en medios de cultivo del labora¬ 
torio. Por el contrario, los aminoglucosidos y los macrolidos, 
como la eritromicina, son menos eficaces en medioambien¬ 
tes acidos que a pH neutro. Aunque se pueden lograr con¬ 
centraciones elevadas de aminoglucosidos en las vias urina- 
rias. los farmacos no funcionaran en condiciones optimas si 
el pH de la orina es bajo. 

Cationes: en ciertas combinaciones de bacterias y agentes anti- 
microbianos, mas notablemente entre Pseudomonas aerugi¬ 
nosa y aminoglucosidos, la concentracion de cationes diva- 
lentes, en especial calcio (Ca^'^) y magnesio (Mg^^), tiene un 
efecto drastico en la sensibilidad in vitro. Las variaciones en 
la concentracion de cationes-^"* pueden desencadenar una 
diversidad de resultados entre la sensibilidad y la resistencia 
como consecuencia de cambios en el transporte de los agen¬ 
tes antimicrobianos a traves de la membrana. Los medios de 
agar y de caldo varian mucho en su concentracion de catio¬ 


nes divalentes. Por convencion, las determinaciones se reali- 
zan bajo condiciones fisiologicas. 

Inoculo: con ciertas combinaciones de bacterias y antibiotico, 
el inoculo es de gran importancia para determinar la sensibi¬ 
lidad in vitro.La inactivacion enzimatica de los ^-lactami- 
cos, como las penicilinas y las cefalosporinas, es un meca- 
nismo importante de resistencia bacteriana. Estas enzimas 
siempre son expresadas en algunas bacterias, pero deben ser 
inducidas por la presencia del antibiotico en otras bacterias. 
Si se incuban in vitro con penicilina pequehas cantidades de 
Staphylococcus aureus, que contiene una p-lactamasa indu¬ 
cible, las bacterias pueden ser destruidas antes de que se pro- 
duzcan cantidades eficaces de la enzima. Por el contrario, 
grandes cantidades de bacterias en una infeccion clmica acti- 
va pueden sobrevivir para producir la enzima inactivadora y 
destruir al antibiotico. En este caso, con la prueba de labora¬ 
torio se podria producir una falsa impresion de sensibilidad 
a los antibioticos y un falso sentido de seguridad. 

Cuando interactuan estafilococos y penicilinas resistentes a las 
p-lactamasas, como meticilina, solo una pequena fraccion de 
bacterias expresan resistencia (heterorresistencia). Por lo 
tanto, si el inoculo es pequeno, es posible que no se incluyan 
las celulas bacterianas resistentes. La cantidad de bacterias 
en los pacientes infectados varia mucho, de modo que los 
inoculos estandarizados utilizados en el laboratorio repre- 
sentan un compromiso razonable mas que una reproduccion 
de condiciones in vivo. 

Por ultimo, la interaccion entre las P-lactamasas y las membra- 
nas de las bacterias gramnegativas puede conducir a los efec- 
tos del inoculo, como se muestra en la figura 17-9. 
Farmacologia clmica; la penetracion de los antibioticos en 
sitios de infeccion es otra variable importante que no se 
puede evaluar in vitro. Se pueden lograr altas concentracio¬ 
nes de los antibioticos en sitios donde son excretados del 
cuerpo, por lo habitual en la orina o la bilis. Por el contrario, 
pueden hallarse bajas concentraciones en relacion con el 
suero en tejidos como liquido prostatico, hueso o liquido 
cefalorraquideo. En el caso del cloranfenicol, la excrecion se 
realiza a traves de las vias biHares y el farmaco no aparece 
en la orina. Sucede lo inverso con ciertos antibioticos, como 
la nitrofurantoina y la norfloxacina, que no logran concen¬ 
traciones eficaces en sitios distintos de las vias urinarias. 

La ineficacia de muchos antibioticos, como los aminogluco¬ 
sidos, en el tratamiento de las infecciones por Legionella, a 
pesar de su excelente actividad in vitro, es causada probable- 
mente por la mala concentracion de los antibioticos en los 
macrofagos donde las bacterias estan creciendo.^®'’ En otras 
situaciones, la fisiologia bacteriana es un determinante impor¬ 
tante (p. ej., desviacion de los efectos de la trimetoprim y las 
sulfamidas por los enterococos; vease mas adelante la seccion 
sobre enterococos). 

Algunas interacciones favorecen la resolucion de la infec¬ 
cion, aun cuando el tratamiento antibiotico sea suboptimo. Las 
defensas inflamatorias e inmunitarias del paciente son esencia- 
les para el exito del resultado clmico. Esta claro que las bajas 
concentraciones de los antibioticos, por debajo de la concen¬ 
tracion necesaria para destruir la bacteria, pueden aumentar la 
capacidad de las celulas fagociticas para ingerir y destruir un 
microorganismo infectante.^^^ 

Muchas infecciones, sobre todo las causadas por las bacte¬ 
rias anaerobias estrictas, son sinergicas; es decir, las bacterias 
dependen unas de otras para la supervivencia. Esta infeccion 
puede curarse con farmacos que son ineficaces contra algunas 
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de las bacterias infectantes si se eliminan los participantes 
esenciales.^”^^ A1 considerar todos los factores que inlluyen en 
el resultado de una infeccion, es imperativo que el laboratorio 
proporcione a los medicos el "‘registro de rastreo” del antibio- 
tico para guiarlos en la seleccion del tratamiento antibiotico 
apropiado. Algunos estudios clmicos bien disenados ban 
demostrado una relacion entre el pronostico y lo apropiado del 
tratamiento.^^’ Por lo tanto, los medicos deben relacionar los 
resultados de las pruebas de sensibilidad a los antibioticos y la 
experiencia clinica con la seleccion de los regimenes terapeuti- 
cos en los pacientes con infecciones similares. 


Pruebas para determinar la actividad inhibitoria 
de los antibioticos 

Indicaciones 

Las pruebas de actividad inhibitoria de los antibioticos estan 
ideadas para bacterias que crecen bien despues de una incuba- 
cion de una noche en aire y tienen pruebas de sensibilidad 
imprevisibles. Las bacterias con requerimientos nutricionales 
especiales, que crecen mas lentamente o necesitan suplementos 
nutricionales o atmosfericos, deben ser evaluadas con antibio- 
gramas por dilucion solo cuando el uso cuidadoso de las cepas 
bacterianas de control demuestra la ausencia de efectos inhibi- 
torios sobre las interacciones. La prueba por difusion con dis¬ 
cos puede ser modificada para estos microorganismos cuando 
el procedimiento ha sido validado mediante la comparacion 
con pruebas de referenda y con la experiencia clmica.^^^ 

Los microbiologos deben resistir la presion de los medicos 
para aplicar los procedimientos mas alia de sus limites esta- 
blecidos. Los participantes en los estudios de pruebas de efi- 
ciencia del College of American Pathologists cometieron 
muchos errores en la determinacion de la sensibilidad de 
Listeria monocytogenes a la penicilina y la ampicilina porque 
las pautas publicadas no fueron disehadas para esta bacteria. 
Otros estudios hicieron posible establecer pautas validas para 
las especies de Listeria y los resultados de los estudios han 
mejorado. 

Lamentablemente, la lista de bacterias que tienen sensibili- 
dades siempre predecibles se esta volviendo mas breve. La pre- 
valencia de cepas de Haemophilus influenzae y Neisseria go- 
norrhoeae productoras de (J-lactamasas es suficientemente alta 
como para que no se considere que estos microorganismos son 
sensibles a los analogos de la penicilina.Los neumococos que 
son relativamente resistentes a la penicilina (CIM, 0,12-1 pg/ 
mL) o que tienen resistencia de alto grado (CIM, > 1 pg/mL) 
son cada vez mas frecuentes en los Estados Unidos y se deben 
evaluar para resistencia las cepas neumococicas aisladas en las 
infecciones graves.^^ Aun la vancomicina, el bastion de la anti- 
bioticoterapia para las infecciones causadas por bacterias 
grampositivas, ha mostrado fisuras en su eflcacia contra los 
enterococos*®^ y los estafilococos.^ Casi solo. Streptococcus 
pyogenes sigue sensible a la penicilina, aunque la resistencia a 
los antibioticos macrolidos se ha convertido en un hecho de la 
vida en varies generos importantes de cocos grampositi- 

Vos.39,63J72 

En ciertas situaciones, que se resumen en el cuadro 17-8, no 
se deben realizar las pruebas de sensibilidad ni se deben comu- 
nicar los resultados a los medicos. Algunos de estos problemas 
se consideran en forma mas completa en las secciones corres- 
pondiente de este capitulo. 


En algunos cases la sensibilidad o la resistencia siguen sien- 
do predecibles y no estan indicadas las pruebas de rutina. Estas 
pruebas pueden estar indicadas cuando la respuesta clinica no 
es la esperada. Sin embargo, cabe recordar que puede haber 
explicaciones alternativas a la falta de respuesta clinica. Los 
pacientes con faringitis por Streptococcus pyogenes suelen 
sufrir recaidas clinicas o bacteriologicas, despues de las cuales 
los medicos sospechan resistencia a la penicilina. Como men- 
cionamos, no se ha detectado aun resistencia de S. pyogenes a 
la penicilina; de las posibles explicaciones alternativas para las 
recaidas la mas probable es la penetracion insuficiente del anti¬ 
biotico administrado por boca en las criptas de las amigdalas y 
las adenoides donde las bacterias merodean. Por supuesto, los 
microbiologos deben estar listos para revisar la lista cuando sea 
pertinente. 

Solo deben evaluarse los microorganismos aislados que pro- 
ducen una infeccion. Las bacterias aisladas en un liquido cor¬ 
poral normalmente esteril suelen ser patogenas. Si se aisla la 
bacteria potencialmente patogena en un sitio que contiene flora 
colonizadora, como las vias respiratorias altas o la piel, se debe 
escrutar mas estrechamente el cultivo antes de realizar una 
prueba de sensibilidad, sobre todo si se presentan diversas 
especies de microorganismos. El examen de un frotis con tin- 
cion de Gram puede documentar la inclusion de celulas epite- 
liales pavimentosas y sugiere la contaminacion por secreciones 
colonizadas, o la ausencia de neutrofilos segmentados, lo que 
indica la falta de una respuesta inflamatoria. En situaciones en 
las cuales el microbiologo no puede determinar si una prueba 
de sensibilidad es procedente, es adecuado realizar una consul- 
ta con el medico. 

Eleccidn de la prueba 

En la mayona de las situaciones es suficiente realizar un 
antibiograma por difusion con discos (protocolo 17-1) o un 
antibiograma por microdilucion en caldo (protocolo 17-2) para 
guiar el tratamiento clinico. Una alternativa mas reciente es el 
antibiograma por difusion de gradiente (Etest, AB Biodisk, 
Solna, Suecia) (protocolo 17-3). Las ventajas de las pruebas de 
dilucion es que proporcionan mas informacion cuantitativa y 
pueden aplicarse en un espectro mas amplio de microorganis¬ 
mos aislados que la prueba de difusion. Sin embargo, no exis- 
te un potencial deflnido para una mala interpretacion de un 
resultado cuantitativo si los medicos no comprenden como uti- 
lizar la informacion y el laboratorio no proporciona suficiente 
guia en la interpretacion. Las pruebas de difusion con discos 
tiene un registro de rastreo largo y exitoso. La eleccion del 
metodo que se debe utilizar depende de las necesidades y los 
recursos locales. Para evaluar las pruebas de sensibilidad. la 
mayoria de los investigadores utilizan la siguiente convencion: 

• Error muy grave: caracterizacion de una bacteria aislada 

resistente como sensible. 

• Error grave: caracterizacion de una bacteria aislada sensible 

como resistente. 

• Error menor: caracterizacion de una cepa sensible o resisten¬ 
te como de sensibilidad intermedia, o caracterizacion de una 

cepa de sensibilidad intermedia como sensible o resistente. 

Seleccion de los antibioticos 

La seleccion final de los antibioticos para el formulario del 
hospital debe decidirse en consulta con los miembros del per¬ 
sonal medico. En los cuadros 17-9 y 17-10 se enumeran las lis- 
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Cuadro 17-8 Situadones en las cuales no deben realizarse las pruebas para antibioticos o no se deben comunicar sus resultados 


CATEGORIA 

antibi6tico/s 

MICROORGANISMO/S 

SITIO 

ACCION 

FUNDAMENTO 

Sensibilidad predecible 

Penicilinas 

Streptococcus pyogenes: 
Streptococcus agalactiae 

Todos 

No se evalua de rutina; 
enviar los aislamientos 
resistentes a un labo- 
ratorio de referencia 

No esta indicada la 

evaluacion 

» 


Nitrafurantoma; trimeto- 
prim-sulfametoxazol 

Staphylococcus 

saprophyticus 

Orina 

No es necesaria la eva- 

luacidn 

Sensibilidad predecible 

Resistencia predecible 

Tri metoprim- sulfametoxa- 
zol; fluoroquinolonas 

Streptococcus pyogenes 

Todos 

No se evalua de rutina 

No esta indicada la 

evaluacion 

El antibidtico no se 

acumula en el sitio 
de la infeccidn 

Cefalosporinas de primera 
y de segunda generacidn; 
clindamicina; macrdlidos: 
tetraciclinas; fluoroquino¬ 
lonas; antibioticos admi- 
nistrados por boca 

Todos 

LCR 

No se evalua 

Los antibioticos no penetran 
en el LCR ni se acumulan 

en concentraciones tera- 
peuticas 


Varios 

Streptococcus pneumoniae 

LCR 

Evaluar y comunicar 
sdlo penicilina, cefota- 
xima, ceftriaxona, 
meropenem o vanco- 

micina 

La eficacia clmica no esta 
claramente establecida en 
las concentraciones logra- 
das en el LCR 


Cloranfenicol 

Todos 

Vias urinarias 

No se evalua 

Antibidtico excretado a tra- 
ves de las vias biliares; no 
es excretado en la orina 


Norfloxacina; 

nitrofurantoma 

Todos 

Sitios distintos 
de la orina 

No se evalua 

Antibidtico excretado en la 
orina; no alcanza concen¬ 
traciones terapeuticas en 
otros sitios 

Las pruebas in vitro no 
predicen confiable- 
mente resistencia 

Cefalosporinas 

Especies de Enterococcus; 
Listeria monocytogenes 

Todos 

No se evalua 

No esta indicada la evalua- 
cidn y los resultados de la 
sensibilidad pueden ser 
enganosos 


Aminoglucdsidos 
(dosis bajas) 

Especies de Enterococcus 

Todos 

No se evalua 

No esta indicada la evalua- 
cidn salvo en las pruebas 
de dosis altas para determi¬ 
nar la sinergia; los resulta¬ 
dos de sensibilidad pueden 
ser enganosos 


Clindamicina; 
trimetoprim; trimeto- 
prim-sulfametoxazol 

Especies de Enterococcus 

Todos 

No se evalua 

No esta indicada la evalua- 
cidn y los resultados de 
sensibilidad pueden ser 
enganosos 


Todos los antibioticos 
p-lactamicos 

Especies de Staphylococcus 
resistentes a la oxacilina 

Todos 

Comunicar como resis- 

tente 

Los resultados de sensibili¬ 
dad no predicen la eficacia 
clmica y seran enganosos 


Cefalosporinas de primera 
y de segunda generacidn; 
aminoglucdsidos 

Especies de Salmonella; 
especies de Shigella 

Todos 

No se evalua o se comu- 
nica como resistente 

Los resultados de sensibili¬ 
dad no predicen la eficacia 
clmica y seran enganosos 


Antibidticos p-lactamicos 
salvo los carbapenemicos 
(imipenem y meropenem) 

Escherichia coli y 

Klebsiella pneumoniae 
que producen p-lactama- 
sas de espectro ampliado 

Todos 

No se comunica o se 
comunica como resis¬ 
tente 

Los resultados de sensibili¬ 
dad no predicen la eficacia 
clmica y seran enganosos 


Adaptado de las referencias^'^’^^^ 
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Cuadro 17-9 

Agrupamientos sugeridos de antibioticos aprobados por la FDA que deben ser considerados por los laboratories de 




microbiologia clfnica para las pruebas y el informe de rutin a de microorganismos sin requerimientos nutricionales 




especiales 








PSEUDOMONAS 







AERUGINOSA Y OTRAS 

ESPECIES 

ESPECIES 




ENTEROBACTERIACEAE^ 

NO ENTEROBACTERIAS' 

DE STAPHYLOCOCCUS 

DE ENTEROCOCCUS ' 



Ampicilina^ 

Ceftazidima 

Oxacilina' 

Penicilina"' o ampicilina 



Cefazolina" 

Gentamicina 

Penicilina' 



• 

^ ^ ^ z 

Cefalotina"' 




OS 

mm ^ ^ 

otf 2 ft- ?5 

Gentamicina 

Mezlocilina o ticarcilina 




Cm 



Piperacilina 






Amikacina 

Amikacina 

Azitromicina'^ o claritromicina'^ 

Linezolida 






0 eritromicina"^ 

Quinupristina-dalfopristina^ 




Amoxicilina-acido clavulanico 

0 ampicilina-sulbactam 
Piperacilina-tazobactam 
Ticarcilina-acido clavulanico 

Cefepima 


Vancomicina^ 



o 

> 

Cefamandol o cefonicida o 

Cefoperazona 

Clindamicina'^ 




cefuroxima 

Aztreonam 




2 . 

H 


Ciprofloxacina 

Linezolida 



< CQ 

n 

U 

Cefepina 

Imipenem 

Trimetoprim-sul fametoxazol 




U 

W 


Meropenem 




DC cC 

in 

Cefmetazol 

Ticarcilina-acido clavulanico^ 

Vancomicina 



< 'j 

pq I—I 


Cefoperazona^ 






DC 

Cefotetan 

Tobramicina 





C 

u« 

Cefoxitina 





a. 

g 

Cefotaxima^'’ ' o cefizoxima^' o 
ceftriaxona^' 

Ciprofloxacina^ 

Trimetoprim “SulfametoxazoP 






o levofloxacina^ 







Ertapenem 

Imipenem o meropenem 
Mezlocilina o piperacilina 
Ticarcilina 

Trimetoprim- 







sulfametoxazoP 







Aztreonam 

Cefotaxima o ceftriaxona 

CloranfenicoE 

Gentamicina (evaluar solo la 




Ceftazidima (ambos 

Cloranfenicok^*' 


resistencia de alto nivel) 




son indicadores utiles 





< 

O 

> 

de las p-lactamasas 





2 b 

5 O 

H 

U 

Cd 

de espectro ampliado)' 

Netilmicina 

Ciprofloxacina o levofloxacina 
u ofloxacina 

Estreptomicina (evaluar solo la 
resistencia de alto nivel) 



2 



Gatifloxacina 



a. 

c« 

CloranfenicoP^ 





< ^ 
DC ^ 

[ij 

Kanamicina 


Gentamicina 

Cloranfenicol'^ 




Netilmicina 


Quinupristina-dalfopristina'" 

Eritromicina^ 


g “ 

O 

(ibi 

Tetraciclina'’ 


Rifampicina' 

Rifampicina"^ 


CL 

g 

Tobramicina 


Tetraciclina^ 

Tetraciclina^' 

(Estos agentes pueden ser eva- 







luados para enterococos resis- 
tentes a la vancomicina)*^ 


o c 
2 


Carbenicilina 

Carbenicilina 

Lomefloxacina o norfloxacina 

Ciprofloxacina 



Cinoxacina 



Levofloxacina 




Lomefloxacina o norfloxacina 



Norfloxacina 


z a 


u ofloxacina 





S o 

^ CM 

C^ 

o 

Gatifloxacina 

Ceftizoxima 

Nitrofurantoma 

Nitrofurantoma 


U ^ 

'' Cm 

< 

Loracarbef 

Levofloxacina o lomefloxcina 

Sulfisoxazol 



Dm O 

? 

Nitrofurantoma 

0 norfloxacina u orfloxacina 

Trimetoprim 



§ nJ 

u e 

a* 

Sulfisoxazol 

Sulfisoxazol 





Trimetoprim 

Tetraciclina'"* 


Tetraciclina^ 


(Continua) 
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Cuadro 17-9 Agrupamientos sugeridos de antibioticos aprobados por la FDA que deben ser considerados por los laboratorios de 
microbiologia clinica para las pruebas y el informe de rutina de microorganismos sin requerimientos nutricionales 
especiales (cont.) 


Advertencia: los siguientes antibioticos no deben ser comunicados de rutina para las bacterias aisladas del LCR y que estan incluidas en este docu- 
mento. Estos antibioticos no son los farmacos de eleccion y es posible que no sean eficaces para el tratamiento de las infecciones del LCR causadas 
por estos microorganismos (las bacterias incluidas en los cuadros 2A y 2J): 


agentes administrados solo por via oral 
cefalosporinas de primera y segunda generacion (excepto cefuroxima sodica) 
clindamicina 
macrolidos 
tetraciclinas 

I fluoroquinolonas 

I-T^^^- 

Obsenacion 1: la seleccion de los antibioticos mas apropiados para evaluar y comunicar es una decision que toma cada laboratorio clmico en consulta con 
los medicos especialistas en enfermedades infecciosas y la farmacia, y con los comites de farmacia, terapeutica y control de infecciones del 
personal medico. Las listas para cada grupo de microorganismos comprende agentes de eficacia comprobada que muestran un rendimiento 
aceptable de la prueba in vitro. Las consideraciones acerca de la asignacion de los agentes a los grupos A, B, C y U incluyen eficacia clmi- 
ca, prevalencia de resistencia, reduccion de la aparicion de resistencia, costo y recomendaciones de consenso actuales para farmacos de pri¬ 
mera eleccion y altemativos, ademas del comentario especifico en las notas al pie f y g. Las evaluaciones de agentes seleccionados pueden 
ser utiles a los fines del control de las infecciones. 

Observacion 2: los recuadros en el cuadro designan agrupamientos de agentes comparables que no es necesario duplicar en las pruebas, porque los resulta- 
dos de la interpretacion suelen ser similares y la eficacia clinica es comparable. Ademas “o” designa un grupo relacionado de agentes que 
tiene un espectro de actividad y resultados interpretativos casi identicos y para los cuales la resistencia cruzada y la sensibilidad son casi 
completas. Por lo lanto, habitualmente es necesario seleccionar solo uno de los agentes dentro de cada recuadro de seleccion (agrupamiento 
o grupo relacionado) para las pruebas. Se deben evaluar los agentes que se comunican, a menos que el informe basado sobre la evaluacion 
de otro agente proporcione un resultado mas exacto (p. ej., sensibilidad de los estafilococos a cefazolina o cefalotina sobre la base de las 
pruebas de oxacilina) y habitualmente deben equipararse a los incluidos en el vademecum hospitalario; o el informe debe incluir notas al pie 
que indiquen los agentes que suelen tener resultados comparables en la interpretacion. Por ultimo, se deben considerar para el informe los 
resultados inesperados (p. ej., resistencia de las enterobacterias a las cefalosporinas de tercera generacion o imipenem). 

Observacion 3: la informacion en negrita se considera tentativa durante un ano. 


CcTnentarios eenerales 

‘La cefalotina piiede ser iitilizada para representor cefalotina, cefapirina, cefradina, cefalexina, cefaclor y cefradoxilo. Cefazolina, cefuroxima, cefpodoxima, cefprozUo v loracarbef 
wto aislamientos urinarios^ pueden ser evaluados en forma individual, porque algunas cepas pueden ser sensibles a estos agentes cuando son reststentes a la cefalotina. 

*Los microorganismos que son sensibles a las tetraciclinas tambien deben ser considerados sensibles a doxiciclina y minociclina. Sin embargo, algunos microorganismos que son 
iniermedios o resistentes a fa tetraciclina pueden ser sensibles a doxiciclina, minociclina o ambas. 

TraLamiento: no se debe utilizar la rifampicina sola como quimioterapia. 

So se comunica de rutina sobre microorganismos aislados de las vtas urinarias. 

El grupo B representa agentes que pueden justificar una evaluacidn primaria pern que solo deben ser comunicados de forma selectiva, como cuando el microorganismo es resisten- 
te a agentes de la misma familia en el grupo A. Otras indicaciones para informar el resultado podrian incluir fuentes de muestras seleccionadas (p. ej., cefalosporinas de tercera 
generacion seleccionadas para el aislamiento de bacterias entericas de LCR o trimetoprim-sulfametoxazol para los aislamientos de las vias urinarias); alergia o intolerancia esta- 
ida o falta de respuesta a un agente en el grupo A; infecciones polimicrobianas; infecciones que afectan multiples sitios con diferentes microorganismos o informes para el con- 
rml de infecciones como auxiliar epidemiologico. 

I El grupo C representa antibioticos altemativos o suplementarios que pueden requerir pruebas en instituciones que albergan cepas endemicas o epidemicas resistentes a uno o mas 

I de los agentes (especialmente en la misma familia, p. ej., p-lactdmicos o aminoglucosidos) o para el tratamiento de microorganismos inusuales ip. ej., cloranfenicol para algunas 
i^j‘-ccies de Pseudomonas y cloranfenicol, eritromicina, rifampicina y tetraciclina para algunos enterococos resistentes a la vancomicina) o informe al control de infecciones como 
auxiliar epidemiologico. 

I Enterobacterias 

‘Para los aislamientos fecales de especies de Salmonella y Shigella, solo se deben evaluar y comunicar de rutina ampicilina, una fluoroquinolona y trimetoprim-sulfametoxazol. 
.Ademas. se deben evaluar y comunicar cloranfenicol y una cefalosporina de tercera generacion para los aislamientos extraintestinales de especies de Samonella. 

La cefotaxima y la ceftriaxona deben ser evaluadas y comunicados en los aislamientos del LCR en lugar de cefalotina y cefazolina. 

Las cepas de especies de Klebsiella y Escherichia coli que producer f3-lactamasas de espectro anipliado pueden ser cUnicamente resistentes al tratamiento con penicilinas, cefalos- 
porinas o aztreonam, a pesar de la aparente sensibilidad in vitro a algunos de estos agentes. Algunas de estas cepas muestran CIM por encima de la poblacidn sensible normal 
prfD por debajo de los puntos de corte estdndares para ciertas cefalosporinas de espectro ampliado o aztreonam; estas cepas pueden ser evaluadas para la produccion potencial de 
^lactamasas de espectro ampliado utilizando los puntos de corte de examen de detect ion enumerados aljinal del cuadro 2A, Prueba de deteccion inicial. Otras cepas pueden dar 
101 resultado intermedio o resistente por los puntos de corte estdndares a uno o mas de estos agentes. En todas las cepas con P-lactamasas de espectro ampliado, las CIM para una 
•Ills de las cefalosporinas de espectro ampliado o aztreonam deben disminuir en presencia de dcido clavuldnico como se describe al final del cuadro 2A, Prueba de confirma- 
cion fenotipica. Para todas las cepas productoras de fflactamasas de espectro ampliado confirmadas, la interpretacion de la prueba debe ser comunicada como resistente para 
lidos las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. (Vease Glosario I para los agentes especificos incluidos en la close de antibidtico, penicilinas y subclase de antibioticos, cefa¬ 
losporinas). 

Pseudivnonas aeruginosa v otras no enterobacterias 

Las no enterobacterias incluyen especies de Acinetobacter, Slenotrophomonas mallophilia, especies de Pseudomonas y otros bacilos gramnegativos, no ferment adores de glucosa y 
jw requerimientos nutricionales especiales. 

'Puede estar indicada para la evaluacidn primaria de algunas especies de Pseudomonas (fuera de P. aeruginosa), S. maltophi la (tambien se puede evaluar el moxalactam) y espe- 
zies de Acinetobacter (se puede evaluar ampicilina-sulbactam y se informa para especies de Acinetobacter resistente a otros agentes). 

Especies de Staphylococcus 

Los estafilococos sensibles a la penicilina tambien son sensibles a otras penicilinas, cefernes y carbapenemicos aprobados para uso por la FDA para las infecciones esrafilocdci- 
cas. Las cepas resistentes a la penicilina y sensibles a la oxacilina son resistentes a la penicilina Idbiles a la penicilinasa pern sensibles a otras penicilinas estables a la penicilina- 
ifl. las combinaciones ^-lactdmicos/inhibidores de la ^lactamasas, los cefemes relevantes y los carbapenemicos. Vease Glosario I para los agentes especificos incluidos en la 
close de antibidtico o la subclase de antibidtico indicada Los estafilococos resistentes a la oxacilina son resistentes a todos los antibioticos fi-lactdmicos actualmente disponibles. 
Por lo tanto, la sensibilidad o la resistencia a un amplio conjunto de antibioticos fi-lactdmicos puede deducirse de las pruebas solo sobre penicilina y oxacilina. No se aconsejan 
las pruebas de rutina de otras penicilinas, combinaciones de inhibidores de fi-lactamasas, cefemes y carbapenemicos. 

‘Para informar contra Staphylococcus aureus sensible a la meticilina. 

Especies de Enterococcus 

Advertencia: para especies de Enterococcus, cefalosporinas, aminoglucosidos (salvo para la evaluacidn de resistencia de alto nivel), clindamicina y trimetoprim-sulfametoxazol 
pueden parecer activos in vitro pero no son eficaces desde el punto de vista clinico y no deben ser comunicados como sensibles. 

Se puede utilizar la sensibilidad a la penicilina para predecir la sensibilidad a ampicilina, amoxicilina, ampicilina-sulbactam, amoxicilina-dcido clavuldnico, piperacilina y pipe- 
mcilina-tazobactam para enterococos no productores de fi-lactamasas. Para los aislamientos de sangre y LCR, tambien se recomienda una prueba para fi-lactamasas. 

Tratamiento: el uso combinado de penicilina o ampicilina, mds un aminoglucdsido, suele estar indicado para las infecciones enterocdcicas graves, como la endocarditis. 
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Cuadro 17-10 

Agrupamientos sugeridos de antibioticos aprobados por la FDA que deben ser considerados por los laboratorios de 
microbiologia cimica para las pruebas de sensibilidad y el informe de rutina de microorganismos con requerimientos 
nutricionales especiales 



NEISSERIA 

STREPTOCOCCUS 

ESPECIES DE STREPTOCOCCUS 


ESPECIES DE HAEMOPHILUS 

GONORRHOEAE' 

PNEUMONIAE 

DISTINTOS DE S. PNEUMONIAE 


Ampicilina'’ ‘ 


Eritromicina" 

Eritromicina"'" 

^ S 5 - < 

Cffl « S H O 




Penicilina'"' o ampicilina'" 

^ < G < 





^ ^ 

? i z “ 



Penicilina' 


ft- gi ^ CU O 

ft- W 

Trimetoprim-sulfametoxazol 


Trimetoprim- 





sulfametoxazol 



Cefuroxima sddica 


Cefepima 

Cloranfenicol'" 


(parenteral) 


Cefotaxima' o ceftriaxona' 

Clindamicina"' 


Cefotaxima'" o ceftazidima o 


Clindamicina 


mr 

cefizoxima'’ o ceftriaxona" 


Gatifloxacina, levofloxaci- 

Vancomicina 

“ X 



na, moxifloxacina, espar- 


< ^ 

Cft ^ 



floxacina 


Ed u 

D S 

Cloranfenicol^ 


Ofloxacina, gemifloxacina 


X 

X 

Meropenem^’^' 


Tetraciclina'^ 





Vancomicina' 



Azitromicina' o claritromicina^ 

Cefixima o cefotaxima o 

Amoxicilina o amoxicilina- 

Cefepima o cefotaxima o ceftriaxona 

0 

Aztreonam 

cefpodoxima o ceftizo- 

acido clavulanico 


£ 

Amoxicilina-acido clavulanico^ 

xima 0 ceftriaxona 



X 

Cefaclor^ o cefprozilo^ o loracarbef 

Cefmetazol 

Cefuroxima 

Levofloxacina 



Cefotetan 


Ofloxacina 

<5 

Cefdini/ o cefixima^ o cefpodoxima'" 

Cefoxitina 



X id 
< — 


Cefuroxima 



Z 

Cefonicid 




Ed 

Cefuroxima axetilo^ (oral) 

Ciprofloxacina o gatiflo¬ 

Cloranfenicol 

Linezolida 

m3 C 

Pn SH 


xacina u ofloxacina 

Ertapenem 

Quinupristina-dalfopristina" 

^ Z 

Ciprofloxacina o gatifloxacina o levo- 

Penicilina 

Imipenem 


o 

u 

floxacina o moxifloxacina u ofloxaci- 


Linezolida 



na 0 esparfloxacina 


Rifampicina^ 


03 

Ertapenem o imipenem 





Rifampicina 

Espectinomicina 



On 

Tetraciclina'^ 

Tetraciclina'^ 




Advertencia: los siguientes antibioticos no deben ser comunicados de rutina para las bacterias aisladas del LCR y que estan incluidas en este docu- 
mento. Estos antibioticos no son los farmacos de eleccion y es posible que no sean eficaces para el tratamiento de las infecciones del LCR causadas 
por estos microorganismos (las bacterias incluidas en los cuadros 2A y 2J): 

agentes administrados solo por via oral 

cefalosporinas de primera y de segunda generacion (excepto cefuroxima sddica) 
clindamicina 
macrdlidos 
tetraciclinas 
fluoroquinolonas 


(Continua) 
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Cuadro 17-10 Agrupamientos sugeridos de antibioticos aprobados por la FDA que deben ser considerados por los laboratorios de 
microbiologia clinica para las pruebas de sensibilidad y el informe de rutina de microorganismos con requerimientos 
nutricionales especiales (cont.) 


OBSERVACION 1: la seleccion de los antibioticos mas apropiados para evaluar y comunicar es una decision que toma cada laboratorio clmico en consulta 
con los medicos especialistas en enfermedades infecciosas y la farmacia, y con los comites de farmacia, terapeutica y control de infec- 
■ clones del personal medico. Las listas para cada grupo de microorganismos comprende antibioticos de eficacia comprobada que raues- 

tran un rendimiento aceptable de la prueba in vitro. Las consideraciones acerca de la asignacion de los antibioticos a los grupos A, B, 

C y U incluyen eficacia clmica, prevalencia de resistencia, reduccion de la aparicion de resistencia, costo y recomendaciones de con- 
senso actuales para farmacos de primera eleccion y altemativos, ademas del comentario especifico en las notas al pie bye. Las evalua- 
I clones de agentes seleccionados pueden ser utiles a los fines del control de las infecciones. 

* OBSERVACION 2: los recuadros en el cuadro designan grupos de antibioticos comparables que no es necesario duplicar en las pruebas, porque los resulta- 
dos de la interpretacion suelen ser similares y la eficacia clmica comparable. Ademas “o” designa un grupo relacionado de antibioticos 
que tiene un espectro de actividad y resultados interpretativos casi identicos y para los cuales la resistencia cruzada y la sensibilidad 
j son casi completas. Por lo tan to, habitualmente es necesario seleccionar solo uno de los antibioticos dentro de cada recuadro de selec¬ 

cion (grupo relacionado) para las pruebas. Se deben evaluar los agentes que se comunican, a menos que el informe basado sobre la 
' evaluacion de otro agente proporcione un resultado mas exacto y habitualmente deben equipararse a los incluidos en el vademecum 

hospitalario; o el informe debe incluir notas al pie que indiquen los antibioticos que suelen tener resultados comparables en la interpre- 
! tacion. Por ultimo, se deben considerar para el informe los resultados inesperados. 

OBSERVACION 3: la informacion en negrita se considera tentativa durante un afio. 

CS'^niahos eenerales 

j pueden predecir la sensibilidad y la resistencia a azitromicina, claritromicina y diritromicina mediante la evaluacion de eritromicina. 

I ■£. grupo B representa a los antibioticos que pueden justificar pruebas primarias pero que deben ser comunicados solo selectivamente, como cuando el microorganismo es resisten- 
I J los agentes de la misma clase en el grupo A. Otras indicaciones para informar el resultado podrian incluir fuentes de muestras seleccionadas (p. ej., cefalosporinas de tercera 
f r^mrat ion seleccionadas para el aislamiento de H. influenzae en el LCR): alergia o intolerancia establecida o falta de respuesta a un agente del grupo A: infecciones polimicro- 
I hionas: infecciones que afectan multiples sitios con diferentes microorganismos o informes para el control de infecciones como auxiliar epidemiologico. 

\ El ftrupo C representa antibioticos altemativos o suplementarios que pueden requerir pruebas en instituciones que albergan cepas endemicas o epidemicas resistentes a uno o mas 
J los antibioticos (especialmente en la misma familia, p. ej., (5-lactdmico) o para el tratamiento de microorganismos inusuales o informe al control de infecciones como auxiliar 

i rptdemioldgico. 

hos microorganismos que son sensibles a la tetraciclina tambien se consideran sensibles a doxiciclinay minociclina. 

Eofoti. de Haemonhilus 

Soio el resultado de las pruebas con ampicilina, una de las cefalosporinas de tercera generacion, cloranfenicol y meropenem debe ser comunicado de rutina con los aislamientos 
<s^r LCR con Haemophilus influenzae. 

.\jmoxicilina-dcido clavuldnico, azitromicina, claritromicina, cefaclor, cefprozilo, loracarbef cefdinir, cefixima, cefpodoxima y cefuroxima axetilo son agentes orales que pueden ser 
unlizodos para el tratamiento empirico de las infecciones respiratorias debidas a especies de Haemophilus. Los resultados de la prueba de sensibilidad con estos antibioticos a 
menudo no son utiles para el tratamiento de pacientes individuales. Sin embargo, las pruebas de sensibilidad de la especies de Haemophilus con estos compuestos pueden ser apro- 
pu 2 das para los estudios de vigilancia o epidemioldgicos. 

Se deben utilizar los resultados de las pruebas de sensibilidad a la ampicilina para predecir la actividad de amoxicilina. La mayoria de los aislamientos de H. influenzae que son 
I mistentes a ampicilina y amoxicilina producen una jl-lactamasa tipo TEM. En la mayoria de los casos, una prueba de ^-lactamasa directa puede proporcionar un medio rdpido 
' pwna detector resistencia a ampicilina y amoxicilina. 

Las indicaciones cUnicas y los patdgenos relevantes incluyen meningitis beteriana y bacteriemia .simultanea en asociacion con meningitis causada por Haemophilus influenzae 
* cepas productoras y no productoras de ^-lactamasas.) 

Seisseria gonorrhoeae 

La prueba de ^lactamasa detectard una forma de resistencia a la penicilina en N. gonorrhoeae y tambien puede ser utilizada para proporcionar informacion epidemiologico. Las 
cepas con resistencia mediada por cromosomas solo pueden ser detectadas mediante pruebas adicionales de sensibilidad, como el metodo por difusion en disco o el metodo de la 
CM por dilucion en agar. 

Sireptococcus pneumoniae 

Sdio los resultados de las pruebas con penicilina, cefotaxima, ceftriaxona, meropenem y vancomicina deben ser comunicadas de rutina para los aislamientos en LCR de S. pneu- 
nKiDiae 

Tratamiento: no se debe utilizar rifampicina sola como quimioterapia. 

Fxperies. de Streptococcus 

Tratamiento: los aislamientos con sensibilidad intermedia a penicilina o ampicilina pueden requerir un tratamiento combinado con un aminoglucosido para la accion bactericida. 
~So se comunica de rutina para los microorganismos aislados de las vias urinarias. 

aEo son necesarias las pruebas de sensibilidad de penicilina y otros Ji-lactdmicos aprobados por la FDA para el tratamiento de Streptococcus pyogenes o Streptococcus agalactiae 
para fines cUnicos y no se deben realizetr de rutina, dado que como sucede con la vancomicina, no se ban reconocido cepas resistentes. Los criterios de interpretacion provienen del 
desarrollo farmaceutico, la epidemiologia o la monitorizacion para la resistencia emergente. Cualquier cepa que tenga una sensibilidad intermedia o sea resistente debe ser deriva- 
da a un laboratorio de referenda para su confirmacion. 

“"Informar contra Streptococcus pyogenes. 


tas de antibioticos que ban sido sugeridos por el Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) (antes National 
Committe for Clinical Laboratory Standards).^ 


El permiso para utilizar fragmentos del M100-S7 (Examen de las CIM, cuadros com- 
plementarios, enero de 2003) y del M100-S13 (Difusion en disco: cuadros complementa- 
rios, enero de 2003) ha sido otorgado por el NCCLS. Los datos interpretativos solo son 
validos si se siguen los metodos M7-A6 (Metodos para las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos por dilucion para bacterias que crecen en condiciones aerobias; estandar apro- 
bado 6“ ed.) y M2-A8 (Estandares de rendimiento para las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos en discos; Estandar aprobado 8® ed.). El NCCLS actualiza periddicamente los 
cuadros M2 y M7 a traves de nuevas ediciones de los estandares y suplementos. Los usua- 
rios deben ser derivados a las ediciones mas recientes. Los estandares actuales se pueden 
obtener en el NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087 o de su sitio 
web (http://www.nccls.org/). 


Observese que muchos antibioticos son agrupados por clase 
porque el espectro de actividad es similar. Las recomendacio¬ 
nes recientes del CLSI encaran las pruebas selectivas y los 
informes selectivos, y reconocen que los problemas son com- 
plejos y que varian de una institucion a otra. Washington ha 
proporcionado una guia para los agrupamientos de antibioticos 
(cuadro 17-11).^^^ No es necesario evaluar cada antibidtico de 
la lista. Cuando se seleccionan los antibioticos para las pruebas 
es necesario conocer y considerar los patrones de uso de los 
antibioticos y de resistencia bacteriana en cada comunidad. Se 
pueden realizar distinciones entre los antibioticos que son eva- 
luados de rutina y aquellos cuyos resultados se comunican en 
forma habitual a los medicos. 

En los cuadros 17-9 y 17-10 se ofrecen elecciones de anti¬ 
bioticos para las pruebas. En algunos casos, varios antibioticos 
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Cuadro 17-11 Agrupamiento de los antibioticos 

recomendados para evaluacion e informe 

GRUPO 

CATEGORIA 

TIPO DE ANTIBIOTICO 

A 

Prueba e informe primario 

Incluyen el panel de rutina e 
informan de rutina 

B 

Prueba primaria, informe 
selectivo 

Antibioticos de segunda Imea 

0 de refuerzo para grupo A 
debido a un mayor costo o 
toxicidad, apropiado para un 
sitio especiTico o insuficien- 
cia clinica con un antibioti¬ 
co del grupo A 

C 

Pruebas complementarias; 
informes selectivos 

Pruebas en instituciones con 
problemas especiTicos de 
resistencia bacteriana o en 
pacientes que son alergicos 
a otros antibioticos o en 

infecciones inusuales 

D 

Complementaria 

Pruebas solo de infecciones de 

las vias urinarias 

Adaptado de la referenda'' 



pueden tener equivalencia terapeutica, es decir que proporcio- 
nan un espectro similar de actividad antimicrobiana. Sin 
embargo, es posible que los resultados de las pruebas in vitro 
de una cepa especiTica ante un agente no predigan el resultado 
in vitro ante otros antibioticos en el grupo; en efecto, estos anti¬ 
bioticos son equivalentes pero no siempre tienen la misma efi- 
cacia contra todas las cepas. Se deben evaluar todos los de un 
grupo considerados para uso terapeutico. 

Por el contrario, se pueden aplicar los resultados de las prue¬ 
bas in vitro de algunos antibioticos a los familiares cercanos. 
No es necesario evaluar cada agente del grupo. Algunas de 
estas situaciones se detallan en el cuadro 17-12.^^^’^^^ 

Estandarizacion 

La principal mejoria en la guia de laboratorio de las pruebas 
de sensibilidad en las ultimas decadas ha provenido del desa- 
rrollo de procedimientos estandarizados que han sido adopta- 
dos ampliamente. Es muy importante cumplir con los protoco- 
los recomendados para lograr resultados reproducibles. El 
CLSI publica en forma continua estandares para estas pruebas 
y otras. (Se pueden obtener copias de los Performance Stan¬ 
dards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests y los Methods 
for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria that 
Grow Aerobically solicitandolas por escrito al CLSI en 940 
West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087 -l 898 ). 2 i^- 22 o 
Es importante que todos los laboratorios clinicos adopten rapi- 
damente los procedimientos revisados y las recomendaciones 
actuales. Que una institucion sea miembro del CLSI garantiza 
que recibira en forma oportuna todas las recomendaciones nue- 
vas y revisadas. Washington ha resumido los recursos y proce- 
sos de esta organizacion de consenso nacional que incumben a 
los microbiologos clinicos. 

Los siguientes parametros son algunas de las importantes 
facetas de las pruebas de sensibilidad que han sido estandari- 
zadas. 


MEDIO DE CULTIVO 

Se ha seleccionado caldo y agar de Mueller-Hinton para eva¬ 
luar las bacterias aerobias y anaerobias facultativas. Estas for¬ 
mulas se aproximan mas estrechamente a los criterios para un 
medio reproducible. Contienen infusion de came de vaca deshi- 
dratada, digerido acido de caseina y almidon de maiz. La mayo- 
lia de los patogenos crecen satisfactoriamente y los medios tie¬ 
nen un efecto inhibidor minimo sobre sulfamidas, trimetoprim y 
tetraciclina.^^ Se presentan grandes cantidades de timidina en 
algunos lotes de medios. Algunos microorganismos pueden uti- 
lizar la timidina para evitar el mecanismo de accion de trimeto¬ 
prim y crecen aun cuando sean innatamente resistentes al anti- 
biotico. Se afectan particularmente los enterococos; las colonias 
aisladas pueden aparecer dentro de la zona establecida de inhibi- 
cion alrededor de discos que contienen trimetoprim. 

Es obvio a partir del examen de la formula que incluso el 
medio de Mueller-Hinton no esta defmido desde el punto de 
vista quimico.^^^ El agar es un compuesto natural preparado a 
partir de algas rojas. La variacion ocurre en la composicion del 
agar entre los fabricantes e incluso entre los lotes producidos 
por una misma compama, segun el origen del alga. Continuan 
los intentos por reducir la variacion entre los lotes de agar de 
Mueller-Hinton. Un estandar de referencia para los fabricantes 
puede proporcionar una mayor reproducibilidad.^^^ Se ha crea- 
do un medio formulado especialmente para evaluar Haemo¬ 
philus influenzae que ha sido recomendado por el CLSI para 
uso habitual. Este medio de prueba para Haemophilus puede 
utilizarse tambien para especies de Haemophilus, como se des¬ 
cribe mas adelante.^^' 


pH 

El pH del medio debe estar entre 7,2 y 7,4 a temperatura 
ambiente. El pH del medio de caldo puede evaluarse en forma 
directa con un electrode para pH y los medios de agar pueden 
evaluarse macerando lo suficiente el agar de modo que se pue- 
da sumergir la punta del electrodo, permitiendo que una por- 
cion del agar se solidifique alrededor del electrodo o utilizando 
un electrodo de superficie calibrado. 

SUERO 

Los antibioticos difieren mucho en el grado en el cual se 
unen a las proteinas. En el torrente circulatorio, el antibiotico 
libre se encuentra en equilibrio con el antibiotico unido a las 
protemas sericas. Se puede medir el antibiotico libre y el anti¬ 
biotico unido a las protemas, pero no esta claro cual es el resul¬ 
tado mas util. En el laboratorio, se pueden obtener diferentes 
valores para antibioticos altamente unidos a las protemas si se 
agrega suero al medio. El metodo CLSI no incluye suero agre- 
gado debido a la dificultad en la estandarizacion del producto 
y la incertidumbre acerca de como interpretar los resultados. 
Perl y cols, estudiaron el efecto del suero en 11 antibioticos de 
amplio espectro utilizados para tratar infecciones intrahospita- 
larias por bacilos gramnegativos.^"^^ Los resultados fueron iden- 
ticos con 9 de los 11 antibioticos. Solo en el caso de la ceftria- 
xona (> 95% ligado a las proteinas) y de la cefoperazona (90% 
ligado a las proteinas) las diferencias fueron sustanciales cuan¬ 
do se incorporo suero en el procedimiento de referencia. 

CONCENTRACION DE CATIDNES 

Como se explico, la concentracion de los cationes divalentes 
Ca^"^ y Mg^'^ afecta los resultados de la sensibilidad cuando se 
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Cuadro 17-12 

Situaciones en las que puede probarse la sensibilidad a un antibiotico para predecir el resultado de las pruebas de 
sensibilidad in vitro con otros 

\ncRO- 

ORGANISMOS 

ANTIBIOTICO 

GRUPOS DE 

ANTIBIOTICOS SUSTITUTOS 

COMENTARIOS 

Estafilococos 

Penicilina 

Antibioticos labiles ante las penici- 
liasas, agentes estables antes las 
penicilasas, combinaciones con 
inhibidores de p-lactamasas 

Las determinacion de que el microorganismo es sensible (con inclusion de 
las pruebas de p-lactamasas despues de la induccion) predice que es sensi¬ 
ble a todos los antibioticos; la determinacion de que es resistente predice la 
resistencia a los antibioticos labiles a las penicilasas, pero otros antibioti¬ 
cos seran eficaces excepto que la cepa tambien sea resistente la oxacilina. 

I Estafilococos 

I 

Oxacilina 

Nafcilina, meticilina, oxacilina, 
dicloxacilina, aztreonam, todos 
los cefemos, todos los carba- 
penemicos 

La determinacion de que el microorganismo es sensible o resistente predice 
la respuesta a los antibioticos con labilidad a las penicilasas y a combina¬ 
ciones con inhibidores de p-lactamasas; no se recomienda probar antibioti¬ 
cos sustitutos. 

Estrepiococos 

Penicilina 

Todos los antibioticos p-lactamicos, 
incluidos penicilinas, cefemos, 
carbapenemicos, monobacta- 
micos y estos agentes en combi- 
nacion con inhibidores de p-lac- 
tamasas 

La determinacion de que el microorganismo es sensible indica que tambien 
es sensible a todos los antibioticos del grupo sustituto; la determinacion de 
que es resistente no predice restistencia a otros antibioticos. 

Todos 

Tetraciclina 

Tectraciclina, minociclina, 
doxaciclina 

La determinacion de que el microorganismo es sensible predice una respues¬ 
ta al grupo sustituto; la determinacion de que es resistente no predice resis¬ 
tencia a antibioticos del grupo sustituto. 

Todos 

Eritromicina 

Eritromicina, azitromicina, claritro- 
micina, diritromicina 

La determinacion de que el microorganismo es sensible predice que respon- 
dera a los antibioticos del grupo sustituto; la determinacion de resistencia 
no predice resistencia al grupo sustituto. 

Enterobacteriaceae 

Cefalotina 

Cefalotina, cefapirina, cefradina, 
cefalexina, cefaclor, cefradoxilo 

Observar que la respuesta a la cefalotina no predice la respuesta a otras cefa- 
losporinas. 

Enterococos no pro 
ductores de P-)ac- 
tamasas 

- Penicilina 

Todas las penicilinas, con p-lacta¬ 
masas 0 sin ellas 


Agentes para los 
que el tratamientc 
oral es adecuado 

Ampicilina 

Ampicilina, amoxicilina 


Adaptado de ias referencias''^ 


evaluan ciertas combinaciones de especies bacterianas y anti¬ 
bioticos.Barry propuso que el mecanismo por el cual la con- 
centracion de cationes afecta la actividad de Pseudomonas 
aeruginosa, por ejemplo, comprende la permeabilidad de la 
pared de la celula bacteriana.^^ Los lipopolisacaridos en la 
pared celular de R aeruginosa tienen uniones cruzadas con 
cationes divalentes, lo que proporciona estabilidad. Cuando los 
microorganismos crecen en medios deficientes en cationes, 
aumenta la permeabilidad de la pared celular a los aminoglu- 
cosidos y otros compuestos. Por lo tanto, los microorganismos 
son mas sensibles a la accion de los aminoglucosidos, lo que 
produce resultados de CIM falsamente bajos o tamanos gran- 
des de zonas inhibidoras. El caldo de Mueller-Hinton tiene 
concentraciones muy bajas de cationes divalentes y debe tener 
un suplemento hasta concentraciones fisiologicas (20 a 35 
pg/L de Mg^^ y 50-100 pg/L de Ca^'^). En realidad, algunos 
lotes de agar de Mueller-Hinton pueden tener concentraciones 
anormalmente altas de estos cationes, de modo que se produ- 
cen pequenas zonas inhibidoras cuando se evalua R aerugino¬ 
sa contra aminoglucosidos. Estos lotes, que pueden ser identi- 
ficados evaluando con cepas de referencia de reactividad cono- 
cida, deben descartarse. 


La deteccion de resistencia de ciertas cepas de estafilococos 
a las penicilinas semisinteticas mejora si se agrega NaCl al 2% 
en los medios para las pruebas de sensibilidad por diluci6n.^‘® 

ATMOSFERA 

Se incuba el agar o el caldo en una estufa de incubacion con 
aire ambiental. No se debe utilizar una estufa con CO^ para 
pruebas de rutina. El acido carbonico formado sobre la super- 
ficie del agar o en el caldo puede producir una disminucion en 
el pH, que puede afectar la actividad antibacteriana de ciertos 
antibioticos, como ya se explico. En los laboratorios que tienen 
poca carga de trabajo y donde solo se cuenta con una estufa con 
CO 2 , es aceptable colocar las placas o los tubos para sensibili¬ 
dad en una jarra sellada para evitar el acceso del CO 2 desde la 
estufa. 


TEMPERATURA 

Las placas y los tubos deben ser incubados de rutina a 35 ®C. 
A temperaturas mas altas, la deteccion de estafilococos resis- 
tentes a la oxacilina esta comprometida. Si se sospecha resis- 
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tencia a la oxacilina y no se manifiesta a 35 °C, las placas o los 
tubos pueden ser incubados a 30 °C. 

INdCULO 

En general, el inoculo se prepara a partir de un cultivo en 
caldo que ha sido incubado durante 4 a 6 horas, cuando se con- 
sidera que el crecimiento se encuentra en fase logaritmica. Se 
deben tomar muestras de varias colonias de aspecto similar 
para reducir la variacion en la poblacion bacteriana. La densi- 
dad de la suspension se ajusta hasta aproximadamente 10^ uni- 
dades formadoras de colonias (UFC) por mililitro comparando 
la turbidez con un estandar de BaS 04 de McFarland de 0,5. El 
estandar se prepara agregando 0,5 mL de 0,048 M de BaCL 
(1,175% p/v de BaCL ♦ H.O) a 99,5 mL de H^SO^ 0,36N. Se 
distribuyen alicuotas de 4 a 6 mL de estandar de turbidez de 
sulfato de bario en tubos con tapa a rosea del mismo tamano, 
se los sella apretadamente y se los almacena en la oscuridad a 
temperatura ambiente. Se pueden utilizar nefelometros para 
determinar la turbidez. Comunmente, se compara el grado de 
turbidez en el caldo con el estandar, visualizandose los dos 
contra un fondo bianco en el cual se han dibujado lineas negras. 
Otros ajustes hacia el indculo dependen del tipo de prueba uti- 
lizada. Como altemativa, los dispositivos comerciales para pre- 
parar un inoculo estandarizado han funcionado bien.^^ 

Si el tiempo no permite la incubacion durante 4 a 6 horas, se 
pueden eliminar de la superficie las colonias jovenes de una 
placa de agar que ha sido incubada durante toda la noche y 
diluida hasta la densidad adecuada (el metodo de suspension 
directo de colonias). Se recomienda este metodo cuando se 
evaluan estafilococos para resistencia a la meticilina y cuando 
se evaluan cepas de Streptococcus penumoniae y Haemophilus 
influenzae. 

Si se utiliza un estandar de McFarland para preparar el ino¬ 
culo, se debe controlar la densidad del estandar utilizando un 
espectrofotometro con un camino de luz de 1 cm y cubetas apa- 
readas. La absorbencia a 625 nm debe ser de 0,08 a 0,10 para 
el estandar de McFarland de 0,5. El estandar debe ser reempla- 
zado o debe controlarse mensualmente si es adecuado.^^^ Es 
util, pero no esencial, documentar la cantidad de microorganis- 
mos en el inoculo en forma periodica inoculando diluciones 
seriadas de la suspension en placas de agar. 

ANTIBIOTICOS 

Los polvos del antibiotico de referenda que se van a utilizar 
en las pruebas de dilucion deben obtenerse del fabricante o de 
la Farmacopea de los Estados Unidos en Rockville, Md. Estos 
polvos de referenda se documentan con un ensayo de actividad 
antibiotica. Por ejemplo, el rotulo puede indicar que el polvo 
contiene I 075 pg de la sustancia quimica activa en cada 
1 000 pg de polvo. La cantidad de polvo pesado se debe ajus- 
tar para la actividad de cada lote. No se deben obtener frascos 
ampolla de la farmacia del hospital porque pueden contener 
agregados y no se realizan pruebas de actividad biologica. Los 
antibioticos deben almacenarse en un desecador como se indi- 
ca para cada agente. Muchos antibioticos, sobre todo los de la 
clase de los |3-lactamicos, son mas estables a temperaturas por 
debajo de -20 °C. Las suspensiones del antibiotico deben alma- 
cenarse a -20 °C o menos, de preferencia a -70 ^C; no deben 
ser recongelados despues de distribuirlos. El imipenem, que es 
particularmente afectado por la congelacion y la descongela- 
cion,^"^^ debe ser reconstituido cada vez que se prepara un lote 
de placas o tubos. No se debe utilizar un refrigerador con sis- 


temas “sin escarcha' porque producen ciclos repetidos de con¬ 
gelacion y descongelacion. 

Los discos impregnados con antibioticos deben almacenarse 
a -20 °C o menos en un estado anhidrido. Segiin las pautas 
establecidas por la Food and Drug Administration de los 
Estados Unidos, los fabricantes de discos con antibioticos 
deben controlar con cuidado la concentracion de los antibioti¬ 
cos en los discos hasta dentro del 60-120% del contenido esta- 
blecido; la variacion real suele ser mucho menor. Se puede 
mantener un pequeno suministro a temperaturas de refrigera¬ 
dor en un desecador. Siempre se debe permitir que los discos 
se calienten hasta temperatura ambiente antes de abrir el dese¬ 
cador, de modo que la condensacion de la humedad desde el 
aire no los rehidrate parcialmente. La falsa resistencia de Sta¬ 
phylococcus aureus a la oxacilina fue el resultado del uso de un 
lote defectuoso de discos.^"^ 


CONTROL DE CALIDAD 

El control de calidad riguroso es importante para los anti- 
biogramas debido a la gran cantidad de variables que pueden 
afectar los resultados. Se pueden controlar las caracteristicas 
fisicas y quimicas de los medios, como pH y profundidad del 
agar, pero el control final es proporcionado por diversas cepas 
bacterianas de referenda (cuadro 17-13).^^^'^^® Las cepas con¬ 
trols ideales tienen parametros de sensibilidad en el intervalo 
medio de las concentraciones antibioticas evaluadas y presen- 
tan tendencias mmimas a modificar los patrones de sensibili¬ 
dad con el tiempo. 

Estas cepas de referencia deben almacenarse en un estado 
que reduzca al minimo la posibilidad de una mutacion. Pueden 
almacenarse congeladas (por debajo de -20 °C o de preferen¬ 
cia por debajo de -60 ®C) despues de la suspension en un esta- 
bilizador, como sangre entera desfibrinada, suero fetal bovino 
al 50% en caldo bacteriologico o glicerol al 10% en caldo. 
Como altemativa, las cepas pueden ser liofilizadas. Para un 
almacenamiento a corto plazo, las bacterias pueden crecer en 
agar con digerido de soja y caseina y almacenadas a 2-8 °C. 
Los tubos con agar inclinados (“picos de flauta”) deben ser pre¬ 
parados cada dos semanas y se debe obtener un nuevo cultivo 
de reserva cuando se observan resultados aberrantes. Es nece- 
sario preparar un subcultivo fresco todos los dias en que se uti- 
lice la cepa control. 

El CLSI ha establecido reglas para la frecuencia de las prue¬ 
bas de sensibilidad (cuadro 17-14). Asimismo, definio las 
acciones adecuadas de correccion que se deben tomar cuando 
no se cumplen los parametros de calidad (cuadro 17-15). 

Garantfa de calidad 

Ademas del control de calidad tradicional, la participacion 
en un programa de pruebas de eficiencia, exigido actualmente 
por ley federal de los Estados Unidos, mejora el rendimiento 
y proporciona datos agregados utiles para evaluar el estado de 
las pruebas de sensibilidad con base nacional.^^’^'’’^'^^’^'^^ Tam- 
bien se han implementado con exito programas de eficiencia 
dirigidos.^^' 

Interpretacion de los resultados 

Un medico que recibe los resultados de un antibiograma por 
dilucion conoce las concentraciones de un grupo de farmacos 
que inhibieron el crecimiento del patogeno en condiciones cui- 
dadosamente definidas en el laboratorio. Para efectuar la selec- 
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Cuadro 17-13 Cepas para control de calidad de las pruebas de sensibilidad 

TIPO DE PRUEBA 

CEPA 

COMENTARIOS 

Dilucion y difusion con discos 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 

Sensible a vancomicina y aminoglucosidos en altas dosis; para uso general 

Dilucion y difusion con discos 

Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 

Resistente a vancomicina y aminoglucosidos en altas dosis; para pruebas 



de aminoglucosidos en altas dosis y para agar de examen de deteccion 
de vancomicina 

Dilucion y difusion con discos 

Escherichia coli (ATCC 25922) 

Control general de calidad, que incluye antibioticos betalactamicos 

Dilucion y difusion con discos 

Escherichia coli (ATCC 35218) 

Control de inhibidores de las (3-lactamasas; se puede utilizar junto con E. 



coli 



ATCC 25922 para combinaciones P-lactamico-inhibidores de las 



P-lactamasas 

Dilucion y difusidn con discos 

Haemophilus influenzae (ATCC 49247) 

Resistente a la ampicilina; P-lactamasas negatives 

Dilucion y difusion con discos 

Haemophilus influenzae (ATCC 49766) 

Sensibles a la ampicilina; mas reproducible que H. influenzae (ATCC 



49247) para P-lactamicos seleccionados 

Dilucion 

Helicobacter pylori (ATCC 43504) 

Para laboratories especializados 

Dilucion y difusion con discos 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 

Control para pruebas de P-lactamasas de espectro ampliado 

Dilucion en agar y difusion con discos 

Neisseria gonorrhoeae (ATCC 49226) 


Dilucion y difusion con discos 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

Pruebas generales 


27853) 


Dilucion 

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 

Pruebas generales 

Dilucion 

Staphylococcus aureus (ATCC 43300) 

Utilizado junto con S. aureus (ATCC 29213) para controlar las pruebas de 



evaluacion de agar-sal de oxacilina 

Difusion con discos 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 

Pruebas generales; cepa sensible para agar de evaluacion de vancomicina 

Difusion con discos 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212 o 

Monitorizacion de lotes de agar de Mueller-Hinton para niveles poco 


ATCC© 33186) 

satisfactorios de los compuestos inhibidores de sulfamidas, trimetoprim 

0 trimetoprim-sulfametoxazol 

Dilucion y difusion con discos 

Streptococcus pneumoniae (ATCC 

Pruebas generales 


49619) 


ATCC. American Type Culture Collection. 

Adaptado de las referencias^^^ '^^. 


cion racional del antibiotico mas apropiado para un paciente, el 
medico necesita al menos otras tres de informaciones: 1) la far- 
macocinetica del antibiotico, que incluye la concentracion pico 
que se puede esperar en el sitio de la infeccion y la rapidez con 
la cual disminuira esa concentracion, es decir. la vida media; 2) 
de que modo se compara la bacteria aislada con otras cepas de 
la misma especie y 3) cualquier dato clmico disponible sobre la 
respuesta in vivo de bacterias aisladas similares en situaciones 
similares. 

Sin un conocimiento complete de estos factores, es facil 
interpretar erroneamente los dates crudos. Por ejempio, un 
antibiotico p-lactamico, con una concentracion inhibitoria 
minima (CIM) de 2 pg/mL para un aislamiento de E. coli, 
podria ser considerado menos eficaz que un antibiotico amino- 
glucosido, como gentamicina, con una CIM de 0,5 pg/mL. De 
hecho, las concentraciones del farmaco que se pueden alcanzar 
en suero son mucho mayores para la ampicilina que para la 
gentamicina y el riesgo de toxicidad es mucho menor en ausen- 
cia de antecedentes de reacciones alergicas al farmaco. Por lo 
tanto, la eleccion correcta del tratamiento seria ampicilina y no 
el antibiotico con la CIM minima. 

El laboratorio debe ayudar al medico a realizar una selec- 
cion racional del tratamiento proporcionando interpretaciones 
sugeridas de los resultados cuantitativos. Las recomendacio- 
nes se relacionan con la respuesta esperada en suero y en los 
liquidos o tejidos corporales donde se acumulan las concen¬ 
traciones similares al suero. El medico debe recordar que las 
concentraciones mas altas de ciertos farmacos se acumulan en 


determinados sitios, como orina o bills; un microorganismo 
que es clasificado como “resistente” por los criterios para 
suero bien puede ser tratable si se encuentra en las vias uri- 
narias bajas. Por ejempio, una cepa de E. coli con una CIM de 
32 pg/mL para ampicilina seria considerada resistente en el 
suero en el cual se presentan concentraciones relativamente 
bajas del farmaco. Por el contrario, serian esperables concen¬ 
traciones urinarias de ampicilina del orden de cientos de 
microgramos por mililitro; seria de prever que la utilizacion 
de la ampicilina en una infeccion urinaria baja tendria exito, 
aun cuando la cepa sea intrinsecamente algo resistente. Si se 
acepta que la ampicilina es el antibiotico disponible menos 
costoso y menos toxico, el medico debe decidir si el paciente 
tiene una infeccion que afecta el parenquima del rinon (pielo- 
nefritis), caso en el cual la ampicilina seria inapropiada o si la 
infeccion se encuentra en la vejiga, y entonces la ampicilina 
bien puede ser eficaz contra este microorganismo resistente. 
Sin duda, la gravedad de la infeccion y la posibilidad de dahar 
al paciente por un calculo equivocado tambien influyen sobre 
la decision. 

Asimismo, una.cepa de E. coli con una CIM de 8 pg/mL 
para cefazolina seria considerada sensible en suero o la mayo- 
ria de los tejidos. Sin embargo, la cefazolina penetra muy mal 
a traves de las meninges y no se la debe utilizar para tratar a un 
paciente con meningitis, sin importar cual sea la CIM. De 
hecho, si el aislamiento proviene de liquido cefalorraquideo, el 
laboratorio no debe ni siquiera comunicar los resultados con 
este antibiotico. 
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Cuadro 17-14 Frecuenda de control de calidad para las pruebas de sensibilidad de los antibioticos 


TIPO DE PRUEBA 

ENFOQUE 

FRECUENCIA 

PRUEBAS DE 
validaci6n INICIALES 

CRITERIOS 
PARA LA ACCION 
CORRECTORA 

COMENTARIOS 

Difusion con discos 

0 dilucion 

Control de calidad 

diario 

Diaria 

Ninguna 

> 1 derivan en 20 
pruebas consecutivas 
fuera de control 

Conversion a pruebas semana¬ 
les si < 2 de 20 o < 4 de 30 
pruebas consecutivas para 
cada antibiotico esta fuera 

de control 

Difusion con discos 

0 dilucion 

Semanal 

Semanal o cuando 

existe un cambio en 
un componente reac- 
tivo (p. ej., un nuevo 
lote de discos o ban- 
dejas) o del metodo 

Evaluar todas las cepas con¬ 
trol aplicables durante 20 o 
30 dias de prueba consecu- 
tivos; se pueden implemen- 
tar pruebas semanales si 
< 2 de 20 0 < 4 de 30 prue¬ 
bas consecutivas para cada 
antibiotico est^ fuera de 

control 

Cualquier resultado 
fuera de control 

Si se agrega un nuevo antibio¬ 
tico, debe ser validado. Solo 
es apropiado realizar prue¬ 
bas semanales para los anti¬ 
bioticos evaluados de rutina. 
Los que son evaluados rara 
vez solo deben evaluarse el 

dia de su uso 

Pruebas de evaluacion 

en agar 

Diario 

Diaria 

Ninguna 

> 1 derivan en 20 
pruebas consecutivas 
fuera de control 

Las pruebas diarias deben rea- 
lizarse si la prueba de detec- 
cion se efectua con una fre- 
cuencia menor de una vez 
por semana o si el antibioti¬ 
co es labil (p. ej.. prueba de 
deteccion de oxacilina para 

5. aureus) 

Pruebas de evaluacion 
en agar 

Semanal 

Semanal o cuando 

existe un cambio en 
un componente reac¬ 
tive (p. ej., nuevo 
lote de discos o ban- 
dejas) 0 cambio de 
metodo 

Evaluar todas las cepas con¬ 
trol aplicables durante 20 o 
30 dias de prueba consecuti- 
vos; se pueden implementar 
pruebas semanales si < 2 de 
20 o < 4 de 30 pruebas con¬ 
secutivas para cada antibio¬ 
tico estan fuera de control 

Cualquier resultado 
fuera de control 

Si se agrega un nuevo agente 
antibiotico, debe ser valida¬ 
do; solo es apropiado reali¬ 
zar pruebas semanales para 
los antibioticos evaluados de 
rutina; los que son evalua¬ 
dos rara vez solo deben eva¬ 
luarse el dfa de su uso 

Adaptado de las referencias 

.219.220 






Cuadro 17-15 Acdon correctora para las pruebas de antibioticos que estan fuera de control 

FUENTE DE ERROR 

ACCION CORRECTORA 

ACCION CORRECTORA ADICIONAL 

Obvia (p. ej., cepa control equivoca- 
da, temperatura equivocada. conta- 
minacion) 

Repetir la prueba el dia que se observa la fall a 
del control de calidad; continuarla si el nuevo 
resultado se ajusta al control 

Proseguir como se hace para un error desconocido 

Desconocida 

1. Evaluar el antibiotico que ha fallado durante 
cinco dfas consecutivos de prueba 

2. Si todos los resultados estan en control, prose- 
guir con pruebas semanales 

3. Si alguno de los resultados esta fuera de con¬ 
trol, proseguir con otras pruebas 

1. Las posibles explicaciones para la falla continua se resumen 
en el cuadro 17-23 

2. Despues de implementar los posibles problemas (p. ej., nue- 
vos reactivos), proseguir con las pruebas de validacion 

3. Continuar las pruebas diarias hasta que se resuelva el pro¬ 
blema 


4. Suprimir los informes de cualquier antibiotico 
que este fuera de control hasta que se resuelva 
el problema 

4. Suprimir los informes de cualquier agente antibiotico que 
este fuera de control hasta que se resuelva el problema 


Adaptado de las referencias^‘^-^^°. 
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El XCCLS reconoce tres categonas de sensibilidad a los 
aniibioticos para las pruebas de dilucion (cuadro 17-16) (pro- 
tocolos 17-2 y 17-3). Un microorganismo es “sensible” si res- 
p-^nde a las dosis habituales del antibiotico administrado por 
una via adecuada, que incluye la via oral. Una sensibilidad 
"intermedia” implica que la cepa puede ser inhibida por con- 
ceniraciones del farmaco que se logran cuando se administran 
las dosis parenterales maximas; se puede seleccionar el anti¬ 
biotico, pero se deben considerar otras opciones que pueden 
proporcionar un tratamiento mas optimo. Una bacteria es 
resistente” si no es inhibida por las concentraciones del far¬ 
maco que se pueden alcanzar y, por lo tanto, el farmaco no 
debe ser seleccionado para el tratamiento, salvo en ciertos 
liquidos corporales, en los cuales pueden acumularse concen- 
iraciones altas del antibiotico. La cantidad de “errores graves y 
muy graves” -aquellos que invierten sensibles y resistentes- se 
debe mantener en el minimo absolute. 

Si el laboratorio realiza un antibiograma por difusion con 
discos, se debe comunicar el metodo estandarizado y las inter- 
pretaciones sugeridas por el CLSI (cuadro 17-17) (protocolo 
17-1).“^^’^^° En ocasiones, un medico obtiene informacion util 
de la proximidad del tamaho de la zona real en los valores cri- 
ticos de la CIM, pero esta informacion pocas veces se notifica. 

Un laboratorio que realiza antibiogramas por dilucion puede 
informar solo la correlacion interpretativa -es decir, sensible, 
intermedia o resistente- o puede informar el valor de la CIM 
junto con la correlacion interpretativa. Aunque en realidad cada 
vez mas instituciones determinan la CIM se ha decidido infor¬ 
mar solo la interpretacion debido a la posibilidad de que los 
medicos confundan el valor numerico. Los valores de CIM se 
reservan para los usuarios informados, como los especialistas 
en enfermedades infecciosas. Si se incluye en el informe la 
CIM, se debe instruir a los medicos sobre su proposito. 

A menudo los medicos deben tomar decisiones en forma 
empirica sobre el tratamiento antibiotico, porque la decision no 
puede esperar el aislamiento de una bacteria y las pruebas de 
sensibilidad. Para tomar esas decisiones, es esencial el conoci- 
miento de los patrones locales de sensibilidad. Es parte del 
deber de cada laboratorio de microbiologia proporcionar esa 
informacion. El CLSI ha publicado recomendaciones para el 
formato de los informes de sensibilidad.^^^ En el cuadro 17-18 
se da una resena de parametros seleccionados y el fundamento 
para su inclusion. En el recuadro 17-4 se sintetizan otros diver- 
sos factores que vale la pena destacar. 

En el cuadro 17-19 se presenta una muestra del resumen 
anual de antibioticos de una institucion, junto con las instruc- 
ciones acompanantes. 

Si se dispone de una pagina web en un red local (“Intranet”) 
o un acceso compartido a archives electronicos, la publicacion 
de informes traves de ellos es una forma conveniente de comu- 
nicacion general. Los contenidos pueden descargarse en los 
asistentes personales de datos. Ademas, es util proporcionar a 
los medicos una copia tangible; un formato practice es una tar- 
jeta de bolsillo para CD-Rom que permite su consulta rapida. 

Ademas de los datos locales existen varias bases de datos 
regionales y nacionales para rastrear los perfiles de sensibilidad 
a los antibioticos.**^ Estos recursos tambien pueden ser valio- 
sos, pero no pueden reemplazar a los datos locales. 

Lo que caracteriza a un verdadero microbiologo, por oposi- 
cion a un tecnocrata en microbiologia, es la capacidad de sm- 
tesis de datos de diversas fuentes y de realizar inferencias que 
pueden alertar a los trabajadores del laboratorio o los medicos 
sobre un posible problema con los datos. En el caso de las prue¬ 
bas de sensibilidad a los antibioticos, la comparacion de los 


resultados con la identificacion presuntiva del microorganismo 
puede alertar al microbiologo sobre un posible problema con 
una pieza de informacion o con ambas. Algunos de estos indi- 
cios se resumen en el cuadro 17-20. Ademas de los resultados 
erroneos de la sensibilidad o las identificaciones erroneas de 
los microorganismos, el examen inadvertido de cultivos mixtos 
es una causa frecuente de errores; es esencial la inclusion de 
una placa de “pureza” con la prueba de sensibilidad, pero la 
pureza aparente del aislamiento evaluado no es una garantia 
absoluta de pureza. 

Seleccion de los antibioticos para el informe 

Solo se deben incluir en un informe los antibioticos apropia- 
dos para la infeccion. No se deben informar los farmacos que 
solo son activos en las vias urinarias si el aislamiento proviene 
de otro sitio. Los antibioticos que no penetran en el sitio, como 
cefazolina o cefalotina en las meninges, no deben ser informa¬ 
dos para los microorganismos aislados en ese sitio. Es inade- 
cuado el uso de cloranfenicol para las infecciones de las vias 
urinarias porque no se excreta por la orina; los microbiologos 
no deben alentar el uso inadecuado al incluir los resultados de 
las pruebas de sensibilidad en un informe del laboratorio. 
Asimismo, las cepas de Streptococcus pneumoniae aisladas en 
liquido cefalorraquideo (LCR) solo deben evaluarse contra uno 
o mas de los siguientes antibioticos: penicilina, cefotaxima, 
ceftriaxona, meropenem y vancomicina.^*^ Lamentablemente 
existen muy pocas de estas prohibiciones absolutas. La mayo- 
ria de las decisiones se deben tomar en consulta con miembros 
del personal medico y la farmacia. Todos los hospitales acredi- 
tados cuentan con comites de farmacia y terapeutica (o el equi- 
valente) que proporcionan una forma util para un esfuerzo 
coordinado. En el recuadro 17-5 se mencionan varias estrate- 
gias razonables, que dependen de la politica local, las necesi- 
dades y los recursos. 

Antibiograma por macrodiluclon en caldo 

La prueba de sensibilidad en caldo por macrodilucion fue 
una de las primeras en ser desarrolladas y sigue sirviendo como 
metodo de referenda. Se realizan varias diluciones del antibio¬ 
tico en caldo o en agar, despues de lo cual se agrega una sus¬ 
pension bacteriana estandarizada. En la figura 17-11 se mues- 
tran 10 tubos de ensayo que contienen caldo de Mueller-Hinton 
con suplemento de cationes. Se diluyen en forma seriada 
distintas cantidades del antibiotico desde 100 pg/mL hasta 
0,4 pg/mL. El tubo numero 10 no tiene el antibiotico y se uti- 
liza como control del crecimiento. Se inocula cada uno de los 
10 tubos con una suspension calibrada del microorganismo por 
evaluar y se lo incuba a 35 °C durante 18 horas. Al final del 
periodo de incubacion, se examinan visualmente los tubos para 
detectar turbidez. Observese en la figura 17-11 que los cinco 
tubos de la izquierda estan claros y los cinco de la derecha apa- 
recen turbios. La turbidez indica que el crecimiento bacteriano 
no ha sido inhibido por la concentracion del antibiotico conte- 
nido en el medio. 

En la figura 17-12 se muestra que el valor critico de inhibi- 
cion del crecimiento de la figura 17-11 se encuentra entre los 
tubos 5 y 6, o entre 6,25 pg/mL y 3,12 pg/mL del antibiotico. 
Este valor critico representa la CIM, definida como la concen¬ 
tracion mas baja del antibiotico en microgramos por mililitro 
que impide el crecimiento in vitro de bacterias. Asi, en el ejem- 
plo que se muestra en las figuras 17-11 y 17-12, la CIM se 
ubica en algun lugar entre 6,25 pg/mL y 3,12 pg/mL. Sin 
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Cuadro 17-16 Estandares interpretativos para CIM (pg/mL) para enterobacterias^ 


CONDICIONES DE LA PRUEBA 


Incubacion: 


Dilucion en caldo: caldo de Mueiler-Hinton con ajusie de 
cationes (CAMHB) 

Dilucion en agar; agar de Mueller-Hinton (MHA) 

Metodo de cultivo o suspension directa de las colonias, equiva- 
lente a un estandar de McFarland de 0,5 
35 "C; aire ambiente; 16 a 20 boras, 24 boras para Yersinia 
pestis 


Recomendaciones mi'nimas del control de calidad (vease cuadro 17-3 
para los rangos aceptables de control de calidad) 

Escherichia coli ATCC 25922 

Escherichia coli ATCC 35218 (para combinaciones p-lactamico/inhibidor 
de la p-lactamasa) 


Comentarios generales 

1) Para los aislamientos fecales de especies de Salmonella y Shigella, solo se deben evaluar e informar de rutina ampicilina, una fluoroquinolona y trimeto- 
prim-sulfametoxazol. Ademas, se deben evaluar y comunicar cloranfenicol y una cefalosporina de tercera generacion para los aislamientos extraintestinales 
de especies de Salmonella 

OBSERVACION: la informacion en negrita se considera tentativa durante un afio. 


GRUPO DE 

EVALLACION/ 

INFORME 


ANTIBIOTICO 


CIM (pG/mL) 

ESTANDAR INTERPRETATIVO 


COMENTARIOS 


PENICILINAS 

A 

B 

B 

B 

U 

U/Inv. 


Ampicilina 

Mezlocilina o piperacilina 

Ticarcilina 

Carbenicilina 

Mecilinam 


COMBINACIONES P-LACTAMICO/INHIBIDOR mJ 


B Amoxicilina-acido 

clavulanico o 

B ampicilina-sulbactam 

B Piperacilina-tazobactam 

B Ticarcilina-acido 

clavulanico 

CEFEMS (PARENTERALES) (Incluidii^ 
Por favor remitase al Glosario 1. 






I. II, Illy I\T 


2) Clase represen rati va de ampicilina y amoxicilina. 


3) Para uso contra E. coli solo para aislamientos en las vias urinarias. 


4) ADVERTENCIA: para las especies de Salmonella y de Shigella, las cefalos- 
porinas de primera y de segunda generacidn pueden parecer activas in vitro 
pero no son eficaces desde el punto de vista clinico y no deben ser comunica- 
das como sensibles. 

5) ADVERTENCIA: para Yersinia pestis, algunos estudios ban demostrado 
que aunque los antibioticos p-lactamicos pueden parecer activos in vitro 
carecen de eficacia en modelos animales de infeccion. Estos agentes anti¬ 
bioticos no deben ser comunicados como sensibles. 

6) Las cepas de especies de Klebsiella y E. coli que producen P-lactamasas de 
espectro ampliado pueden ser clmicamente resistentes al tratamiento con 
penicilinas, cefalosporinas o aztreonam, a pesar de la aparente sensibilidad in 
vitro a algunos de estos agentes. Algunas de estas eepas muestran una CIM 
por encima de la poblacion sensible normal pero por debajo de los puntos de 
corte estandares para ciertas cefalosporinas de amplio espectro o aztreonam. 
Estas cepas deben ser evaluadas para la produccion potencial de P-lactamasas 
de espectro ampliado utilizando los puntos de corte para el examen de estas 
p-lactamasas enumerados al final del cuadro antes de informar los resultados 
para penicilinas, cefalosporinas de amplio espectro o aztreonam. Otras cepas 
pueden dar intermedias o resistentes por los puntos de corte estandares a uno 
o mas de estos agentes. En todas las cepas con p-lactamasas de espectro 
ampliado, las CIM para una o mas de las cefalosporinas de amplio espectro o 
aztreonam deben disminuir en presencia de acido clavulanico segun se deier- 
mina en las pruebas confirmatorias fcnotipicas. Para todas las cepas produc- 
toras de p-lactamasas de espectro ampliado, la interpretacion de la prueba se 
debe comunicar como resistente para todas las penicilinas, cefalosporinas y 
aztreonam. (Vease cuadro ubicado al final del cuadro para el examen de 
deteccidn de p-lactamasas de espectro ampliado y pruebas confirmatorias. 
Remitase al glosario para las definiciones de las penicilinas y las cefalospori¬ 
nas). La decision de realizar pruebas de deteccion para p-lactamasas de 
espectro ampliado sobre todos los aislamientos urinarios se debe tomar sobre 
una base institucional, considerando las cuestiones de prevalencia. tratamien 
to y control de infecciones. 


R, resistente; /, intermedia; S, sensible. 

'^Los pedidos son para los documentos de CLSI. 
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Cuadro 17-17 Estandares interpretativos del diametro de la zona y puntos de corte equivalentes de CIN para Enterohacteriaceae^ 
CONDICIONES DE LA PRUEBA 


Medio; agar de Mueller-Hinton 

Inoculo: metodo de cultivo o suspension directa de las colonias, equiva- 

lente a un estandar de McFarland de 0,5 

Incubacion: 35 °C; aire ambiente; 16 a 18 boras 


Recomendaciones mmimas del control de calidad (vease cuadro 17-3 
para los rangos aceptables de control de calidad) 

Escherichia coli ATCC 25922 

Escherichia coli ATCC 35218 (para combinaciones p-lactamico/inhibidor 
de la p-lactamasa) 


Comentarios generales 

1 1 Para los aislamientos fecales de especies de Salmonella y Shigella, solo se deben evaluar e informar de rutina ampicilina, una quinolona y trimetoprim-sul- 
fametoxazol. Ademas, se deben evaluar y comunicar cloranfenicol y una cefalosyorina de tercera generacion para los aislamientos extraintestinales de espe¬ 
cies de Salmonella. / 


OBSERVACION: la informacion en negrita se considera tentativa duran 


GRL PO DE 

EXALUACION/ 

INFORME 

PEMCILINAS 
A P 

B ^ 

B 

B 1 

U C 

U ^ 


ANTIBIOTICO 


DIAMETRO I 
CONTENT- (MMCOM^ETOj 

DO DEL - y -C 

DISCO R / 


Ampicilina 10 pg 

Mezlocilina o piperacilina 75 pg 
100 pg 

Ticarcilina 75 pg 

Carbenicilina 100 pg 

Mecilinam 10 pg 




COMBINACIONES p-LACTAMICO/INHIBIDOR DE LA P-LACTAMASA 
B Amoxicilina-acido clavuM- 20/10 pg i 13 14-17 


Amoxicilina-acido clavuM- 

nico 0 

20/10 Mg 

i 13 

14-17 

ampicilina-sulbactam 

10/10 Mg 

^ 11 

12-14 

Piperacilina-tazobactam 

100/10 Mg 

^ 17 

18-20 

Ticarcilina-acido clavula- 

75/10 pg 

^ 14 

15-19 


%^ON/ 

CEBCANOS) 


PUNTOS DE CORTE 
EQUIVALENTES 
DE CIM (pG/mL) 


^ S R S 

^ 17 

^ 32 

^8 

^21 

^ 128 

^ 16 

^21 

^ 128 

^ 16 

^20 

^ 128 

^ 16 

^23 

^ 64 

i 16 

^ 15 

> 32 

^8 

^ 18 

i 32/16 

^8/4 

^ 15 

^ 32/16 

^8/4 

^ 21 

^ 128/4 

^16/4 

^20 

^ 128/2 

^ 16/2 


COMENTARIOS 


2) Clase representativa de ampicilina y 
amoxicilina 


3) Para uso contra E. coli s61o para 
aislamientos en las vfas urinarias 


R. resisiente; // intermedio; S, sensible. 

‘Los pedidos son para los documentos de CLSI. 


embargo, por convencion, la CIM se interpreta como la con- 
centracion del antibiotico, contenido en el primer tubo en la 
serie, que inhibe el crecimiento visible. Por lo tanto, en este 
ejemplo, la CIM es de 6,25 jig/mL. 

En una seccion ulterior se describe la adaptacion de esta 
prueba a pequenos volumenes para las pruebas de rutina. 

Antibiograma por dilucion en agar 

El procedimiento por dilucion en agar, que es el segundo 
metodo de referencia, ha sido adaptado con exito para el uso de 
rutina en laboratories grandes y evalua solo concentraciones 
seleccionadas del antibiotico. Se inocula una suspension estan- 
darizada de bacterias en una serie de placas de agar, cada una 
de las cuales contiene una concentracion diferente del antibio¬ 
tico, que abarca el intervalo terapeutico del farmaco. Por ejem¬ 
plo, si el intervalo terapeutico para un antibiotico dado es 2 a 
12 pg/mL. se podria utilizar una serie de placas de agar que 


contuvieran 4, 8, 16 y 32 pg/mL del antibiotico para determi¬ 
nar la sensibilidad del microorganismo que se va a evaluar. Si 
el microorganismo crece en las tres primeras placas, pero no en 
la placa que contiene 16 pg/mL del antibiotico, se puede esta- 
blecer un valor de CIM de 16 pg/mL, similar a la interpretacion 
del parametro en la tecnica por dilucion en caldo. 

En la figura 17-13 se muestran placas de dilucion en agar lis- 
tas para su interpretacion. Observese que los microorganismos 
que son sensibles a la concentracion del antibiotico contenido 
en cualquier placa de agar dada no producen un circulo de cre¬ 
cimiento en el sitio del inoculo, mientras que aquellas que son 
resistentes aparecen como colonias circulares. Las placas de 
agar se marc an con una cuadricula para que cada microorga¬ 
nismo pueda ser identificado con un numero y los resultados 
ingresados en la hoja de trabajo. 

Para facilitar el examen de gran cantidad de cultivos, se uti- 
liza un instrumento conocido como replicador Steers {fig. 17- 
14). La principal caracteristica de este instrumento es un cabe- 
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Cuadro 17-18 Recomendadones para la producdon de resumenes institudonales de sensibilidad a los antibioticos 

PARAMETRO 

ACCION RECOMENDADA 

JUSTIFICACION 

Institucion 

Datos separados para cada centro que sirve el 
laboratorio; indicar el nombre de la institu¬ 
cion en el informe 

En un sistema que incluye multiples instituciones los resultados pue¬ 
den variar mucho entre las unidades 

Frecuencia 

Al menos anualmente; indicar el marco tem¬ 
poral en el informe 

Aumenta la probabilidad de que se incluya una cantidad suficiente de 
cepas; evita la posible variacion estacional en la resistencia 

Pruebas duplicadas 

Incluir solo el primer aislamiento (vease el 
recuadro 17-4 para una explicacion de la 
definicion de duplicado) 

Los cultivos frecuentes de pacientes problematicos pueden conducir a 
una hiperrepresentacion de estas cepas en estos datos 

On gen de las cepas 

Incluir solo los aislamientos remitidos con 
fines diagnosticos 

Es posible que los aislamientos remitidos como parte de un protocolo 
no sean representativos; es posible que las cepas aisladas en el 
medioambiente no tengan importancia clinica 

Cantidad de aislamientos 

Incluir solo las especies bacterianas para las 
cuales se evaluaron al menos 10 cepas; 
resultados basados sobre los numeros inter- 
medios (p. ej., < 25 o < 50 cepas pueden 
estar indicados con un asterisco) 

Es posible que una cantidad menor de cepas no den resultados clini- 
camente significativos 

Antibioticos que se comunican de 

Incluir todos los resultados en el resumen, no 

La exclusion de antibioticos no comunicados puede introducir un 

forma selectiva por el metodo de 

solo los que fueron comunicados 

sesgo 

la “cascada” 

Antibioticos que son evaluados o 

No incluir los resultados en el resumen (o 

La naturaleza no aleatoria de las pruebas puede introducir un sesgo 

cornunicados de forma selectiva 

indicar los resultados de las pruebas) 

en los resultados 

(vease recuadro 17-4) 1 

Interpretaciones “calculadas” 

Incluir el resultado de relevancia clinica 

Resultados que son modificados por el protocolo; p. ej., estafilococos 
y antibioticos p-lactamicos sobre la base de los resultados de la 
oxacilina; o modificacion de los resultados p-lactamamicos para los 
prod uc tores de P-lactamasas de espectro ampliado 

Analisis complementarios (vease 

Incluir los factores adicionales 

Decisiones basadas sobre parametros y necesidades locales 

el texto) 

Adaptado de la referenda-'^. 




zal con mecanismo de resorte provisto de 32 a 36 puntas de 
inoculacion de superficie plana, cada una de unos 3 mm de dia- 
metro. El cabezal esta unido a un piston y a un cilindro con 
resorte por medio del cual se puede mover hacia arriba y abajo 
en un piano vertical. La contraparte es una placa de siembra de 
aluminio que contiene 32 a 36 pocillos. Estos pocillos estan 
equipados de forma tal que cuando la placa de siembra esta ali- 
neada correctamente dentro de la guia en la base del replicador, 
cada una de las puntas de inoculacion sobre el cabezal movil se 
ajusta exactamente a los pocillos. Cada celda de la placa pro- 
porciona un receptaculo en el cual se pueden colocar diferentes 
suspensiones bacterianas. 

La placa de sensibilidad por dilucion en agar se inocula colo- 
cando una bandeja de siembra con sus diversas suspensiones 
directamente debajo del cabezal de inoculacion. Se desciende 
la cabeza de modo que las puntas se extiendan por completo en 
el interior de cada pocillo y asi se toman muestras de unos 
0,003 mL de cada suspension bacteriana sobre la superficie de 
cada punta de inoculacion. A continuacion, se eleva la cabeza 
y se mueve una placa de agar ubicada debajo de las puntas, las 
cuales a su vez se descienden de modo que la superficie plana 
de cada punta de inoculacion toque la superficie del agar. Se 
eleva nuevamente la cabeza y se hace retroceder la placa de 
siembra en posicion para la inoculacion de la siguiente placa de 
agar. Se repite el procedimiento para evaluar todas las placas 
del antibiotico. Una vez inoculadas todas las placas, se las 
incuba a 35 °C durante 18 boras. 


Antibiograma por difusion con discos 

En la figura 17-15 se muestra el principio basico del metodo 
de difusion con discos para examen de la sensibilidad a los an¬ 
tibioticos. Tan pronto como el disco impregnado en el anti¬ 
biotico entra en contacto con la superficie de agar hiimeda, se 
absorbe agua en el papel de filtro y el antibiotico se difunde en 
el medio circundante. La velocidad de extraccion del antibioti¬ 
co del disco es mayor que su difusion hacia afuera en el medio, 
de modo que la concentracion inmediatamente adyacente al 
disco puede exceder la del disco propiamente dicho. Sin 
embargo, a medida que aumenta la distancia desde el disco, 
existe una reduccion logaritmica en la concentracion del anti¬ 
biotico. Si la placa ha sido inoculada antes con una suspension 
bacteriana, el crecimiento simultaneo de las bacterias ocurre 
sobre la superficie del agar. Cuando se alcanza una masa celu- 
lar critica de bacterias, se supera la actividad inhibidora del 
antibiotico y las bacterias proliferan. El tiempo necesario para 
alcanzar la masa celular critica (tiempo critico; 4 a 10 horas 
para las bacterias evaluadas comunmente) es caractenstico de 
cada especie, pero esta influido por la composicion del medio 
y la temperatura de la incubacion. La extension lateral de la 
difusion del antibiotico antes de que se alcance el tiempo criti¬ 
co se vera afectada por la profundidad del agar porque la difu¬ 
sion ocurre en tres dimensiones. Los puntos en los cuales se 
alcanza la masa celular critica aparecen como un circulo bien 
demarcado de crecimiento bacteriano, con el centro del disco 
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Recuadro 17-4 Recomendaciones para el formato de los resumenes de las pruebas de sensibllidad a los antibioticos 


1. Las partes interesadas en cada institucion deben decidir como desean presentar los datos. Es posible que algunos sistemas de informacion del laboratorio o 
institucionales no puedan cumplir todas las recomendaciones. 

2 Se deben excluir claramente los resultados duplicados, de modo de no sesgar los resuitados hacia pacientes en los cuales los cultivos se realizan mas a 
menudo. Sin embargo, la definicion de "duplicado'* es pasible de varias inierpretaciones. For ejemplo, el NCCLS recomienda incluir en el analisis solo el 
primer aislamiento de una bacteria particular de un paciente particular en un periodo dado (p. ej., 1 ano), independientemente de las otras caracteristicas de 
los aislamientos. Sera casi imposible para la mayoria de las instituciones rastrear la condicion duplicada durante un ano. Lo que es mas importante, esta 
recomendacion excluina la visualizacion de multiples cepas de patogenos importantes que circulan simultaneamente en una institucion y por cierto dismi- 
nuiria la probabilidad de detectar el brote de una infeccion resistente que comienza a propagarse. 

3. Se deben excluir los antibioticos que son evaluados y comunicados selectivamente, porque no ban sido evaluados en forma aleatoria. Por ejemplo, si se eva- 
lua una cefalosporina de tercera generacion solo contra cepas de S. pneumoniae que no son sensibles a la peniciiina, utilizando un examen con disco de oxa- 
ciiina, los resultados no seran representativos de todos los neumococos de la institucion; en este caso, los resultados pueden ser ajustados aceptando que 
todos los neumococos que son claramente sensibles a la peniciiina por el examen con discos lambien son sensibles a la cefalosporina de tercera generacion. 
Por el contrario, si se evaluan las cepas de H. influenzae contra ampicilina solo si no producen p-lactamasa, los resultados seran sesgados hacia la sensibili- 
dad de los aislamientos restantes a la ampicilina. En algunos casos, las solicitudes especiTicas de pruebas de sensibilidad pueden indicar un sesgo hacia la 
resistencia. 

4. El analisis suplementario puede ser apropiado en varias situaciones clmicas o microbiologicas: 

a. Aunque se recomienda no incluir la categona “intermedia” para la mayona de las combinaciones. es conveniente comunicar esta categoria para S. pneu¬ 
moniae y para estreptococos viridans aislados de sitios esteriles. 

b. Para la mayona de las combinaciones la interpretacion comunicada se basa sobre las concentraciones de los antibioticos alcanzables en suero. Sin embar¬ 
go, en el caso de S. pneumoniae, se recomienda comunicar los datos para cefotaxima y ceftriaxona (y para cefipima en los paises donde existe una indi- 
cacion para el uso del antibidtico tanto en meningitis como en no meningitis) utilizando los puntos de corte interpretativos para los aislamientos de san- 
gre y de LCR. 

c. Los resultados para el estafilococo coagulasa positivo, S. aureus, pueden ser analizados por separado para los aislamientos que son sensibles y resistentes 
a la oxacilina. Los patrones generales para estos dos grupos son muy diferentes y se pueden perder por la fusion de los datos. 

d. Si la cantidad de aislamientos lo permite, puede ser util diferenciar las poblaciones de pacientes (internados frente a ambulatorios, unidades de cuidados 
intensivos, ninos frente a adultos), los sitios corporales (aparato urinario, aparato respiratorio, sangre, etc.), el origen de la infeccion (intrahospitalario o 
extrahospitalario) o situaciones clmicas especfficas en las cuales existen problemas especiales (fibrosis quistica). 


formando el centre del circulo si la prueba se ha realizado de 
manera correcta (fig. 17-16). La concentracion del antibiotico 
difundido en esta interfaz de crecimiento y las bacterias inhibi- 
das se conoce como la concentracion critica y se aproxima a la 
CIM obtenida en las pruebas de dilucion. Aunque no se realiza 
en la practica el calculo directo de la concentracion inhibitoria, 
la CIM se calcula en realidad con una exactitud razonable si se 
conocen las caracteristicas de la difusion del antibiotico y el 
crecimiento bacteriano.^^ 


DESARROLLO DE UN PROCEDIMIENTO ESTANDARIZADO 
PARA PRUEBAS DE DIFUSION CON DISCOS 

Para finales de la decada de 1950, el estado de los antibio- 
gramas en los laboratorios de microbiologia de todo el mundo 
era caotico debido a la falta de un procedimiento estandar ade- 
cuado. Las concentraciones de los antibioticos en los discos 
variaban de manera considerable, se utilizaba una amplia varie- 
dad de medios, los metodos de inoculacion diferian de un labo¬ 
ratorio a otro, la duracion del tiempo de incubacion no era uni¬ 
forme y los resultados eran interpretados segiin varios criterios. 
Se formo un comite de la Organizacion Mundial de la Salud 
para investigar este problema y la deliberacion de este comite 
proporciono el trabajo basal que condujo al desarrollo de varios 
procedimientos estandares (protocolo 17-1),^ La prueba que se 
ha convertido en el estandar en los Estados Unidos se basa 
sobre el trabajo de Bauer, Kirby y cols.^^ 

Si la prueba se realiza en forma correcta, los hordes de la 
zona de inhibicion deben ser claros y faciles de medir. En el 
recuadro 17-6 se enumeran las situaciones en las cuales el tec- 
nico debe aprender a interpretar los resultados poco claros. 


INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS 

El tamaho de la zona observada en un antibiograma por difu¬ 
sion con discos no tiene significado por sf solo. Los estandares 
de interpretacion provistos por el CLSI se obtienen a partir de 
una correlacion entre los tamanos de la zona y las CIM de la 
especie que pueden ser evaluados mediante el metodo de difu¬ 
sion con discos. En la figura 17-21 se muestra un prototipo de 
una curva de regresion que proporciona dicha correlacion. 
Cada triangulo representa los resultados de ambas pruebas para 
una sola cepa. Se ha dibujado una Imea de regresion a traves de 
muchos puntos individuates. Una vez establecida la linea de re¬ 
gresion, se puede inferir un resultado aproximado de la CIM a 
partir del diametro de cualquier zona. En este ejemplo, el tama¬ 
ho de una zona de 18 mm corresponde a una CIM de 6,25 
pg/mL, el valor critico de la prueba de dilucion en caldo que se 
muestra en la figura 17-11. 

Por lo tanto, un antibiotico que produce una zona de diame¬ 
tro mayor de 18 mm en teoria tendria una CIM de menos de 
6,25 pg/mL y el microorganismo seria considerado sensible; 
uno que produjera una zona de tamaho inferior a 18 mm, por 
el contrario, seria considerado resistente. En la practica real, 
las curvas de regresion no estan definidas con tanta claridad y 
se puede establecer una zona de 2 a 4 mm donde no es posible 
determinar si el microorganismo es sensible o resistente 
(vease cuadro 17-17). Los aislamientos que producen una zo¬ 
na de inhibicion en este intervalo son caracterizados como de 
sensibilidad intermedia. En los estudios llevados a cabo a 
finales de la decada de 1950. Bauer, Perry y Kirby demostra- 
ron por primera vez que las cepas bacterianas evaluadas con¬ 
tra un antibiotico dado tienden a caer en las categorias de 
resistentes o sensibles; solo un pequeho porcentaje (5% o 






Cuadro 17-19 Planilla de informe resumido de sensibilidad a los antibioticos 


SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS EVALUADA 
DESDE EL 1 DE JULIO DE 2003 HASTA EL 30 DE JUNIO DE 2004 


Mdximo de cepas evaluadas 

% de sensibles 

Ampicilina 

Ampicilina-sulbactam 

Ampicilina 

Amikacina 

Aztreonam 

Ceftazidima 

Cefotaxima 

Ceftriaxona 

Clindamicina 

Ciprofloxacina 

Cefotetan 

Cefazolina 

Cefalotina'^ 

Cotrimoxazol 

Eritromicina 


ESPECIES 

DE ESCHE¬ 
RICHIA 

ESPECIES 

DE ENTERO- 

BACTER 

ESPECIES 

DE 

KLEBSIELLA 

PROTEUS 

MIRABILIS 

ESPECIES 

DE 

PROTEUS 

ESPECIES 

DE 

SERRATIA 

ESPECIES 

DE ACINETO- 

BACTER 

CITRO- 

BACTER 

FREUNDII 

CITRO- 

BACTER 

KOSERI 

PSEUDO¬ 

MONAS 

AERUGINOSA 

STAPHYLO¬ 

COCCUS 

COAGULASA 

POSITIVOS 

STAPHYLO¬ 

COCCUS 

COAGULASA 

NEGATIVOS 

ENTERO¬ 

COCCUS 

STREPTO¬ 

COCCUS 

PNEUMO¬ 

NIAE 

3 497 

312 

748 

269 

106 

107 

45 

89 

24 

1 333 

2 174 

894 

1 234 

148 


93 

14 

11 

lOlV’ 

54'’ 

20 


Gentamicina 

98 

97 

98 

95 

96 

98 

98'’ 

98 

100" 

78 

- 

- 

- 

- 

Imipenem 

100 

100 

100 

99+ 

96 

99 

I8U 

100 

100" 

- 

- 

- 

- 

- 

Meropenem 

- 

- 

- 


- 

- 

- 


- 


- 

- 

- 

- 


(Continua) 
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Cuadro 17-19 Planilla de informe resumido de sensibilidad a los antibloticos (cont.) 

SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS EVALUADA 

DESDE EL 1 DE JULIO DE 2003 HASTA EL 30 DE JUNIO DE 2004 






ESPECIES ESPECIES ESPECIES ESPECIES ESPECIES ESPECIES CITKO- 

DE ESCHE- DEENTERO- DE PROTEUS DE DE HEACINETO- BACTER 

RICHIA BACTER KLEBSIEUjK MfRABILIS PROTEUS SERRATIA BACTER FREUNDU 

CITRO- 

BACTER 

KOSERI 

PSEUDO¬ 

MONAS 

AERUGINOSA 

STAPHYLO¬ 

COCCUS 

COAGOLASA 

POSITIVOS 

STAPHYLO¬ 

COCCUS 

COAGULASA 

NEGATIVOS 

ENTERO¬ 

COCCUS 

STREPTO¬ 

COCCUS 

PNEUMO¬ 

NIAE 

Oxacilina-nafcilina - - - • 

- 

- 

67 

- 

- 

- 

Oxacilina-nafcilina - - - _ - _ 

- 

- 

- 

34 

- 

- 

Piperacilina 74 79 92 97 90 94 75* 67 

95* 

- 

- 

- 

- 

- 

Piperacilina - 

- 

90 

- 

- 

- 

- 

Piperacilina tazobactam 97 62* 100^’ _ _ _ 100* - 


- 

- 

- 

- 

- 

Piperacilina-lazobactam - - - 


84 

- 

- 

- 

- 

Tobramicina 99 99 98 96 100 96 100* 100 

100* 

87 

- 

- 

- 

- 

Vancomicina _ - _ _ - _ - 

- 

- 

100 

100 

97 

- 

Penicilina - _______ 

- 

- 

- 

- 


76% sensibles; 
14% intermedios 

Ceftriaxona (criterios de - _______ 

LCR) 

- 

- 

- 

- 

- 

ND 

Ceftriaxona (criterios de 
suero) 




- 


ND 

Solo para infecciones 
urinarias 

Nitrofurantofna 99 67 68 1 19 0* 0* 96 

94* 

1 

100 

99+ 

98 

- 

“ Para infecciones enterococicas graves debe utilizarse terapia de comhinacion con un ^lactamdmico y un aminoglucosido. 

* < 50 cepas evaluadas. 

‘ > 90% de las especies de Staphylococcus son resistentes a la penicilina y la ampicilina. 

^Cefalotina dehe ser utilizada como el fdrmaco de close para determinar sensibilidad a las cefalosporinas orales de primera generacidn. 

^ 69 cepas neumococicas evaluadas contra ceftriaxona; solo cepas NO sensibles a penicilina en un procedimiento de deteccidn evaluado contra ceftriaxona. 

ND, no disponible. 
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Cuadro 17-20 Datos que sugieren la necesidad de verificar el perfil de sensibilidad a los antibioticos o la identificacion 
del aislamiento bacteriano'' 

MICROORGANISMO 

FENOTIPOS QUE SON RAROS O PUEDEN 
SER EL RESULTADO DE ERRORES 
TECNICOS 

FENOTIPOS QUE PUEDEN SER RAROS 

EN CIERTAS INSTITUCIONES 

Enterobacterias (cualquiera) 

1 o R a carbapenemicos 

R a amikacina o fluoroquinolonas 

Citrobacter freundii 

Especies de Enierobacter 

Serratia marcescens 

S a ampicilina, cefazolina o cefalotina 


Proteus vulgaris 

Especies de Providencia 

S a ampicilina 


Pseudomonas aeruginosa 


R a gentamicina, tobramicina y amikacina simultaneamente 

Stenotrophomonas maltophilia 

S a carbapenemicos 

R a trimetoprim-sulfametoxazol 

Proteus mirabilis 

S a nitrofurantoma 


Enterococcus faecalis 

R a penicilina o ampicilina; S a quinupristina-dalfo- 
pristina; R a linezolida 

R a aminoglucosidos de alto nivel (sitios corporales esteriles) 

Enterococcus faecium 

R a linezolida 

R a aminoglucosidos de alto nivel (sitios corporales esteriles); 

R a quinupristina-dalfopristina 

Staphylococcus aureus 

I o R a linezolida; I o R a quinupristina-dalfopristi- 
na; I 0 R a vancomicina 

R a oxacilina 

Staphylococcus, coagulasa negative 

I o R a linezolida; I o R a vancomicina 


Streptococcus pneumoniae 

R a fluoroquinolona; I o R a linezolida; I o R a van¬ 
comicina 

R a penicilina; R a cefalosporinas de tercera generacion 

Streptococcus, grupo viridans 

I o R a linezolida; I o R a vancomicina 

I o R a penicilina 

Streptococcus, p-hemolitico 

I o R a penicilina o ampicilina; I o R a las cefalos- 
porinas de tercera generacion; I o R a linezolida; I 
o R a vancomicina 


Cualquier microorganismo 

Resistente a todos los agentes evaluados 


Todas estas situaciones estan sometidas a cambio a medida que se desarrollan y extienden los nuevos mecanismos de resistencia a los antibioticos. 

Adaptado de las referencias-'^^^'^. 

R, resistente; /. intermedia; S, sensible. 


menos) caen en el intervalo de sensibilidad intermedia.'^ Por 
lo tanto, si un laboratorio tiene un alto porcentaje de comuni- 
caciones con resultados intermedios, esta indicado revaluar el 
procedimiento. 

Las pautas de interpretacion de las pruebas de difusion en 
disco (vease cuadro 17-18) permiten al usuario determinar 
valores aproximados de la CIM para cada uno de los antibioti- 
cos enumerados (ultimas dos columnas), con diametros de las 
zonas determinados mediante la tecnica de difusion en disco. 
Estas correlaciones no estan destinadas a equipararse con los 
valores criticos para la sensibilidad y la resistencia establecidos 
mediante las pruebas de dilucion, pero brindan una apreciacion 
del significado del informe. Por ejemplo, un microorganismo 
que muestra una zona de 11 mm de inhibicion contra ampici- 
lina seria considerado resistente con una concentracion mayor 
de 32 pg/mL. 

Sin embargo, si la infeccion se encuentra en las vfas uri- 
narias bajas, se logran concentraciones muy altas de ampici- 
lina y el microorganismo podria ser tratable incluso en pre- 
sencia de un resultado de aparente resistencia. Puede ser 
necesaria una prueba de dilucion para obtener un resultado 
mas preciso. 


CONTROL DE CALIDAD 

El control de calidad se debe efectuar cada vez que se utili- 
za un nuevo lote de discos o agar. En el interin, se deben eva- 
luar los controles cada dia que se realiza un procedimiento a 
menos que se cumplan criterios estrictos para las evaluaciones 
semanales. El CLSI ha establecido limites sobre los tamanos de 
las zonas que son aceptables para las cepas de control de cali¬ 
dad (cuadro 17-21); estos limites proporcionan un medio por el 
cual se mide la exactitud de la prueba. 

LIMITACIONES 

La prueba de Bauer-Kirby, modificada por el CLSI, ha sido 
aceptada en los Estados Unidos como la tecnica estandar para 
realizar las pruebas de sensibilidad por difusion con discos y 
ofrece informacion util en la mayoria de los casos. Sin embar¬ 
go, existen algunas limitaciones defmidas. La prueba solo se 
debe aplicar a especies bacterianas que han sido cuidadosamen- 
te evaluadas. Las bacterias que crecen en forma lenta, que nece- 
sitan nutrientes especiales o que requieren CO 2 o condiciones 
anaerobias para el crecimiento no deben ser evaluadas, a menos 
que se haya documentado la validez del procedimiento."'^ 
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Recuadro 17-5 Eleccion de los antibioticos que se deben 
comunicar 


1. Si el uso de los agentes mas costosos o tdxicos esta controlado por el 
personal de la farmacia o los medicos consultores, el laboratorio puede 
comunicar los resultados de todos los ftoiacos evaluados. El control 
sobre el uso inapropiado llega en el momento en que se ordena el far- 
maco. 

2. El laboratorio puede comunicar los resultados de los antibioticos mas 
adecuados y comunicar otros farmacos solo si existe resistencia a un 
agente preferido o si un medico solicita especiTicamente el resultado. 
Por ejemplo, los resultados de ia sensibilidad para las cefalosporinas de 
tercera generacion solo se cornunican si el aislamiento es resistente a 
los antibioticos de primera generacion. 

3. Si los recursos son limitados, se pueden evaluar los antibioticos mas 
adecuados y se los comunica en primer lugar, seguidos de otros anti¬ 
bioticos si el medico lo solicita. El personal medico debe mantenerse 
informado de los antibioticos adicionales que no son evaluados de ruti- 
na, pero que se encuentran en el laboratorio para su evaluacion. 

4. Algunos laboratorios publican el costo del antibiotico ademas del 
resultado de la sensibilidad. El motivo para esta politica es obvio, pero 
no se ha documentado la eficacia de mostrar los costos. La reiteracion 
permanente de datos de costos podria lograr que el medico revisor los 
tenga presentes, pero tambien podria propiciar que se desatienda la 
informacion. 

5. La decision acerca de cual costo se debe incluir en la comunicacion no 
es clara: i,costo para la farmacia?, ^costos para el paciente?, ^por dosis? 
^por dia? ^,Se deben incluir los gastos auxiliares como la administra- 
cion y las pruebas de laboratorio para la monitorizacion? Los gastos 
.sobre costos pueden parecer muy diferentes segun el enfoque adoptado. 


Antibiograma por microdilucion en caldo 

Junto con el desarrollo de una prueba util de difusion con 
discos, otros investigadores intentaron simplificar la prueba de 
dilucion en caldo. El procedimiento de microdilucion en caldo 
es similar en principio al metodo del macrodilucion, salvo en 
que la sensibilidad a los antibioticos se determina en una serie 
de pocillos microtubulares moldeados en una placa de plastico. 
Cada placa puede contener 80, 96 o mas pocillos, segun la can- 
tidad y la concentracion de los antibioticos que van a ser inclui- 
dos en el panel de pruebas de sensibilidad. 



Figura 17-11 llustracion de prueba de .sensibilidad a los antibioticos por 
dilucion en caldo en la cual se diluye en forma seriada el antibiotico por exa- 
minar en un intervalo entre 100 pg/mL y 0,4 pg/mL. El tubo numero 10 sirve 
como control positivo. 


Las ventajas del metodo de microtubos son que se utilizan 
pequenos voliimenes de reactivo y que se pueden evaluar gran- 
des cantidades de bacterias en forma simple y economica con¬ 
tra un panel de antibioticos (protocolo 17-2). El intenso traba- 
jo que supone la preparacion de placas con multiples pocillos 
fue un impedimento importante para su uso sistemMco. 

Una gran ventaja de las pruebas por microdilucion en caldo 
provino del desarrollo de instrumentos que distribuian alicuo- 
tas exactamente reproducibles de tubos en los cuales se habian 
preparado grandes volumenes del antibiotico. Se combino la 
precision de la dilucion en grandes volumenes con la facilidad 
de la prueba en placas de microtitulos. El instrumento 
Autospense® (Sandy Spring Technologies, Gaithersburg, MD) 
(antes Quickspense®) se puede conseguir en el comercio y se 
utiliza en algunos laboratorios de hospitales. Si se cuenta con 
los recursos, la produccion local de placas permite el uso de un 
panel ajustado de antibioticos; los usuarios pueden cambiar el 
panel a voluntad. En la figura 17-22 se muestra una primera 
version del instrumento Quickspense. Se preparan las dilucio- 
nes en grandes volumenes, luego de lo cual el liquido se dis- 


Figura 17-12 Dibujo de Imeas de la prueba de sensibilidad 
por dilucion en caldo que se muestra en la figura 17-11. La 
CIM para la prueba que se muestra aqui es de 6,25 |ig/mL. 
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Figura 17-13 Placas de sensibilidad a los antibioticos por 
dilucion en agar que han si do inoculadas con varias especies de 
bacterias de un replicador de Steers. Los microorganismos sen- 
sibles son inhibidos por una concentracion de antibiotico con- 
tenida en la placa y no se aprecia ningiin crecimiento en los 
puntos de inoculacion; los microorganismos resistentes apare- 
cen como colonias definidas de crecimiento bacteriano. 


pensa en forma automatica en las bandejas de microtitulos. 
Despues de completar la preparacion de las diluciones, se pue- 
den distribuir rapidamente las soluciones de los antibioticos en 
gran cantidad de placas. Estos instrumentos combinan la preci¬ 
sion de la preparacion de diluciones en grandes volumenes con 
la conveniencia y la economia de los sistemas de microtitulos. 

Las placas que contienen antibioticos deben ser congeladas 
a -20 °C o menos hasta su utilizacion. Las placas preparadas y 
congeladas se pueden obtener de varias fuentes comerciales. El 
almacenamiento de gran cantidad de microplacas congeladas 
puede ser dificil en algunos laboratorios. En este caso, se pue¬ 
den adquirir placas que contienen antibioticos liofilizados, el 
equivalente de laboratorio del cafe instantaneo. La rehidrata- 
cion de las celdas agrega otro paso al procedimiento, pero la 
vida de estante ampliada de las placas desecadas por congela- 
miento es util, sobre todo para los laboratorios en los cuales se 
realizan pequenas cantidades de pruebas. Tanto los sistemas 
por dilucion en caldo congelados como liofilizados, han rendi- 
do bien en comparacion con los metodos de referenda. 

Como podria esperarse, la reproducibilidad entre los laborato¬ 


rios de los sistemas comerciales que utilizan lotes estandariza- 
dos de volumen muy grande ha sido mayor que la de las placas 
locales, aun cuando las placas fueran preparadas para uso expe¬ 
rimental.^^ Algunos de los sistemas comerciales no han rendi- 
do bien en ciertas situaciones especiales, como se explica mas 
adelante. 

Las pautas de interpretacion sugeridas por el CLSI, que 
deben ser comunicadas junto con los valores reales de las CIM 
o en lugar de ellos, se mencionan en el cuadro 17-16. El CLSI 
ha publicado pautas separadas para la interpretacion de las 
especies de Haemophilus, Streptococcus pneumoniae y 
Neisseria gonorrhoeae. Las pautas para el control de calidad 
son similares a aquellas para la prueba por difusion con discos 
(cuadro 17-22). 

En general, los parametros se definen con facilidad (fig. 17- 
23). El examen de microplacas se ve facilitado por el uso de un 
espejo visualizador (fig. 17-24). En ocasiones, se puede inhibir 
el crecimiento en un pocillo adyacente a otros con crecimiento 
no inhibido (pocillo omitido). Si se omite un solo pocillo y no 
se afecta el resultado, el omitido puede ignorarse. Si se omiten 



Figura 17-14 Replicador de Steers: el cabezal de inoculacion y las puntas 
estan fijas. Una bandeja deslizante coloca altemativamente un molde que con- 
tiene el inoculo y una placa de agar debajo del cabezal. Las partes pueden ser 
desarmadas para la esterilizacion en autoclave. 



Figura 17-15 Principio de la difusion del antibiotico en el agar. La concen¬ 
tracion del antibiotico disminuye a medida que aumenta la distancia desde el 
disco. 
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multiples pocillos, si el omitido ocurre con una dilucion que es 
fundamental para determinar la sensibilidad del aislamiento o 
si multiples aislamientos demuestran el fenomeno, se debe 
investigar el problema y repetir la prueba. 

Los resultados de las pruebas del control de calidad pueden 
dar indicios sobre la naturaleza del problema. Ciertos errores 
son particularmente frecuentes. Algunos de los posibles pro- 
blemas y explicaciones se resumen en el cuadro 17-23. El CLSI 
ha proporcionado pautas para el examen en situaciones clinicas 
especiales, que se muestran en el cuadro 17-24. 

Qictomsic rnmorrisilQC 

VITEK» (BIOMERIEUX VITEK, HAZELWOOD. MO) Y MICROSCAN< 

(DADE INTERNATIONAL. WEST SACRAMENTO, CA) 

El instrumento Vitek utiliza un analisis computarizado del 
crecimiento en tarjetas plasticas para calcular una CIM. En al¬ 
gunos casos, el calculo de la CIM depende de la identificacion 
bacteriana. La exactitud adicional provista por la correlacion 
computarizada del patron de crecimiento y la identificacion es 
contrabalanceada por la incertidumbre acerca del resultado de 
la sensibilidad si no se conoce aun la identificacion o si el sis- 
tema no puede proporcionarla con una certeza suficiente. 

Los productos MicroScan se basan sobre los metodos de 
CIM tradicionales. La Imea recorre toda la gama de las placas 
-congeladas o liofilizadas- que son interpretadas manualmen- 
te en un extremo hasta un instrumento semiautomatico, el 
‘'Walkaway®” en el otro. Se incorporan reactivos bioquimicos 
para la identificacion de las bacterias en las mismas placas de 
microtiibulos. Se utiliza la incubacion tradicional durante toda 
la noche para la mayoria de los productos MicroScan. Sin 
embargo, el sistema Walkaway incorpora un metodo de detec- 
cion por fluorescencia que proporciona una identificacion y 
pruebas de sensibilidad en el mismo dia para algunos microor- 
ganismos. Existen otros distintos sistemas semiautomaticos, 
asf como varias elecciones para adquirir placas de microdilu- 
cion comerciales, congeladas o liofilizadas. En general, los sis¬ 
temas funcionan bien. Los dos sistemas principales general- 
mente han rendido bien en comparacion contra los metodos de 
referencia,^^^ aunque se observe un numero problematico 
de errores menores en un informe.^^^ Ademas, el instrumento 
Vitek resulto tan precise como el metodo de dilucion cuando se 
realizaron pruebas de sensibilidad directas en el material extra- 
ido de frascos de hemocultivos positives. 

De vez en cuando se comunican problemas con cada uno de 
estos sistemas. Las formulas o los sistemas que producen los 
resultados mas rapidos parecen ser mas propensos al error. 
Como ejemplo de los problemas actuales, el instrumento Vitek 
produjo mas errores de los esperados cuando se evaluaron ais¬ 
lamientos de Pseudomonas aeruginosa en pacientes con fibro¬ 
sis quistica^"^^ y cuando una especie fue evaluada contra carba- 
penemicos (imipenem y meropenem).^^^ La historia indica que 
todas las companias controlan estos informes con cuidado y 
mas rapidamente para tratar los problemas. 

El control de calidad de los resultados automatizados ha sido 
dificil y en gran parte poco satisfactorio. Para la mayoria de las 
combinaciones farmacos-microorganismo, las cepas de control 
estandares producen resultados que estan en los extremos del 
parametro medido y no se pueden cuantificar con precision. 

PRUEBA DEL EPSILOMETRO (ETEST^ AB BIODISK, SUECIA) 

Un agregado util al arsenal diagnostico es el Etest, que con- 
siste en bandas impregnadas con antibioticos que se colocan 
sobre la superficie del agar (protocolo 17-3). El principio es 



Figura 17-16 Placa para evaluar la sensibilidad a los antibioticos con discos 
que muestra el mismo principio que en la figura 17-15. En el area donde la 
concentracion de antibiotico es insuficiente para evitar el crecimiento bacte- 
riano, se puede ver un margen defmido. 


Recuadro 17-6 Interpretacion correcta de los antibioticos: 
situaciones especiales 


1. Los microorganismos moviles como Proteus mirabilis o P vulgaris 
pueden ascender cuando crecen en las superficies del agar, lo que con¬ 
duce a un velo delgado que puede penetrar en las zonas de inhibicion 
que rodean los discos de sensibilidad a los antibioticos (fig. 17-17). 

Esta zona de movimiento ascendente debe ser ignorada; se debe medir 
el margen externo. que suele estar claramente senalado. Asimismo, con 
los discos de sulfamidas, es posible que el crecimiento no sea totalmen- 
te inhibido en el margen externo, lo que conduce a un velo debil, donde 
el 80% 0 mas de los microorganismos son inhibidos. La zona clara de 
alrededor del 80% de inhibicion debe ser leida como el diametro de la 
zona. 

2. El fenomeno que se muestra en la figura 17-18 debe ser interpretado de 
modo diferente del que se muestra en la figura 17-17. Observese que se 
presentan colonias defmidas dentro de la zona de inhibicion. Esto no 
representa movimiento ascendente. Mas bien, estas colonias son mutan- 
tes que son mas resistentes al antibiotico que la mayor porcion de la 
cepa bacteriana por evaluar o el cultivo no es puro y las colonias sepa- 
radas son de una especie diferente. El aislamiento. la identificacion y 
las pruebas de sensibilidad de las colonias resistentes pueden ser nece- 
sarios para resolver este problema. Si se determina que las colonias 
separadas representan una variante de una cepa mutante, las especies 
bacterianas por evaluar deben considerarse mutantes, aun cuando se 
puede presentar una zona amplia de inhibicion por el resto del creci¬ 
miento. 

3. La figura 17-19 demuestra la dificultad para medir el diametro de una 
zona cuando existe superposicion con las zonas de los antibioticos 
adyacentes, o cuando ia zona se extiende mas alia del borde de la placa 
de Petri. Se pueden presentar zonas ovaladas o elipticas y es dificil 
determinar si hay que medir los diametros cortos o largos. A menos que 
las zonas sean muy anchas y el microorganismo por evaluar sea obvia- 
mente sensible, la prueba se debe repetir con la colocacion mas cuida- 
dosa de los discos del antibiotico de modo que no ocurra la superposi¬ 
cion. 

4. La figura 17-20 muestra una placa mal preparada. Las Imeas de la 
siembra en estna son irregulares y dejan espacios entre las colonias 
adyacentes. Los hordes de las zonas son poco claros, lo que hace dificil 
recoger los puntos exactos en los cuales se deben hacer las mediciones. 
No se debe intentar realizar lecturas sobre una placa poco inoculada 
como esta y la prueba debe repetirse. 
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Figura 17-17 Fotograffa de una placa para sensibilidad a los antibidticos que 
utiliza una especie de Proteus como microorganismo de prueba. Observese el 
movimiento en la zona de inhibicidn en los margenes perifericos. Se debe uti- 
lizar la segunda zona externa de inhibicidn del crecimiento cuando se mide el 
ancho de la zona. 


Figura 17-19 Placa para sensibilidad a los antibioticos mal preparada que 
muestra una superposicidn objetivable de las zonas de inhibicidn del creci¬ 
miento desde discos adyacentes. 


una expansion del antibiograma por difusion con discos y el 
protocolo para preparar el inoculo es el mismo. Se gradua el 
contenido del antibiotico de las bandas, y la concentracion se 
imprime linealmente a lo largo de la banda (fig. 17-25). 
Despues de la incubacion, la CIM se lee a partir del punto en 
la banda donde pasa la zona de inhibicidn del crecimiento. Si 
se colocan las bandas sobre el agar con la parte superior hacia 
abajo (sin que el lado impregnado entre en contacto con el 
agar), es probable que ocurran determinaciones eirdneas de la 
Sin embargo, el fabricante indica que una banda con 
la parte de arriba hacia abajo puede ser reubicada sin proble- 
mas si el error se reconoce de inmediato. 

Los mismos factores que influyen en las pruebas de sensibi¬ 
lidad por difusidn con discos se aplican a su “hijastro”, el Etest. 



Figura 17-18 Placa para sensibilidad a los antibioticos en la cual estan cre- 
ciendo colonias resistentes a la kanamicina dentro de la zona de inhibicidn: se 
deben realizar pruebas bioquimicas para determinar si la cepa resistente es una 
mutante de los microorganismos que se est^ examinando o si representa una se¬ 
gunda especie que crece en cultivo mixto. 



Figura 17-20 Placa para sensibilidad a los antibioticos mal sembrada que 
muestra un crecimiento irregular. Los margenes de la zona son indefinidos, lo 
que compromete una medicidn precisa. 



Diametros de la zona (mm) 

Figura 17-21 Curva de regresidn prototipo que compara las CIM en micro- 
gramos por mililitro con el tamano de la zona en milimetros. Cada triangulo 
representa la CIM (eje vertical) y la zona inhibitoria (eje horizontal) de una 
cepa unica. El diametro de 18 mm de una zona se corresponde con el punto de 
corte de la CIM de 6,25 pg/mL, una correlacidn que, en teoria, se podria hacer 
para la prueba que se muestra en las figuras 17-11 y 17-12. 







Cuadro 17-21 Limites de control de calidad para las pruebas por ditusion con discos 


CONTENIDO 

ESCHERICHIA COLI 

STAPHYLOCOCCUS 

PSEUDOMONAS 

ESCHERICHIA COLI 


ANTIBIOTICO 

DEL DISCO 

(ATCC 25922)^^ 

AVREVS (ATCC 25923) AERUGINOSA (ATCC 27853) 

(ATCC 35218y 


Amikacina 

30 ng 

19-26 

20-26 

18-26 

- 


Amoxicilina-acido clavulanico 

20/10 pg 

18-24 

28-36 

- 

17-22 


Ampicilina 

long 

16-22 

27-35 

- 

6 


Ampicilina-sulbactam 

10/10 pg 

19-24 

29-37 

- 

13-19 


Azitromicina 

15 ng 

- 

21-26 

- 

- 


Azlocilina 

75 ng 

- 

- 

24-30 

- 


Aztreonam 

30 pg 

28-36 

- 

23-29 

- 


Carbenicilina 

100 pg 

23-29 

- / 

18-24 

- 


Cefaclor 

30|ig 

23-27 

27-31 / 

- 

- 


Cefamandol 

30 ng 

26-32 

M ^ / 


- 


Cefazolina 

30 ng 

21-27 


- 

- 


Cefdinir 

5 ng 

24-28 


- 

- 


Cefditoren 

5 ng 

22-28 


- 

- 


Cefepima 

30 ng 

31-37 

- / ^ / 

24-30 

- 


Cefetamet 

long 

24-29 

/ sy / 

- 

- 


Cefixima 

5 ng 

23-27 / 


- 

- 


Cefmetazol 

30 ng 

26-32 / 

/25 34 

- 

- 


Cefonicida 

30 ng 

25-29 

/ 22-28 

- 

- 


Cefoperazona 

75 pg 

28-34 

/ 24-33 

23-29 

- 


Cefotaxima 

30 ng 

29-35 

25-31 

18-22 

- 


Cefotetan 

30 ng 

28-34 

17-23 

- 

- 


Cefoxitina 

30 ng 

23-29 

23-29 

- 

- 


Cefpodoxima 

10 pg 

23-28 

19-25 

- 

- 


Cefprozilo 

30 ng 

21-27 

27-33 

- 

- 


Ceftazidima 

30 ng 

25-32 

16-20 

22-29 

- 


Ceftibuten 

30 ng 

27-35 

- 


- 


Cefitzoxima 

30 ng 

30-36 

27-35 

12-17 

- 


Ceftriaxona 

30 ng 

29-35 

22-28 

17-23 

- 


Cefuroxima 

30 ng 

20-26 

27-35 

- 

- 


Cefalotina 

30 ng 

15-21 

29-37 

- 



Cloranfenicol 

30 ng 

21-27 

19-26 

- 

- 



(Continua) 
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Cuadro 17-21 

Limites de control de calidad para las pruebas por difusion con discos (cant) 




CONTENIDO 

ESCHERICHIA COLI 

STAPHYLOCOCCUS 

PSEUDOMONAS 

ESCHERICHIA COLI 

ANTIBIOTICO 

DEL DISCO 

(ATCC 25922)' 

AUREUS (ATCC 25923) 

AERUGINOSA (ATCC 27853) 

(ATCC 35218) 

Cinoxacina 

100 pg 

26-32 

- 

- 

- 

Ciprofloxacina 

5^g 

30-40 

22-30 

25-33 

- 

Claritromicina 

15 pg 

- 

26-32 

- 

- 

Clinafloxacina 

5ng 

31-40 

28-37 

27-35 

- 

Clindamicina 

2^g 

- 

24-30 

- 

- 

Daptomicina'^ 

30|ig 

- 

18-23 

- 

- 

Diritromicina 

15 pg 

- 

18-26 

- 

- 

Doxiciclina 

30 ng 

18-24 

23-29 

- 

- 

Enoxacina 

long 

28-36 

22-28 

22-28 

- 

Ertapenem 

10|Xg 

29-36 

24-31 

13-21 

- 

Eritromicina 

15 pg 

- 

22-30 

- 

- 

Fleroxacina 

5ng 

28-34 

21-27 

12-20 

- 

Fosfomicina' 

200 pg 

22-30 

25-33 

- 

- 

Garenoxacina 

5 ng 

28-35 

30-36 

19-25 

- 

Gatifloxacina 

5ng 

30-37 

27-33 

20-28 

- 

Gemifloxacina 

5ng 

29-36 

27-33 

19-25 

- 

Gentamicina" 

10 ng 

19-26 

19-27 

16-21 

- 

Grepafloxacina 

5 ng 

28-36 

26-31 

20-27 

- 

Imipenem 

long 

26-32 

- 

20-28 

- 

Kanamicina 

30 pg 

17-25 

19-26 

- 

- 

Levofloxacina 

5ng 

29-37 

25-30 

19-26 

- 

Linezolida 

30 ng 

- 

25-32 

- 

- 

Lomefloxacina 

10 pg 

27-33 

23-29 

22-28 

- 

Loracarbef 

30 ng 

23-29 

23-31 

- 


Mecilinam 

long 

24-30 

- 

- 

- 

ATCC, American Type Culture Collection. 
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Problemas especiales con las pruebas de sensibilidad 949 


La difusion de los antibioticos comienza inmediatamente des¬ 
pues de la colocacion de la banda que, por lo tanto, no puede 
ser extraida una vez que la superficie impregnada ha tocado el 
agar. Una placa con pocas estrias puede producir una zona irre¬ 
gular de inhibicion en el punto de la CIM. El arremolinamien- 
to de las especies de Proteus y la aparicion de colon!as mutan- 
tes dentro de la zona de inhibicion pueden ser problematicos 
con el Etest, como sucede con la difusion con discos. 

El Etest ha resultado eficaz para uso general.^ Su costo hace 
dificil justificar el examen de multiples antibioticos contra 
microorganismos que crecen bien en uno de los procedimien- 
tos de dilucion o difusion con discos. Sin embargo, es invalo- 
rable para la evaluacion de antibioticos muy seleccionados 
contra microorganismos con requerimientos nutricionales 
especiales que no crecen bien en las otras pruebas (p. ej.. Strep¬ 
tococcus pneumoniae^^^ o estreptococos viridans^^^). 

En el protocolo 17-3 se explica el procedimiento para reali- 
zar una prueba de sensibilidad por las bandas Etest. Ademas de 
las cuestiones generales comunes a todas las pruebas de sensi¬ 
bilidad, en el recuadro 17-7 se resumen las sugerencias especi- 
llcas para resolver los problemas del Etest. 


Problemas especiales con las pruebas de sensibilidad 

[3-lactamasas 

Las p-lactamasas son enzimas bacterianas heterogeneas que 
escinden el anillo P-lactamico de las penicilinas y cefalospori- 
nas para inactivar el antibiotico. Las P-lactamasas se encuen- 
tran en una amplia variedad de especies bacterianas gramposi- 
tivas y gramnegativas. Las enzimas producidas por las especies 
de Staphylococcus, especies de Haemophilus, Moraxella 
(Branhamella) catarrhalis y Neisseria gonorrhoeae han sido 
las de mayor importancia clinica. La importancia de las enzi¬ 
mas convencionales producidas por muchas bacterias entericas 
es menos clara y estas bacterias no deben ser evaluadas para 
P-lactamasa. Sin embargo, la aparicion de P-lactamasas con un 
espectro amplio en bacterias gramnegativas ha concentrado 
mayor atencion sobre este mecanismo de resistencia. 

La presencia de muchas p-lactamasas se puede detectar en 
forma rapida y confiable, lo que proporciona un indicio claro 
de que un aislamiento no respondera a los antibioticos p-lacta- 
micos en cuestion. No obstante, las enzimas estafilococicas y 
las enzimas de amplio espectro/espectro ampliado de las bac¬ 
terias gramnegativas presentan problemas especiales, como se 
explica mas adelante. 

La prueba de las cefalosporinas cromogenas, que utilizan 
nitrocefma (Cefinase®; BD Diagnostic System, Sparks, MD) es 
la mas sensible. Existen en el comercio discos de papel de fil- 
tro impregnados con nitrocefma. Se hace un frotis sobre el 
disco de un punado de una colonia y se lo coloca en una placa 
de Petri cerrada para evitar la rapida desecacion. Los microor¬ 
ganismos que contienen p-lactamasa cambian el color del disco 
de amarillo a rojo. En general, la reaccion ocurre dentro de los 
30 segundos, pero las pruebas se leen finalmente despues de 15 
minutos. 

Es menos costoso realizar pruebas acidimetricas, pero son 
menos sensibles que el ensayo de nitrocefma. La apertura del 
anillo p-lactamico produce acido peniciloico, que es mas acido 
que la penicilina. El cambio de pH se detecta mediante la 
observacion visual de un colorante indicador, rojo fenol. Se 
ajusta una suspension de rojo fenol y penicilina G con NaOH a 
pH 8,5 (punto en el cual el color cambia a violeta) y se alma- 
cena a -20 hasta durante una semana.'^ En el momento de la 



Figura 17-22 Instrumento Quickspense para distribuir liquido en placas de 
microtitulos. Las diluciones de los antibioticos se preparan en grandes volii- 
menes, utilizando un conjunto de 96 macrotubos calibrados (A). Los tubos se 
colocan en una camara dispensadora hermetica (B), cuya parte superior con- 
tiene una canula para cada macrotubo (C). Estas canulas estan conectadas por 
medio de una tubuladura plastica a un conjunto de 96 agujas (D). a traves de 
la cual se gotean las soluciones antibioticas en una placa de microtitulo (E). Se 
distribuye un volumen medido mediante la introduccion por presion en la 
camara dispensadora. 


prueba, se sumerge un tubo capilar en la solucion de rojo fenol 
hasta que se llene 1 cm del tubo. El extreme que se lleno se 
raspa a traves de una colonia de bacterias para que tapone el 
tubo, luego se incuba a temperatura ambiente durante 60 minu¬ 
tos. Un cambio en el indicador rojo fenol a amarillo indica la 
presencia de |3-Iactamasa. 

En todos los casos la prueba de nitrocefma ha sido el meto- 
do mas sensible y especifico para medir P-lactamasas. Se debe 
utilizar cuando se evaliia Moraxella catarrhalis. Existen pocas 
razones para utilizar uno de los otros metodos cuando la prue¬ 
ba de nitrocefma sirve a todos los propositos. 

ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS 

Las p-lactamasas de los estafilococos son inducidas por la 
exposicion a las penicilinas y son responsables de la mayor 
parte de la resistencia a la penicilina G y los compuestos rela- 
cionados, pero no son activas contra las cefalosporinas o las 
penicilinas resistentes a las penicilinasas, como meticilina y 
nafeilina, a menos que se produzcan en grandes cantidades. La 
deteccion de estas enzimas es muy dificil con la prueba por 
microdilucion en caldo, porque las bacterias en el inoculo rela- 
tivamente pequeho utilizado en esta prueba pueden ser destrui- 
das antes de que se induzca la enzima. 

Si la CIM de una cepa de estafilococo para la penicilina es 
mayor de 0,25 |ig/mL, se puede inferir la presencia de una 
P-lactamasa. Las cepas con una CIM para la penicilina inferior 
a 0,03 pg/mL se consideran no productoras de P-lactamasa y 
sensibles. Los aislamientos para los cuales la CIM cae entre los 
Kmites (0,06 o 0,12 pg/mL) deben ser evaluados para detectar 
la presencia de P-lactamasa antes de que se comuniquen los 
resultados. El uso de la proliferacion bacteriana de un pocillo 
que contiene un farmaco de la clase de la penicilina o del borde 
de una zona de inhibicion alrededor de un disco que contiene 
un compuesto penicilmico puede inducir actividad y aumentar 
la deteccion de la enzima. Los resultados de las pruebas de la 
penicilina pueden ser extrapolados a la ampicilina. 




Cuadro 17-22 Limites de contml de calidad para las pruebas de sensibilidad por dilucion 

ANTIBIOTICO 

STAPHYLOCOCCUS 
AUKEUS (ATCC 292131 

ENTEROCOCCUS FAECAUS ESCHERICHIA COU 
(ATC 29212) (ATCC 25922) 

PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
(ATCC 27853) 

ESCHERICHIA COU 
(ATCC 35218)' 

Amikacina 

1-4 

64-256 

0,5-4 

1-4 

- 

Amoxicilina-acido clavulanico 

0.12y0.()6-0,5A).25 

0,25/0,12-1,0/0,5 

2/1-8/4 

- 

4/2-16/8 

Ampicilina 

0,5-2 

0.5-2 

2-8 

- 

- 

Ampicilina-suihuctani 

- 

- 

2/1 

- 

8/4-32/16 

A/itromicina 

0.5-2 

- 

- 

- 

- 

A/Ux'ilina 

2-H 

1-4 

8-32 

2-8 

- 

A/irct)nam 

- 

- 

0,06-0.25 

2-8 

- 

Carbcnicilina 

2-8 

16-64 

/-‘6 

16-64 

- 

Cefaclor 

1-4 

- 


- 

- 

Cefamandol 

0,25-1 

- 


- 

- 

Cefa/olina 

0.25-1 

- 

/j^/ 

- 

- 

Cefdinir 

0,12-0.5 

- / 


- 

- 

Cefditoren 

0.25-2 

■ / 4 

fjO /o.lM 

- 

- 

Cefcpmia 

1-4 

_ -ZJS 

/ 0.0164), 12 

1-8 

- 

Cefetamet 

- 

/ ^ 

/ 0,25-1 

- 

- 

Cefixima 

8-32 

- V 

^ 0,25-1 

- 

- 

Ccfnicla/ol 

0,5-2 

- / 

0,25-2 

>32 

- 

Cefonicida 

1-4 

- 

0,25-1 

- 

- 

Cefoperazona 

1-4 

- 

0.12-0,5 

2-8 

- 

Ccfoiaxima 

1-4 

- 

0,03-0,12 

8-32 

- 

Cefoteian 

4-16 

- 

0,06-0,25 

- 

- 

Cefoxiiina 

1-4 

- 

2-8 

- 

- 

Cefpodoxima 

1-8 

- 

0,25-1 

- 

- 

Cefprozilo 

0.25-1 

- 

1-4 

- 

- 

Cefiazidima 

4-16 


0,06-0.25 

1-4 

- 

Cefitubcn 

- 


0,12-0.5 


- 
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Cefitizoxima 

2-8 

- 

0,03-0,12 

16-64 

_ 

Ceftriaxona 

1-8 

- 

0,03-0,12 

8-64 

- 

Cefuroxima 

0,5-2 

- 

2-8 

- 

- 

Cefalotina 

0,12-0.5 

- 

4-16 

- 

- 

Cloranfenicol 

2-8 

4-16 

2-8 

- 

- 

Cinoxacina 

- 

- 

2-8 

- 

- 

Ciprofloxacina 

0,12-0,5 

0,25-2 

0,004-0,016 

0,25-1 

- 

Claritromicina 

0,12-0,5 

- 

- 

- 

- 

Clinatloxacina 

0,008-0,06 

0,03-0,25 

0,002-0,016 

0,06-0.5 

- 

Clindamicina 

0.06 

4-16 

- 

- 

- 

Daptomicina^^^ 

0,25-1 

1-8 

- 

- 

- 

Diritromicina 

1-4 

- 

- 

- 

- 

Doxiciclina 

- 

- 

0,5-2 

- 

- 

Enoxacina 

0,5-2 

2-16 

0,06-0,25 

2-8 

- 

Ertapenem 

0,06-0,25 

4-16 

0,004-0,016 

2-8 

- 

Eritromicina 

0,25-1 

1-4 

- 

- 

- 

Fleroxacina 

0,25-1 

2-8 

0,03-0,12 

1-4 

- 

Fosfomicina'^ 

0,5-4 

32-128 

0,5-2 

2-8 

- 

Garenoxacina 

0,004-0,03 

0,03-0,25 

0,004-0,03 

0,5-2 

- 

Gatitloxacina 

0,03-0,12 

0,12-1,0 

0,008-0,03 

0,5-2 

- 

Gemitloxacina 

0,008-0,03 

0,016-0,12 

0,004-0,016 

0,25-1 

- 

Gen tarn icina'’ 

0,12-1 

4-16 

0,25-1 

0,5-2 

- 

GrepaHoxacina 

0,03-0,12 

0,12-0,5 

0,004-0,03 

0,25-2 

- 

Imipenem 

0,016-0,06 

0,5-2 

0,06-0,25 

1-4 

- 

Kanamicina 

1-4 

16-64 

1-4 

- 

- 

Levotloxacina 

0,06-0,5 

0,25-2 

0,008-0,06 

0,5-4 

- 

Linezolida 

1-4 

1-4 

- 

- 

- 

ATCC, American Type Culture Collection. 
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Figura 17-23 Placa para sensibilidad a los antibioticos por microdilucion en 
caldo. Los numeros en la parte superior indican los diferentes antibioticos que 
se evaluan dentro de cada columna vertical; las letras a lo largo del horde 
izquierdo reflejan la concentracion de antibioticos contenida dentro de cada 
pocillo. La aparicion de un boton de crecimiento bacteriano en cualquier poci- 
llo indica resistencia a esa concentracion de antibiotico. 


Los antibioticos P-lactamicos como las cefalosporinas de 
primera generacion y las penicilinas resistentes a la penicilina- 
sa (meticilina, nafcilina, oxacilina, dicloxacilina, etc.) tienen 
un anillo p-lactamico modificado que resiste la digestion enzi- 
matica por las p-lactamasas estafilococicas. Sin embargo, si 
una cepa produce una pequena cantidad de enzima, puede inac- 
tivar a estos antibioticos in vitro. En general, estas cepas mues- 
tran una resistencia limite a la oxacilina (CIM, 4 ug/mL) y sen¬ 
sibilidad a otros antibioticos de uso frecuente. Por el contrario, 
las cepas que son resistentes a la oxacilina por medio de una 



Figura 17-24 Espejo visualizador para la visualizacion del crecimiento bac¬ 
teriano en la prueba por microdilucion en caldo. 


alteracion en las protemas de union a penicilina suelen tener 
niveles mas altos de resistencia a la oxacilina y resistencia a 
otros diversos antibioticos, como se explica luego. La impor- 
tancia clinica de estas cepas no ha sido clara. Sin embargo, 
Kemodle y cols, describieron un grupo de estas cepas de 
Staphylococcus aureus de cierto tipo de fago que causaron 
infecciones de heridas de importancia clmica.^^ 


ESPECIES DE HAEMOPHILUS 

Hasta el 20-40% de las cepas de Haemophilus influenzae 
tipo B aisladas en infecciones graves producen P-lactamasas.^^ 
La deteccion de las enzimas se debe realizar cuando un micro- 
organismo aislado se considera patogeno. Algunas cepas tienen 
una resistencia demostrada a la penicilina por otros mecanis- 
mos, de modo que una cepa no productora de enzima tambien 
debe ser evaluada contra ampicilina mediante una prueba de 
sensibilidad por difusion o dilucion, al menos para las bacterias 
que han sido aisladas en sitios esteriles y estan produciendo 
infecciones de importancia clmica.^^ 


NEISSERIA GONORRHOEAE 

Los gonococos productores de penicilinasa fueron detecta- 
dos inicialmente en el Lejano Oriente pero ahora se encuentran 
ampliamente distribuidos. Todas las cepas deben ser evaluadas 
para detectar P-lactamasa. Como sucede con las especies de 
Haemophilus, se han identificado ahora algunas cepas que son 
resistentes a la penicilina por medios no enzimaticos,^^”^ de 
modo que tambien se debe realizar una prueba de sensibilidad 
si el tratamiento fracasa o si la frecuencia de la resistencia es 
alta en la poblacion. 


MORAXELLA (BRANHAMELLA) CATARRHAUS 

En los ultimos ahos se ha reconocido a Moraxella (Branha- 
mella) catarrhalis como causa importante de infeccion respira- 
toria y de infeccion intrahospitalaria de las vias respiratorias 
bajas. La mayoria de las cepas producen P-lactamasas, que son 
de dos tipos. La enzima mas frecuente (tipo Ravasio) es cro- 
mosomica, constitutiva, se encuentra altamente asociada con 
las celulas y es bloqueada por los inhibidores de las P-lactama¬ 
sas, como clavulanato y sulbactam.^^®* Una segunda enzima 
menos frecuente (tipo 1908) difiere en varios aspectos impor- 
tantes. Es producida con una frecuencia 10 a 100 veces menor 
que el tipo Ravasio. En consecuencia, la prueba de sensibilidad 
cuantitativa puede estar en el intervalo de sensibilidad en pre- 
sencia de una prueba de P-lactamasa positiva. En ausencia de 
buenos dates clinicos, es probable que estas cepas deban con- 
siderarse resistentes. Existen pocas razones para realizar cual¬ 
quier prueba de rutina fuera de la P-lactamasa sobre Moraxella 
(Branhamella) catarrhalis porque la sensibilidad del microor- 
ganismo a otros antibioticos es predecible.^^ Doem y cols, 
observaron que la prueba del tubo de nitroceflna o la prueba 
con discos eran los medios mas eficaces para detectar p-lacta- 
masa.^’^® El tema ha sido revisado por Doem y Jones.^ 


ESPECIES DE ENTEROCOCCUS 

Se han identificado cepas de enterococos que producen P-lac- 
tamasas.^^^ Esta resistencia de alto nivel a la penicilina puede 
detectarse con la prueba de la nitrofecina. La p-lactamasa, que 
se asemeja a los estafilococos, es transportada sobre un plas- 
mido,^^"^ pero los plasmidos propiamente dichos de enterococos 






Cuadro 17-23 Detecdon de problemas en el control de calidad en las pruebas de sensibilidad'^ 


observaci6n 

DIAGNOSTICO 

PRUEBAS CORRECTORAS* 

CIM demasiado grande o tamano de la zona demasiado 
pequeno (aislamientos demasiado resistentes) 

1. Inoculo demasiado alto 

2. Deterioro del antibiotico 

3. Cambio en la cepa de control de calidad 

4. Agar demasiado profundo 

5. Lectura incorrecta de los resultados 

1. Controlar y ajustar el inoculo si fuera necesario 

2. Controlar la polencia de los discos o el polvo; probar un 
nuevo lote 

3. Evaluar nueva reserva de cepas de control de calidad 

4. Controlar la profundidad del agar 

5. Repetir con diversos observadores 

CIM demasiado pequena o tamano de la zona demasiado 
grande (aislamientos demasiado sensibles) 

1. Inoculo demasiado bajo 

2. Antibiotico demasiado potente 

3. Cambio en la cepa de control de calidad 

4. Agar demasiado delgado 

5. Lectura incorrecta de los resultados 

1. Controlar y ajustar el inoculo si fuera necesario 

2. Controlar la potencia de los discos o el polvo; probar un 
nuevo lote 

3. Evaluar nueva reserva de cepas de control de calidad 

4. Controlar la profund idad del agar 

5. Repetir con diversos observadores 

Resultados de Pseudomonas y aminoglucosidos fuera de 
control 

Contenido incorrecto de cationes 

Utilizar caldo con suplemento de cationes o probar un lote dife- 
rente de agar 

Aminoglucosidos y macrolidos demasiado resistentes; 
tetraciclina demasiado sensible 

Medio demasiado acido 

Controlar el pH de los medios 

Aminoglucosidos y macrolidos demasiado sensibles; tetra¬ 
ciclina demasiado resistente 

Medio demasiado alcalino 

Controlar el pH de los medios 

CIM de trimetoprim demasiado grande o tamano de la 
zona demasiado pequeno; resultados diffciles de leer 

Exceso de timidina en el medio 

Evaluar el medio con Enterococcus faecalis (ATCC 29212); 
agregar timidina fosforilasa o sangre de caballo hemolizada 

General 

1. Turbidez estandar espirada, almacenamiento incorrecto, no elabo- 
rado hasta el estandar o mezclado en forma insuficiente antes de 
la prueba 

2. Materiales o reactivos utilizados despues de la fecha de espiracion 

0 almacenados incorrectamente 

3. Temperatura de la incubadora o atmosfera establecidos incorrecta¬ 
mente 

4. Otro equipamiento (p. ej., pipetas) que funciona en forma inco¬ 
rrecta 

5. Placas almacenadas a temperatura incorrecta 

6. Cepa control mutada o contaminada 

7. Suspensiones del inoculo ajustadas en forma incorrecta 

8. Inoculo preparado a partir de una placa que tenia mas de 24 horas 
de antiguedad 

1. Controlar el estandar de turbidez; preparar nuevo estandar si 
fuera necesario 

2. Controlar la fecha de espiracion y la temperatura de almacena¬ 
miento de los medios y reactivos 

3. Controlar los registros de las incubadoras 

4. Controlar el equipamiento; revalidar si fuera necesario 

5. Controlar el almacenamiento de las placas y los registros de la 
temperatura de la localizacion del almacenamiento 

6. Obtener una cepa control fresca y volver a evaluar 

7. Revisar la preparacion de las suspensiones con el personal 

8. Revisar los estandares para las fuentes del inoculo 

* Ademds de las acciones sugeridas en el cuadro, los resultados que se hallan fuera de control requieren una repeticion de la prueha y suspender los resultados hasta que el control de calidad este nuevamente controlado (vease 
cuadro 17-15).^^'^'^^^ 

ATTC, American Type Culture Collection. 
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Cuadro 17''24 Resumen de los metodos de prueba para microorganismos seleccionados 


MICROORGANISMO 

METODO 

MEDIO 

INOCULO 

INCUBACION 

COMENTARIOS 

Especies de Staphylococcus 

Microdilucion en caldo; dilu- 
cion en agar 

Caldo de Mueller-Hinton 
ajustado por cationes 
(CAMHB) o agar de 
Mueller-Hinton (MHA); 
CAMHB o MHA mas NaCl 
al 2% para oxacilina, meti- 
cilina y nafcilina 

Suspension directa de las 
colonias (DCS), equivalen- 
te a un estandar de 
McFarland de 0,5 

35 °C; aire ambiente; 16 a 20 boras; 24 
boras para oxacilina, nafcilina y meti¬ 
cilina 

Considerar las pruebas molecu- 
lares para el gen mecA o las 
pruebas fenotipicas multiples; 
considerar la deteccion en agar 
para vancomicina si se utilizan 
sistemas comerciales automa- 
tizados; confirmar las cepas de 
sensibilidad intermedia o 
resistentes a la vancomicina 


Prueba de deleccion en 
agar-oxacilina-sales 

Agar de Mueller-Hinton 
(MHA) con NaCl al 4% 

DCS 

35 °C; aire ambiente; 24 boras 



Difusion con discos 

MHA 

DCS 

35 °C; aire ambiente; 16 a 20 boras; 24 
boras para oxacilina, nafcilina, meti¬ 
cilina y vancomicina 

Considerar la confirmacion de 
los resultados de la vancomici¬ 
na con una prueba de CIM, 
sobre todo para las cepas 
resistentes a la oxacilina; no se 
detecta bien la resistencia de 
bajo nivel 


Difusion por gradiente 
(Eiest®) 

MHA; MHA con NaCl al 2% 
para oxacilina, meticilina y 
nafcilina 

DCS en caldo 

35 “C; aire ambiente; 16 a 20 boras; 

24 boras para oxacilina, nafcilina 
y meticilina y vancomicina 

Incubar la placa durante 48 
boras para detectar estafiloco- 
cos coagulasa negatives resis¬ 
tentes a la oxacilina 

Especies de Enterococcus 

Microdilucion en caldo; 
dilucion en agar 

CAMHB; NHA 

Metodo de crecimiento o 

DCS 

35 “C; aire ambiente; 16 a 18 boras; 

24 boras para vancomicina 

Confirmar las cepas resistentes a 
la vancomicina; realizar una 
prueba para p-lactamasa 


Difusion con discos 

MHA 

Metodo de crecimiento o 

DCS 

35 °C; aire ambiente; 16 a 18 boras; 

24 boras para vancomicina 



Difusion por gradiente 

MHA 

DCS en caldo 

35 °C; aire ambiente; 16 a 18 boras; 

24 boras para vancomicina 


Especies de Enterococcus. 
Resistencia de alto nivel a la 
gentamicina 

Microdilucion en caldo; 
dilucion en agar 

Caldo o agar de infusion de 
cerebro y corazon (NHI); 
gentamicina 500 pg/mL 

Metodo de crecimiento o 
DCS; inoculo por microdi¬ 
lucion estandar; gotas de 

10 pL sobre la superficie 
del agar 

35 “C; aire ambiente; 24 boras 

Realizar solo sobre aislamientos 
en infecciones sistemicas 

graves 

Especies de Enterococcus. 
Resistencia de alto nivel a la 
estreptomicina 

Microdilucion en caldo; dilu¬ 
cion en agar 

Caldo o agar BHI; estrepto¬ 
micina 1 000 pg/mL (caldo) 

0 2 000 pg/mL (agar) 

Metodo de crecimiento o 

DCS; inoculo por microdi¬ 
lucion estandar; gotas de 

10 pL sobre la superficie 
del agar 

35 °C; aire ambiente; 24 boras; reincu- 
bar otras 24 boras si es sensible 

Realizar solo sobre aislamientos 
en infecciones sistemicas 

graves 
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Especies de Enterococcus. 
Resistencia de alto nivel a 
aminoglucosidos 

Difusidn con discos 

MHA; disco de 120 fig (genta- 
micina); disco de 300 fig 
(estreptomicina) 

Metodo de crecimiento o 

DCS 

35 "C; aire ambienlc; 16 a IK floras 

('ontirmar los tvsiillados iiniic 
diatos con una prueba de ('IM 

Especies de Enterococcus. 
Resistencia de alto nivel a 
aminoglucosidos 

Difusion por gradiente 

MHA; tiritas de gentamicina y 
altas dosis de estreptomicina 

Suspension en caldo hasta 
estandar de McFarland 
de 0,5-1,0 

35 ®C; aire ambiente; 48 horas 


Especies de Enterococcus. 
Resistencia a vancomicina 

Dilucion en agar 

Agar NHl; vancomicina 6 
pg/mL 

Metodo de crecimiento o 
DCS; inoculo para 
microdilucion estandar; 
1-10 pL manchados en la 
superficie del agar 

35 “C; aire ambiente; 24 horas 


Especies de Haemophilus 

Microdilucion en caldo 

Caldo de medio de prueba para 
Haemophilus (HTM) 

DCS 

35 “C; CO, al 5%; 20 a 24 horas 



Difusion con discos 

Medio de prueba para 
Haemophilus (HTM) 

DCS 

35 °C; CO, al 5%; 20 a 24 horas 



Difusion por gradiente 

HTM 0 MHA con hemoglobina 
al 1% e Isovitalex (BBL) al 

1 % si es validado contra 

NCCLS 

DCS en caldo 

35 °C; aire ambiente; 24 horas 


Neisseria gonorrhoeae 

Dilucion en agar 

Base de agar GC y suplemento 
de crecimiento definido al 1% 
(vease el texto) 

DCS 

35 °C; CO, al 5%; 20-24 horas 

Realizar la prueba de la p-lacta- 
masa 


Difusion con discos 

Base de agar GC y suplemento 
de crecimiento definido al 1% 
(vease el texto) 

DCS 

35 °C; CO, al 5%; 20-24 horas 

No se necesita un medio sin cis- 
tema; realizar la prueba de la 
p-lactamasa 


Di fusion por gradiente 

Base de agar GC y suplemento 
de crecimiento definido al 1 % 
(vease el texto) 

DCS en caldo 

35 °C; CO, al 5%; 20-24 horas 


Neisseria meningitidis 

Microdilucion en caldo 

CAMHB mas sangre de caballo 
hemolizada v/v al 2-5% 

DCS 

35 °C; CO, al 5%; 16-20 horas 



Dilucion en agar 

MHA mas sangre de camero 
v/v al 5% 

DCS 

35 "C; CO, al 5%; 16-20 horas 

Ulilizar sangre de caballo hemo¬ 
lizada v/v al 2-5% en lugar de 
la sangre de camero si se evalu- 
an las sulfamidas 


Difusion con discos 

No validado 





Difusion por gradiente 

MHA mas sangre de camero al 

5% 0 MHA mas hemoglobina 
al 1% e Isovitalex al 1% (BBL) 

DCS en caldo 

35 °C; CO, al 5%; 18-24 horas 


Streptococcus pneumoniae 

Microdilucion en caldo 

CAMHB con sangre de caballo 
hemolizada al 2-5% (v/v) 

DCS 

35 °C; CO, al 5%; 20-24 horas 

Se puede realizar un examen de 
deteccion con discos de oxacili- 
na para determinar la sensibili¬ 
dad a la penicilina como pmeba 
preliminar 


(Continua) 
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Cuadro 17-24 Resumen de los metodos de prueba para microorganismos seleccionados (cont.) 

MICROORGANISMO 

METODO 

MEDIO 

INOCULO 


INCUBACION 

COMENTARIOS 


Difusion con discos 

MHA con sangre de carnero al 5% 

DCS 

35 “C; 

CO 2 al 5%; 20-24 boras 

No se cuenta con pruebas en 
disco confiables para algunos 
antibioticos; se recomienda la 
prueba de CIM para los aisla- 
mientos del LCR 


Difusion por gradiente 

MHA con sangre de carnero al 5% 

DCS en caldo 

35 “C; 

CO, al 5%; 20-24 boras 

Si el cesped bacteriano es dema- 
siado escaso, repetir utilizando 
un estandar de McFarland 1,0 

Especies de Streptococcus 
distintas de S. pneumoniae 

Microdilucion en caldo 

CAMHB con sangre de caballo 
hemolizada v/v al 2-5% 

DCS 

35 °C; 

aire ambiente; 20-24 boras 



Dilucion en agar 

MHA con sangre de carnero v/v al 
5% 

DCS 

35 °C; aire ambiente; 20-24 boras; CO^ 
si es necesario para el crecimiento 

Utilizar sangre de caballo 
hemolizada en lugar de 
sangre de carnero si se evaliia 
una sulfamida 


Difusion con discos 

No validada 






Difusion por gradiente 

MHA con sangre de carnero al 5% 

DCS 

35 “C; 

CO 2 al 5%; 20-24 boras 

Equipar el inoculo con un estan¬ 
dar de McFarland 1,0 para las 
cepas mucoides 

Vibrio cholerae 

Microdilucion en caldo; 
dilucion en agar 

CAMHB; MHA 

Metodo de crecimiento o 

DCS 

35 °C; 

aire ambiente; 16-20 boras 



Difusion con discos 

MHA 

Metodo de crecimiento o 

DCS 

35 °C; 

aire ambiente; 16-18 boras 


Especies de Listeria 

Microdilucion en caldo 

CMHB mas sangre de caballo 
hemolizada v/v al 2-5% 

DCS 

35 ‘’C; 

aire ambiente; 16-20 boras 

Para ampicilina y penicilina 
^ 2 pg/mL = sensibles (no 
se caracterizan las cepas 
resistentes) 

Adaptado de hojas de aplicacidn del Etest®, AB Biodisk, Solna, Suecio y de los referencias^‘^'^‘^. 
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y estafilococos no son homologos.^^^ Las cepas de Enteroco¬ 
ccus faecalis que producen p-lactamasa y tambien muestran 
resistencia de alto nivel a los aminoglucosidos se ban vuelto 
epidemicas en algunas instituciones.^'*^ Si la prueba con discos 
de nitrocefina no se realiza sobre los aislamientos, es posible 
que no se reconozca la resistencia a los antibioticos P-lactami- 
cos. En un estudio de los laboratorios de New Jersey realizado 
por Tenover y cols, una cepa productora de P-lactamasa de E. 
faecalis fue reconocida como resistente a la penicilina solo por 
el 66% de 76 participantes y a la ampicilina por un alarmante 
8% de los laboratorios. Solo 3 de los 76 laboratorios recono- 
cieron que la cepa producia p-lactamasa, lo que senala la 
importancia de realizar una prueba de P-lactamasa en los ente- 
rococos, sobre todo si ban sido aislados en sitios esteriles.^*'^ 
Una combinacion de piperacilina y tazobactam es eficaz contra 
los enterococos productores de P-lactamasas^^"^ y es posible que 
esta combinacion proporcione sinergia con aminoglucosidos 
para dicbas cepas. 

p’LACTAMASAS DE ESPECTRO AMPLIADO 

Se puede sospecbar la presencia de P-lactamasas de espectro 
ampliado si una cepa de Klebsiella pneumoniae o de Escheri¬ 
chia coli demuestra resistencia a uno o mas de los antibioticos 
P-lactamicos indicadores, pero sensibilidad a otras cefalospo- 
rinas de tercera generacion. Lamentablemente no existe ningiin 
antibiotico indicador linico que funcione en todas las situacio- 
nes. Las P-lactamasas de espectro ampliado se presentan en 
otras enterobacterias, como especies de Enterobacter y de Ci- 
trobacter, pero la deteccion es mas dificil debido a la aparicion 
frecuente de otros tipos de p-lactamasas, sobre todo enzimas 
AmpC, en estas especies. El CLSI ba proporcionado recomen- 
daciones, que se resumen en el cuadro 17-25, solo para Kleb¬ 
siella pneumoniae y Escherichia coli, 

Una vez que se ba sugerido la posibilidad de una P-lactama- 
sa de espectro ampliado mediante las pruebas iniciales, es 
necesario realizar una prueba confirmatoria, sobre la base del 
becbo de que estas enzimas casi siempre son bloqueadas por 
inbibidores de la p-lactamasa. En el cuadro 17-26 se resumen 
las pruebas actualmente disponibles. 

Los criterios del CLSI para el cribado y la confirmacion de 
la produccion de p-lactamasas de espectro ampliado en 
Escherichia coli y especies de Klebsiella ban probado ser con- 
fiables, aunque existe una posibilidad de omitir ciertas cepas si 
el inoculo es demasiado bajo.^^° Aunque las p-lactamasas de 
espectro ampliado se encuentran en otras especies, en este 
momento no es util aplicar los criterios del CLSI a estos micro- 
organismos.^®^ 

Estas enzimas son transportadas por plasmidos que a menu- 
do median la resistencia a otros antibioticos, como aminoglu¬ 
cosidos, tetraciclinas y sulfamidas, de modo que la aparicion de 
patrones de resistencia inusuales tambien puede servir como 
indicio de que se presentan enzimas de espectro ampliado.^"^^^ 
Se ban sugerido varios metodos para aumentar la deteccion de 
este mecanismo de resistencia. Una prueba de sinergia con 
doble disco con discos de cefotaxima y amoxicilina-clavulana- 
to colocados con 30 mm de separacion de un centro a otro fue 
eficaz para detectar resistencia mediada por enzimas de tipo 
EBS-Bla.^"^^ Thomson y Sanders evaluaron dos metodos para 
detectar resistencia.^^^ Se realize una prueba de doble disco con 
discos de ampicilina-clavulanato rodeados por discos de aztre- 
onam y cefalosporinas de tercera generacion (separados por 30 
mm centro a centro). La distorsion de los tamanos de las zonas 
en forma sinergica (fig. 17-29C) indied la produccion de enzi- 



Figura 17-25 Etest® para Streptococcus pneumoniae en agar de Mueller- 
Hinton con sangre. Las placas han sido preparadas como para la prueba de 
difusion con disco, despues de lo cual se han aplicado las tiras de la prueba. La 
CIM de la cepa aislada se lee donde la Imea de inhibicion del crecimiento 
cruza la lira. (A) Cepa totalmente sensible con una CIM de 0,016 pg/mL. (B) 
Cepa con una sensibilidad intermedia y una CIM de 0,38 pg/mL. 


ma. Este metodo detecto verdadera resistencia en 22 de 28 
cepas (79%). El segundo metodo fue una prueba tridimensio¬ 
nal en la cual se recorto un boyo circular en el agar inmediata- 
mente por dentro de la posicion final de los discos de antibio¬ 
ticos. El boyo se lleno con inoculo bacteriano. Por otra parte, el 
procedimiento siguio el protocolo estandar de difusion con dis¬ 
cos. La distorsion de los tamanos de las zonas en el punto del 
corte en el agar indico la presencia de la enzima. La prueba tri¬ 
dimensional detecto resistencia en 26 de 28 aislamientos 
(93%), pero la tecnica y la interpretacion son rigurosas. 

Especies de Staphylococcus 

ANTIBIOTICOS jJ-LACTAMICOS (ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS 
RESISTENTES A LA OXACILINA) 

Durante varias decadas los antibioticos penicilmicos esta- 
bles a las p-lactamasas (penicilinasa) constituyeron la piedra 
fundamental del tratamiento antibiotico contra Staphylococcus 
aureus; por el contrario, la gran mayoria de los estafilococos 
coagulasa negativos siempre han sido resistentes a estos com- 
puestos. Desde el punto de vista clmico, meticilina y nafeilina 
son los farmacos mas utilizados de esta clase, y los aislamien¬ 
tos suelen describirse como S. aureus resistente a la meticilina 
o Staphylococcus epidermidis resistente a la meticilina. Es par- 
ticularmente dificil detectar esta resistencia en el laboratorio. 
Los estafilococos son heterorresistentes; es decir, solo una 
pequena fraccion de las bacterias en un cultivo expresan resis¬ 
tencia, una caracterfstica que esta mediada por cromosomas. 
La union de la meticilina a la protema de union a meticilina 2a 
se relaciona con la resistencia al antibiotico.'^^ Las celulas resis¬ 
tentes crecen mas lentamente que las bacterias sensibles, a 
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Recuadro 17-7 Deteccion de problemas en las pruebas 
de sensibilidad Etest® 


1. Colocar el Etest sobre la superficie del agar, el cual ha si do sembrado 
en estna con el inoculo. No mover la lira una vez que la superficie 
impregnada con antibiotico ha tocado el agar. Si se coloca accidental- 
mente la tira con la parte superior hacia abajo (el lado no impregnado 
con antibioticos en contacto con el agar), se puede retirar la tira y colo- 
carla conrectamente. 

2. Si el crecimiento es insuficiente como para ver una eiipse claramente 
definida de inhibicion despues de la incubacion inicial, continuar la 
incubacion dentro de los limites definidos del procedimiento. Si la incu¬ 
bacion se debe prolongar mas alia de los limites recomendados, no se 
pueden utilizar los puntos de corte publicados sin una evaluacion. 

3. Leer la CIM donde la eiipse cruza la escala de la tira. El punto de inter- 
seccion es la inhibicion completa de todo crecimiento. que incluye las 
zonas esfumadas (“nubosas”) y las colonias aisladas. 

a. Si se presentan microcolonias en la zona de inhibicion, controlar la 
pureza del cultivo (como para la prueba por difusion con discos); no 
ignorar estas colonias al determinar la CIM. 

b. Inclinar las placas para visualizar las colonias puntiformes y las 
zonas esfumadas, sobre todo para enterococos, neumococos y espe- 
cies de Stenotrophomonas. Como alternativa, se puede utilizar una 
lupa para detectar microcolonias (a diferencia de lo que se permite 
en la prueba de difusidn con discos). 

c. Incluir una zona esfumada como crecimiento cuando se determina la 
inhibicion, pero ignorar la acumulacion producida por las especies 
de Proteus. 

d. Cuando se examinan bacterias p-hemollticas, evaluar la zona de inhi¬ 
bicion e ignorar la hemolisis. 

e. Si ocurre un efecto paraddjico (inhibicion con baja CIM y nuevo cre¬ 
cimiento con una CIM mayor), leer la CIM como la zona de inhibi¬ 
cion completa final. 

f. Los agentes bacteriostaticos, como trimetoprim-sulfametoxazol, pue¬ 
den producir crecimiento con un borde rizado y difuso; leer la CIM 
con una inhibicion del 80% (como para la prueba por difusion con 
disco). 

g. Cuando se evaluan combinaciones de p-lactamamicos e inhibidores 
de las p-lactamasas, el inhibidor puede tener actividad intnnseca y 
producir una eiipse ampliada en las CIM mas bajas. Extrapolar la 
eiipse superior de inhibicion para determinar la CIM. 

h. Se puede observar un efecto de ‘’inmersidn” en la CIM cuando se 
presenta resistencia inducible a los macrdlidos, lo que produce una 
eiipse con una prominencia en el extremo. Extrapolar la curvatura de 
la eiipse primaria para determinar la CIM. 

i. Ignorar una Imea delgada de crecimiento a lo largo de la porcion 
inferior de la tira, fenomeno producido por los microorganismos que 
crecen en un tunel de agua a lo largo de la tira. 

4. Si la zona de inhibicion cruza la tira entre dos marcas, leer el valor mas 
alto. Asimismo, si la zona cruza la tira en forma ligeramente diferente 
en los dos lados, leer el valor mas alto. 

5. Si la CIM producida por la tira se encuentra entre dos numeros del 
esquema clasico de dilucion doble (sobre el cual se basan todas las 
recomendaciones estandares), redondear la “respuesta” hasta la siguien- 
te dilucion doble. Por ejemplo. una CIM de 1,5 |ig/mL se comunicana 
como 2,0 jUg/mL. 


Adaptado de Etest Technical Guide: Etest for MIC determination, AB Biodisk, Solna, 
Suecia. 


menos que scan incubadas a temperatura reducida. El inoculo 
relativamente bajo utilizado en la prueba de microdilucion en 
caldo puede comprometer la deteccion de la pequena fraccion 
de celulas resistentes. Se ban comunicado variaciones en la 
capacidad de diferentes lotes de agar de Mueller-Hinton para 
detectar heterorresistencia.'^^ Estos aislamientos, que expresan 
PBP 2a, son clmicamente resistentes a todos los antibioticos 
P-lactamicos, pero la resistencia se detecta mas facilmente con 
oxacilina en el laboratorio. Seran denominados estafilococos 
resistentes a la oxacilina, pero todos los antibioticos penicili- 
nas, cefalosporinas y carbapenemicos deben ser comunicados 
como resistentes (cuadro 17-12). 

En un estudio de 975 aislamientos clinicos, Varaldo y cols, 
encontraron 122 cepas de S. aureus (12,5%) que tenian una 
sensibilidad limite a las penicilinas resistentes a las penicilina- 
sas.^^^ Existen cuatro posibles mecanismos para este resultado. 
Al principio, McDougal y Thornsberry comunicaron que la 
hiperproduccion de P-lactamasa es el mecanismo por el cual 
algunas cepas de S. aureus con sensibilidad limitrofe expresan 
resistencia a la oxacilina y esta parece ser la explicacion mas 
frecuente.’^® Las cepas hiperproductoras pueden detectarse rea- 
lizando una prueba de CIM con una combinacion de un inhibi¬ 
dor de la P-lactamasa y un antibiotico P-lactamico (fig. 17-30). 
Chang y cols, observaron que en las cepas de S. aureus con una 
CIM < 64 pg/mL, la CIM se redujo de 4 a 32 veces si se agre- 
gaban 4 pg/mL de sulbactam u 8 pg/mL de tazobactam.'^ El 
agregado de un inhibidor a las cepas con una CIM de oxacili¬ 
na > 64 pg/mL no altero la CIM, aunque estas cepas tambien 
produjeron P-lactamasa. El mecanismo para una sensibilidad 
limite no siempre es la hiperproduccion de P-lactamasa con- 
vencional.^ Se describio una P-lactamasa que hidroliza especf- 
ficamente la meticilina.’^"^ Un tercer mecanismo es la modifi- 
cacion de la union del antibiotico a las proteinas de union a 
penicilina normales.^^^ Por ultimo, algunas cepas que tienen 
una sensibilidad limitrofe poseen el gen mecA y producen pro- 
teina de union a penicilina 2a en un bajo nivel.^^* Con estas 
cepas limitrofes puede ser util una variante de la prueba por 
difusion con discos o la demostracion de una protema de union 
alterada.*^ 

En general, las cepas limites hiperproductoras tienen una 
CIM de 4 a 8 pg/mL. A diferencia de las cepas heterorresisten- 
tes, que demuestran resistencia a multiples farmacos, estas 
cepas suelen ser sensibles a otros antibioticos. Las pruebas 
experimentales a partir de un modelo animal de endocarditis 
sugieren que estas cepas sensibles limites deben responder al 
tratamiento con oxacilina como lo hacen las cepas completa- 
mente sensibles.^'^ Algunos estudios clinicos limitados indican 
lo mismo.'^*^ Si existe alguna duda acerca de la respuesta cli- 
nica, la administracion de vancomicina es el tratamiento con- 
servador adecuado. 

Es probable que ningun procedimiento fenotipico aislado 
detecte resistencia del estafilococo a la oxacilina con absolu- 
ta confiabilidad. Algunas manipulaciones aumentan la proba- 
bilidad de que se demuestre resistencia (recuadro 17-8). Sin 
embargo, tambien es probable que algunas manipulaciones, 
como la incubacion prolongada de las pruebas de sensibili¬ 
dad, puedan generar falsas estimaciones de resistencia."^^ Es 
probable que el mas confiable de los metodos fenotipicos sea 
la evaluacion por dilucion en agar con 6 pg/mL de oxacilina. 
Swenson y cols, investigaron las condiciones optimas para 
este enfoque fenotipico.El metodo de referenda {gold 
standard), que aun no se encuentra ampliamente disponible, 
es la deteccion del gen mecA por la amplificacion de acidos 
nucleicos. 
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Cuadro 17-25 

Pruebas de deteccion para las P-lactamasas de espectro ampliado 

ANTIBIOTICO 

PUNTO DE CORTE 
DE LA CIM 

DISCO Y PUNTO 

DE CORTE DE LA ZONA 

COMENTARIOS^ 

Cefpodoxima 

4 |ig/mL 

10 gg; < 17 mm 

Parece ser el indicador general mas sensible;^'* no es util para K. 
oxytoca\^^^ puede dar resultados positives falsos con E. colP^^ 

Ceftazidima 

1 gg/mL 

30 gg; ^ 22 mm 

Las cepas con resistencia de alto nivel no pueden ser evaluadas en el 
ensayo confirmatorio de ceftazidimaes posible que no detecte resis¬ 
tencia en K. pneumoniae y E. coli 

I .Aztreonam 

1 gg/mL 

30 gg; < 27 mm 


I Cefotaxima 

I 

1 gg/mL 

30 gg; < 27 mm 


Ceftriaxona 

1 gg/mL 

30 gg; < 25 mm 

Las cepas muy sensibles no pueden ser evaluadas en el ensayo confirma¬ 
torio de ceftriaxona^^ 

Cefipima 

1 gg/mL 

ND 

No incluido en los documentos del CLSI; puede ser util para diferenciar 
las enzimas AmpC de las especies de Enterobacter y las especies de 
Serratia.^^'^^^ 

Cefoxitina 

Puntos de corte del 

NCCLS 

Puntos de corte del NCCLS 

No esta incluido en los documentos del CLSI; la resistencia puede indi¬ 
car un productor de AmpC^^' o puede diferenciar entre los mecanismos 
de resistencia distintos de las P-lactamasas de espectro ampliado^'^^ 

"La sensibilidad de deteccion y la facilidad de la interpretacion aiimentan si se utiliza mas de un antibiotico indicador. 

’’ Observese que las indicaciones actuales del CLSI pueden diferir de las aplicables en el momenta en que se realizamn los estudios de referenda. 

ND. no disponible. 

Adaptado de las referencias-‘^-^'^. 


La deteccion de resistencia es muy aguda con los estafiloco- 
cos coagulasa negatives. En un intento por corregir la caracte- 
rizacion inapropiada de las cepas como sensibles a la oxacili- 
na, el CLSI ha modificado el valor critico de sensibilidad para 
las cepas coagulasa negativas de 2 jiig/mL a 0,25 
Esta modificacion mejoro la situacion para S. epidermidis, la 
especie aislada mas frecuente, pero en el proceso, las cepas de 
algunas especies menos aisladas, como S. lugdunensis y 5. 
saprophyticus, fueron clasificadas en forma inadecuada como 
resistentes cuando carecian del gen 

Por fortuna, el unico mecanismo para la verdadera resisten¬ 
cia de los estafilococos a la oxacilina es la alteracion de las 
PBP 2. Dada la insistente solicitud de caracterizacion fenotipi- 
ca, la solucion obvia es la deteccion genotipica de resistencia. 
De hecho, la prueba de referenda es la deteccion del gen para 
la proteina alterada mediante un mdodo de amplificacion, 
como PCR.^^^ En este punto, estas pruebas estan limitadas a 
los laboratorios de especialidad, pero es probable que la tecni- 
ca este mas difundida en el futuro cercano. Mientras tanto, se 
pueden conseguir pruebas comerciales simplificadas para la 
deteccion del gen o del producto genetico y sirven a este pro- 
posito.^^^^'^ Aunque en teoria son mas convenientes que las 
pruebas fenotfpicas, el conjunto actual de ensayos fenotipicos 
tambien presenta dificultades metodologicas, de modo que pro- 
bablemente sea prudente usar una combinacion de pruebas, ya 
sea de rutina o selectivas.^^ Para los agentes antibioticos dis- 
tintos de los p-lactamicos sigue siendo necesario utilizar las 
pruebas fenotipicas. 

Como se menciono, es dificil detectar resistencia a las cefa- 
losporinas entre los estafilococos. Existen pruebas clinicas de 
que las cepas de 5. aureus resistentes a la oxacilina no respon- 
den in vivo al tratamiento con cefalosporinas; tambien se ha 
sugerido el mismo fenomeno para 5. epidermidis Si se 


demuestra resistencia a nafeilina, oxacilina o meticilina, la 
cepa bacteriana debe ser comunicada como resistente a otros 
antibioticos p-lactamicos, incluidas todas las cefalosporinas, 
como cefazolina o cefalotina y el antibiotico carbapenemico 
imipenem (vease cuadro 17-12). 

VANCOMICINA 

Una cepa de 5. haemolyticus que desarrollo resistencia a la 
vancomicina durante el tratamiento de un paciente con episo- 
dios recurrentes de peritonitis, descrita en 1987,^*^ fue el pre- 
sagio de la pesadilla de todos: la aparicion de una resistencia 
similar en S. aureus. La produccion en el laboratorio de aisla- 
mientos de 5. aureus con una disminucion de cuatro veces en 
la sensibilidad a la vancomicina fue una advertencia de que 
solo era cuestion de tiempo.^^ El cambio en la sensibilidad se 
relaciono con la presencia de una protema citoplasmatica de 39 
kDa. Mas aun, se pudieron transferir en el laboratorio genes 
enterococicos para resistencia a la vancomicina a S. aureus.^^^ 

Por fortuna, llevo una decada que las cepas clmicas expresa- 
ran resistencia. El primer aislamiento, que expreso una sensibi¬ 
lidad reducida mas que una resistencia completa a la vancomi¬ 
cina, fue registrado en Japon,^ pero pronto se aislaron cepas 
similares en pacientes de otras partes del mundo, incluidos los 
Estados Unidos.^“^ Las cepas de S. aureus resistentes a la van¬ 
comicina o con resistencia intermedia a este antibiotico reciben 
la designacion de VRSA y VISA, respectivamente, por sus 
siglas en ingles.Aunque la vancomicina es el unico antibio¬ 
tico glucopeptido utilizado comunmente en los Estados 
Unidos, el problema tambien concieme a otros glucopeptidos 
(en ingles GISA o, por extension, GRSA). 

La resistencia a la vancomicina puede ser expresada en 
forma homogenea por los estafilococos pero, como sucede con 
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Cuadro 17-26 Pruebas confirmatorias para las ^-lactamasas de espectro ampliado 


METODO 

CRITERIOS PARA P-LACTAMASAS DE 
ESPECTRO AMPLIADO 

COMENTARIOS 

ILUSTRACION 

Prueba de doble disco 

Aumento de la zona de inhibicion que enfrenta al 
disco que contiene el inhibidor de la p-lactamasa 

La colocacion de los discos es fundamental; puede 
ser necesaria la separacion de los centres de los 
discos tanto por 20 mm como por 30 mm 

Figura 17-26 

Comparacion de la CIM 
o la zona de inhibicion 

alrededor del disco en 
presencia o ausencia 
de un inhibidor de las 
p-lactamasas 

Disminucion en la CIM ^ 8 veces (tres diluciones de 
duplicacion) o aumento > 5 mm en el tamano de la 
zona en presencia del inhibidor de la P-lactamasa 

El CLSI recomienda el uso de ceftazidima como de 
cefotaxima con acido clavulanico y sin el 

Figura 17-27 

Prueba para p-lactamasas 
de espectro ampliado 
Vitek® 

Disminucion en la CIM calculada en presencia del 
inhibidor de la p-lactamasa 

Resultado calculado mediante software 

No se muestra 

Etest® 

Tira de doble extremo con un p-lactamico en un 
extreme y la combinacion de p-lactamico e inhibi¬ 
dor de la p-lactamasa en el otro 

Reduccion en la CIM ^ 8 veces en presencia del 
inhibidor de la p-lactamasa 

Figura 17-28 

Prueba tridimensional 

Agujero circular recortado en el agar entre la posicion 
de los discos; luego llenado con inoculo bacteriano; 
la distorsion del tamano de la zona en el punto de 
corte indica p-lactamasas de espectro ampliado 

Metodo mas sensible, pero de realizacion tecnica 
mas exigente 

No se muestra 


la oxacilina, las cepas pueden ser heterorresistentes (lo que se 
expresa en una pequena porcion de las celulas bacterianas).^^^ 
La deteccion de cepas heterorresistentes puede ser problemati- 
ca y los CDC han establecido recomendaciones para las prue¬ 
bas del laboratorio (recuadro 17-9). La difusion con disco y los 
metodos en los cuales se reduce el tiempo de incubacion son 
problematicos. 

Desde el punto de vista clinico, el problema de la resisten- 
cia se torna mas complejo por tres factores: 1) los estafiloco- 
cos, sobre todo S. aureus, son los principales patogenos; 2) la 
vancomicina ha sido la red de seguridad terapeutica durante 
muchos anos y 3) las cepas a menudo expresan resistencia a 
diversos antibioticos, entre ellos oxacilina y quinupristina- 
dalfopristina (un antibiotico antiestafllococico recien desarro- 
llado).^"^^ 


MACROLIDOS, LINCOSAMIDAS Y ESTREPTOGRAMINAS 

La resistencia a los macrolidos entre los estafilococos esta 
mediada por la salida activa de antibioticos desde las celulas 
bacterianas {msrA) o por la modificacion de los dianas riboso- 
micos (habitualmente ermA o ermC)}''^ La modificacion ribo- 
somica puede ser expresada constitutivamente o puede ser 
inducible.^^^ La resistencia a la eritromicina se detecta con 
mayor facilidad que la resistencia a la clindamicina. Las cepas 
sensibles a la eritromicina son confiablemente sensibles a la 
clindamicina, pero lo opuesto no siempre es cierto. La nomen- 
clatura para los mecanismos de resistencia para este grupo de 
antibioticos ha sido revisada por Roberts y cols.^^* 

Las cepas de estafilococos que expresan una resistencia 
constitutiva a la eritromicina y la clindamicina presentan poca 
dificultad, porque seran detectadas como resistentes in vitro. 



Figura 17-26 Prueba de doble disco para la produccion de P-lactamasas de espectro ampliado en un aislamiento de Klebsiella pneumoniae. (A) La zona que rodea 
a un disco de ceftriaxona (CRO) esta distorsionada y ensanchada del lado que enfrenta un disco que contiene acido clavulanico (AMC). (B) Se demuestra un feno- 
meno similar con un disco que contiene ceftazidima (CAZ) adyacente a un disco que contiene acido clavulanico (AMC). 
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Figura 17-27 Prueba de la CIM para la produccion de p-lactamasas de 
espectro ampliado en un aislamiento de Escherichia coli. La CIM de este ais- 
lamiento para ceftazidima es de 16 iJ-g/roL (A); cuando se combina con acido 
clavulanico la CIM es ^ 0,25 |ig/mL (B). La CIM del aislamiento para ceftria- 
xona es 2 |ig/mL fCj; en presencia de acido clavulanico la CIM es ^ 0,25 
pg/mL (D). Por lo tanto, en cada caso existe una reduccion > 4 veces de la CIM 
en presencia de acido clavul^ico, lo que demuestra la presencia de una P-lac- 
tamasa de espectro ampliado. 


Sin embargo, cuando la resistencia es inducible puede existir 
una disociacion entre los resultados. La resistencia a los macro¬ 
lidos de 14 miembros y de 15 miembros, como la eritromicina, 
se induce mas facilmente que la resistencia a los macrolidos de 
16 miembros y las lincosamidas, como la clindamicina. 
Existen pruebas de que la resistencia inducible a la clindamici¬ 
na tiene importancia clmica.^^^’^®^ Cuando una cepa de S. 
aureus expresa resistencia disociada, se debe realizar una prue¬ 
ba de induccion antes de que se comunique una prueba como 
sensible a la clindamicina. El metodo mas simple es aprovechar 



Figura 17-28 Banda de Etest para la demostracion de produccion de P-lac- 
tamasa de espectro ampliado en un aislamiento de Klebsiella pneumoniae. La 
CIM del aislamiento para ceftazidima (TZ) es de 6 pg/mL. (Observese que la 
zona de inhibicion interseca la banda mas proxima a los 4 pg/raL del lado infe¬ 
rior, pero la interseccion es en los 6 pg/mL del lado superior; se registra el 
valor mas alto). En el otro extreme de la banda la CIM del aislamiento para 
ceftazidima en presencia de acido clavulanico es de 0,38 pg/mL. La reduccion 
de la CIM es > 4 veces, lo que indica la presencia de una enzima P-lactamasa 
de espectro ampliado en la cepa. Observese la impresion sobre el cesped de 
bacterias de la banda fpunta de flecha), que inicialmente se dejo caer de arriba 
hacia abajo sobre la placa; como el lado que estaba impregnado con antibioti- 
co no toco el agar, era aceptable recolocar la banda y continuar la prueba. 


A AUTONOMIA 



B ANTAGONISMO 





SINERGIA 


Figura 17-29 Diagrama de las interacciones potenciales en la prueba por 
difusion con discos para la sinergia bacteriana. Se ban colocado los discos que 
contienen antibioticos A y B en placas de agar de Mueller-Hinton que ban sido 
inoculadas con un aislamiento bacteriano. (A) Efectos aditivos o indiferentes; 
cada antibiotico produce una zona de inbibicion que no es afectada por el anti- 
bidtico adyacente. (B) Efectos antagonicos, en los cuales las zonas inbibitorias 
de cada antibiotico estan disminuidas en presencia del otro antibiotico. (C) 
Dos manifestaciones posibles de interacciones sinergicas. A la izquierda, apa- 
rece una zona de inbibicion agrandada donde se encuentran los dos antibioti¬ 
cos. A la dereeba, ninguno de los antibioticos es inbibitorio por si solo, pero el 
crecimiento bacteriano esta inbibido donde los dos antibioticos se difunden 
juntos. 


la tendencia de la eritromicina a inducir resistencia al realizar 
una prueba de doble disco.^^’^^^ Si se colocan discos que con¬ 
tienen eritromicina y clindamicina en proximidad y la eritro¬ 
micina induce resistencia, se distorsiona la zona de inhibicion 
que rodea al disco de clindamicina. El aplanamiento resultante 
de la zona de inhibicion produce una forma en D que es simi¬ 
lar a la producida por los antibioticos antagonicos en la figura 



Figura 17-30 Se ba evaluado un aislamiento de Staphylococcus aureus con 
sensiblidad limitrofe a la oxacilina con el agregado de acido clavulanico, un 
inbibidor de la p-lactamasa, o sin el. En ausencia del inbibidor, la CIM de la 
cepa es de 4 pg/mL. Despues del agregado de acido clavulanico la CIM es de 
1 Pg/mL. La resistencia de esta cepa deriva de la biperproduccion de P-lacta- 
masa. 
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Recuadro 17-8 Aumento al maxSmo de la deteccidn de 
estafilococos resistentes a la meticilSna 


1. Para S. aureus, es mas probable que la oxacilina detecte resistencia cru- 
zada entre las penicilinas resistentes a la penicilinasa que otros com- 
puestos. No se debe utilizar cloxacilina ni dicloxacilina, porque es posi- 
ble que no detecten resistencia a la oxacilina.^’’ Coudron y cols, ban 
sugerido que la meticilina puede detectar resistencia en S. epidennidis 
mejor que la oxacilina.^^ 

2. El agregado de NaCl al 2% al caldo o el agar para las pruebas de dilu- 
cion aumenta la deteccion de resistencia.-'* 

3. El inoculo debe ser preparado por el metodo directo altemativo, utili- 
zando colonias de una placa fresca durante toda la noche (vease proto- 
colo 17-1). 

4. Los cultivos deben ser incubados a 35 °C durante 24 boras completas. 

5. Si se utiliza el procedimiento de difusion con discos, se debe examinar 
con cuidado el borde de la zona aparente de inhibicion. El borde es 
definido y claro cuando se evaluan microorganismos sensibles a la oxa¬ 
cilina. El crecimiento de microorganismos resistentes a la oxacilina “se 
vuelve horizontal” o “se va apagando” a medida que se aproxima al 
disco de modo que puede ser dificil detectar el borde interior de creci¬ 
miento (fig. 17-31). 

6. Si la sensibilidad de una cepa de S. aureus a la oxacilina no es clara, 
realizar una prueba para el gen mecA (vease el texto) o una prueba de 
deteccion en agar con oxacilina-sales. Para la prueba de deteccion, utili¬ 
zar agar de Mueller-Hinton con NaCl v/v al 4% y 6 pg/mL de oxacilina 
por mililitro. Realizar una suspension directa de las colonias hasta una 
densidad comparable a un estandar de McFarland 0,5. Utilizando un 
ansa de 1 pL, colocar la suspension en un area que tenga 10 a 1 mm de 
diametro. Como alternativa, realizar una mancha en un area similar o 
sembrar en estria un cuadrante con un hisopo que ha sido sumergido en 
la suspension. Incubar la placa a 35 °C en aire ambiente durante 24 
horas. Examinar con luz transmitida para > 1 colonias o una pelicula 
clara de crecimiento.^'* 


17-29B. Este patron indica una resistencia inducible; la cepa 
debe ser comunicada como resistente a la clindamicina. En 
ausencia de resistencia -ya sea intnnseca o inducible- la cepa 
puede ser comunicada como sensible a la clindamicina. 

Aunque la mayor parte de la atencion se ha concentrado 
sobre los estafilococos, tambien puede hallarse resistencia indu¬ 
cible a la clindamicina en los estreptococos y, mas rara vez, los 
enterococos. Al parecer, la prueba del disco doble detecta este 
fenomeno en los estreptococos y en los estafilococos. (Vease la 
explicacion de un caso de infeccion por estreptococos del grupo 
B en el sitio web de los CDC -https://www.phppo.cdc.- 
gov/dls/master/view_document.axpx?id=2). 

FLUOROQUINOLONAS 

Las fluoroquinolonas, que al principio constituyeron una 
alternativa terapeutica potencialmente importante para los esta¬ 
filococos resistentes a la meticilina, se hallan cada vez mas 
comprometidas por la resistencia creciente. Operan dos meca- 
nismos: 1) una mutacion en la girasa que es el sitio diana de 
esta clase de antibioticos*®^ y 2) una bomba de salida activa 
de sodio mediada por Nor A, una proteina transportadora de 
multiples farmacos.^^^ La resistencia a las fluoroquinolonas es 
mas frecuente en las cepas resistentes a la meticilina (oxacili¬ 
na) que en las cepas sensibles; se puede desarrollar con una 
rapidez preocupante cuando se utiliza esta clase de antibiotico 
sin restriccion en los hospitales.^ 


Especies de Haemophilus 

Los microorganismos Haemophilus requieren hemina (fac¬ 
tor X) o nicotinamida adenina dinucleotido (NAD) (factor V) 
para el crecimiento. Se ha establecido la validez de agregar 
suplementos tanto a los medios de sensibilidad por dilucion 
como de difusion. Jorgensen y cols, han sugerido un suple- 
mento para las pruebas de sensibilidad de Haemophilus. El 
NCCLS ha adoptado el medio de prueba para Haemophilus, 
que puede contener suplemento de cationes si fuera apropiado. 
Las ventajas del medio incluyen claridad visual y confiabilidad 
de las pruebas con trimetoprim-sulfametoxazol.^^'^ Sin embar¬ 
go, algunos investigadores han experimentado problemas con 
el rendimiento del medio de prueba para Haemophilus tanto de 
preparacion local como comercial.^®^ 

La preparacion correcta del inoculo es muy importante 
para evaluar las especies de Haemophilus. Se debe utilizar el 
metodo directo altemativo para estandarizar la suspension 
bacteriana de un cultivo durante toda la noche (vease proto¬ 
col 17-1). 

Jorgensen y cols, encontraron una buena relacion entre el 
Etest y las pruebas estandarizadas de microdilucion para 
Haemophilus influenzae.^ Un estudio reciente de metodos de 
examen de la sensibilidad para H. influenzae documento un 
rendimiento generalmente aceptable entre los metodos de uso 
frecuente.Los procedimientos y las interpretaciones creados 
para H. influenzae pueden aplicarse tambien a otras especies de 
Haemophilus. 

Las pruebas de sensibilidad a los antibidticos de H. influen¬ 
zae han sido revisadas por Doern y Jones.^ 

PENICILINAS 

Doern y cols, documentaron una prevalencia del 15,2% para 
la produccidn de (i-lactamasas en Haemophilus influenzae. La 
frecuencia de la degradacidn enzimatica de ampicilina fue del 
21% para las cepas encapsuladas de H. influenzae tipo b y 
del 12% para las cepas no encapsuladas de H. influenzae. 

La probabilidad de que una bacteria aislada produjera p-lacta- 
masa era mayor si era aislada en lactantes y ninos pequenos 
que en adultos y si era aislada de sangre y liquido cefalorra- 
quideo mas que en otros Ifquidos o tejidos. 

La incidencia de produccidn de P-lactamasa en un estudio 
cooperativo nacional fue del 20%, pero otra vez hubo una dico- 
tomia entre las cepas encapsulas y no encapsuladas.^^ La preva¬ 
lencia de la enzima p-lactamasa fue del 31,7% en las cepas tipo 
b y del 15,6% en las cepas no encapsuladas de H. influenzae. Se 
detectd resistencia a la ampicilina, no mediada por p-lactamasa, 
sdlo en el 0,1 % de las cepas. 

Un estudio repetido un aho mas tarde, limitado a los aisla- 
mientos respiratorios, documentd una prevalencia del 16,5% 
para la produccidn de P-lactamasa por H. influenzae. La fre¬ 
cuencia de resistencia en las cepas tipo b encapsuladas y en 
cepas no encapsuladas fue del 29,5% y del 15%, respectiva- 
mente.'"^^ 

Todos los aislamientos de especies de Haemophilus que son 
agentes etioldgicos de infecciones graves deben ser evaluados 
para produccidn de P-lactamasa, preferentemente con el proce¬ 
dimiento de la nitrocefma. Los aislamientos en sitios corpora- 
les esteriles que no producen la enzima deben ser evaluados 
para resistencia intnnseca siempre que sea posible. Aunque la 
resistencia intnnseca ha sido rara, existen pruebas de disemi- 
nacidn clonal de estas cepas en algunos hospitales.*^^ En cual- 
quier caso, los aislamientos deben ser derivados a un laborato- 
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Figura 17-31 Se muestra el efecto de la sal sobre la expresion de resistencia de los estafilococos a la meticilina. Se evaluo una cepa sensible contra un disco de 
□xacilina de 1 jiig en agar de Mueller-Hinton que no tenia un suplemento de sal (A) o que contenia NaCl al 4% (B). La zona de inhibicion bacteriana no fue afec- 
lada por el agregado de sal. Tambien se evaluo una cepa resistente a la meticilina contra oxacilina en agar de Mueller-Hinton sin (C) el agregado de NaCl al 4% y 
con el (D). Sin sal, se produjo una zona clara de inhibicion (C) y el aislamiento seria considerado sensible. En presencia de sal hubo un crecimiento gradualmente 
decreciente o “esfumado” inmediatamente arriba del disco; este microorganismo debe ser considerado resistente a la oxacilina y a otras penicilinas resistentes a la 
penicilinasa. 


rio de referenda si existe alguna duda acerca de la correlacion 
de los resultados del laboratorio y clmicos. 

CLORANFENICOL 

Durante anos el farmaco de refuerzo para las infecciones 
graves por Haemophilus fue el cloranfenicol. Si bien es infre- 
cuente, tambien se ha desarrollado resistencia a este antibioti- 
co. La frecuencia de resistencia al cloranfenicol entre los aisla- 
mientos de H. influenzae fue del 0,5% en un estudio coopera- 
livo nacional.^^ En casi todos los casos la resistencia esta 
mediada por degradacion enzimatica.^^ Doern y cols, han halla- 
do una prueba en tubo significativamente mas precisa que una 
modificacion en disco del ensayo rapido para la cloranfenicol 
acetiltransferasa.^^ 


CEFALOSPORINAS 

Las cefalosporinas de primera generacion son poco eficaces 
contra Haemophilus influenzae y no deben ser evaluadas. Las 
cefalosporinas de segunda generacion, como cefamandol y 
cefuroxima, son eficaces contra las especies de Haemophilus in 
vitro, pero lo son menos cuando se las necesita mas: para las 
cepas que producen P-lactamasa.*"^^ Se describieron fracasos 
terapeuticos con las cefalosporinas de segunda generacion. Las 
cefalosporinas de tercera generacion, como ceftriaxona, son 
uniformemente eficaces contra H. influenzae. 


TRIMETOPRIM-SULFAMETOXAZOL 

Se puede detectar resistencia de Haemophilus influenzae a 
trimetoprim-sulfametoxazol en menos del 1% de las cepas. 
Aunque no es el farmaco de eleccion para la enfermedad siste- 
mica grave, el tratamiento con trimetoprim-sulfametoxazol ha 
sido exitoso para las infecciones pulmonares. 

Streptococcus pneumoniae 

PENICILINA Y OTROS ANTIBIOTICOS p-LACTAMICOS 

Durante muchos ahos, la penicilina fue el tratamiento estan- 
dar para las infecciones neumococicas y las pruebas de sensi¬ 
bilidad no estaban indicadas. El surgimiento de cepas que son 
resistentes a multiples antibioticos, incluida la penicilina, ha 
abierto una brecha incluso en este bastion de la antibioticotera- 
pia. Las cepas que tienen CIM entre 0,1 y 1 pg/mL se conside- 
ran relativamente resistentes a la penicilina; aquellas con CIM 
mayores de 1 pg/mL son designadas como resistentes. Lamen- 
tablemente, la frecuencia de cepas que son relativa o totalmen- 
te resistentes a la penicilina esta aumentando en los Estados 
Unidos.^^’^'^’^'^^ Sin embargo, sigue existiendo variacion geo- 
grafica en la frecuencia de la resistencia.^^^ Parte de esta razon 
para esta distribucion geografica irregular puede ser la aparen- 
te diseminacion de una pequena cantidad de clones neumoco- 
cicos resistentes.^”^® 

El mecanismo de la resistencia del neumococo a la penici¬ 
lina es la alteracion en las proteinas de union a penicilina.'^^ 
Streptococcus pneumoniae no produce P-lactamasas. Diver- 
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Recuadro 17-9 Deteccion de resistencia a la vancomicina 
en los estafilococos 


1. Los metodos cuantitativos fCIM) han sido validados por los CDC para 
la deteccion de S. aureus de sensibilidad intermedia a la vancomicina y 
S. aureus resistente a la vancomicina. Se evaluaron tanto los metodos 
de microdilucion como de dilucion en agar. Los sistemas comerciales 
estudiados incluyeron paneles para CIM MicroScan Conventional 
(Dade MicroScan, West Sacramento, CA), los sistemas Vitek y Vitek 2 
(BioMerieux, Hazelwood, MO), Sensititer System (TREK Diagnostic 
Systems, Cleveland, OH), los paneles Pasco Microdilution (BD, 
Franklin Lakes, NJ) y el Etest utilizando un estandar de McFarland 0,5 
para preparar la suspension del inoculo (AB Biodisk, Piscataway, NJ). 
Algunos sistemas automaticos no pudieron detectar todas las cepas de 
S. aureus resistentes a la vancomicina, de modo que se recomienda 
realizar pruebas adicionales con una placa para deteccion sistematica 
en agar. 

2. La prueba de deteccion sistematica en agar con vancomicina utiliza 
infusion de cerebro y corazon que contiene 6 |Lig/mL de vancomicina. 

Se siembra en estria o se realiza una mancha con un inoculo de 1 a 

10 pL de una suspension de McFarland 0.5 (concentracion final de las 
bacterias, 10^ a 10‘'UFC/mL) en la superficie del agar. El crecimiento 
de mas de 1 colonia despues de una incubacion durante 24 boras indica 
resistencia. Las cepas control, que se deben utilizar en cada dia de la 
prueba, son S. aureus (ATCC 25923, sensibles) y E. faecalis (ATCC 
51299, resistentes), 

3. Se ha acumulado una cantidad insuficiente de cepas no sensibles para 
establecer los tamafios de las zonas puntos de corte para la prueba por 
difusion en disco. Una zona de al menos 15 mm se considera sensible; 
si las zonas son mas pequenas, se debe realizar una prueba de dilucion 
o se debe enviar el aislamiento a un laboratorio de referenda. 

4. Los aislamientos con una CIM de 4 pg/mL u 8 pg/mL {S. aureus de 
sensibilidad intermedia a vancomicina o de sensibilidad intermedia a 
otros glucopeptidos) no son detectados en forma confiable por la prue¬ 
ba por difusion con discos. Por lo tanto, si se utiliza este meiodo, se 
debe emplear un procedimiento adicionai, como la prueba de deteccion 
en agar con vancomicina. Las pruebas se deben realizar en todos los 
aislamientos; como alternativa, se pueden seleccionar cepas que son 
resistentes a la oxacilina, ya que la mayoria de las cepas que son resis¬ 
tentes a la vancomicina tambien son resistentes a la oxacilina. 

5. Las placas o las bandejas para la determinacion de sensibilidad a la 
vancomicina en los estafilococos deben ser incubadas en aire ambiente 
durante 24 boras completas a 37 °C. 

6. Las cepas de estafilococos que parecen tener una sensibilidad interme¬ 
dia o ser resistentes a la vancomicina deben ser derivadas a un laborato¬ 
rio de referencia o a un laboratorio de salud publica para otros analisis. 


Referenda hallada en http://www.cdc.gov/nddod/hip/lab/FactSheet/vrsa.htm. 


sas protemas de union participan en la adquisicion de resis¬ 
tencia y producen una disminucion escalonada de la sensibi¬ 
lidad. Es interesante senalar que el 70% de las cepas clmicas 
de neumococos resistentes a la penicilina muestran. ademas, 
una lisis defectuosa, propiedad que tambien aumentaria su 
supervivencia.^®^ Se postulan dos tipos de presion de los anti¬ 
bioticos sobre los neumococos como explicaciones para los 
fenomenos concordantes. Las cepas de neumococos resisten¬ 
tes a la penicilina pueden ser clonales, pero son posibles mul¬ 
tiples vias para la resistencia y han surgido cepas resistentes 
en forma independiente en diversas localizaciones geografi- 
cas. La resistencia a la penicilina puede ser transferida hori- 
zontalmente de una cepa de neumococo a otra, al parecer por 


transformacion.^^^ Ocurre una variacion considerable en los 
genes para las protemas alteradas a partir de la reparacion 
desequilibrada despues de la transferencia. La resistencia a la 
penicilina ocurre con distintos serogrupos y entre diversas 
cepas que pueden ser diferenciadas mediante tipificacion 
molecular,pero parece que relativamente pocos clones 
constituyen la fuente dominante de cepas multirresistentes.^^^ 
Lamentablemente, muchas de las cepas resistentes pertenecen 
a serotipos que estan incluidos en las vacunas neumococicas 
de uso frecuente.*^® 

Los factores de riesgo para una infeccion grave por cepas 
resistentes incluyen el uso previo de antibioticos p-lactamicos, 
la edad inferior a 15 anos, la infeccion de las vias respiratorias 
altas y el origen hospitalario de la infeccion. Ademas, la fre- 
cuencia con la cual se utilizan antibioticos p-lactamicos en la 
comunidad puede tener un efecto sobre la aparicion de cepas 
neumococicas resistentes. 

Los neumococos resistentes a la penicilina tambien tienen 
menor sensibilidad a otros antibioticos p-lactamicos. 
Imipenem, meropenem, cefotaxima, ceftriaxona y cefpirona 
son mas activos in vitro que la penicilina. Ampicilina, cefdinir. 
cefuroxima, cefoperazona, azlocilina, mezlocilina, piperacili- 
na, cefalotina y cefamandol muestran ligeramente menos acti- 
vidad que la penicilina. Oxacilina, cefixima, ceftizoxima, cefe- 
tamet, cefaclor, ceftazidima, cefoxitina, cefonicid y latamoxef 
muestran muy poca actividad contra las cepas resistentes. Se ha 
sugerido que se puede utilizar la penicilina para predecir la 
sensibilidad a otros antibioticos P-lactamicos, porque las rela- 
ciones de las concentraciones inhibitorias mmimas son constan- 
tes.^^*^^ El mecanismo para la resistencia a estos otros antibioti¬ 
cos p-lactamicos tambien es una alteracion en las protemas de 
union a penicilina.^^^ 

Se puede agregar sangre de camero al 5% al agar de Mue- 
ller-Hinton y sangre de caballo hemolizada al 2-5% a los 
medios de caldo para el crecimiento de S. pneumoniae. El con¬ 
trol de calidad de estas pruebas debe incluir cepas neumococi¬ 
cas resistentes conocidas, ademas de los microorganismos de 
control estandares. La incubacion en CO^ es aceptable si es 
necesaria para el crecimiento de la cepa. Se ha comunicado que 
el medio de prueba de Haemophilus descrito antes funciona 
bien para el apoyo del crecimiento de neumococos en pruebas 
de microdilucion en caldo,aunque no ha funcionado bien en 
todos los laboratorios. 

En la mayoria de los laboratorios, la prueba mas simple para 
la deteccion de resistencia es una variante de la prueba de difu¬ 
sion con discos. Aunque se han utilizado discos de penicilina 
en algunos estudios, el procedimiento recomendado por el 
NCCLS para la deteccion de resistencia a la penicilina incor¬ 
pora un disco de 1 jig de oxacilina. Las cepas que tienen un 
diametro de la zona inferior o igual a 19 mm deben ser comu- 
nicadas provisoriamente como no sensibles a la penicilina (fig. 
17-32); se debe disponer la confirmacion mediante una prueba 
de sensibilidad por dilucion. Swenson y cols, observaron que la 
oxacilina era mejor elemento de prediccion de la sensibilidad a 
la penicilina que la meticilina.^^^ La prueba de difusion con dis¬ 
cos no diferencia las cepas que son relativamente resistentes 
(CIM, 0,1 a 1 |ig/mL) de las que son resistentes (CIM, ^ 2 
|ig/mL). Una cepa de S. pneumoniae que presumiblemente es 
resistente a la penicilina debe ser evaluada en una prueba de 
dilucion en caldo confiable. 

Los sistemas comerciales de pruebas de sensibilidad tienen 
un rendimiento variable para la deteccion de resistencia a la 
penicilina en los neumococos. El sistema Pasco y el Etest fun- 
cionaron mejor y produjeron resultados que fueron compara- 
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con los metodos de referencia para todos los antibioticos 
rvi^pio para la combinacion de Etest y trimetoprim-sulfameto- 
4azol Otros sistemas, que incluyen los paneles rapidos 
NlicroScan, no resultaron tan buenos o su rendimiento fue es- 
caso.^ Sin embargo, las evaluaciones ulteriores ban documen- 
Lido el mejor rendimiento de varies de los sistemas, incluidos 
los paneles MicroScan MICroSTREP®.‘i3.i53 

El Eiest ha sido evaluado en forma independiente en un estu- 
dio cooperativo, el cual documento tasas bajas de erorres 
menores con penicilina (9,5%) y cefotaxima (5,4%) (vease fig. 
I “-25).*'^^ La vancomicina es el tratamiento estandar para las 
cepas que producen una infeccion sistemica grave. Hashemi y 
cols, han observado que el Etest produce resultados mas altos 
en la CIM que la prueba de microdilucion en caldo, lo que 
p^aniea la preocupacion de que puedan ocurrir informes de 
falsa resistencia.^^^ 

Aunque las cepas relativamente resistentes han respondido 
al tratamiento penicilmico en la neumonia neumococica,®^ es 
posible que la meningitis no sea tratada con exito porque las 
omcentraciones del antibiotico son mas bajas en el liquido 
cefalorraquideo.^^* Las cepas que tienen una CIM mayor de 
- ug/mL es improbable que respondan al tratamiento con peni- 
cilina en cualquier situacion clmica. El NCCLS tiene valores 
crilicos diferenciados para cefalosporinas potencialmente efi- 
caces, segun que las cepas sean aisladas en el liquido cefalo- 
rraquideo o en otros sitios.^^^’^*® 


RESISTENCIA MULTIPLE 

Lamentablemente, muchas de las cepas neumococicas que 
ion resistentes a los antibioticos (i-lactamicos tambien lo son 
a oiras clases de antibioticos (cepas multirresistentes).^^’^^^ 
Se han afectado macrolidos, tetraciclinas, cloranfenicol, tri- 
metoprim-sulfametoxazol y, en menor grado, fluoroquinolo¬ 
nes. ’' 


MACROLIDOS Y LINCOSAMIDAS 

La resistencia de S. pneumoniae a los macrolidos ha ido 
aumentando durante muchos ahos. Se ha documentado una 
asociacion entre la resistencia a los antibioticos y el uso de 
antibioticos.Existen dos clases de mecanismos de resis¬ 
tencia: 1) inactivacion del antibiotico a nivel ribosomico por 
una metilasa (Erm) y 2) bombeado active del antibiotico fuera 
de la celula bacteriana por un sistema de expulsion (Mef).^^^ La 
bomba de expulsion es el mecanismo mas frecuente en las 
cepas aisladas en los Estados Unidos.^®^ La resistencia produ- 
cida por este mecanismo es menos extensa que la producida 
por la inactivacion ribosomica; ademas, las cepas ribosomica- 
menie resistentes expresan tambien a menudo resistencia a la 
clindamicina.^^^ Varios investigadores describieron pruebas en 
doble disco para evaluar la resistencia inducible a la clindami- 
cina en cepas neumococicas.Como sucede en el caso de 
los estafilococos, las cepas de neumococos que muestran resis¬ 
tencia inducible a la clindamicina deben ser comunicadas 
como resistentes; las cepas que carecen tanto de resistencia 
ininnseca como inducible a la clindamicina pueden ser comu¬ 
nicadas como sensibles. 

La resistencia a otros macrolidos puede ser inferida a partir 
del resultado de la eritromicina.^*® Se ha sugerido que es posi¬ 
ble que el nivel inferior de resistencia a la eritromicina confe- 
rido por el mecanismo Mef no tenga importancia clmica, pero 
varias comunicaciones han documentado fracasos terapeuticos 
con estas cepas. 



Figura 17-32 Prueba de deteccion para resistencia de neumococos a penici¬ 
lina, que utiliza un disco de oxacilina de 1 pg en agar de Mueller-Hinton con 
sangre de carnero. Una cepa sensible (A) muestra una zona grande de inhibi- 
cion y puede ser cornunicada como sensible sin otras pruebas. La segunda cepa 
(B) demuestra una zona muy pequena de inhibicion. Esta cepa podna ser sen¬ 
sible, intermedia o resistente (aunque la zona muy pequena sugiere que no sera 
sensible). Para determinar la interpretacion correcta, se debe realizar una prue¬ 
ba de CIM. 


Neisseria gonorrhoeae 

Durante muchos anos el gonococo fue uniformemente sensi¬ 
ble a la penicilina y el enfoque terapeutico de la infeccion 
gonococica era bastante sencillo. A mediados de la decada de 
1970 aparecieron cepas de Neisseria gonorrhoeae que produ- 
cian P-lactamasa’® y se propagaron con rapidez.^*^ Esta p-lac- 
tamasa se asemeja a la enzima TEM hallada en los bacilos 
entericos y Haemophilus influenzae. Un segundo mecanismo 
de resistencia aparecio algunos anos mas tarde cuando 
Dougherty y cols, describieron cepas resistentes que carecian 
de P-lactamasa pero contenian protemas de union a penicilina 
alteradas.*^^ Estas cepas han causado infeccion epidemica y 
esporadica.*^ 

Una segunda arma en el arsenal antigonococico fue elimina- 
da cuando aparecio un plasmido que mediaba la resistencia de 
alto nivel a la tetraciclina en N. gonorrhoeae.^^ Se ha docu¬ 
mentado resistencia a las quinolonas en muchas areas y tam¬ 
bien se ha desarrollado resistencia a la azitromicina."^®'^®^ 

Las pruebas recomendadas por el NCCLS para la deteccion 
de la resistencia mediada cromosomicamente en N. gonorrho¬ 
eae son las pruebas de dilucion en agar y de difusion en agar. 
El tema ha sido revisado por Doem y Jones.^ El medio reco- 
mendado para las pruebas de dilucion en agar es agar GC con 
el agregado despues del tratamiento con autoclave de un suple- 
mento para el crecimiento definido al 1% (1,1 g de L-cistema, 
0,03 g de HCl de guanina, 3 mg de HCl de tiamina, 13 mg de 
acido para-aminobenzoico [PABA], 0,01 g de vitamina B, 2 , 
0,1 g de cocarboxilasa, 0,25 g de NAD, 1 g de adenina, 10 g de 
L-glutamina. 100 g de glucosa, 0,02 g de nitrato ferrico en 1 
L de H^O). Se debe omitir la cisteina cuando se evaliian carba- 
penemicos o clavulanato.^^^ 

Las pruebas de difusion en agar se realizan en una base de 
agar GC con el agregado de suplemento de crecimiento defini¬ 
do. No se necesita un medio sin cisteina para las pruebas en 
disco; no se recomienda el agar chocolate enriquecido.^^® Las 
placas de sensibilidad para evaluar N. gonorrhoeae deben ser 
incubadas a 35 °C en CO^. Una zona menor o igual a 26 mm en 
la prueba por difusion con discos para penicilina (disco de 10 
pg) indica resistencia. Un tamano de la zona menor o igual a 
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19 mm suele indicar la produccion de (J-lactamasa, pero se pre- 
fiere la prueba de la [i-lactamasa para evaluar este mecanismo 
de resistencia. El NCCLS ha establecido criterios para la inter- 
pretacion de espectinomicina y tetraciclina. Un aislamiento con 
un tamano de la zona menor o igual a 19 mm alrededor de un 
disco de 30 pg de tetraciclina es probable que lenga un meca¬ 
nismo de resistencia mediado por plasmidos; estas cepas deben 
ser evaluadas con una prueba de dilucion. No ha habido cepas 
gonococicas resistentes a ciertas cefalosporinas, de modo que 
no se ha establecido el valor critico de resistencia. 

Todos los aislamientos de N. gonorrhoeae deben ser evalua- 
dos para la produccion de p-lactamasas, preferentemente utili- 
zando el metodo de nitrocefina. Se deben realizar pruebas por 
dilucion en agar o por difusion con discos en los aislamientos 
p-lactamasa negativos si la frecuencia de resistencia intrmseca 
a la penicilina o la prevalencia de resistencia a las tetraciclinas 
en la poblacion es alta. Cualquier cepa aislada en fracasos tera- 
peuticos debe ser evaluada localmente o derivada a un labora- 
torio de referenda. El Etest ha mostrado buena correlacion con 
las tecnicas por dilucion en agar para las cepas no productoras 
de P-lactamasa,^^® pero es posible que no se detecte resistencia 
en las cepas que producen p-lactamasa,^*^^ lo que destaca la 
necesidad de realizar una prueba para las produccion de p-lac- 
tamasa en todas las cepas. 

Neisseria meningitidis 

Se ha documentado la transferencia mediada por plasmidos 
de p-lactamasa a Neisseria meningitidis.^'^ Ademas, se descri- 
bieron cepas que son resistentes sobre la base de una altera- 
cion de las protemas de union a penicilina.A1 parecer, las 
protemas de membrana alteradas fueron transferidas a N. 
meningitidis desde especies comensales de Neisseria.^^ Se ha 
evaluado el Etest para el examen de N. meningitidis con resul- 
tados mixtos. Pascual y cols, han comunicado que este meto¬ 
do exagera el grado de resistencia y sugieren que es necesaria 
una nueva evaluacion de medios adecuados.^'^^ Sin embargo, 
Marshall y cols, observaron una buena relacion entre el Etest 
y los metodos de referenda, utilizando los criterios de la Food 
and Drug Administration.'^^ Las pruebas por difusion con dis¬ 
cos no han resultado fiables para el examen de este microor- 
ganismo.^^’^^® 

En ocasiones, se solicitan pruebas de sensibilidad de los 
meningococos a la rifampicina con fines epidemiologicos.^^^ A 
menudo es dificil para el laboratorio generar un resultado a 
tiempo como para guiar la profilaxis, que debe comenzar en el 
momento en que se hace el diagnostico clinico de la infeccion 
meningococica. 

Especies de Enterococcus 

La base del tratamiento antibiotico de las infecciones ente- 
rococicas graves ha sido el uso de combinaciones de P-lacta- 
micos y aminoglucosidos.'^^ Las bases de este enfoque han 
sido socavadas seriamente en los ultimos ahos.'®^ El tema ha 
sido revisado por varios autores.^^'^’^^^*^^^ En la figura 17-10 se 
muestran las interacciones entre antibioticos y mecanismos de 
resistencia. Mas recientemente, tambien se ha detectado resis¬ 
tencia en los “antibioticos de ultimo recurso”, sobre todo en 
cepas de E. faecium.^^"^ Se han aplicado procedimientos estan- 
dares a los enterococos con exito, aunque ocurrieron algunas 
dificultades con algunos antibioticos cuando se utilizaron prue¬ 
bas de difusion con discos.^® Los fabricantes han encarado rapi- 
damente los problemas con los sistemas comerciales. 


ANTIBIOTICOS AMINOGLUCOSIDOS 

Existen tres mecanismos para la resistencia de los enteroco¬ 
cos a los aminoglucosidos. Las enzimas modificadoras de los 
aminoglucosidos, que incluyen fosfotransferasas, nucleotidil- 
transferasas y una acetiltransferasa, son producidas en forma 
constitutiva sobre los plasmidos.Estas enzimas se asemejan 
a las halladas en los estafilococos mas que a las producidas en 
los bacilos gramnegativos. Otros mecanismos son la modifica- 
cion del sitio diana ribosomico"^ y la interferencia en el trans- 
porte del antibiotico. Existen pruebas de la transmision de las 
cepas que son resistentes a la gentamicina de animales a seres 
humanos a traves de suministro de alimentos.^^ 

La deteccion de resistencia de alto nivel de los enterococos 
a los aminoglucosidos es importante porque estas cepas no son 
inhibidas en forma sinergica por el tratamiento combinado con 
los antibioticos p-lactamicos. Se puede aceptar la resistencia 
de E. faecium a kanamicina, amikacina, netilmicina y tobra- 
micina. La resistencia de estas especies a gentamicina y 
estreptomicina y de E.faecalis a todos los aminoglucosidos se 
puede predecir mediante pruebas in vitro con grandes concen- 
traciones de antibiotico en una prueba de dilucion o mediante 
discos con un alto contenido de antibiotico. Se recomiendan 
como puntos de corte concentraciones de 1 000 pg/mL de 
estreptomicina por microdilucion, 2 000 pg/mL de estrepto¬ 
micina por dilucion en agar y 500 pg/mL de gentamicina por 
cualquiera de los metodos.El crecimiento de una sola 
colonia en placas de dilucion en agar indica resistencia. Se 
recomiendan discos con 120 pg de gentamicina o 300 pg de 
estreptomicina para las pruebas de difusion con discos. La 
resistencia esta indicada por ^ 6 mm (sin zona) y la sensibili¬ 
dad por una zona > 10 mm. Las cepas que presentan zonas de 
7 a 9 mm deben ser evaluadas por metodos de dilucion.^^® Los 
problemas con la deteccion de esta resistencia por los sistemas 
comerciales de sensibilidad han sido encarados por los fabri¬ 
cantes. Un estudio reciente observe una concordancia casi 
completa entre los discos de alta potencia, los paneles de 
microdilucion disponibles en el comercio y una placa comer- 
cial de “sinergia” por dilucion en agar.^^' 

ANTIBIOTICOS |3-LACTAMIC0S 

Muchas cepas de enterococos, sobre todo Enterococcus 
faecium, son intrmsecamente resistentes a los antibioticos (J- 
lactamicos porque tienen protemas de union con baja afinidad 
por estos farmacos. En particular, las cefalosporinas son uni- 
formemente ineficaces contra los enterococos y no deben ser 
evaluadas. En general, la ampicilina es mas eflcaz que la 
penicilina in vitro. Al menos en un estudio las cepas de E. fae¬ 
cium que eran resistentes a la ampicilina fueron distintas por 
analisis molecular de las cepas sensibles.^” Se ha explicado 
antes la aparicion reciente de cepas de enterococos que pro¬ 
ducen p-lactamasa. 

VANCOMICINA 

El ultimo recurso terapeutico para los enterococos fue la 
vancomicina hasta que Leclercq y cols, describieron cepas de 
E. faecium que contenian resistencia mediada por plasmidos a 
los antibioticos glucopeptidos vancomicina y teicoplanina.*"^^ 
Tambien describieron aislamientos de E. faecalis resistentes a 
la vancomicina.^^'^ La resistencia a los glucopeptidos parece ser 
transferida por la diseminacion de un gen mas que por un plas- 
mido.^^ Se describieron tres mecanismos geneticos para la 
resistencia de los enterococos a los glucopeptidos.^"^^ El com- 
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plejo genetico vanA es inducible y es porlado por una familia 
de plasmidos en E. faecium y E. faecalis, Este complejo codi- 
fica resistencia de alto nivel tanto a la vancomicina como a la 
leicoplanina. VanB es un gen inducible en E. faecium que 
media la resistencia de bajo nivel solo a la vancomicina por 
medio de una carboxipeptidasa. VanC es un gen cromosomico 
constitutivo que media la resistencia de bajo nivel en E. galli- 
narum, una cepa clmica inusual. La resistencia a la vancomici¬ 
na, sobre todo la mediada por el gen vanB, no es detectada con- 
fiablemente por todos los metodos. 

Lamentablemente, la resistencia de los enterococos a la van¬ 
comicina se ha instalado y estos microorganismos se han vuel- 
to epidemicos en algunos hospitales y regiones.^^’^®^ Las carac- 
teristicas de las cepas resistentes varian con el tiempo y con la 
localizacion geografica. En un grupo de hospitales de 
Connecticut, la tasa media de resistencia de alto nivel a la gen- 
tamicina fue del 29%; a la ampicilina del 10% (todas las cepas 
aisladas fueron E. faecium); y a vancomicina del 8%, pero nin- 
gun aislamiento produjo P-lactamasa.^"^^ Los enterococos son 
patogenos en entrenamiento comparados con los estafdococos 
y los estreptococos, pero pueden causar infecciones graves y 
poiencialmente mortales en los pacientes hospitalizados cuyas 
heces estan colonizadas por cepas resistentes. Los factores de 
riesgo para la colonizacion y la enfermedad invasora incluyen 
enfermedad grave y recepcion previa de antibioticos, como 
vancomicina y farmacos activos contra bacterias anaerobias.^^ 
La resistencia a la vancomicina en los enterococos ha sido aso- 
ciada con episodios mas frecuentes de bacteriemia recurrente, 
el aislamiento persisiente de enterococos de sitios primarios de 
infeccion, una mayor frecuencia de infeccion endovascular y 
un aumento de la mortalidad.^^® 

La deteccion de resistencia de los enterococos a la vancomi¬ 
cina, sobre todo del fenotipo vanB, en los laboratorios clinicos 
no es optima, sobre todo porque los sistemas comerciales de 
evaluacion, que incluyen los dos metodos mas utilizados -sis¬ 
temas Vitek y distintos sistemas MicroScan- no recogen con 
eficacia la resistencia de nivel moderado y nivel intermedio.^^^ 
En un estudio de los laboratorios de New Jersey, 96% de 76 
laboratorios clmicos pudieron reconocer la resistencia en una 
cepa de E. faecium con resistencia de alto nivel a la vancomi¬ 
cina (CIM, 512 pg/mL), pero solo 27% de los laboratorios 
comunicaron una cepa de E. faecium con una resistencia mode- 
rada (CIM, 64 pg/mL) como resistente.^^"^ Una cepa de E. fae¬ 
calis con resistencia de bajo nivel (CIM, 32 pg/mL), un fenoti¬ 
po vanB tipico, solo fue reconocida como resistente por el 16% 
de los laboratorios, y una cepa de E. gallinarum con un fenoti¬ 
po vanC tipico (CIM, 8 pg/mL) fue caracterizada correctamen- 
te por el 74% de los participantes. En un estudio comparativo 
de los Centers for Disease Control and Prevention, Tenover y 
cols, evaluaron 10 sistemas comerciales para la deteccion de 
resistencia a la vancomicina en enterococos.^’^ Se utilize un 
metodo de referencia por microdilucion como estandar para la 
evaluacion de 50 cepas de referencia. Una prueba de deteccion 
por dilucion en agar, el Etest, y algunos sistemas comercia¬ 
les por microdilucion rindieron bien. Se observe una mayor 
cantidad de errores menores con la prueba por difusion con dis¬ 
cos y otros sistemas comerciales de microdilucion. El sistema 
Vitek produjo tasas de errores muy altas (10,3%) y el sistema 
MicroScan Rapid 20,7%) el cual fue el unico que produjo erro¬ 
res may ores (13,3%). Con las pruebas repetidas con el Vitek los 
errores muy imporlantes se redujeron hasta el 3,4%, mientras 
que los errores con el sistema MicroScan Rapid aumentaron 
hasta el 27,6%. Un informe reciente confirma la capacidad de 
los paneles Positive Breakpoint Combo® Tipo 6 convenciona- 


les de MicroScan para detectar resistencia entre los enteroco¬ 
cos a la ampicilina y la vancomicina.’^^ Catorce de los 15 resul- 
tados incorrectos con vancomicina fueron en enterococos 
moviles, que son aislados con menor frecuencia en infecciones 
graves que E. faecium y E. faecalis. No hubo ninguna cepa pro- 
ductora de P-lactamasa entre los 132 aislamientos estudiados. 
Los problemas iniciales con el sistema Vitek fueron corregidos 
con modificaciones del software, y el nuevo sistema Vitek 2 ha 
probado ser confiable.’^^-^^^ 

Una version comercial de la prueba de deteccion en agar, 
Remel Synergy Quad Plate®, se compara bien con la prueba de 
referencia.*^^ Esta prueba incorpora 6 pg/mL de vancomicina en 
agar infusion de cerebro y corazon, como lo recomiendan 
Swenson y cols.^^^ 

Se puede solicitar a los microbiologos clmicos que examinen 
las heces para detectar enterococos resistentes a la vancomici¬ 
na y determinen la prevalencia de microorganismos resistentes 
en una institucion o para que sehalen a los pacientes con mayor 
riesgo de sufrir una infeccion invasora por enterococos. Se han 
recomendado varios metodos. Barton y Doem observaron que 
el agar azuro de bilis-esculina con suplemento de 8 pg/mL de 
vancomicina era un medio util para el examen de deteccion.’^ 
Landman y cols, compararon cinco medios selectivos y obser¬ 
varon que el caldo Enterococcosel® (BD Diagnostics, Franklin 
Lakes, NJ), con suplemento de 64 pg/mL de vancomicina y 60 
pg/mL de aztreonam, era el metodo mas sensible.El uso de 
agar azuro de bilis-esculina con un disco de 30 pg de vanco¬ 
micina fue menos sensible, pero seria facil implementarlo en la 
mayoria de los laboratorios. Los hisopados rectales y perirrec- 
tales dan resultados equivalentes.^^^ Para los laboratorios que 
trabajan con tecnicas moleculares, la amplificacion de acidos 
nucleicos provee un metodo mas sensible que el cultivo para 
detectar colonizacion. 

Los factores de riesgo de la colonizacion por enterococos 
resistentes a la vancomicina son similares a aquellos para la 
adquisicion de Clostridium difficile. En consecuencia, no es 
sorprendente que la deteccion de pacientes con toxina de C. 
difficile en sus deposiciones sea un procedimiento de vigilancia 
util en la busqueda de enterococos resistentes a la vancomicina 
en las heces. Este enfoque no reemplazara a la vigilancia sis- 
tematica, porque todos los pacientes colonizados no habran 
sido evaluados para C. difficile. 

Si se desea hacer el cribado de las cepas enterococicas en las 
placas primarias para evaluar la resistencia a la vancomicina 
sin realizar pruebas de sensibilidad, se puede utilizar el agar 
CAMPY.^’’^ Se deben evaluar medios provenientes de diferen- 
tes fabricantes y tal vez de distintos lotes para un rendimiento 
aceptable. 

La batalla entre quimicos y bacterias continua. Se han crea- 
do nuevos agentes para el tratamiento de las bacterias grampo- 
sitivas. Ademas de la teicoplanina (otro glucopeptido), se han 
introducido en el mercado la linezolida (un antibiotico oxazo- 
lidinonico) y la quinupristina-dalfopristina (una combinacion 
de estreptograminas);^^ aunque la mayoria de las veces son efi- 
caces contra los enterococos, comienzan a aparecer informes 
de resistencia. No sorprende que el mayor riesgo de adquisi¬ 
cion de una cepa resistente a la linezolida se asocie con el uso 
del antibiotico y con la duracion del tratamiento. 

El tema de la resistencia a la vancomicina en los enterococos 
ha sido revisado en forma amplia."” ’®^’^’^ Es importante recor- 
dar que las superficies inanimadas en el laboratorio de micro- 
biologia pueden estar contaminadas con bacterias resistentes, 
que incluyen enterococos resistentes a la vancomicina, al igual 
como lo estan las superficies en las areas cl micas. 
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Listeria monocytogenes 

Las pruebas por microdilucion en caldo pueden realizarse en 
caldo de Mueller-Hinton con suplemento de cationes con san- 
gre de caballo hemolizada de 2-5%. Listeria monocytogenes 
proporciona un buen ejemplo de los cuidados necesarios al 
extrapolar los criterios del tamano de zona en la prueba por 
difusion con discos a las bacterias que no ban sido evaluadas. 
La prueba por difusion parece ser satisfactoria para la evalua- 
cion de L. monocytogenes^ pero los participantes en programas 
de pruebas de eficiencia no determinaron en forma adecuada 
las sensibilidades a la penicilina y la ampicilina hasta que el 
NCCLS aclaro los tamanos de las zonas que se debian utilizar 
para establecer los puntos de corteJ'^'^ 

Streptococcus pyogenes (Streptococcus del grupo A) 

PENICILINA 

En ocasiones, se solicita al laboratorio la realizacion de prue¬ 
bas de sensibilidad a los antibioticos de un aislamiento de Strep¬ 
tococcus p-hemolitico del grupo A. Estas pruebas son adecuadas 
para farmacos alternativos, como eritromicina, si el paciente es 
alergico a la penicilina. Los fracasos terapeuticos son el resul- 
tado de una penetracion insuficiente del antibiotico en las crip- 
tas amigdalinas y el tejido adenoideo, donde las bacterias pue¬ 
den ocultarse. En ausencia de resistencia documentada y sin un 
metodo estandarizado y validado para las pruebas, es mucho 
mas probable que la realizacion de estas produzca problemas a 
que los resuelva. Si se cree que estan indicadas las pruebas, 
cualquier resultado de resistencia debe ser validado por un 
laboratorio de referencia. 

Si las pruebas se realizan mediante el procedimiento de difu¬ 
sion con discos, se pueden utilizar discos de penicilina o de 
ampicilina para predecir la sensibilidad; no se recomienda el 
uso de discos de oxacilina, como para los neumococos.^^^ 

ERITROMICINA 

Aunque la penicilina sigue siendo uniformemente eficaz,^^^ 
la resistencia global a la eritromicina y la tetraciclina ha 
aumentado en forma constante.*® La resistencia a la eritro¬ 
micina esta mediada tanto por el fenotipo de macrolido M (un 
mecanismo de expulsion)'® como por un mecanismo recien 
descrito, denominado tipo fenomeno NR (tambien un mecanis¬ 
mo de expulsion).'^® Menos a menudo el mecanismo MLSg fue 
responsable de la resistencia. En una serie de 573 cepas de 
Suecia se observe el fenotipo NR en el 82%; un fenotipo MLSg 
inducible, en el 17% y un fenotipo MLSg constitutive, en el 
0,4%.'^® Las cepas que contienen un mecanismo MLSg induci¬ 
ble y son sensibles a la clindamicina pueden ser evaluadas 
mediante la prueba del doble disco (prueba D), como se des¬ 
cribe para los estafilococos (antes en este capitulo). Si no se 
documenta resistencia intrinseca ni inducible, la cepa puede ser 
comunicada como sensible a la clindamicina. 

Existen muchos clones diferentes de cepas que son resisten- 
tes a la eritromicina y no estan limitadas a localizaciones geo- 
graficas especificas.'^^ '^^ La probabilidad de resistencia a la 
eritromicina en las cepas aisladas en nihos con faringitis esta 
inversamente relacionada con la edad del paciente.^®^ 

FLUOROQUINOLONAS 

Ademas, se describieron aislamientos con resistencia eleva- 
da a las fluoroquinolonas.^^^ Por lo tanto, en los pacientes que 
son alergicos a la penicilina, la eleccion terapeutica puede vol- 


verse cada vez mas limitada. No se describio resistencia a la 
vancomicina. 

Streptococcus agalactiae (Streptococcus p-hemolftico del grupo B) 

Como sucede en el caso de Streptococcus pyogenes^ no se ha 
demostrado una sensibilidad reducida a la penicilina,pero 
existe resistencia a los macrolidos. El mecanismo mas frecuen- 
te de resistencia es mediante una metilasa ribosomica (ermA o 
ermB), pero una minoria de cepas pueden expresar resistencia 
a traves de un mecanismo de expulsion activa, ya sea aislado o 
combinado con la metilasa.^"^-^^ No se describio resistencia a la 
vancomicina. 

Si se realizan pruebas mediante el procedimiento de difusion 
con discos, se pueden utilizar discos de penicilina o de ampici¬ 
lina para predecir la sensibilidad; no se recomienda el uso de 
discos de oxacilina, como para los neumococos.^^® 

Se ha recomendado adosar un comentario al informe cuando 
se aisla 5. agalactiae en sitios de importancia clmica (que 
incluyen cultivos rectovaginales en mujeres embarazadas) para 
indicar que se puede aceptar sensibilidad a los antibioticos P-lac- 
tamicos, pero que el laboratorio debe ser consultado para el 
examen de eritromicina o de clindamicina si el paciente pre- 
senta una alergia grave a la penicilina. Como sucede con los 
estafilococos y otros estreptococos, algunas cepas pueden tener 
resistencia inducible a la clindamicina. En este caso se debe 
realizar una prueba de induccion. 

Estreptococos viridans 

Aunque son patogenos menos frecuentes que los neumoco- 
cos, los estreptococos viridans causan endocarditis y otras 
infecciones graves. Las alteraciones en las protemas de union a 
penicilina han producido resistencia a multiples antibioticos 
P-lactamicos entre varias de las especies, entre el las 5. mitis,^^ 
S. sanguis^^^ y S. oralis 

Al parecer la resistencia en los estreptococos viridans se ori- 
gino en cepas neumococicas resistentes a la penicilina.^^ Se 
puede hallar sensibilidad reducida a la penicilina hasta en el 
25% de las cepas.Como sucede con los neumococos, estas 
cepas suelen ser mas sensibles a las cefalosporinas de tercera y 
de cuarta generacion.^^* No se recomiendan las pruebas de 
difusion con discos para estreptococos viridans; se debe reali¬ 
zar una determinacion de la CIM utilizando un metodo de dilu- 
cion o de difusion de gradiente.^^'^ 

En un estudio de estreptococos viridans aislados de la orofa- 
ringe normal, se documento a menudo resistencia a eritromici¬ 
na, tetraciclina y quinupristina-dalfopristina; las cepas expresa- 
ron resistencia a levofloxacina y moxifloxacina con mucha 
menor frecuencia.^®"^ La distribucion de los fenotipos para la 
resistencia a la eritromicina se asemejaba a la hallada en S. 
pyogenes y S. agalactiae. 

Hasta ahora estas cepas resistentes han seguido siendo sensi¬ 
bles a la vancomicina. En el laboratorio, los resultados de la 
sensibilidad obtenidos con el Etest® se han correlacionado bien 
con la dilucion en agar para penicilina y cefalosporinas, pero no 
tan bien con vancomicina.^’^ En cualquiera de los casos, una 
cepa que se determine que es resistente a la vancomicina debe 
ser derivada a un laboratorio de referencia para su confirmacion. 

Otras bacterias grampositivas 

La resistencia a la vancomicina suele hallarse comunmente 
en cepas de Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus.^^ 
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Esios generos son patogenos pocas veces, pero en ocasiones 
producen bacteriemia’^^ y septicemia.’^’ La resistencia a la van- 
:«'»micina puede ser un dato util para la identificacion correcta, 
porque los estreptococos con los cuales se pueden confundir 
c>ios generos son uniformemente sensibles a la vancomicina. 

^udomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia y Stenotrophomonas 
::^tophilia en pacientes con fibrosis quistica 

Los aislamientos de esta especie constituyen un problema 
especial tanto para los medicos como para los laboratorios de 
microbiologia, sobre todo las cepas que expresan un fenotipo 
mucoide. Las cepas mucoides a menudo crecen en forma insu- 
nciente como para determinar un resultado valido. Cuando se 
cnmparo la prueba por difusion con discos con un metodo de 
referencia, se observe una baja correlacion cuando se evalua- 
ron algunos antibioticos con cepas mucoides. Sin embargo, la 
categoria interpretativa concordo bien entre los dos metodos.^^ 
El Etest (AB Biodisk, Solna, Suecia) se correlaciono bien con 
el metodo de referencia, tanto para las cepas mucoides como 
DO mucoides.^^ Por el contrario, los dos sistemas comerciales 
dominantes, Vitek y MicroScan WalkAway produjeron una fre- 
cuencia inaceptablemente alta de resultados erroneos cuando 
'C compararon con un metodo de referenda.^’ 

Cabe senalar que las pacientes con fibrosis quistica presen- 
lan un problema incluso para los metodos de referencia. Smith 
> cols, no pudieron encontrar una correlacion entre los resulta- 
lIO'* de la sensibilidad para tobramicina y ceftazidima, utilizan- 
do un metodo de dilucion de referencia y la respuesta clmica.^^^ 
Aunque la microdilucion en caldo se compare bien con la tec- 
nica de dilucion en agar para Pseudomonas aeruginosa, se 
t>bNer\'aron resultados discordantes con una frecuencia signifi- 
jativamente mayor en los aislamientos en pacientes con fibro¬ 
sis quistica que en otros pacientes.^” 

Muchos laboratorios no evaluan de rutina la sensibilidad de 
las cepas de Burkholderia cepacia y Stenotrophomonas mal- 
lophilia a los antibioticos. Ambos microorganismos siguen 
'lendo en su mayor parte sensibles a trimetoprim-sulfametoxa- 
zol. que es el tratamiento clinico de eleccion.^^'^^ Ademas, la co¬ 
rrelacion de los resultados clinicos con los resultados de la sen- 
'ibilidad in vitro es inadecuada y los resultados de las pruebas 
pueden ser en realidad enganosos.^’® No se recomienda el 
metodo de difusion con discos para evaluar ninguno de estos 
microorganismos. Si no se efectuan pruebas, se debe adosar 
una nota que indique que las pruebas in vitro pueden ser poco 
utiles o enganosas, y que se debe considerar el tratamiento con 
trimetoprim-sulfametoxazol. 

Pruebas de sensibilidad directa 

En general, no se recomiendan las pruebas de sensibilidad 
directa porque el inoculo no esta estandarizado y a menudo se 
presentan especies bacterianas mixtas. Las pruebas de sensibi¬ 
lidad directa de caldos de frascos de hemocultivos positivos se 
han correlacionado bien con las pruebas estandares de las colo- 
nias aisladas. Las pruebas han sido realizadas tanto con caldos 
no ajustados de los frascos^^ como despues del ajuste de la den- 
sidad del cultivo por comparacion con un estandar de dilucion 
McFarland de 0,5.’^'^ Ademas, la orina de pacientes con infec- 
ciones urinarias puede ser evaluada en forma directa si se pre- 
senta una unica cepa bacteriana.^^ 

Actualizacion del capitulo. El suplemento de informacion 
mas reciente del CLSl (M100-S15, enero de 2005) incluye 1) 
recomendaciones ampliadas para bacilos gramnegativos no fer- 


mentadores (para cubrir especies de Acinetohacter, Burkholde¬ 
ria cepacia y Stenotrophomonas maltophilia)’, 2) criterios revi- 
sados para evaluar estafilococos, sobre todo las especies coa- 
gulasa negativas, que incluyen criterios separados para 
Staphylococcus lugdunensis y sugerencias para el uso de un 
disco de cefoxitina de 30 pg como alternativa para la oxacilina 
en la prueba por difusion con discos; 3) puntos de corte inter- 
pretativos para las pruebas por dilucion de polimixina B (resul¬ 
tados aplicables tambien a colistina); 4) sugerencias para el 
examen de p-lactamasas de espectro ampliado de Proteus 
mirabilis y 5) recomendaciones para evaluacion de calidad de 
la prueba de resistencia inducible a la clindamicina. 
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L os micoplasmas y los ureaplasmas son microorganis- 
mos que difieren de otras bacterias porque carecen de 
pared celular rigida. Las celulas individuales estan 
limitadas por una unidad de membrana trilaminar. Ademas, la 
cantidad de material genetico que compone el genoma de estos 
microorganismos es bastante pequena (peso molecular, 4,5 x 
10^ a 1 X 10^ Da). Debido a su menor contenido genetico, estos 
microorganismos presentan una capacidad biosintetica limitada. 
Por consiguiente, el cultivo de los micoplasmas y los ureaplas¬ 
mas requiere un medio enriquecido que contenga precursores 
para la biosmtesis de acidos nucleicos, protemas y lipidos. Los 
precursores para los acidos nucleicos y las protemas los prove- 
en sobre todo el medio peptonado basal enriquecido y el 
extracto de levadura, mientras que los lipidos lo provee el agre- 
gado de suero. De hecho, uno de los criterios principales utili- 
zado en la clasificacion taxonomica de estos microorganismos 
es el requerimiento por parte de ciertos micoplasmas y micro¬ 
organismos similares del lipido complejo colesterol en el 
medio de crecimiento.'*^^ '^^'^ Todas las especies de Mycoplasma 
producen adenosintrifosfato (ATP) por fosforilacion a nivel de 
sustrato efectuada por la acido fosfoglicerico cinasa y la piru- 
vato cinasa, dos enzimas de la via glucolitica desde glucosa a 
piruvato.^‘’° Estas dos enzimas parecen ser la principal fuente 
de la mayor parte del ATP sintetizado por los miembros de la 
clase Mollicutes. Estos microorganismos son tambien mucho 
mas pequenos que la mayoria de las bacterias, ya que miden de 
0,2 a 0,3 pm; por lo tanto, pueden atravesar los Eltros bacte- 
riologicos. La ausencia de una pared celular bacteriana tipica 
que contenga peptidoglucano determina que estos microorga¬ 
nismos scan resistentes a los antimicrobianos que tienen la 
pared celular como sitio de accion, como las penicilinas y las 
cefalosporinas. Por esto, el aislamiento de estas bacterias a par- 
tir de muestras clinicas puede tener implicaciones terapeuticas 
importantes. 

Los micoplasmas y los ureaplasmas ban sido aislados en 
seres humanos, animales, aves, insectos y plantas y continua- 
mente se siguen identificando y comunicando especies nuevas 
en la literatura taxonomica.'’^'^ Algunas especies tambien tienen 
una vida libre en el suelo y el agua. Los micoplasmas humanos 
pertenecen a los generos Mycoplasma y Ureaplasma\ este ulti¬ 
mo contiene aquellos micoplasmas que pueden hidrolizar la 
urea. Varias especies del genero Mycoplasma y dos especies 
del genero Ureaplasma, U, urealyticum y U. parvum, se 
encuentran en muestras clmicas humanas. 

Con excepcion de M. pneumoniae, el papel de otros mico¬ 
plasmas -especificamente M. hominis, U. urealyticum y U. 
parxmm- en las enfermedades humanas es un tema de contro- 
versias. M. pneumoniae es una causa bien reconocida de neu- 
monia atipica, mientras que M. hominis, U. urealyticum y U. 
parvum se asocian sobre todo con colonizacion e infeccion 
genital en adultos, y colonizacion e infeccion respiratoria en 
recien nacidos.^^^ Estas especies se asocian y estan implica- 
das como agentes causales en una amplia variedad de cuadros 
patologicos. Sin embargo, estas mismas especies tambien pue¬ 
den aislarse en individuos asintomaticos, lo que sugiere que 
pueden comportarse sobre todo como patogenos oportunis- 
tas.289.291,292 ^ genitalium ha sido aislado en los aparatos geni¬ 
tal y respiratorio y en la actualidad se esta dilucidando su papel 
como agente productor de uretritis no gonococica y no clami- 
dial (UNGNC) y de otras infecciones del aparato genital. 

Sin embargo, su presencia y comportamiento en el aparato 
respiratorio son claros. Otras especies de Mycoplasma se 
encuentran como parte de la flora normal de la boca, en espe¬ 
cial en las zonas gingivales que rodean los dientes. A finales de 


la decada de 1980, se detecto otra especie “nueva”, denomina- 
da en ese momento “M. incognitus'\ en muestras de autopsia 
de pacientes con SIDA, lo que sugiere que este microorganis- 
mo puede ser otra infeccion oportunista o un cofactor transmi- 
sible por via sexual que influye en la progresion de la enfer- 
medad.^^'^^ Este microorganismo fue identificado luego como 
una cepa de M. fermentans, una bacteria con requerimientos 
nutricionales especiales. Otros micoplasmas recientemente 
descritos se han aislado en pacientes infectados por HIV y 
estos descubrimientos determinaron un renovado interes en los 
factores de virulencia de los micoplasmas y en los metodos 
para su deteccion e identificacion."^^' En este capitulo se trata- 
ran los micoplasmas humanos, haciendo hincapie en la impor- 
tancia clmica de M. pneumoniae y de los micoplasmas genita- 
les fM hominis y U. urealyticum) y los metodos utilizados para 
el aislamiento y la identificacion de estas bacterias en el labo- 
ratorio clinico. 


Taxonomfa de los micoplasmas y los ureaplasmas 

Los micoplasmas y los ureaplasmas se clasifican en la clase 
Mollicutes (recuadro 18-1). El nombre mollicutes significa 
“cascara blanda", referido a la falta de una pared celular bacte¬ 
riana rigida. El analisis de las secuencias del RNA ribosomico 
(rRNA) revelo que estos microorganismos estan mas estrecha- 
mente relacionados con la subdivision bacilos-lactobacilos- 
estreptococos de las eubacterias, entre los cuales los miembros 
mas cercanos son los clostridios, los lactobacilos, los estrepto- 
cocos y el genero Erysipelothrix?^^^'^^'^^^ La clase Mollicutes 
contiene cuatro ordenes: Mycoplasmatales, Entomoplasmata- 
les, Acholeplasmatales y Anaeroplasmatales (recuadro 18-1). 
El orden Entomoplasmatales se creo para contener a las fami- 
lias Entomoplasmataceae y Spiroplasmataceae. Los generos 
Entomoplasma y Mesoplasma de la familia Entomoplasmata¬ 
ceae se encuentran en insectos y plantas."*^'^ El genero Ento¬ 
moplasma contiene especies que requieren esterol y tienen una 
temperatura optima de crecimiento de 30 °C, mientras que el 
genero Mesoplasma contiene especies que no requieren coles¬ 
terol pero crecen mejor a 30 °C en medios sin colesterol ni 
suero suplementado con Tween 80 (0,04 %). La familia 
Spiroplasmataceae incluye el unico genero Spiroplasma, 
microorganismos con forma de espiral que requieren colesterol 
para su desarrollo y se encuentran en plantas e insectos. Los 
miembros del orden Acholeplasmatales no requieren esteroles 
para el crecimiento y se los encuentra sobre todo en plantas, 
animales e insectos.^’^'^’"^^^ La presencia de estos microorganis¬ 
mos en tejidos animales esta confirmada por la aparicion de 
acholeplasmas como contaminantes en los medios de cultivo 
de tejido suplementados con suero animal.*^ Dos especies, 
Acholeplasma laidlawii y Acholeplasma oculi, se aislaron en 
seres humanos.A. laidlawii se relaciona desde el punto 
de vista inmunitario con M. pneumoniae y M. genitalium.^^ 
Como no precisan compuestos con esteroles para su creci¬ 
miento, los acholeplasmas pueden cultivarse en medios que 
carecen de suero exogeno. El orden Anaeroplasmatales esta 
compuesto por una unica familia (Anaeroplasmataceae) que 
comprende dos especies, Anaeroplasma y AsteroleplasmaA^^ 
Estas dos especies son anaerobias estrictas en cuanto a su meta- 
bolismo. La especie Anaeroplasma requiere colesterol para el 
crecimiento, mientras que los miembros del genero Astero- 
leplasma no lo necesitan. Ambas especies se encuentran en el 
rumen del ganado bovino y ovino. La familia Mycoplasmata- 
ceae incluye ahora a los micoplasmas hemotropicos que antes 




Taxonomia de los micoplasmas y los ureaplasmas 977 


estaban clasificados en los generos Eperythwzoon y Haemo- 
hartonella (recuadro 18-1). Estos microorganismos parasitan la 
superficie de los eritrocitos de diversos animales. 

Los miembros del orden Mycoplasmatales requieren estero- 
les, como colesterol, para el cultivo in vitro. La unica familia 
del orden, Mycoplasmataceae, contiene dos generos: Myco¬ 
plasma y Ureaplasma. El genero Mycoplasma esta compuesto 
por mas de 100 especies que habitan en una amplia variedad de 
plantas y animales, como mamiferos, insectos, aves y reptiles, 
y pueden existir como comensales, parasitos y patoge- 
nos.288,360454,467 En el recuadro 18-2 se muestran las especies de 
Mycoplasma aisladas en seres humanos. M. hominis, M. geni- 
talium, M. fermentans, M. primatum, M. spermatophilum y M. 
penetrans se aislaron en el aparato genital humano, mientras 
que M. pneumoniae, M. salivarium, M. orale, M. buccale, M. 
faucium y M. lipophilum pueden aislarse en las vias respirato- 
rias. M. salivarium se encuentra en los surcos gingivales y 
puede intervenir en ciertos tipos de enfermedad periodontal. M. 
orale, M. faucium, M. buccale y M. lipophilum se consideran 
parte de la flora normal del aparato respiratorio y no son pato- 
genos. En los ultimos anos M. genitalium ha generado gran inte- 
res cientiTico como agente etiologico de uretritis no gonococica 
aguda y cronica, y otras diversas infecciones genitales."^^^ M. 
fermentans se aislo por primera vez en el aparato urogenital 
humano y se postula su participacion en uretritis, artritis reu- 
matoide y enfermedad progresiva relacionada con el HIV. Esta 


Recuadro 18-1 

Taxonomia del filo firmicutes, clase Mollicutes 






Requerimientos de esteroles 



Orden 

Familia 

Genero 

para el crecimiento 

Habitat 

Comentarios 

Mycoplasmatales 

Mycoplastnataceae 

Mycoplasma 

Si 

Seres humanos, ani- 

Crecimiento optimo a 





males 

35-37 ‘’C: metaboliza la glu¬ 
cosa o la arginina o ambas 



Ureaplasma 

Si 

Seres humanos, ani- 

Crecimiento optimo a 





males 

35-37 "C; metaboliza la urea 



“Eperythrozoon ” 


Animales, incluso 

Bacterias parasitas sin pared 



(ahora miembros del 


primates 

celular, no cultivables. 



genero Mycoplasma) 



encontradas en las superfi¬ 
cies de las membranas de 
los eritrocitos 



" Haemobartonella ” 


Animales, seres 

Bacterias parasitas sin pared 



(ahora miembros del 


humanos (?) 

celular, no cultivables. 



genero Mycoplasma) 



encontradas en las superfi¬ 
cies de las membranas de 

los eritrocitos 

Entomoplasmatales 

Entomoplasmataceae 

Entomoplasma 

Si 

Insectos, plantas 

Crecimiento optimo a 30 °C 



Mesoplasma 

No 

Insectos, plantas 

Crecimiento optimo a 30 “C; 






crece en medio sin suero 
con 0,04% de Tween 80 


Spiroplasmataceae 

Spiroplasma 

Si 

Insectos, plantas 

Crecimiento optimo a 






30-37 °C 

Acholeplasmatales 

Acholeplasmataceae 

Acholeplasma 

No 

Animales, insectos. 

Crecimiento optimo 





plantas 

a 30-37 X 

Anaeroplasmatales 

Anaeroplasmataceae 

Anaeroplasma 

Si 

Rumen de ganado 

Anaerobic 





bovino y ovino 




Asteroleplasma 

No 

Rumen de ganado 

Anaerobio 





bovino y ovino 



especie es la misma que '‘M. incognitus'\ aislada en pacientes 
con SIDA (vease la descripcion mas adelante).^^^M. penetrans, 
un agregado relativamente nuevo al genero, se aislo en la orina 
de pacientes con SIDA y, como M. fermentans, puede actuar 
sobre todo como agente infeccioso oportunista en huespedes 
inmunodeprimidos. El nicho ecologico de M. pirum en los 
seres humanos es incierto. 

Como sucede con otras bacterias, los micoplasmas humanos 
aislados en muestras clmicas difieren en ciertas caracteristicas 
fenotipicas que se aprovecha para su aislamiento e identifica- 
cion (cuadro 18-1). M. pneumoniae fermenta la glucosa con la 
formacion de productos finales acidos, mientras que M. hominis 
utiliza arginina, con la formacion de productos finales basicos. 
El cultivo de estos microorganismos depende del empleo de 
medios de cultivo liquidos y solidos especiales, enriquecidos 
con factores necesarios para el crecimiento de micoplasmas 
ademas de sustratos de crecimiento especificos, como glucosa y 
arginina. Desde el punto de vista antigenico, las cepas de M. 
pneumoniae son homogeneas, con una unica serovariedad reco- 
nocida. Se desconoce el numero de serovariedades diferentes de 
M. hominis. Los estudios de hibridacion genetica que emplean 
sondas de rRNA han apoyado los estudios serologicos, con 
cepas de M. pneumoniae recolectadas durante muchos anos que 
muestran una composicion de rRNA similar y cepas de M. 
hominis que muestran patrones de rRNA heterogeneos.^"^'^"^’^^^ 
Ademas de ciertas similitudes ultraestructurales, tambien se 
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Recuadro 18-2 Micoplasmas y ureaplasmas aislados en seres humanos 

Especie 

Sitios comunes de aislamiento 

Comentarios (otros sitios de aisiamiento, enfermedades asociadas) 

Mycoplasma pneumoniae 

Aparato respiratorio, aparato genital (muy raro). 
aspirados de Hquido articular (muy raroj 

Neumonia, bronquitis, bronquiolitis, faringitis. laringitis estridulosa; ais¬ 
lamiento ocasional en el aparato genital y aspirados de liquido articular 

Mycoplasma orale 

Orofaringe y nasofaringe 

No se asocia con enfermedad; se aisl6 en medula osea leucemica y gan- 
glios linfaticos 

Mycoplasma salivarium 

Orofaringe y nasofaringe 

No se asocia con enfermedad, participacion Questionable en la enferme¬ 
dad periodontal; aislamiento raro en el cuello uterino/vagina y articuia- 
ciones artriticas 

Mycoplasma buccale 

Orofaringe y nasofaringe 

No se asocia con enfermedad 

Mycoplasma faucium 

Orofaringe y nasofaringe 

No se asocia con enfermedad 

Mycoplasma lipophilum 

Orofaringe y nasofaringe 

No se asocia con enfermedad 

Mycoplasma spermatophilum 

Cuello uterino, esperraa 

No se asocia con enfermedad 

Mycoplasma primatum 

Orofaringe y nasofaringe; uretra femenina 

No se asocia con enfermedad; aislado en el sitio umbilical 

Mycoplasma hominis 

Aparato genitourinario femenino, orofaringe 

Hemocultivos (septicemia posparto). vaginosis bacteriana y otras 
infecciones genitales, muestras de pulmon y derrame pleural; infeccio- 
nes del trasplante de organo y tejido; infecciones de las heridas quirur- 
gicas, infecciones asociadas con protesis; infecciones neonatales; 
amnionitis 

Mycoplasma geniralium 

Aparato genitourinario, orofaringe 

Algunos casos de uretritis no gonocdcica, no clamidial; papel desconoci- 
do en la infeccion respiratoria, presencia en liquido articular (raro) tal 
vez secundaria a bacteriemia y siembra de espacios articulares 

Mycoplasma fermentans 

Aparato genitourinario, aparato respiratorio 

Linfocitos en sangre periferica y orina en pacientes con SIDA; articula- 
ciones artriticas; medula osea: posible participacion en la patogenia de 
la infeccion por HIV 

Mycoplasma penetrans 

Aparato genitourinario, orina 

Orina en pacientes con SIDA; posible participacion en la patogenia del 
HIV; agente infeccioso oportunista 

Mycoplasma pirum 

Sangre (raro) 

Linfocitos en sangre periferica; contaminante en celulas de cultivo de 
tejidos de origen humano; papel en la patogenia del HIV? 

Ureaplasma urealyticum 

Aparato genitourinario; orofaringe, vias 
respiratorias bajas, tejidos placentarios 

Vias respiratorias bajas, sangre (sepsis neonatal); liquido cefalorraqui- 
deo; sitios quirurgicos, posible participacidn en la uretritis no gonoco- 
cica, infecciones del aparato genital, infecciones neonatales 

Ureaplasma pan’um 

Aparato genitourinario 

Infecciones del aparato genital 


Cuadro 18-1 Caracteristicas para la identitlcacion de especies de Mycoplasma y Ureaplasma humanas 


CRECIMIENTO EN 


UTILIZACION DE TIEMPO 


SITIO DE AISLAMIENTO 

ESPECIE 

Glucosa 

Arginina 

Urea 

pH 

OPTIMO 

HASTA LA 
RECUPERACION 

Aerobiosis 

CO, 

Anaero- 

biosis 

SERO- 

VARIEDADES 

1 Aparato respiratorio 

Mycoplasma pneumoniae 

+ 

- 

- 

6,5-7,5 

4-21 dias 

4 + 

4 + 

1 + 

1 

Mycoplasma salivarium 

- 

+ 

■ - 

6-7 

2-5 dias 

2 + 

ND 

4 + 

1 

Mycoplasma orale 

- 

+ 

- 

7 

4-10 dias 

2 + 

ND 

4 + 

1 

Aparato genital 

Mycoplasma hominis 

- 

+ 

- 

5,5-8 

1-5 dias 

4 + 

4 + 

4 + 

Desconocido 

Ureaplasma urealyticum/ 

U. parvum 

— 

— 

+ 

5,5-6,5 

1^ dias 

4 + 

4 + 

4 + 

14 

Mycoplasma fermentans 

+ 

+ 

- 

7 

4—21 dias 

2 + 

ND 

4 + 

1 

Aparatos respiratorio/genital 

Mycoplasma genitalium 

+ 

- 

- 

7 

LENTO 

2 + 

3-4 + 

1 + 

Desconocido 

Acholeplasma laidlawii 

+ 

- 

- 

6-8 

1-5 dias 

4 + 

4 + 

4 + 

1 


+,positivo; , negativo; ND, datos no disponibles. 
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ae^cnbieron reactividades serologicas cruzadas y homologias 
reneiicas entre M. pneumoniae y M. genitalium.^^''^^^'^^ 

El genero Ureaplasma incluye los micoplasmas que especi- 
Gcamente pueden hidrolizar la urea. En la actualidad, el genero 
contiene siete especies: U. urealyticum, U. parx’um, U. diver- 
sum, U. gallorale, U. felinum, U. cati y U, canigenita- 
A Ureaplasma se lo denomino micoplas¬ 
mas ”cepa T” por el tamano muy pequeno (“T” por la palabra 
inglesa tiny [diminuto]) de sus colonias en medios solidos.^^'^ 
Antes de 1999, se habian descrito 14 serotipos de U. urealyti¬ 
cum en seres humanos, primates y otros animales, que se ha- 
bi'an defmido por la reactividad con un panel de antisueros poli- 
clonales.*^’^^^ Estos serotipos se agruparon en dos biovarieda- 
des I biovares): la biovariedad 1 compuesta por los serotipos 1 , 
3, 6 y 14 y la biovariedad 2, por los serotipos 2, 4, 5 y 7 a 13. 
Los miembros de estas dos biovariedades tambien mostraron 
diferencias en otras propiedades, como polimorfismo de longi- 
lud de los fragmentos de restriccion, patrones de las proteinas 
de la celula entera en electroforesis en gel de poliacrilamida y 
<ensibilidad a las sales de manganeso.^^’*'*^^^^’^^^'^^® Otros estu- 
dios con analisis de protemas celulares y patrones de endonu- 
cleasas de restriccion del DNA apoyaron la agrupacion serolo- 
gica de biovariedades separadas.^^^ Tambien se observe que los 
microorganismos que pertenecen a la biovariedad 1 presenta- 
ban genomas mas pequenos que los de la biovariedad 2, de 
modo que se los menciona como biovariedad “parvo” (peque- 
hos).^^ Dentro de las biovariedades, los analisis de rRNA con 
sondas de acido nucleico mostraron una importante homologia 
de secuencia de nucleotidos entre los serotipos constituyentes. 
El porcentaje de hibridacion del DNA-DNA entre los serotipos 
1, 3 y 6 de la biovariedad 1 fue del 91% al 92 %, mientras que 
entre los serotipos 2, 4, 5, 7 y 8 de la biovariedad 2 variaron del 
69% al 97%. Sin embargo, los anticuerpos monoclonales con¬ 
tra los serotipos de la biovariedad 1 tambien reaccionaron con 
cepas clmicas de la biovariedad 2 en tecnicas de inmunotrans- 
ferencia por Western blot, lo que indica reactividad antigenica 
cruzada considerable dentro de los serotipos definidos de modo 
policlonal.^® Los analisis de inmunotransferencia de cepas cli- 
nicas de la biovariedad 1 con anticuerpos monoclonales mos¬ 
traron patrones altamente variables entre si y con cepas con 
serotipos de referencia especificos, lo que sugiere la existencia 
de variacion antigenica de alto grado dentro de diversos seroti¬ 
pos y entre ellos. Se desarrollaron tecnicas de reaccion en cade- 
na de la polimerasa (PCR) que detectan rRNA 16S especifico 
de la biovariedad y se utilizaron para examinar cepas de refe¬ 
rencia y aislamientos clmicos a fin de determinar relaciones 
entre biovariedades y enfermedades especificas asociadas con 
U. urealyticum.^'^^''^ En 1998, las biovariedades 1 y 2 de f/. 
urealyticum se clasificaron formalmente como Ureaplasma 
parx'um y Ureaplasma urealyticum, respectivamente.^^^ 

Las otras especies de Ureaplasma se encuentran exclusiva- 
mente en animales. U, diversum (tres serovariedades) se aislo 
en los aparatos respiratorio y genital del ganado vacuno y 
ovino; es el agente etiologico de infecciones maternas y feta- 
les, como amnionitis, aborto, bajo peso de los animales recien 
nacidos, neumonia y muerte de las crias.^^^ U. gallorale (una 
serovariedad) es una especie no patogena que se encuentra en 
el aparato respiratorio de polios y otras aves.’^’^^® Dos especies, 
U. felinum y U cati, se han aislado en el aparato respiratorio de 
gatos domesticos sanos.*"^^ U. canigenitalium, la ultima especie 
descrita, se aislo en cultivos de boca, cavidad nasal y prepucio 
de perros y comprende cuatro serovariedades.Ademas de 
estas siete especies formalmente defmidas se describieron otras 
especies aviares, porcinas, simianas, bovinas y caprinas/ovinas 


diferenciadas por caracteiisticas geneticas y antigenicas, pero a 
las que no se les asigno una especie o epiteto definitivo.^^’^*^^ 


Factores de virulencia de los micoplasmas humanos 

No se han estudiado ampliamente los posibles factores de 
virulencia de los micoplasmas patogenos humanos, pero se des¬ 
cribieron algunos de ellos como posibles candidates. M, pneu¬ 
moniae tiene un organulo de adherencia, que es una extension 
delgada en un polo de la celula con un centre electrodenso y un 
“boton” terminal.Estas estructuras forman parte del cito- 
esqueleto del micoplasma, compuesto por una red de diversas 
proteinas. Agrupada en el extreme del organulo de adherencia se 
encuentra una protema asociada con la membrana de 169 kDa 
denominada PL que es la principal citoadhesina que determina 
la adherencia de M. pneumoniae a las celulas huesped.^^’^^^ 
Estudios sobre mutantes no citoadherentes de M. pneumoniae 
han identificado varias protemas accesorias adicionales (HMW1, 
HMW2, HMW3, HMW4, P90, P65, P40, P30, PI 16) que son 
esenciales para la adherencia a los tejidos diana y se localizan y 
agrupan dentro del organulo de adherencia junto con 
PI 19,116,174.201,411.412,418.494 Q)j^o la citoadhcrcncia es el primer paso 

necesario para la infeccion de las superficies mucosas suscepti- 
bles, estas protemas representan verdaderos factores de virulen¬ 
cia en este microorganismo. Los individuos infectados por M. 
pneumoniae producen una respuesta de anticuerpos vigorosa 
contra la adhesina PI, lo que sugiere que las protemas adhesinas 
purificadas pueden ser utiles en pruebas serologicas para el diag- 
nostico de infecciones por M. pneumoniae Tambien es 
numerosa la bibliografia sobre la induccion de diversas citocinas 
secundarias a la infeccion por M. pneumoniae y la funcion de 
estas en la patogenia de la enfermedad por micoplasmas.^^* 

En M. hominis tambien se demostraron protemas de citoad- 
herencia que determinan el comienzo de la colonizacion y la 
infeccion. P50 y PlOO, dos polipeptidos situados en la superfi- 
cie de M. hominis, actuan en la adherencia de esta especie a las 
celulas eucariontes.*^^ M. hominis tambien se une a glucolipi- 
dos sulfatados de manera dependiente del tiempo, la tempera- 
tura y la dosis; esta union puede inhibirse por la preincubacion 
de los microorganismos con sulfato de dextrano de alto peso 
molecular.La union a la protema P50 recombinante a las 
celulas HeLa tambien es inhibida por dextranos de alto peso 
molecular, lo que indica que la protema de citoadherencia P50 
se une a sulfatidos ubicados en la membrana de la celula hues- 
ped.^^^ Los glucolipidos sulfatados y otros glucoconjugados 
estan presentes en concentraciones elevadas en los aparatos 
genitales femenino y masculino, y la interaccion especifica de 
M. hominis con estas moleculas puede ayudar a explicar el tro- 
pismo por el tejido urogenital de esta especie. La lipoproteina 
de citoadherencia PlOO de M. hominis tambien tiene un domi- 
nio de union al sustrato para el transporte del peptido a traves 
de la membrana celular.*^^ Las cepas de M. hominis tambien 
poseen otra protema asociada con la adherencia expuesta en 
la superficie denominada antigeno Vaa (variable asociado con 
la adherencia), que esta codificado por seis tipos de genes vaa 
separados.^^’^^ La expresion de estos genes puede activarse o 
desactivarse; se ha postulado que esta capacidad estimula la 
diseminacion del microorganismo de una celula a otra.^**^ 

U urealyticum tambien produce vaiios factores asociados con 
la virulencia. Las cepas aisladas de U. urealyticum producen tres 
enzimas fosfolipasas (Aj, A^ y C) ubicadas en la membrana cito- 
plasmatica.^^ Estas enzimas hidrolizan fosfolipidos, con la libe- 
racion de acido araquidonico. Como U. urealyticum se asocia 
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con amnionitis y morbimortalidad perinatal (abortos espontane- 
os, prematuridad, parto de nino mueito), se ha postulado que la 
infeccion del aparato genital femenino puede iniciar una secuen- 
cia de cambios patologicos relacionados con la produccion de 
fosfolipasa.^^ Es posible que la liberacion de acidos araquiddni- 
cos por las membranas amnioticas conduzca a la produccion de 
prostaglandinas, que pueden activar un trabajo de parto prema- 
turo.^^ Tambien se ha visto que U. urealyticum induce la produc¬ 
cion de citocinas inflamatorias (factor de necrosis tumoral-a 
[TNF-a], interleucina-6 [IL-6]) en Imeas celulares de macrofa- 
gos humanos y de ratas, y estimula la liberacion de oxido nitrico 
por macrofagos alveolares cultivados.^^’^^^ La amplia liberacion 
de estas citocinas puede contribuir a la respuesta inflamatoria y 
a la patologia de la enfermedad pulmonar cronica observada en 
los recien nacidos prematuros de muy bajo peso al nacer. 
Tambien se ha demostrado que U. urealyticum induce apoptosis 
en celulas epiteliales y macrofagos pulmonares humanos; los 
anticuerpos monoclonales anti-TNF-a suprimen la muerte celu- 
lar.^"^^ Estos datos sugieren que la infeccion pulmonar por U. ure¬ 
alyticum en estos neonatos puede estar implicada en el deterioro 
cronico de los tejidos pulmonares, ya sea de modo directo o indi- 
recto por la produccion de citocinas inflamatorias que se sabe 
que participan en la enfermedad pulmonar cronica de recien 
nacidos prematuros.^^^"^^^ Las tres fosfolipasas descritas antes 
tambien pueden contribuir a la enfermedad pulmonar fetal vin- 
culada con las infecciones respiratorias por U. urealyticumM. 
hominis y U. urealyticum tambien producen proteasas para la 
inmunoglobulina A, que pueden facilitar la invasion a las muco¬ 
sas al hidrolizar la IgA presente en ellas.^^^ 

M. fermentans (que incluye la cepa “incognitus” [vease mas 
adelante]), M. penetrans y M. pirum, se han asociado con 
enfermedad en individuaos sanos y en pacientes con SIDA. 
Estos microorganismos se han implicado como agentes oportu- 
nistas o como cofactores que contribuyen a la patologia y la 
patogenia de la enfermedad relacionada con el Los 

mecanismos implicados en estas funciones comprenden la acti- 
vacion especifica del sistema inmunitario celular, la produc¬ 
cion de superantigenos que estimulan la liberacion de diversas 
linfocinas y citocinas inmunomoduladoras y la generacion de 
radicales libres que contribuyen al estres oxidativo observado 
en la infeccion por HIV. Todos estos micoplasmas “asociados 
con el SIDA’' utilizan la glucosa e hidrolizan la arginina. La 
arginina desaminasa de los micoplasmas puede causar la deple- 
cion de la arginina en los macrofagos infectados. La arginina es 
un precursor de una molecula que esta directamente implicada 
en la citotoxicidad mediada por macrofagos; en consecuencia, 
la deplecion de arginina por la infeccion por micoplasmas 
puede dar por resultado la disminucion de la citotoxicidad 
mediada por los macrofagos. Los micoplasmas tambien liberan 
al medio de crecimiento nucleasas que degradan los acidos 
nucleicos de las celulas huesped para generar precursores para 
la smtesis de sus propios acidos nucleicos. M. fermentans, M. 
penetrans y M. pirum tambien pueden invadir celulas y sobre- 
vivir como patogenos intracelulares.^^ La asociacion de estos 
microorganismos con localizaciones intracelulares en linfoci- 
tos y macrofagos ayuda a explicar su aislamiento, en especial 
de M. fermentans, en la sangre de pacientes con SIDA o sin el. 


Importancia cimica de los micoplasmas humanos 

Mycoplasma pneumoniae 

M. pneumoniae es una de las causas del proceso neumonico 
conocido como neumoma atipica, junto con varios agentes 


virales (p. ej., influenza, virus sincitial respiratorio, adenovi¬ 
rus), micoticos (p. ej., Pneumocystis carinii) y bacterianos (p. 
ej., Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila). 

M. pneumoniae se transmite mediante gotitas por el aire que 
contienen los microorganismos y es muy contagioso. 
Alrededor del 10% al 30% de las neumomas extrahospitalarias 
son causadas por M. pneumoniae; sin embargo, estos casos 
representan solo del 3% al 10% de las infecciones por este 
microorganismo, ya que casi todos los individuos infectados 
manifiestan traqueobronquitis o infecciones menores de las 
vias respiratorias altas o permanecen asintomaticos.®^’^^^ En 
poblaciones cerradas (p. ej., campamentos de verano, bases 
militares, escuelas), M. pneumoniae puede causar del 25% a 
mas del 75% de las infecciones neumonicas. Por lo general, la 
enfermedad no es estacional y puede aparecer en cualquier 
momento del aho, si bien su incidencia manifiesta suele ser 
maxima al final del otoho y en el inviemo, cuando los jovenes 
regresan a la escuela. La infeccion afecta a ninos en edad esco- 
lar mayores de 5 ahos, adolescentes y adultos jovenes. Sin 
embargo, la enfermedad endemica y epidemica puede manifes- 
tarse en ninos mas pequehos y en adultos mayores.Las infec¬ 
ciones de las vias respiratorias altas tienden a afectar a los 
menores de 3 ahos, mientras que la traqueobronquitis o la neu- 
monia afecta con mas frecuencia a los ninos mayores y a los 
adultos. Es interesante destacar que los estudios realizados en 
poblaciones pediatricas no demostraron la participacion de M. 
pneumoniae en la miringitis aguda ni en la otitis media con 
derrame.^^^ Casi todas las infecciones causadas por M. 
pneumoniae son relativamente leves e incluyen faringitis, 
traqueobronquitis, bronquiolitis y crup; hasta la quinta parte 
de las infecciones presentan realmente smtomas y pueden 
representar reinfeccion.^^’^^^ Las infecciones que requieren 
internacion pueden afectar a pacientes ancianos e inmunode- 
primidos y en algunas de estas situaciones pueden ocasionar la 
muerte. 

Tras la exposicion en huespedes susceptibles, los microorga¬ 
nismos se adhieren a las celulas epiteliales del aparato respira¬ 
torio donde se multiplican: no atraviesan esas celulas sino que 
permanecen localizados. Los microorganismos pueden aislarse 
mediante cultivo durante el periodo de incubacion y varias 
semanas durante y despues de la enfermedad clinica, incluso en 
presencia de anticuerpos especiTicos. Luego de un periodo de 
incubacion de 2 a 3 semanas, la presentacion cimica de la neu- 
monia por micoplasmas suele ser insidiosa, en lugar de abrup- 
ta, con comienzo gradual de smtomas generales y neumonicos 
que se asemejan a los de la gripe.La mayoria de los pacien¬ 
tes presentan a los pocos dias fiebre de 38,3 °C a 39 °C, con 
escalofrios, malestar general, cefaleas, odinofagia, congestion 
nasal y tos seca no productiva que aparece temprano en la evo- 
lucion cimica. El recuento de leucocitos a menudo es normal o 
solo esta levemente elevado. En el 5% a 10% de los pacientes 
aparecen smtomas de las vfas respiratorias bajas; el esputo se 
torna mas mucoide o mucopurulento y en ocasiones aparece 
sangre.Los frotis del esputo con tincion de Gram en este mo¬ 
mento suelen revelar cantidades escasas a moderadas de celu¬ 
las inflamatorias polimorfonucleares y ausencia de microorga¬ 
nismos. Con el comienzo de los smtomas neumonicos, los 
pacientes pueden sentirse como si padecieran un resfrio inten- 
so pero pueden continuar con sus actividades normales; de ahi, 
la aplicacion del termino “neumoma ambulatoria” a esta enfer¬ 
medad. El examen del torax suele revelar roncus localizados y 
estertores aislados y las radiografias de torax son compatibles 
con una bronconeumonia difusa, que suele afectar varios lobu- 
los del pulmon sin consolidacion. En la neumoma por M. pneu- 
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moniae los patrones radiograficos presentan amplias variacio- 
nei y pueden mostrar infiltrados neumonicos peribronquiales, 
aielectasias, nodulos y linfadenopaiias hiliares.^^ Los hallazgos 
radlologicos suelen ser mas extensos de lo que podria sugerir 

examen fisico. Los derrames pleurales son relativamente 
raros en la neumonia por micoplasmas; aparecen en hasta el 
204- de los pacientes. Otras complicaciones pleuropulmonares, 
como neumotorax y abscesos pulmonares, tambien son infre- 
cuentes. 

La neumonia por M. pneumoniae suele ser autolimitada, con 
resolucion de la mayoria de los smtomas generales en 3 a 10 
dias sin antibioticoterapia.^^ Las alteraciones de las radiografi- 
as de torax se resuelven con mas lentitud y la resolucion com- 
pleta puede insumir de 10 dias a 6 semanas. Si bien la antibio- 
licoierapia con tetraciclina o eritromicina reduce de manera 
significativa la duracion de los signos y los smtomas, y acelera 
la resolucion de las alteraciones observadas en las radiografias 
de torax, el microorganismo no suele erradicarse del aparato 
respiratorio con la farmacoterapia.^^ En un estudio se observa- 
ron cultivos de fauces para M. pneumoniae positivos aun a los 
4 meses despues de la resolucion de la infeccion.^^^ A pesar de 
la antibioticoterapia adecuada pueden aparecer recurrencias y 
recidivas. Mediante el empleo de metodos serologicos y tecni- 
cas de deteccion molecular varios estudios ban mostrado que 
A/, pneumoniae puede desempenar papeles importantes en el 
asma aguda y cronica en ninos y adultos, exacerbaciones de 
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, en especial entre 
adultos may ores, y smdrome de dificultad respiratoria del adul- 

30.120.234,297 Q^^os rccieutes tambien sugieren que M. pneumo¬ 
niae puede estar implicado en el sintoma toracico agudo, una 
enfermedad similar a la neumonia en pacientes con drepanoci- 
tosis.^^^ 

Las complicaciones causadas por la infeccion por M. pneu¬ 
moniae son raras, pero varian de acuerdo con la cantidad de 
organos afectados. Estas complicaciones pueden ser dermato- 
logicas, cardiovasculares, musculoesqueleticas, neurologicas, 
urologicas, hepatobiliares u oculares. Las complicaciones der- 
matologicas incluyen el eritema multiforme mayor (sindrome 
de Stevens-Johnson), diversos tipos de erupciones cutaneas 
maculares, morbiliformes y vesiculares, y eritema nudoso.^*^^^ 
El eritema multiforme mayor, la manifestacion cutanea que con 
mas frecuencia se relaciona con la infeccion por micoplasma, 
se presenta como lesiones vesiculares en las zonas mucocuta- 
neas del cuerpo.^"^^^^^ Las manifestaciones cardiovasculares 
pueden aparecer en el 10% de los casos e incluyen defectos de 
la conduccion con arritmia cardiaca, pericarditis, taponamien- 
to cardiaco e insuficiencia cardiaca congestiva.^^^'^^®'^^^ Aunque 
las artralgias son una manifestacion frecuente de infeccion por 
micoplasma, se ban comunicado casos de artritis manifiesta, 
con cultivos de liquido articular positivos, pero son muy poco 
frecuentes.^^’^' Las complicaciones neurologicas pueden ser re- 
sultado de la invasion directa del micoplasma al sistema ner- 
vioso (meningitis, meningoencefalitis, mielitis transversa, 
encefalomielitis diseminada aguda), mientras que los sindro- 
mes neurologicos posinfecciosos es probable que se produzcan 
por medio de un mecanismo autoinmunitario inducido por la 
infeccion por micoplasma o por episodios tromboembolicos 
que conducen a la microangiopatia, vasculitis cerebral y des- 
mielinizacion en areas perivasculares del sistema nervioso cen¬ 
tral Las complicaciones graves del SNC 

de este ultimo tipo se asociaron con accidentes cerebrovascula- 
res tras una infeccion aguda por M. pneumoniae Las com¬ 
plicaciones urologicas y hepatobiliares se manifiestan como 
nefritis aguda y hepatitis colestasica, respectivamente.^"*® '^®* Las 


complicaciones oculares, como edema de papila, atrofia del ner- 
vio optico, papilitis optica, exudados y hemorragias retinianas, 
tambien se informaron en relacion con infecciones por M. 
pneumoniae Diversos tipos de complicaciones hematicas 
(es decir, anemia hemolitica secundaria a la formacion de crio- 
aglutininas, coagulopatia intravascular, neutropenia, tromboci- 
topenia, hemoglobinuria paroxistica por el frio) pueden ser el 
resultado de la formacion de anticuerpos especificos y autoan- 
ticuerpos dirigidos contra el tejido pulmonar, la cardiolipina y 
los tejidos musculares.^^’^^'^^ 

Los estados de inmunodeficiencia humoral y celular tambien 
predisponen a los individuos a infecciones mas graves por M. 
pneumoniae, asi como por otros micoplasmas.Los indi¬ 
viduos con hipogammaglobulinemia pueden sufrir episodios 
repetidos de neumonia por M. pneumoniae y presentan diticul- 
tad para eliminar el microorganismo del aparato respiratorio a 
pesar del tratamiento adecuado. Estos pacientes suelen padecer 
smtomas respiratorios altos y bajos graves, con infiltrados 
escasos o ninguno en la radiografia de torax y complicaciones 
importantes, como erupciones cutaneas, artralgias, artralgias 
septica y osteomielitis.^®^’^'^®’'^^^^ M. pneumoniae tambien 
puede causar enfermedad grave en pacientes con enfermedades 
que deprimen la inmunidad celular, como infeccion por HIV y 
drepanocitosis. '^^■ 222 , 322,334 

La enfermedad fulminante y diseminada por M. pneumoniae 
con afeccion de multiples organos es rara, si bien Kountouras 
y cols, informaron en un hombre de 50 ahos, antes sano, un 
cuadro de dificultad respiratoria progresiva, meningitis asepti- 
ca, hepatitis colestasica, insuficiencia renal y coagulacion 
intravascular diseminada.Por serologia se diagnostico la 
infeccion por M. pneumoniae; el paciente se trato con eritro¬ 
micina y tuvo una recuperacion sin complicaciones. Takiguchi 
y cols, comunicaron en una mujer de 64 ahos, antes sana, un 
cuadro de dificultad respiratoria progresiva, con infiltrados 
alveolares bilaterales diseminados en las radiografias de 
torax.Luego sufrio sindrome de dificultad respiratoria aguda 
y coagulacion intravascular diseminada. La infeccion por M. 
pneumoniae se diagnostico por serologia. A pesar del trata¬ 
miento energico con antimicrobianos y corticosteroides, respi- 
racion asistida mecanica, hemodialisis y plasmaferesis, la 
paciente fallecio por insuficiencia multiorganica. Koletsky y 
Weinstein informaron un caso rapidamente mortal de infeccion 
diseminada por M. pneumoniae durante la cual se desarrollo 
enfermedad respiratoria grave, neumonia, shock e insuficiencia 
renal en una mujer de 30 ahos despues de una evolucion clinica 
de 9 dias.^^^ La paciente fallecio a las 24 horas de ser internada. 
En la autopsia se aislo el microorganismo en pulmones, rihones 
y cerebro. Los cortes de tejido revelaron condensaciones neu- 
monicas bilaterales y coagulacion intravascular diseminada. 

En ocasiones se aisla M. pneumoniae en localizaciones 
extrapulmonares no habituales distintas del liquido articular y 
el SNC. Goulet y cols, aislaron M. pneumoniae en muestras 
urogenitales de 22 mujeres en un periodo de 2 ahos.^^^ Ademas, 
el microorganismo se aislo en la uretra de uno de tres hombres 
que eran parejas sexuales de una mujer portadora del microor¬ 
ganismo en su aparato genital. M. pneumoniae tambien se aislo 
en un absceso tuboovarico."^"^^ 

Mycoplasma homlnis y Ureaplasma urealyticum 

Tanto M. hominis como U. urealyticum pueden aislarse en el 
aparato genital de hombres y mujeres asintomaticos.-^^’^^^*^^^ 
McCormack y cols, demostraron que las tasas de colonizacion 
por M. hominis y U. urealyticum en hombres variaban de 0% a 
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13% y de 3% a 56%, respectivamente.^^^’^^ Datos similares en 
mujeres mostraron que las tasas de colonizacion vaginal para 
M. hominis y U. urealyticum vanan de 0% a 31% y de 8,5% a 
77,5%, respectivamente, de acuerdo con la edad, la raza, las 
relaciones sexuales y el nivel socioeconomico.^*^’^^®’^^^ Las ta¬ 
sas de colonizacion del aparato genital tanto en hombres como 
en mujeres se relacionan con la actividad sexual, y los indivi- 
duos con parejas sexuales multiples tienen mayores probabili- 
dades de estar colonizados. Por consiguiente, la epidemiologia 
de adquisicion del microorganismo sugiere que estos mico- 
plasmas en realidad son transmitidos por contacto sexual. Otro 
dato adicional en favor del contagio sexual son las tasas de ais- 
lamiento mucho mas bajas en las mujeres que utilizan anticon- 
ceptivos de barrera.^^^ Con estos datos, es claro que estos 
microorganismos son mucho mas prevalentes, en particular en 
la localizacion vulvovaginal de mujeres sexualmente activas. 

En los ultimos anos, U. urealyticum y M. hominis se han 
implicado en una diversidad de cuadros clmicos relacionados 
sobre todo con la colonizacion y la infeccion de los genitales 
extemos e internos femeninos y, en raras oportunidades en 
varones, infeccion de los genitales internos y prostati- 
jjg 111,151.188.339 ha postulado que ambos microorganismos se 
relacionan con la endometritis temprana y tardia, la corioam- 
nionitis y la rotura prematura de membranas.^^ La presen- 
cia de U. urealyticum en el aparato genital, en particular, se 
asocio estadisticamente con prematuridad, recien nacidos con 
bajo peso al nacer y esterilidad.^^^’^^^ '^^ ^^^Es complicado reali- 
zar estudios controlados sobre la patogenicidad de los mico- 
plasmas genitales porque ambos microorganismos presentan 
una prevalencia muy elevada en adultos asintomaticos sexual¬ 
mente activos. Como aspectos que confunden aun mas la etio- 
logia, los micoplasmas genitales suelen aislarse por cultivo 
junto con otros patogenos genitales reconocidos, como 
Chlamydia trachomatis. Neisseria gonorrhoeae y estreptoco- 
cos del grupo Estas asociaciones hacen dificil determinar si 
un cuadro patologico se atribuye solo a la presencia de mico¬ 
plasmas genitales per se. Un ejemplo excelente de este dilema 
es el cuadro clmico conocido como vaginosis bacteriana. M. 
hominis esta asociado con vaginosis bacteriana y a menudo se 
lo aisla en mujeres con esta infeccion.Sin embargo, en 
la actualidad se sabe que la vaginosis bacteriana es la conse- 
cuencia de la interaccion compleja entre bacterias aerobias y 
anaerobias. La participacion de los micoplasmas genitales en 
este trastomo no ha sido dilucidada, pero no se ha confirmado 
una relacion causal entre M. hominis y vaginosis bacteriana. 
Los estudios sobre la patogenicidad de los micoplasmas geni¬ 
tales son aun mas confusos por el aislamiento de los microor¬ 
ganismos durante o despues de la administracion de antimi- 
crobianos contra otros patogenos genitales.El tratamiento 
antimicrobiano para estos otros microorganismos pueden pro- 
ducir la seleccion de micoplasmas resistentes a los agentes que 
se estan utilizando (p. ej., penicilinas y cefalosporinas). Tras 
su aislamiento a partir de un cultivo genital o un sitio de le¬ 
sion, se hace diffcil adjudicar un papel etiologico de los mi¬ 
croorganismos en vista de la administracion previa o en curso 
de antibioticos. 

M. hominis y U. urealyticum se han aislado por hemoculti- 
vos en mujeres con fiebre posparto.^^’^^^*^^^’^^^’^^^ En cerca del 
10% de las mujeres con fiebre posparto o posaborto se aisla M. 
hominis o U. urealyticum en los hemocultivos. En algunos 
casos, ya sea micoplasma o ambos pueden aislarse en los 
hemocultivos, junto con otros microorganismos del aparato 
genital que, como ya se dijo, confunden el papel etiologico de 
los micoplasmas. La bacteriemia posparto es la consecuencia 


del ascenso de los microorganismos desde la vagina al endo- 
metrio, donde en apariencia los microorganismos causan endo¬ 
metritis. La infeccion de las membranas placentarias y el liqui- 
do amniotico por micoplasmas sucede con mas frecuencia en 
las mujeres colonizadas que sufren rotura prematura de mem¬ 
branas y trabajo de parto prolongado o pretermino.*^^ Desde 
estos sitios, los microorganismos ingresan en el torrente circu- 
latorio durante el trabajo de parto y el parto o despues de una 
cesarea. Tambien se ha documentado bacteriemia por U. ure¬ 
alyticum como complicacion en mujeres sometidas a histe- 
rectomia.®^ 

El aislamiento de micoplasmas en los genitales externos de 
mujeres embarazadas se asocia con varias complicaciones del 
embarazo, como dar a luz a recien nacidos con bajo peso. En 
un estudio realizado por Kass y cols., en las mujeres cuyo apa¬ 
rato genital estaba colonizado por U. urealyticum y con una 
respuesta de anticuerpos de cuatro veces o mas contra el micro¬ 
organismo hubo una tasa de 30% de recien nacidos con bajo 
peso, mientras que en las mujeres colonizadas sin respuesta 
de anticuerpos esta tasa fue de 7,3%.^^^ Ademas, la respuesta de 
anticuerpos fue especiTica de serotipo, lo que sugiere que la 
tasa adicional de bajo peso al nacer se relacionaba con infec¬ 
cion reciente por un nuevo serotipo de U. urealyticum que dife- 
ria del o de los serotipos ya presentes en la vagina. Un estudio 
que analizo la relacion entre las dos bivariedades de U. urealy¬ 
ticum y la evolucion del embarazo encontro que la biovariedad 
urealyticum se asociaba con mas problemas de bajo peso al 
nacer, bajo peso para la edad gestacional y parto prematuro que 
la biovariedad parvo.^ Los estudios de tratamientos con tetraci- 
clina o eritromicina mostraron reducciones de las tasas de bajo 
peso al nacer, lo que implica que la erradicacion de micoplas¬ 
mas (u otros microorganismos) del aparato genital puede tener 
un efecto beneficioso directo sobre ciertas complicaciones del 
embarazo.^®’ 

Las infecciones amnioticas por U. urealyticum pueden 
hallarse en mujeres asintomaticas con membranas fetales intac- 
tas y estas infecciones se asocian con frecuencia con complica¬ 
ciones del embarazo.^^’^^® U. urealyticum es capaz de ini- 
ciar una respuesta tisular inflamatoria intensa, sin sintomas 
asociados y evidencia serologica de respuesta de anticuerpos 
contra estos microorganismos y el aislamiento simultaneo de 
ureaplasmas en la sangre parece confirmar la posibilidad de in¬ 
fecciones amnioticas asintomaticas.^^ '^^ Gray y cols, estudiaron 
dos grupos de mujeres embarazadas asintomaticas, ajustados 
por edad matema, edad gestacional e indicacion de amniocen¬ 
tesis. Las muestras obtenidas por amniocentesis transabdo¬ 
minal se cultivaron para micoplasmas. Entre las 86 mujeres en 
el grupo negativo para ureaplasma se observe una incidencia 
del 1,2% de aborto espontaneo en el segundo trimestre y una 
tasa de prematuridad del 9,3%, para una tasa global de resulta- 
dos adversos del 10,5%. Sin embargo, la tasa de complicacio¬ 
nes en las ocho mujeres positivas para ureaplasma fue del 
100%, lo que representa un riesgo 8,6 veces mayor. Entre las 
complicaciones se observaron aborto espontaneo (75%), partos 
prematuros con una tasa de mortalidad del 50% (25%) y enfer- 
medad de las membranas hialinas (observada en el linico recien 
nacido sobreviviente). La introduccion de microorganismos en 
el liquido amniotico es tambien un paso crucial en el desarro- 
llo de corioamnionitis y endometritis. La observacion histolo- 
gica de los tejidos placentarios de las ocho mujeres infectadas 
revelo corioamnionitis en la totalidad de ellas y las siete mues¬ 
tras de tejido pulmonar de los lactantes evidenciaron neumo- 
nia.‘^^ Cuatro de las cinco placentas y tres de las cinco mues¬ 
tras de tejido pulmonar fetal que se cultivaron mostraron el 
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desarrollo de U. urealyticum. Horowitz y cols, tambien mos- 
traron que el 50% de seis mujeres con cultivos positivos de 
liquido amniotico en el segundo trimestre para U. urealyticum 
presentaron complicaciones del embarazo, en comparacion con 
el 12% de 123 mujeres con cultivos de liquido amniotico nega¬ 
tives.Eschenbach hizo una revision de la informacion rela- 
cionada con la participacion de U. urealyticum en las compli¬ 
caciones del embarazo y concluyo que, aunque la presencia de 
U. urealyticum en los genitales extemos no se asocio con parto 
premature, su presencia en el coriamnion se asociaba firme- 
mente con evidencia histologica de corioamnionitis y debil- 
mente con parto premature como complicacion.**^ En otro 
estudio que evaluo la colonizacion endocervical por U. urealy- 
ticum y las respuestas serologicas contra este microorganismo, 
Horowitz y cols, encontraron que la colonizacion cervical, 
cuando se asocia con titulos elevados contra U. urealyticum, 
identifica una poblacion de mujeres con riesgo de complica¬ 
ciones del embarazo.Aunque esta bien establecido que las 
mujeres sanas colonizadas con M. hominis en el aparato geni¬ 
tal por lo general dan a luz a recien nacidos sanos colonizados, 
en ocasiones M. hominis se ha asociado con corioamnionitis, 
aborto, mortinatos y muerte fetal intrauterina.^^^ 

En algunos cases, se observo que la infeccion placentaria a 
priori contribuye a endometritis ulterior, rotura prematura de 
membranas y parto premature. La colonizacion de la placenta 
permite la infeccion del endomeirio, a partir del cual los micro- 
organismos pueden acceder a la circulacion. El aislamiento de 
U. urealyticum y M. hominis en el tejido endometrial despues 
del parto ha establecido que los micoplasmas y los ureaplas- 
mas. en particular, son causas probables en algunos cases de 
endometritis de comienzo temprano y tardio. La endometritis 
posparto es una complicacion importante del embarazo y apa- 
rece con mas frecuencia despues de la cesarea que del parto 
vaginal. En un estudio, la endometritis afecto el 28% de las 
mujeres con U. urealyticum presente en el corioamnion en el 
parto por cesarea, en comparacion con solo el 8,4% si el culti- 
vo era negativo y el 8,8% si solo habia bacterias distintas de U. 
urealyticum.^^ Estos investigadores concluyeron que la coloni¬ 
zacion corioamniotica con U. urealyticum en mujeres con 
membranas intactas sometidas a cesarea fue un factor predicti- 
vo independiente de endometritis ulterior. Con posterioridad, 
un ensayo clinico aleatorizado sobre profilaxis con antimicro- 
bianos de espectro ampliado activos contra U. urealyticum en 
mujeres sometidas a cesarea encontro que estos farmacos redu- 
cen la incidencia de endometritis posparto.** Aunque sugerida 
por algunos estudios, no se ha demostrado de manera inequi- 
voca una relacion causal defmida entre micoplasmas genitales 
y enfermedad inflamatoria pelviana (salpingitis).'^* j 11.253.391,419 
Debido a las tasas elevadas de colonizacion de micoplasmas 
genitales en hombres y mujeres, tambien se han evaluado estos 
microorganismos en relacion con la esterilidad involuntaria. De 
nuevo, aunque algunos estudios sugieren una posible participa¬ 
cion de estos microorganismos en esta afeccion no existen 
pruebas que indiquen que scan la causa de esterilidad masculi- 
na o femenina.**^^ En un estudio realizado en 2002 de 50 muje¬ 
res esteriles y 46 fertiles, M. hominis se aislo en el aparato 
genital del 8% de las mujeres esteriles y en ninguna de los con- 
troles.**^ U. urealyticum se aislo en el 56% de las mujeres este¬ 
riles y en el 39% de las mujeres control; esta diferencia no fue 
estadisticamente significativa, pero los autores sugieren que 
puede existir una asociacion entre esterilidad y U. urealyticum. 
En un estudio de 92 parejas esteriles, 12 varones asintomaticos 
(13%) tenian U. urealyticum en su esperma. De nuevo, estos 
investigadores sugirieron que U. urealyticum puede participar 


en la esterilidad en ausencia de otras alteraciones.^'*'^ Se ha 
observado in vitro que U. urealyticum se adhiere a los esper- 
matozoides, lo que produce reducciones importantes en su 
movilidad y alteraciones en las membranas celulares.^^^ Las 
imagenes por microscopia electronica de barrido de estas celu- 
las revelan espermatozoides con masas de U. urealyticum adhe- 
ridos a su cabeza junto con otras alteraciones estructurales. Por 
consiguiente, estos investigadores tambien sugirieron una posi¬ 
ble participacion de U. urealyticum en la esterilidad debido a 
alteraciones en la estructura y la movilidad de los espermato¬ 
zoides.Sin embargo, otro estudio no encontro diferencia en 
la calidad de los espermatozoides de hombres con cultivos 
positivos y negativos para M. hominis o U. ureaplasma, eva- 
luada por la densidad, la vitalidad, la movilidad y la morfolo- 
gia de los espermatozoides.*** 

U. urealyticum puede tener relacion con casos de aborto 
espontaneo por su capacidad para causar corioamnionitis pero, 
a semejanza con otros trastornos descritos antes, no se han 
obtenido pruebas definitivas. Joste y cols, examinaron 42 abor- 
tos espontaneos durante el primer trimestre y 21 abortos elec- 
tivos durante el mismo periodo y los compararon en cuanto a la 
histologia y los cultivos con 32 partos prematuros en el tercer 
trimestre, 11 de los cuales presentaban cultivos positivos para 
U. urealyticum}^^ Entre las muestras obtenidas de abortos 
espontaneos ocurridos en el primer trimestre de gestacion, en 
el 26% se observo desarrollo de ureaplasmas, mientras que los 
cultivos fueron negativos en las 21 muestras de abortos electi- 
vos. La evidencia histologica de corioamnionitis no se asocio 
con la positividad de los cultivos de las muestras de aborto 
espontaneo. Sin embargo, la presencia de corioamnionitis se 
relaciono con cultivos positivos para ureaplasma en los 11 par¬ 
tos prematuros en el tercer trimestre. Estos investigadores pos- 
tularon que los cambios tempranos causados por la infeccion 
por U. urealyticum distintos de la corioamnionitis evidencia- 
da por la histologia pueden ser los determinantes de la patoge- 
nia de los abortos espontaneos relacionados con la infeccion 
por ureaplasmas.^**^ Un estudio llevado a cabo en Belgica entre 
1989 y 1994 analizo las posibles relaciones entre el diagnosti- 
co de vaginosis bacteriana durante el primer trimestre y aborto 
espontaneo de menos de 20 semanas de gestacion, Se noto una 
asociacion firme entre vaginosis bacteriana y aborto esponta¬ 
neo.***** En un analisis multifactorial, M. hominis y U. urealyti¬ 
cum, pero no otros microorganismos, mostraron una asociacion 
estadisticamente significativa con el aumento del riesgo de 
aborto espontaneo. Sin embargo, otro estudio publicado en 
2004 no hallo asociacion entre abortos espontaneos del primer 
trimestre y la presencia de micoplasmas o ureaplasmas en las 
placentas expulsadas.^*^^ Un estudio que examino muestras para 
la investigacion de biovariedades especificas de U. urealyticum 
encontro que la biovariedad urealyticum era mas frecuente en 
las pacientes con enfermedad inflamatoria pelviana y en las 
que tuvieron aborto espontaneo.* 

Tambien se informaron infecciones urinarias causadas por 
micoplasmas y, nuevamente, la mayor parte de la investigacion 
en esta area ha sido en mujeres embarazadas. La determinacion 
de la importancia de micoplasmas en muestras urinarias obte¬ 
nidas por miccion espontanea en condiciones adecuadas es 
dificil debido a la probable contaminacion por microorganis¬ 
mos que colonizan la vagina y la porcion distal de la uretra. 
Dada la reconocida asociacion entre bacteriuria durante el 
embarazo y el aumento de la incidencia de parto prematuro y 
preeclampsia, Savige y cols, recolectaron muestras de orina 
vesical por puncion suprapubica en 72 mujeres embarazadas 
sanas y en 51 mujeres con preeclampsia y cultivaron las mues- 
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tras de orina para micoplasmas.^^^ U. urealyticiim se aislo en la 
orina del 1% de las mujeres sanas y del 20% de las que pade- 
cian preeclampsia. En un estudio posterior sobre bacteriuria en 
340 mujeres embarazadas, la presencia de U. urealyticum en la 
orina durante el primer trimestre se correlaciono con el desa- 
rrollo de preeclampsia durante el tercer trimestre de embara- 
zo.‘^^ Entre las 21 mujeres que desarrollaron preeclampsia, el 
29% tenia ureaplasmas en la orina durante el primer trimestre, 
en comparacion con solo el 10% de las pacientes en quienes no 
se desarrollo preeclampsia. En consecuencia, la aparicion de 
preeclampsia fue tres veces mas probable en las mujeres que te- 
nian ureaplasmas en la orina al comienzo del embarazo que en 
las que lenian cultivos negatives. Aunque los mecanismos 
implicados en la patogenia de la preeclampsia no son claros, se 
sugiere que los ureaplasmas, similar a otras bacterias que pro- 
ducen bacteriuria, tambien pueden contribuir a complicaciones 
del embarazo. En otro estudio de micoplasmas realizado en 48 
mujeres con sintomas cronicos de infeccion urinaria, 23 (48%) 
presentaron cultivos positives; en 22 se aislo U. urealyticum y 
en 1, M. hominis?^^ Tras el tratamiento especiTico, los cultivos 
de todas las mujeres fueron negatives y 21 de las 23 mujeres 
infectadas experimentaron alivio de los smtomas cronicos. 
Estos investigadores concluyeron que tras la exclusion de agen- 
tes habituales de infecciones urologicas, alteraciones anatomi- 
cas y disfunciones neurologicas, debe hacerse un cultivo para 
micoplasmas e implementar, eventualmente, un tratamiento 
especifico contra ellos antes de considerar oiros procedimien- 
tos diagnosticos.^^^ 

En los varones, M. hominis es relativamente infrecuente como 
causa de enfermedad clmica y la mayoria de las investigaciones 
sobre micoplasmas se ban concentrado en la asociacion de V. 
urealyticum con la uretritis no gonococica y no clamidial 
(UNGNC). Esta bien confirmado que Chlamydia trachomatis 
es el agente etiologico que produce del 30% al 50% de uretri¬ 
tis aguda no atribuible a N. gonorrhoeae y se ha hecho una aso¬ 
ciacion importante entre UNGNC y Mycoplasma genitalium, 
que puede determinar del 15% al 25% de los casos de UNGNC 
aguda.^^'^' *^ Aunque se han realizado varios estudios, el papel 
de U. urealyticum en la uretritis masculina no esta totalmente 
claro. Aunque los datos mas tempranos sugieren que U. ure^ 
alyticum es la causa de algunas UNGNC, no se sabe que pro- 
porcion de infecciones se deben a este microorganismo e inclu- 
so si el microorganismo esta presente en la uretra de varones 
sintomaticos, no puede establecerse su papel como agente cau¬ 
sal. Estudios en varones sintomaticos tratados con antibioticos 
con actividad diferencial entre Chlamydia trachomatis y U. 
urealyticum y cultivos realizados en hombres con smtomas per- 
sistentes de uretritis tras tratamientos especificos contra gono- 
cocos y clamidias sugirieron que algunos casos de uretritis no 
gonococica son causados por U. urealyticumP'^^^ El uso de 
metodos moleculares altamente sensibles junto con respuestas 
serologicas ha proporcionado informacion respecto del papel 
de U. urealyticum en la uretritis no gonococica. Un estudio rea¬ 
lizado por Horner y cols, con analisis multifactorial determine 
que U. urealyticum no se asocia con UNGNC aguda, pero se 
asocio con UNGNC cronica, la cual fue definida para el estu¬ 
dio como la uretritis que aparecia 30 a 92 dias despues del ini- 
cio del tratamiento.*^^'^^^ Estos investigadores concluyeron que 
los ureaplasmas eran una causa probable de UNGNC cronica 
que aparecio despues del tratamiento. Un estudio realizado en 
2004 en Japon informo una asociacion significativa entre U. 
urealyticum y UNGNC y sugirio que la presencia de U. parvum 
en la uretra puede reflejar colonizacion y no infeccion.Otros 
estudios recientes que utilizan tecnicas moleculares sensibles 


establecieron que U. urealyticum se asocia con algunos casos 
de UNGNC y que U. parvum se observa con mas frecuencia en 
infecciones asintomaticas, aunque algunos pacientes pueden 
ser sintomaticos. 

Los ureaplasmas tambien pueden estar implicados en la etio- 
logia de la prostatitis cronica. Mediante el empleo de tecnicas 
clasicas para la localizacion de las infecciones en la prostata, 
varios investigadores confirmaron U. urealyticum como el cau¬ 
sal de una pequeha proporcion de casos de prostatitis croni- 

326,327.339,402 cstudio rcalizado en 2002 en Croacia, U. 

urealyticum fue el linico agente aislado en el liquido prostatico 
del 2,54% de 276 pacientes con infeccion prostatica cronica.'^^^ 
En un estudio en Japon, U. urealyticum se aislo en secreciones 
de liquido prostatico de 18 de 143 pacientes con prostatitis. 

El tratamiento dirigido contra el ureaplasma erradico a los 
microorganismos junto con la resolucion de los smtomas, lo 
que sugiere que era el agente causal en estos pacientes. U. ure¬ 
alyticum es una causa rara de epididimitis; se ha informado un 
unico caso en que los microorganismos se aislaron en una 
muestra obtenida por puncion y aspiracion del epididimo aso- 
ciado con un aumento significativo de anticuerpos contra el 
microorganismo. 

Con frecuencia, los nifios nacidos de madres colonizadas por 
micoplasmas genitales tambien estan colonizados. En estudios 
estadisticos, entre el 18% y el 45% de los recien nacidos de 
madres colonizadas tambien estaban colonizados por M. homi¬ 
nis, y con cultivos positivos de fauces, aparato genital u ori¬ 
na.La tasa de transmision vertical de U. urealyticum varia 
del 18% al 55% entre los recien nacidos a termino y del 29% 
al 55% entre los prematuros.^^® Syrogiannopoulos y cols, reali- 
zaron cultivos de muestras de fauces, ojos y vagina de 193 
recien nacidos de termino de mujeres colonizadas en la vagina 
por U, urealyticurn^^'^ De estos, 107 (55%) tenian U. urealyti¬ 
cum presente en al menos un sitio de cultivo. La colonizacion 
puede persistir en estos ninos durante periodos prolongados sin 
efectos morbidos para ellos. En este ultimo estudio, el 68%, el 
33% y el 37% de los nihos que presentaban colonizacibn en el 
momento de nacer en fauces, ojos y vagina, respectivamente, 
seguian colonizados a los 3 meses de edad. En los ninos que 
presentaban colonizacion del aparato respiratorio, no hubo 
aumento de la incidencia de enfermedades respiratorias cuan- 
do se compararon con ninos sin colonizacion en esa area. En un 
estudio realizado en Israel, 24% de 99 recien nacidos prematu- 
ros estaban colonizados con micoplasmas; U. urealyticum se 
aislo en 21 recien nacidos y M. hominis, en tres.^^^ En este estu¬ 
dio, la tasa de colonizacion presento una correlacion inversa 
con la edad gestacional; el 80% de los recien nacidos menores 
de 28 semanas de gestacion estaban colonizados, en contrapo- 
sicion con el 17,9% de los nacidos a las 28 a 36 semanas de 
gestacion.*^* De los 27 recien nacidos que precisaron asistencia 
respiratoria mecanica en este estudio, en el 22% se aislo U. ure¬ 
alyticum de las secreciones respiratorias bajas. 

Varios estudios han sugerido que U. urealyticum se asocia 
con enfermedad pulmonar cronica, displasia broncopulmonar, 
hipertension pulmonar persistente e infeccion sistemica en 
recien nacidos Estudios pros- 

pectivos y otros en model os animates han mostrado una rela- 
cion significativa entre infecciones respiratorias por U. urealy¬ 
ticum y el desarrollo de enfermedad pulmonar cronica del 
recien nacido.^"^^^^’"^^^ Cassell y otros investigadores hallaron 
que el aislamiento de U. urealyticum en la traquea de recien 
nacidos con un peso menor de I 000 g, que tambien requirie- 
ron asistencia respiratoria, se relacionaba con el desarrollo de 
displasia broncopulmonar y trastornos asociados (p. ej., enfer- 
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medad de las membranas hialinas, conduct© arterioso permea¬ 
ble y neumonia).^* Un estudio ulterior realizado por Crouse y 
cols, mostro que los recien nacidos de bajo peso al nacer con 
dificultad respiratoria, de los que se habia aislado V. urealyti- 
cum en cultivos de traquea, tenian mas probabilidad de presen- 
tar displasia y evidencia de neumoma en la radiografia de torax 
que aquellos en quienes no se habia aislado este microorganis- 
mo.^^ La colonizacion nasofarmgea o traqueal de los recien 
nacidos prematuros con U. urealyticum tambien se asocio con 
un recuento elevado en leucocitos en sangre periferica.^^* 
Sanchez y Regan encontraron que en los recien nacidos colo- 
nizados por ureaplasmas en el aparato respiratorio en el 30% de 
los casos se desarrolla enfermedad pulmonar cronica que 
requiere asistencia respiratoria mecanica, mientras que la 
enfermedad respiratoria se observo solo en el 8% de los recien 
nacidos no colonizados.^^^ La infeccion del torrente circulato- 
rio por U. urealyticum se ha documentado en recien nacidos y 
estas infecciones a menudo se asocian con infecciones respira- 
torias coexistentes.^^’^^’"^^^Estas infecciones sistemicas se vincu- 
lan con infecciones urinarias, rotura prolongada de membra¬ 
nas, trabajo de parto prematuro y corioamnionitis en la madre, 
y con bajo peso al nacer, presencia de anomalias congenitas y 
astixia perinatal en el recien nacido."^^^ La patogenia de este 
sindrome en el neonato fue apoyada por modelos animales y 
refleja la naturaleza de estas bacterias como agentes oporiunis- 
tas y el estado de inmunodepresion del recien nacido prematu¬ 
ro. Estudios con cultivos de fibroblastos de pulmon neonatal 
han demostrado la induccion de la libracion de citocina desde 
estas celulas por infeccion por U. urealyticum in vitro, que 
sugiere alguna participacion de las citocinas en la patogenia de 
la displasia broncopulmonar en la prematuridad.^®*^ Los estu¬ 
dios serologicos indican que el neonato o el feto con infeccion 
sistemica por U. urealyticum elabora anticuerpos de IgM e IgG 
antiureaplasma especiTicos contra la serovariedad, lo que pro- 
vee evidencia adicional del potencial patogeno de estos micro- 
organismos.^^^ 

Varios informes y estudios mostraron que U. urealyticum y 
M. hominis se aislan con poca frecuencia en el SNC como 
causa de meningitis asintomatica o cimica sintomatica en el 
period© neonatal.Se describieron numerosos casos de infec¬ 
ciones neonatales por M. hominis del SNC: la mayoria de estos 
afectaron a recien nacidos prematuros en quienes se confirmo 
la rotura prematura de membranas, aunque tambien se descri¬ 
bieron casos en recien nacidos de termino.^’^^'*^^^ En un estudio 
prospectivo de 100 recien nacidos prematuros, Waites y cols, 
aislaron U. urealyticum en el liquid© cefalorraquideo (LCR) de 
ocho y M. hominis en el LCR de cinco."^^^ Entre los ninos con 
infeccion por U. urealyticum, seis presentaban hemorragia 
intraventricular, tres hidrocefalia y tres murieron. Ninguno de 
los recien nacidos con infeccion por M. hominis fallecio y uno 
present© signos neurologicos de meningitis. Sin embargo, 
Gilbert y Drew comunicaron un caso de meningitis en un 
recien nacido prematuro causada por M. hominis que siguio 
una evolucion cronica, con el desarrollo de hemorragia intra¬ 
ventricular.'^^ En todos estos casos la erradicacion de los 
microorganismos con antibioticoterapia fue dificil. En un estu¬ 
dio de 318 con predominio de recien nacidos de termino con 
signos de presunta sepsis o meningitis y madres con bajo ries- 
go, M. hominis se aislo en el LCR de 9 y f/. urealyticum en el 
LCR de 5.''^^ De estos 14 recien nacidos infectados, 12 se recu- 
peraron sin tratamiento y 2 murieron: 1 con M. hominis falle¬ 
cio por sepsis por Haemophilus influenzae mientras que el otro, 
infectado por U. urealyticum, presento hemorragia intraventri¬ 
cular. Este estudio sugirio que los micoplasmas son mas fre- 


cuentes en las infecciones neonatales del SNC que lo percibi- 
do con anterioridad. Aunque las infecciones del SNC por M. 
hominis suelen resolverse de modo espontaneo, los ureaplas¬ 
mas pueden desencadenar respuestas inflamatorias que se aso¬ 
cian con hemorragia intraventricular.'^^ 

Ademas de las infecciones del SNC, los micoplasmas, en 
especial M. hominis, tambien se han aislado en otras infeccio¬ 
nes extragenitales en ninos y adultos. M. hominis adquirido en 
el period© perinatal fue aislado en abscesos subcutaneos del 
cuero cabelludo por lesiones producidas por forceps, en el 
monitor, en infecciones conjuntivales y en ganglios linfaticos 
submandibulares del recien nacido.^^M. hominis tambien 
se aislo en hemocultivos multiples de ninos de 10 meses de 
edad que habian sufrido quemaduras graves.En adultos, M. 
hominis se cultivo a partir de una amplia variedad de infeccio¬ 
nes, como bacteriemia, infecciones de heridas posquirurgicas y 
poshisterectomia, hematomas, artritis septica, empiema asocia- 
do con aspiracion, tromboflebitis septica, peritonitis, abscesos 
periorbitales, abscesos intraabdominales y retroperitoneales y 
abscesos En pacientes 

sometidos a cirugia cardiotoracica tambien se observaron bac¬ 
teriemia e infecciones posquirurgicas de la herida estemal por 
M. hominis?^^'^^ En otro informe de casos sobre infeccion de 
la herida estemal por M. hominis, tambien se aislo U. urealy¬ 
ticum Se inform© endocarditis por M. hominis a causa de 
una valvuloplastia y ambos, M. hominis y U. urealyticum, se 
aislaron en tejidos o liquidos pericardicos de pacientes con 
derrame peric^dico.^^^'^ Los pacientes con estas infecciones 
tenian antecedentes de cirugia cardiaca reciente (p. ej., cirugia 
de bypass coronario, reemplazo de la valvula aortica, trasplan- 
te cardiac© por miocardiopatia dilatada idiopatica) o eran 
inmunodeprimidos (p. ej., lupus eritematoso sistemico, enfer¬ 
medad pulmonar obstructiva cronica).^'^ M. hominis tambien se 
aislo en infeccion de la herida quirurgica tras la insercion de 
una protesis mamaria de silicona.^®' 

M. hominis y U. urealyticum pueden comportarse como 
agentes infecciosos oportunistas en pacientes con enfermeda- 
des subyacentes, como hipogammaglobulinemia, enfermedad 
de Hodgkin, lupus eritematoso sistemico, trasplante renal, car- 
diopatia, leucemia, linfoma, artritis reumatoide y traumatism© 

Se informaron cepas de M. homi¬ 
nis y U. urealyticum a partir de artritis septica en pacientes con 
hipogammaglobulinemia, procesos hematicos malignos, trau¬ 
matism© masivo. bacteriemia posparto, lupus eritematoso e 
inmunodeficiencia comiin variable: es probable que esta enti- 
dad cimica suceda por siembra hematica de los espacios arti- 
culares.^^ ^^’^^^^^En 1994, Kane y cols, comunicaron el primer 
caso de infeccion respiratoria con hemorragia alveolar difusa 
causada por M. hominis en el receptor de un trasplante de 
medula osea.^®^ M. hominis se aislo en hematomas perihepati- 
cos posquiriirgicos que se formaron en el abdomen del recep¬ 
tor de un trasplante hepatic© un mes despues de la cirugia.'*^ M. 
hominis y U. urealyticum se aislaron en un hematoma retrope¬ 
ritoneal 12 dias despues del trasplante hepatic© en una mujer de 
45 anos con insuficiencia hepatica fulminante.'"" Tambien se 
confirmaron infecciones de articulaciones protesicas por M. 
hominis e infecciones de heridas quiriirgicas por este microor¬ 
ganism© tras la reduccion abierta de fracturas mandibulares 
como tambien despues de operaciones cesareas.^''^’'"'^Las infec¬ 
ciones en la region de la cabeza, el cuello y el torax, y en el teji- 
do contiguo con el aparato genital pueden reflejar la presencia 
de estos microorganismos en los aparatos respiratorio y uroge¬ 
nital, respectivamente.^®^^^^ Por ejemplo, Kayser y Bhend 
informaron un caso de infeccion de los tejidos blandos paraes- 
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pinales e intervertebrales en una mujer de 45 anos que se pre- 
sento a los 16 dias de ser sometida a una histerectomia abdo- 
minal.210 

M. hominis tambien se aislo en la orina de pacientes con 
infeccion por HIV. En un estudio realizado por Chirgwin y 
cols, en la State University of New York en Brooklyn, M. homi¬ 
nis se aislo en el 18% de las muestras de orina obtenidas de 180 
individuos HIV positivos y en el 21% de las muestras de orina 
de 38 individuos HIV negativos.^^ En este estudio, se aislaron 
otros 30 micoplasmas que utilizan la glucosa solo de indivi¬ 
duos HIV positivos.^^ La inhibicion del crecimiento con anti- 
sueros especiTicos permitio la identificacion de 18 de estas 
cepas: 14 se identificaron como M. fermentans y 4 como M. 
pirum. Las 12 cepas aisladas restantes no resultaron viables en 
los subcultivos. 

Mycoplasma genitalium 

En 1981, Tully y cols, aislaron un micoplasma con caracte- 
risticas inusualmente exigentes, no descrito antes, en muestras 
uretrales de dos de 13 varones homosexuales con UNGNC."^^^ 
Aunque fracasaron varios intentos posteriores para aislar este 
microorganismo nuevo, otras cepas del mismo microorganismo 
se aislaron en muestras urogenitales en China.^^^ En 1983, esta 
nueva especie se denomino M. genitalium^^'^ El examen de 
estas cepas en el microscopio electronico mostro que el nuevo 
microorganismo comparte varias caracteristicas con M. pneu¬ 
moniae^ como el aspecto de las celulas individuales similar a 
una redoma conica y la presencia de una estructura apical espe- 
cializada que facilita la adherencia del microorganismo a celu¬ 
las tisulares, eritrocitos y material inerte, como plastico y 
vidrio.'*^^ M. genitalium tiene una protema especifica de espe¬ 
cie de 140 kDa conocida como P140, que es una contraparte 
estructural y funcional de la protema citoadhesina PI de 170 
kDa de M. pneumoniae.^^^LsiS variantes no adherentes de M. 
genitalium tienen una adhesina P140 alterada o ban perdido la 
molecula adhesina asociada con la membrana.^^^ M. genitalium 
y M. pneumoniae contienen una protema de 43 kDa que pre- 
senta reaccion cruzada que tambien se detecta en las cepas ais¬ 
ladas de Acholeplasma laidlawii.^^ Estos comparten epitopos 
antigenicos que con probabilidad son los que determinan las 
reacciones serologicas cruzadas observadas con M. genitalium 
en la mayoria de las pruebas para anticuerpos contra M. pneu¬ 
moniae, como fijacion del complemento, inmunofluorescencia 
indirecta y pruebas de inhibicion metabolica y de inhibicion 
del crecimiento mediante el empleo de antisueros heterolo- 
gos77,78.254 estudios de hibridacion del DNA mostraron que 
los dos microorganismos tienen homologia del 6,5-8,1% en la 
secuencia nucleotidica, lo que tal vez refleje aquellos genes 
que codifican las protemas antigenicas que reaccionan en 
forma cruzada.^^'^ "’^'^ Otras secuencias genicas son en realidad 
linicas para esas dos especies, lo que provee evidencia de que 
M. pneumoniae y M. genitalium son especies separadas.*^^^ 

En un comienzo, los estudios epidemiologicos por cultivo y 
serologia establecieron una relacion entre estas especies de 
Mycoplasma con requerimientos nutricionales especiales y 
UNGNC. En un estudio realizado por Taylor-Robinson y cols., 
se detectaron titulos de anticuerpos contra M. genitalium en 4 
de 14 pacientes con UNG y en 2 de 17 pacientes sin uretritis, 
pero solo 1 de los 4 pacientes que presento seroconversion 
tenia un cultivo positivo.^^^ La imposibilidad de aislar los 
microorganismos en estudios sobre uretritis tal vez refleje la 
falta de tecnicas adecuadas para obtener cultivos confiables de 
estas especies con requerimientos nutricionales especiales. 


Para sortear los problemas inherentes al cultivo, Hooton y cols, 
investigaron la incidencia de M. genitalium en varones median¬ 
te sondas de acido nucleico especiTicas de especie preparadas a 
partir del DNA genomico de M. genitalium.^^^ Estos investiga- 
dores detectaron el microorganismo en el 14% de 21 varones 
con uretritis gonococica, 10% de 30 varones con uretritis por 
clamidias, 13% de 31 varones con UNGNC y 27% de 37 varo¬ 
nes con uretritis recurrente o persistente. Sin embargo, el 
microorganismo tambien se detecto en el 12% de 84 hombres 
sin sintomas geniiourinarios. En 1996, Jensen y cols, pudieron 
aislar cuatro cepas de M. genitalium en muestras uretrales de 
varones con UNGNC; estos pacientes tambien eran positivos 
por PCR.*^^ Mediante el empleo de una tecnica de PCR basada 
en sonda que detecto la secuencia nucleotidica especiTica del 
gen para la adhesina de 140 kDa de M. genitalium, Jensen y 
cols, encontraron DNA de M. genitalium en el 17% de las 
muestras uretrales de 99 varones; el 20% de las muestras de 
varones sintomaticos fueron positivas, mientras que solo el 9% 
de las los asintomaticos lo eran.*^^’^^^ En este estudio, todos los 
intentos para cultivar el microorganismo de las muestras posi¬ 
tivas por PCR resultaron insatisfactorios. Horner y cols, tam¬ 
bien utilizaron la tecnica de PCR mediante sondas para la 
deteccion de M. genitalium y hallaron que el 23% de 103 varo¬ 
nes con signos o sintomas de UNGNC aguda y el 6% de 53 
varones sin UNGNC eran positivos.La presencia de este 
microorganismo en el aparato urogenital masculino era inde- 
pendiente de la presencia de Chlamydia trachomatis. Mediante 
tecnicas de PCR, el mismo grupo de investigacion no pudo 
detectar M. fermentans, M. penetrans ni M. pirum en muestras 
uretrales de pacientes con UNGNC.Estos investigadores con- 
cluyeron que M. genitalium era el agente etiologico en muchos 
casos de UNGNC; esto tambien estuvo avalado por la respues- 
ta clinica de los hombres infectados al tratamiento con doxici- 
clina.^^ 

En la actualidad, varios estudios que emplean tecnicas mole- 
culares han establecido que M. genitalium es la causa del 
18,4% al 45,5% de todos los casos de UNGNC en los varones 
y que la persistencia de los microorganismos en la uretra tras el 
tratamiento antimicrobiano se asocia con uretritis no gonococi¬ 
ca persistente o recurrente.^^’^^®’^^^’^^^'^^^'*^^ Los metodos mole- 
culares de deteccion de M. genitalium incluyen los ensayos de 
PCR convencionales y en tiempo real que amplifican el gen 
para la adhesina (MgPa) especifica de M. genitalium o regiones 
especificas de especie del gen rRNA El uso de 

los ensayos en tiempo real para la deteccion de M. genitalium, 
en las muestras de orina de la primera parte de la miccion dio 
resultados cuantitativos que evidencian que las cantidades de 
M. genitalium en esas muestras de varones sintomaticos son 
mucho mas elevadas que las observadas en varones asintoma¬ 
ticos. En varones con uretritis no gonococica por M. genitalium 
la proliferacion de microorganismos se suprimio durante el tra¬ 
tamiento con levofloxacina y los pacientes se tornaron asinto¬ 
maticos. Tras el tratamiento, a menudo se constato ausencia de 
sintomas, pero persistencia de microorganismos en la uretra. 
La reaparicion de los sintomas se asocio con un aumento de la 
cantidad de microorganismos en pacientes en quienes el trata¬ 
miento fracaso. Estos estudios sugieren que para evitar que la 
uretritis asociada con M. genitalium conduzca a la recurrencia 
ulterior de UNGNC es necesaria la antibioticoterapia con erra- 
dicacion del microorganismo del aparato genital. 

En 1988, Baseman y cols, aislaron M. genitalium junto con 
M. pneumoniae en 4 de 16 muestras congeladas recolectadas 
de las vias respirator!as de reclutas militares durante un ensayo 
de vacuna contra M. pneumoniae en 1974 y 1975.^® El papel de 



Importancia cimica de los micoplasmas humanos 987 


H ^enitalium en la enfermedad respiratoria no es claro, pero 
^ ha sugerido que la asociacion con M. pneumoniae puede 
: 2 u>ar una infeccion sinergica que provoca una enfermedad 
2 cum 6 nica mas grave o puede contribuir a la patogenia de 
irmplicaciones extrapulmonares de la infeccion por M. pneu- 
m»^iae. ^ La presencia de M. genitalium en el aparato respira- 
lono. con M. pneumoniae o sin este microorganismo, y la reac- 
n\idad inmunitaria cruzada entre los dos microorganismos 
r^jeden no solo complicar el proceso infeccioso en individuos 
coinfectados sino tambien afectar la respuesta inmunitaria con¬ 
tra la infeccion. Por consiguiente, estas interacciones pueden 
inierferir en la interpretacion de las pruebas serologicas utili- 
zadas con frecuencia para diagnosticar las infecciones por M. 
pneumoniae. El empleo de cebadores de PCR y sondas de aci- 
dos nucleicos especiTicas de M. pneumoniae y M. genitalium 
puede proporcionar una solucion a los problemas clmicos y 
diagnosticos porque evita la necesidad de cultivar estos agentes 
\ de interpretar las respuestas inmunitarias y las consiguientes 
reacciones serologicas cruzadas que aparecen con estos micro¬ 
organismos. 

Algunos estudios han evaluado la deteccion y la importancia 
de M. genitalium en el aparato genital femenino.'^"^^^ En un 
estudio llevado a cabo en una clinica de enfermedades de trans- 
mision sexual de Londres, M. genitalium se detecto por PCR en 
muestras genitales del 18% de 57 pacientes mujeres.^^^ Otro 
estudio, realizado en Copenhague, informo el hallazgo de M. 
genitalium en muestras endocervicales de 5 de 74 mujeres.'^^ 
Ninguno de estos estudios investigo la asociacion de estas 
cepas aisladas con la presencia de enfermedad o patologia. 
Aunque faltan datos defmitivos sobre la patogenicidad de M. 
genitalium en el aparato genital femenino, las evidencias indi- 
rectas sugieren que tambien puede estar implicado en la infec¬ 
cion tanto de los genitales extemos como internos. Un estudio 
llevado a cabo en Japon hallo M. genitalium en el 7,8% de 64 
mujeres con cervicitis purulenta y estudios realizados en 
Estados Unidos determinaron que, una vez excluidas las infec¬ 
ciones gonococicas y por clamidias, las pacientes con cervici¬ 
tis purulenta tenian una probabilidad de mas del triple de pre- 
sentar M. genitalium en el cuello uterino que las que no tenian 
esa afeccion.^®^ '*^^ Por otra parte, Casin y cols, examinaron a 
170 mujeres con smtomas genitales que asistian a una cimica 
de enfermedades de transmision sexual (ETS) de Paris y no 
hallaron relacion entre mucocervicitis purulenta y la presencia 
de M. genitalium^ a pesar del hecho de que el 38% de las muje¬ 
res tenian resultados de PCR positivos para M. genitalium en 
uno o mas sitios genitales (por lo general vaginalTambien 
existen evidencias de la implicacion de M. genitalium en endo¬ 
metritis y enfermedad inflamatoria pelviana aguda. Un estudio 
realizado en Nairobi, Kenya, en 115 mujeres que presentaban 
dolor pelviano persistente determine que el 16% de 58 mujeres 
con endometritis confirmada por histologia eran positivas por 
PCR para M. genitalium en el cuello uterino, el endometrio o 
ambos.™ En otro estudio efectuado en Londres, 13% de 45 
mujeres con enfermedad inflamatoria pelviana tenian evidencia 
por PCR de M. genitalium en el endocervix, en comparacion 
con ninguna de las pacientes control.Los estudios serologi- 
cos tambien han documentado titulos elevados de anticuerpos 
contra M. genitalium en algunas mujeres con enfermedad infla¬ 
matoria pelviana no atribuible a gonococos, clamidias o M. 
hominis\ en chimpances inoculados de modo experimental con 
M. genitalium se han desarrollado infecciones de los genitales 
internos y externos.^®*'*^'* Algunos estudios serologicos tambien 
indican que la infeccion por M. genitalium puede ser un factor 
de riesgo independiente en la patogenia de un proceso infla- 


matorio que puede conducir a la cicatrizacion de los tejidos 
uterinos, lo cual da por resultado esterilidad.^"^ 

M. genitalium tambien se ha aislado, ademas de en los apa- 
ratos respiratorio y genital, en muestras de liquido articular de 
pacientes con artritis obtenidas por puncion y aspiracion. En un 
informe sobre dos de estos casos, M. genitalium se detecto por 
analisis de PCR en la articulacion de la rodilla de un varon de 
25 anos con sindrome de Reiter y en la de otro de 58 ahos con 
artritis reumatoide seronegativa/*^^ M. pneumoniae y M. geni¬ 
talium se detectaron en una muestra de liquido articular de la 
rodilla de un paciente con hipogammaglobulinemia, neumonia 
por micoplasma y poliartritis tras una neumonia intensa.'^^^ 

M. genitalium tambien se asocio con infeccion por HIV, aun¬ 
que no en la magnitud de otras especies, como M. fermentans 
y M. penetrans. Montagnier y Blanchard detectaron M. genita¬ 
lium por PCR en la sangre de un paciente con SIDA en 1993.^^ 
Sin embargo, una investigacion de 1996 para la presencia de 
seis especies de Mycoplasma en celulas mononucleares de san¬ 
gre periferica de 154 pacientes seropositivos para HIV, 40 pa¬ 
cientes de la cimica de ETS seronegativos para HIV y 40 
donantes de sangre seronegativos para HIV no pudo detectar 
M. genitalium por PCR en ninguno de ellos.^^^ Otra investiga¬ 
cion de micoplasmas en la orina en 15 ninos HIV seropositivos 
realizada en 1999 encontro solo una linica muestra positiva 
para M. genitalium en 1 de 9 ninos con enfermedad por HIV 
grave. M. genitalium tambien se detecto por PCR en mues¬ 
tras uretrales y rectales de varones homosexuales con UNGNC 
y sin ella.'^^* 

Mycoplasma fermentans 

M. fermentans es una especie de micoplasma humano con 
requerimientos nutricionales especiales que durante ahos fue 
considerado un contaminante de cultivo de tejidos.'*^ El uso 
creciente de linfocitos y macrofagos provenientes de seres 
humanos en la investigacion inmunologica y viral fue tal vez la 
razon por la cual se considero este agente contaminante de cul¬ 
tivo de tejidos. M. fermentans ha sido detectado por PCR en 
muestras de saliva de individuos sanos y tambien en los apara- 
tos genitourinario y respiratorio de seres humanos.^^’^^^ En un 
estudio realizado en Londres, se empleo un ensayo de PCR 
para detectar M. fermentans en hisopados de fauces y muestras 
de orina de estudiantes universitarios sanos y de pacientes con 
inmunodeficiencias congenitas.^ De 45 estudiantes en los que 
se habian recogido ambas muestras de fauces y de orina, 12 
(27%) presentaban M. fermentans en al menos una de sus 
muestras. En 19 pacientes con inmunodeficiencias congenitas, 
una muestra de hisopado de fauces y tres muestras de orina fue- 
ron positivas para M. fermentans por PCR. 

En 1986 se alento el interes en M. fermentans como patoge- 
no humano cuando Lo y cols, en la AFIP y los National 
Institutes of Health (NIH) informaron el aislamiento de un 
micoplasma nuevo en tejidos de sarcoma de Kaposi de pacien¬ 
tes con SIDA.^^^*^^^ A este micoplasma se le dio el nombre 
provisorio de Mycoplasma incognitus.^^ Por medio de tecnicas 
inmunohistoquimicas con anticuerpos monoclonales contra 
este agente nuevo, Lo y cols, detectaron antigenos de M. incog- 
nitus en timo, higado, bazo, ganglios linfaticos y tejido cerebral 
de pacientes con SIDA y en tejidos placentarios despues del 
parto de mujeres embarazadas con SIDA.^^* La histopatologia 
de los tejidos infectados mostro diversas respuestas; en algunos 
no se observaron cambios histologicos mientras que en otros se 
noto necrosis con inflamacion fulminante. La inoculacion 
intraperitoneal de cuatro monos langur plateados con este 
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agente produjo smdrome consuntivo y muerte en 7 a 9 me- 
ses.268,270 Estos iTiismos investigadores tambien comunicaron 
sobre seis pacientes, provenientes de seis regiones geograficas 
diferentes, quienes presentaron una enfermedad aguda gripal y 
un smdrome con fiebre persistente, linfadenopatia, diarrea e 
insuficiencia multiorganica, que produjo la muerte en el trans- 
curso de I a 7 semanas. Las autopsias revelaron necrosis ful- 
minante de los tejidos de ganglios linfaticos, pulmones, higa- 
do, glandula suprarrenal, corazon y cerebro. Las tecnicas 
inmunohistoquimicas y la microscopia electronica revelaron 
antigenos de micoplasmas en las areas de necrosis y una sonda 
de DNA especiTica marcada detecto el material genetico del 
agente en los tejidos infectados.^^^ Ninguno de estos pacientes 
estaba infectado por HIV-1 o HIV-2. Los perfiles de hibrida- 
cion de acidos nucleicos, el mapeo de endonucleasas de res- 
triccion y los analisis antigenicos indicaron que M. incognitas 
no era un micoplasma nuevo sino una cepa de M. fermentans, 
un micoplasma “no patogeno" con requerimientos nutriciona- 
les especiales, encontrado en el aparato genital."^^’^^^’^^^ 

Con posterioridad se encontro que la cepa “incognitus” de 
M. fermentans se asocia con otra patologia en pacientes con 
SIDA. Bauer y cols, examinaron tejidos renales de 15 pacien¬ 
tes con SIDA y evidencia por microscopia optica de neuropatia 
asociada con el SIDA.^‘ Los tejidos de estos pacientes mostra- 
ron reacciones de inmunofluorescencia con anticuerpos mono- 
clonales especiTicos de la cepa incognitus de M. fermentans en 
celulas endoteliales y epiteliales glomerulares, membranas 
basales glomerulares, celulas epiteliales tubulares y cilindros, y 
celulas intersticiales mononucleares. Las estructuras de los mi¬ 
coplasmas tambien se observaron por inmunomicroscopia elec¬ 
tronica en tejidos renales de estos pacientes. Los tejidos renales 
de pacientes con SIDA sin afectacion renal y de pacientes sin 
SIDA con nefropatia y sin ella no revelaron microorganismos 
en el examen histopatologico.^^ Ainsworth y cols, tambien 
comunicaron el caso de un paciente con nefropatia asociada 
con HIV en quien M. fermentans se detecto en tejidos renales 
por PCR cuando se hizo clmicamente evidente la nefropatia; 18 
meses despues, cuando progreso la enfermedad y se deterioro 
la funcion renal del paciente, la PCR detecto M. fermentans en 
la orina, las fauces y la sangre periferica.^ El DNA de M. fer¬ 
mentans tambien se detecto en muestras de ganglios linfaticos 
provenientes de cuatro de siete pacientes con SIDA.^^"^ Lo y 
cols, informaron tres pacientes sin SIDA en quienes se desa- 
rrollo un smdrome de dificultad respiratoria fulminante del 
adulto asociado con M. fermentans: los estudios inmunohisto- 
quimicos y de microscopia electronica revelaron microorganis¬ 
mos en los pulmones y el higado.^^^ Tambien se documento la 
infeccion diseminada por M. fermentans en pacientes HIV 
positivos con linfoma no Hodgkin.^ 

Otros investigadores tambien informaron la asociacion de M. 
fermentans cepa incognitus con enfermedad por ultimo mortal 
en pacientes sin SIDA. Macon y cols, describieron un varon 
homosexual de 35 anos con sarcoma de Kaposi y linfoma de 
linfocitos T con un recuento de linfocitos CD4 perifericos de 43 
por milimetro cubico.^^^ Con posterioridad el paciente presen- 
to neumonia mortal por Pneumocystis e infeccion criptococo- 
cica diseminada. Varios enzimoinmunoanalisis y tecnicas de 
inmunotransferencia por Western blot para HIV-l, HIV-2, virus 
linfotropico de linfocitos T humanos (HTLV)-I y anticuerpos 
contra HTLV-II fueron negativos, como tambien los cultivos 
retrovirales y los estudios por PCR. La infeccion sistemica por 
M. fermentans se documento por metodos inmunohistoquimi- 
cos y PCR en muestras de tejido pre mortem y post mortem. 
Beecham y cols, informaron un caso similar en un varon de 28 


ahos antes sano, no inmunodeprimido, que presento un antece- 
dente de 7 dias de fiebre, dolor abdominal, diarrea, erupcion 
cutanea y disnea. M. fermentans se detecto en muestras de 
biopsia de medula osea por PCR y microscopia electronica.^^ 
En otro informe de un hombre antes sano, seronegative para 
HIV, con sintomas similares al SIDA de fiebre, malestar gene¬ 
ral, perdida de peso, diarrea y extensa necrosis hepatica y 
esplenica, el tratamiento con doxiciclina (300 mg/dia, por via 
oral durante 6 semanas) dio por resultado la resolucion de los 
sintomas y la recuperacion completa del paciente.^^^ Estos estu¬ 
dios sugieren que M. fermentans. o una cepa especifica de esta 
especie, puede ser un patogeno sistemico en pacientes no infec- 
tados por HIV. 

La aplicacion de metodos moleculares para la deteccion de 
M. fermentans dio lugar a la aparicion de varias publicaciones 
que documentan la presencia de este microorganismo en diver- 
sos sitios corporales de individuos HIV positivos y de HIV 
negativos. Aunque el aislamiento por cultivo de M. fermentans 
es bastante dificil, en ciertos estudios se realizaron intentos 
para ello. Mediante tecnicas de PCR, Dawson y cols, detecta- 
ron M. fermentans en el 23% de 43 muestras de sedimento uri- 
nario provenientes de pacientes con nefropatia asociada con 
SIDA.^^ Tres muestras de orina de dos pacientes resultaron 
positivas por cultivo para M. fermentans en medios SP-4 modi- 
ficado, A-7 y Hayflick. En estos mismos pacientes, en cuatro 
cultivos se desarrollo U. urealyticum y en dos, M. hominis. 
Ninguna de las 50 muestras de sedimento urinario de 50 
pacientes sanos, HIV negativos fue positiva por cultivo o PCR 
para M. fermentans, aunque en las 23 muestras se desarrollo V. 
urealyticum y en una, M, hominis. Katseni y cols, examinaron 
muestras de sangre, fauces y orina de 117 pacientes HIV posi¬ 
tivos, 114 de los cuales eran varones homosexuales y de 73 
pacientes HIV seronegativos que se atendian en una clmica de 
ETS de Londres.^^^ M. fermentans se detecto por PCR en el 
10% de las 117 muestras de celulas mononucleares de sangre 
periferica, en el 23% de las 65 muestras de fauces y en el 8% 
de 55 muestras de orina de personas HIV positivas. Entre los 
73 pacientes HIV seronegativos, M. fermentans se detecto en 
muestras de celulas mononucleares de sangre periferica, fauces 
y orina en el 9%, el 20% y el 6%, respectivamente. Hawkins y 
cols, en el NIH detectaron secuencias de DNA de M. fermen¬ 
tans en el 11 % de las muestras de sangre de 55 pacientes HIV 
seropositivos pero ninguna en 26 individuos HIV seronegativos 
de bajo riesgo.'**^ En Francia, Bebear y cols, realizaron cultivo 
y PCR en muestras de fauces, endocervicales, uretrales, orina y 
celulas mononucleares de sangre periferica de 105 individuos 
HIV positivos.Aunque el cultivo y los ensayos de PCR para 
M. pneumoniae y M. genitalium fueron negativos, M. fermen¬ 
tans se detecto por PCR en al menos un sitio de muestra en el 
26,7% de 105 pacientes. La presencia de M. fermentans en 
estos pacientes no se asocio con el estadio de la enfermedad 
por HIV, la carga viral o el recuento de linfocitos CD4. 

M. fermentans puede invadir activamente los cultivos celula- 
res, una propiedad no asociada con anterioridad en las especies 
de Mycoplasma. Aunque una cepa de referenda de M. fermen¬ 
tans y la cepa incognitus pudieron invadir las celulas HeLa, las 
cepas incognitus de M. fermentans fueron mas invasivas cuan¬ 
do se probaron en cultivos celulares de explantes de celulas tra- 
queales. Los microorganismos de la cepa incognitus se obser¬ 
varon en la localizacion intracelular, mientras la cepa de refe- 
rencia solo se observe entre las celulas y adheridas a ellas."^®^’*^^ 
La infeccion intranasal de ratas y el posterior cultivo por 
explante de tejidos traqueales de estos animales tambien reve¬ 
laron la localizacion intracelular de los microorganismos en los 
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culiivos celulares/^® La cepa incognitus de M. fermentans y las 
oiras cepas de M. fermentans causan ciliostasis y cambios cito- 
paiologicos en los cultivos por explante traqueales, pero la 
magnitud y la gravedad de la citopatologia variaron considera- 
blemente entre las cepas. Los estudios en animales tambien 
indicaron que la inmunosupresion puede permitir que M. fer¬ 
mentans crezca y progrese. La administracion intravenosa de 
microorganismos de la cepa incognitus de M. fermentans pro- 
aujo la muerte de ratones BALB/c atimicos pero no de los rato- 
nes inmunocompetentes."^^^ 

Si bien algunos investigadores ban notado diferencias entre 
ia cepa incognitus de M. fermentans y las otras cepas de M. 
fermentans, otros no ban destacado diferencias. Sasaki y cols, 
compararon la cepa incognitus original con otras tres cepas de 
referenda y clfnicas de M. fermentans El analisis del poli- 
morfismo de longitud de los fragmentos de restriccion del 
DNA a partir de estas cepas mostraron pairones similares en 
los perfiles en gel e inmunotransferencia de las proteinas 
celulares, lo que indica un alto grado de bomogeneidad anti- 
genica entre las cuatro cepas examinadas. La exposicion de 
celulas mononucleares de sangre perifdica (CMSP) a estos 
micoplasmas produjo aumentos importantes en la produccion 
de IL-1 p. IL-6 y TNF-a; estos aumentos se observaron des¬ 
pues de la exposicion a las cuatro cepas de M, fermentans y 
no limitados solo a la cepa incognitus. Por ultimo, la exposi¬ 
cion de CMSP infectadas por HIV frente a cualquiera de las 
cepas de M. fermentans derivo en un aumento de 1,8 a 4,3 
veces en la actividad de la transcriptasa inversa y de 3,3 a 7 
en la produccion del antigeno p24 en el cultivo. Estos inves- 
ligadores concluyeron que la cepa incognitus de M. fermen¬ 
tans no fue exclusiva cuando se comparo con otras cepas del 
miocroorganismo.^^^ 

En la actualidad varios investigadores estan analizando el 
papel de M. fermentans y otros micoplasmas como cofactores 
que afectan la progresion de la enfermedad asociada con 
HIV/ Los estudios in vitro en celulas CEM (una Imea celu- 
lar del tumor linfoblastoide T enriquecido en CD4) infectadas 
con HIV mostraron que el tratamiento de las celulas con ana- 
logos de la tetraciclina o fluoroquinolonas inbibio la produc¬ 
cion de efectos citopaticos inducida por virus sin inbibir la 
replicacion y la produccion de la progenie viral.Estudios 
ulteriores ban mostrado que en realidad M. fermentans actua en 
forma sinergica con HIV-1 en celulas linfoblastoides y promo- 
nociticas para causar la muerte celular; esta capacidad tambien 
se demostro con otras especies de Mycoplasma, entre ellas M. 
penetrans, M. pirum y M. arginini}^ y cols, mostra¬ 

ron que la adherencia de micoplasmas a los linfocitos infecta- 
dos por HIV se asocio con sitios de brotacion viral, lo que llevo 
a estos investigadores a suponer que la adberencia de mico¬ 
plasmas puede activar o aumentar la produccion de progenie 
viral por las celulas infectadas. 

Se ban propuesto varios mecanismos por los cuales los 
micoplasmas como M. fermentans pueden actuar como cofac¬ 
tores o inmunomoduladores en la produccion de enfermedad 
asociada con HIV^^^^ La activacion de linfocitos estimula la 
replicacion del HIV y las especies de Mycoplasma, como M. 
fermentans y M. penetrans, tienen la capacidad de comportar- 
se como activadores policlonales de linfocitos B y 
fermentans puede inducir la produccion de linfocinas (TNF-a, 
IL-1 e IL-6) en diversos tipos celulares (monocitos, macrofa- 
gos, astrocitos y celulas gliales) in vitro.Mublradt y 
Friscb aislaron y purificaron parcialmente una sustancia, deno- 
minada MDHM (mycoplasma-derived high-molecular-weight 
material, material de alto peso molecular derivado de mico¬ 


plasmas), asociada con la membrana, que contiene lipidos y 
existe en forma de agregados cuando se purifica.^^^ La presen- 
cia de MDHM en cantidades de nanogramos por mililitro acti- 
va los macrofagos para liberar oxido nitrico, IL-6 y TNF. Otro 
grupo identified un antigeno bidrdfobo de 48 kDa asociado con 
la membrana de M. fermentans, distinto de la MDHM, que 
tambien estimula la secrecidn de TNF e IL-1 a partir de mono¬ 
citos cultivados.^^^ M, fermentans tambien puede producir 
superantigenos que se unen directamente a las protemas del 
complejo mayor de bistocompatibilidad y que estimulan la 
activacion de linfocitos T. Tambien se observe que otra lipo- 
protema proveniente de M. fermentans denominada MALP-2 
(macrophage-activating lipopeptide 2, lipopeptido activador de 
macrofagos 2) induce la liberacidn de citocinas proinflamato- 
rias, quimiocinas y oxido nitrico por los macrofagos peritone- 
ales murinos.^®^ M. fermentans tambien incrementa la apopto¬ 
sis de los linfocitos T inducida por concanavalina A.^^^ Algunos 
investigadores propusieron que la produccion de peroxides y 
radicales libres por los micoplasmas o la produccion de enzi- 
mas que inactivan la catalasa intracelular normal pueden indu¬ 
cir la expresion genica de HIV y activar la replicacion viral. 
Los peroxides y otras especies reactivas de oxigeno inducen la 
expresion genica de HIV in vitro por transactivacion de regiones 
promotoras virales y contribuyen a la muerte celular programa- 
da.^"^^ La cepa incognitus de M. fermentans puede fusionarse 
tanto con los linfocitos T como con los linfocitos en sangre peri- 
ferica.^^ La provision de componentes de micoplasmas dentro 
de estas celulas puede afectar de modo direcio las funciones 
normales de los linfocitos. Ademas, la fusion de las membra- 
nas de micoplasmas y linfocito puede cambiar en forma signi- 
ficativa la estructura o la orientacion de diversos receptores 
ubicados sobre la superficie del linfocito que, por consiguien- 
te, altera la union, la induccion o la produccion de diversas lin¬ 
focinas. Estas alteraciones fundamentales en la estructura y la 
funcion del linfocito pueden influir en la adherencia, la inte- 
gracion y la expresion genica del HIV M. fermentans y M. 
penetrans tambien tienen la fosfolipasa C asociada con la 
membrana, que puede inducir una respuesta inflamatoria, cau¬ 
sar dano en la membrana de las celulas huesped y activar la 
cascada del acido araquidonico.^^^ 

M. fermentans tambien puede participar en las infecciones 
del aparato genital. En 1989, el microorganismo se detecto en 
los tejidos placentarios de dos mujeres con SIDA.^^® 
Blanchard y cols, utilizaron metodos de cultivo y PCR para 
examinar la presencia de M. genitalium y M. fermentans en el 
aparato genital de adultos sexualmente activos y en el liquido 
amniotico de mujeres con membranas fetales intactas en las 
que se practicaron cesareas.^^ M. genitalium se detecto por 
PCR, pero no por cultivo, en el 11 % de 94 hombres y 87 muje¬ 
res con smtomas clmicos de uretritis no gonococica o cervici¬ 
tis y no se detecto por cualquiera de los metodos en ninguna 
de las 232 muestras de liquido amniotico. Por otra parte, M. 
fermentans no se detecto por cualquiera de los metodos en 
ninguna de las muestras urogenitales, pero se detecto por PCR 
en cuatro de las 232 muestras de liquido amniotico, lo que 
sugiere que el microorganismo puede transmitirse por via tras- 
placentaria. Es interesante destacar que dos de las cuatro 
pacientes con resultados positivos por PCR para M, fermen¬ 
tans mostraron evidencias histologicas de corioamnionitis, lo 
que implica que M. fermentans tambien puede ser un patoge- 
no del aparato genital. 

M. fermentans tambien es causa de algunos casos de artritis 
reumatoide y otros trastomos reumaticos.^^’’‘^^En un estudio de 
1996 realizado en Londres, se detecto por PCR en muestras 
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de liquido sinovial en el 21% de 38 pacientes con artritis reu- 
matoide, el 20% de 10 pacientes con espondiloartropatia, de 
20% de 5 pacientes con artritis psoriasica y el 13% de 31 
pacientes con trastomos artriticos no clasificados.^^^ La carac- 
terizacion genotipica de las cepas aisladas en la sinovial de 
pacientes con artritis no revelo caracteristicas exclusivas; algu- 
nas se relacionaron con la cepa tipo de M. fermentans de la 
American Type Culture Collection (ATCC), mientras que otras 
se vincularon con cepas aisladas en cultivos de tejidos como 
contaminantes.^^^ M. fermentans, M. salivarium o ambos se 
detectaron por PCR en muestras de liquido sinovial de la arti- 
culacion temporomandibular de pacientes con osteoartritis des- 
tructiva de la mandibula."^^^ Se considera que este trastorno es 
la consecuencia de la accion de proteasas y citocinas en el car- 
tilago de la articulacion mandibular. Watanabe y cols, sugirie- 
ron que los micoplasmas presentes en la articulacion mandibu¬ 
lar lesionan la sinovial y el cartilago por sus actividades enzi- 
maticas mas su capacidad reconocida para estimular la libera- 
cion de citocinas desde las celulas inmunitarias efectoras.'^^^En 
un estudio del ano 2000, M. fermentans se detecto por PCR en 
el liquido sinovial del 88% de 26 pacientes con artritis reuma- 
toide. Siete de ocho pacientes con alguna variedad de otras 
artritis inflamatorias tambien fueron positivos para M. fermen- 
tans}^^ Por ultimo, un estudio publicado en 2001 tambien 
encontro DNA de M. fermentans en el liquido sinovial en el 
17% de 35 pacientes con artritis reumatoide, el 25% de 44 
pacientes con artritis seronegativa indiferenciada y el 17% de 
24 pacientes con artritis psoriasica. 

La infeccion por M. fermentans se investigo por su relacion 
con el sindrome de fatiga cronica. Mediante ensayos basados 
en PCR para M. fermentans, M. hominis y M. penetrans, 
Choppa y cols, examinaron CMSP de 100 pacientes con sm- 
drome de fatiga cronica (SFC).^^ M. fermentans, M. hominis y 
M. penetrans se detectaron en las CMSP del 32,9% y el 6% de 
los 100 pacientes con SFC, mientras que se detectaron en el 
8%, el 3% y el 2% de los controles sanos, respectivamente. Un 
estudio ulterior realizado por el mismo grupo de investigacion 
detecto M. fermentans en CMSP en el 36% de 50 pacientes con 
SFC tipico segun la defmicion de los Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC), el 32% de 50 pacientes con 
SFC atipico y el 8% de 50 sujetos controles sanos.'^^® Nasralla, 
Haier y Nicolson utilizaron metodos de PCR para detectar M. 
fermentans, M, pneumoniae, M. penetrans y M. hominis en 
muestras de sangre de 91 pacientes con SFC, smdromes de 
fibromialgia o ambos.Entre los 91 sujetos, el 59%, el 48%, 
el 31% y el 20% fueron positivos para M. pneumoniae, M. fer¬ 
mentans, M, hominis y M. penetrans, respectivamente. De los 
91 individuos, el 53% mostro evidencia molecular de infeccion 
sangumea con multiples especies de Mycoplasma. En un estu¬ 
dio de 261 pacientes con SFC y 36 voluntarios sanos, la infec¬ 
cion sangumea para al menos una especie de Mycoplasma se 
detecto por una prueba de PCR forense en el 68,6% de los 
pacientes con SFC y en el 5,6 % de los voluntarios sanos. M. 
hominis se detecto en el 36,8%, seguido de M. fermentans y 
M. pneumoniae en un porcentaje similar del 25,7% para cada 
uno. La infeccion con multiples especies de Mycoplasma se 
detecto en el 17% de los pacientes con SFC. Aunque estos estu- 
dios muestran que en pacientes con SFC se encuentran tasas 
elevadas de infeccion por especies de Mycoplasma, no hay evi¬ 
dencia de que estos microorganismos scan los agentes causales 
del SFC. Es de esperar que el desarrollo de ensayos sensibles y 
las mejoras en las tecnicas de cultivo para estos microorganis¬ 
mos permitan llevar a cabo estudios sobre la evolucion natural 
y el tratamiento. 


Tambien se postulo que M. fermentans participa en la enfer- 
medad observada entre los veteranos de la Operacion Tormenta 
del Desierto. Se realize un estudio serologico entre los vetera¬ 
nos y los militares no desplegados de la guerra del Golfo 
Persico utilizando muestras de suero antes y despues de la gue¬ 
rra. Se documento que las infecciones por M. fermentans suce- 
dieron en esta poblacion militar tanto antes como despues del 
servicio en la guerra, pero estas infecciones fueron indepen- 
dientes del despliegue militar al Golfo Persico, lo que indica 
que los datos epidemiologicos y serologicos no apoyan una 
participacion de M. fermentans en la enfermedad observada en 
los veteranos de esa guerra.Un estudio similar llevado a 
cabo por el Institute de las Fuerzas Armadas de Patologia 
(Armed Forces Institute of Pathology; AFIP) tambien concluyo 
que no habia evidencia serologica para establecer una asocia- 
cion entre la infeccion por M. fermentans y la “enfermedad de 
la guerra del Golfo”. 

Aun con su relativamente breve pero fascinante historia 
epidemiologica y la intensidad de investigaciones realizadas 
por varies grupos de trabajo no se conoce el papel de M. fer¬ 
mentans en la patogenia del HIV, las enfermedades de transmi- 
sion sexual, la artritis reumatoide, el sindrome de fatiga croni¬ 
ca y otras enfermedades. Aunque los metodos moleculares 
facilitan la deteccion de secuencias especiTicas de genes de los 
microorganismos, la falta de tecnicas confiables de cultivo 
complica los estudios que pueden incluir diversos metodos 
de tratamiento. M. fermentans se ha desarrollado en cultivos de 
muestras de liquido articular, pero a menudo no se sabe si los 
ensayos moleculares detectan microorganismos viables o no 
viables. Los estudios moleculares mostraron que M. fer¬ 
mentans es heterogeneo desde el punto de vista genotipico, 
como se evidencia por la presencia de los elementos similares 
a la secuencia de insercion en diversas localizaciones del DNA, 
que dan por resultado la variacion entre cepas y dentro de la 
misma cepa.^"^^ En estudios en los cuales el microorganismo se 
desarrollo de modo satisfactorio en el medio SP-4, la compro- 
bacion bioquimica definio cuatro grupos fenotipicos sobre la 
base de la utilizacion de arginina, glucosa, fructosa y V-acetil- 
glucosamina.^^^ El analisis sistematico fenotipico y genotipico 
de las cepas aisladas de M. fermentans a partir de una diversi- 
dad de muestras clmicas y enfermedades puede ayudar a defi- 
nir la patogenicidad y la patogenia de las infecciones por M. 
fermentans y la participacion de este microorganismo en diver¬ 
sos contextos clmicos. 

Mycoplasma penetrans 

En 1991, Lo y cols, en el AFIP de Washington, D.C., comu- 
nicaron el aislamiento de una especie nueva de Mycoplasma 
proveniente del aparato urogenital de varones homosexuales 
con infeccion por HIV.^^' Este microorganismo mostro caracte¬ 
risticas morfologicas singulares, como el cuerpo celular en for¬ 
ma de matraz con compartimentos: uno que contiene granulos 
gruesos dispuestos de modo laxo, compatibles con estructuras 
ribosomicas, y el otro mas pequeno y delgado con un conteni- 
do denso de granulos finos.^^^ Este microorganismo fermen- 
taba la glucosa, hidrolizaba la arginina pero no la urea, reque- 
ria colesterol para el crecimiento y pudo cultivarse en medio 
SP-4. Tambien se adheria a celulas de mamiferos a las que 
invadia de modo activo.^^^ Los microorganismos intracelula- 
res se observaban en el interior de vesiculas limitadas por una 
membrana, con la posterior alteracion y necrosis de la celula. 
Esta nueva especie recibio el nombre de Mycoplasma pene- 
trans.^^^'^^^ 
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Los estudios seroepidemiologicos probaron una alta fre- 
cuencia de anticuerpos contra M. penetrans en individuos 
infectados por Wang y cols, encontraron que 

35,4% de las muestras de suero de 444 pacientes infectados por 
HIV-1 eran positivas para anticuerpos contra M. penetrans 
En 234 varones con SIDA, 41,5% eran seropositivos; 20,3% de 
118 individuos asintomaticos infectados por HIV-1 eran tam- 
bien seropositivos. Solo uno de 384 donantes de sangre HIV 
negativos presentaba anticuerpos contra M. penetrans. Es inte- 
resante destacar que 40% de 85 muestras de suero archivadas 
de pacientes con “GRID” (inmunodeficiencia relacionada con 
los homosexuales), un termino utilizado a comienzos de la 
decada de 1980 para describir el SIDA, tambien fueron positi¬ 
vas para anticuerpos contra M. penetrans. En 336 muestras de 
suero de clmicas de enfermedades de transmision sexual en el 
sur de California, Brooklyn y Milwaukee, solo tres fueron posi¬ 
tivas para anticuerpos contra M. penetrans. Ninguna de las 178 
muestras de suero obtenidas de individuos seronegativos para 
HIV-1 con otras enfermedades o trastornos inmunitarios (p. ej., 
pacientes en dialisis, o pacientes con lupus eritematoso siste- 
mico, artritis reumatoide, esclerosis multiple, leucemia, linfo- 
ma u otros canceres) fue positiva para anticuerpos contra M. 
penetrans. Otros estudios seroepidemiologicos del mismo 
grupo de investigacion encontraron tasas elevadas de anticuer¬ 
pos contra micoplasmas en varones homosexuales, HIV-1- 
positivos, tanto sintomaticos como asintomaticos, pero solo en 
el 1 % de 308 muestras de drogadictos intravenosos y solo en el 
0,6% de 165 muestras provenientes de pacientes con hemofilia 
con infeccion por HIV-1 o sin ella, lo que sugiere que M. pene¬ 
trans puede transmitirse por via sexual."^^^ Grau y cols, infor- 
maron hallazgos muy similares sobre la presencia de anticuer¬ 
pos contra M. penetrans en un estudio realizado en Francia.'^^ 
Estos investigadores hallaron que la serologia positiva para M. 
penetrans se asociaba con infeccion por HIV-1 y con practicas 
sexuales de alto riesgo entre hombres homosexuales y que la 
seroprevalencia aumento con la progresion de la enfermedad 
relacionada con el SIDA. Durante los comienzos de la decada 
de 1990, algunos investigadores comunicaron una relacion epi- 
demiologica entre la presencia de anticuerpos contra M. pene¬ 
trans y el desarrollo del sarcoma de Kaposi (SK). Lo y cols, 
analizaron la seroprevalencia de M. penetrans en una cohorte 
de varones homosexuales de los cuales 33 eran seropositivos 
para HIV y 31 seronegativos que fueron incluidos en un estu¬ 
dio sobre la evolucion natural del SIDA realizado en la ciudad 
de Nueva York en 1984.^^^ La comprobacion de las muestras de 
suero archivadas entre 1984 y 1985 revelo que el 45,5% de los 
varones HIV positivos y el 22,5% de los HIV negativos tenian 
anticuerpos contra M. penetrans, lo que sugiere que M. pene¬ 
trans estaba presente como un probable agente transmisible por 
via sexual al comienzo de la epidemia del SIDA y no necesa- 
riamente se asociaba con la infeccion por HIV. En los 8 ahos 
posteriores, en nueve hombres se manifesto el sarcoma de 
Kaposi (SK); siete presentaron anticuerpos contra M. pene¬ 
trans y dos eran negativos. La seropositividad inicial contra M. 
penetrans se asocio estadisticamente con el desarrollo poste¬ 
rior del SK y, entre los hombres HIV-positivos, la aparicion del 
SK era mas probable en aquellos con serologias iniciales posi¬ 
tivas para M. penetrans. Estos investigadores concluyeron que 
la infeccion por M. penetrans podia actuar como un cofactor 
con el HIV en la aparicion ulterior del Sin embargo, 

otros investigadores no hallaron asociacion entre la infeccion 
por M. penetrans y el sarcoma de Kaposi, que en la actualidad 
se sabe que esta asociada con la infeccion por herpesvirus 
humano tipo 8.*^^ 


El empleo de tecnicas moleculares sensibles para la detec- 
cion directa de M. penetrans mostro que este microorganismo 
puede estar implicado en infecciones cronicas de celulas o teji- 
dos distintos de las celulas mononucleares de la sangre. 
Kovacic y cols, utilizaron ensayos de PCR especificos para M. 
pneumoniae, M. fermentans, M. genitalium, M. pirum, M. 
penetrans y M. hominis para investigar la presencia de estos 
microorganismos en celulas mononucleares de sangre periferi- 
ca provenientes de individuos infectados o no infectados por 
HIV-17^^ Solo M. fermentans se detecto en el 5,8% de 154 
pacientes seropositivos para HIV y en el 11,1 % de seronegati¬ 
vos. Estos investigadores sugirieron que el aparato urogenital 
es un nicho ecologico probable de este microorganismo, ya que 
fue aislado originalmente en muestras de orina y detectado por 
PCR en muestras de orina de pacientes que presentaban anti¬ 
cuerpos contra M. penetrans.^^^'^^'^^^ Tambien se comunico la 
presencia de bacteriemia por M. penetrans en pacientes no 
infectados por HIV con smdrome antifosfolipidico.^®® 

No se conoce el papel exacto de M. penetrans en la patoge- 
nia de la infeccion por HIV. La mayor parte de la investigacion 
se centro en su supuesta participacion como cofactor en la pro¬ 
gresion de la enfermedad asociada con HIV. Sasaki y cols., del 
Instituto Pasteur, demostraron que M. penetrans podia activar 
los linfocitos T humanos para sufrir blastogenesis seguida de 
proliferacion celular y expresion de marcadores de activacion 
de la superficie celular.^®^ Estos fenomenos se observaron con 
linfocitos provenientes de donantes sanos y de pacientes sinto¬ 
maticos y asintomaticos infectados por HIV. La caracterizacion 
de los linfocitos activados por la exposicion a M. penetrans 
mostro que los linfocitos que expresan CD4 o CD8 sufrian 
blastogenesis como resultado de esta expresion. La activacion 
se asocio exclusivamente con celulas de M. penetrans y no con 
sobrenadantes de los cultivos. En celulas linfoides cultivadas, 
la infeccion con M. penetrans estimula la liberacion de TNF-a 
y aumenta la replicacion del HIV-1 coinfectante.’®^ Estudios 
serologicos longitudinales tambien mostraron cargas virales de 
HIV mas elevadas y disminuciones mas rapidas en los recuen- 
tos de linfocitos CD4 en pacientes con titulos de anticuerpos 
persistentemente elevados o en aumento contra M. penetrans, 
lo que hace pensar en una asociacion entre infeccion activa por 
M. penetrans y progresion de la enfermedad por HIV‘^^ 

Mycoplasma pirum 

Aunque descrito por primera vez en 1985, solo en los ulti- 
mos ahos M. pirum atrajo cierta atencion como otro micoplas- 
ma asociado con el SIDA, junto con M. fermentans y M. pene¬ 
trans. Antes de esta asociacion, M. pirum se aislo en cultivos 
celulares como presunto contaminante, si bien las Imeas celu- 
lares de las cuales se aislo eran de origen humano; en la actua¬ 
lidad se considera que estos micoplasmas pueden haber estado 
naturalmente en los tejidos cultivados.^^ M. pirum se aislo en 
celulas mononucleares de sangre periferica de un paciente con 
infeccion por HIV y se detecto por PCR en celulas mononu¬ 
cleares sangumeas de individuos seropositivos para HIV.'^^ 
Similar a M. fermentans, los efectos citopaticos in vitro aso- 
ciados con el HIV tambien aumentan por la presencia de M. 
pirum, lo que llevo a la sugerencia de que, como sucede con M. 
fermentans, M. pirum puede actuar como cofactor en la pato- 
genia de las enfermedades relacionadas con el HIV^®^ 

M. pirum esta estrechamente relacionado con M. penetrans 
y M. pneumoniae y, al igual que a estos dos micoplasmas, pre- 
senta forma de matraz con un “extremo” por el cual el micro¬ 
organismo se adhiere al vidrio o al plastico. Se han caracteri- 
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zado la proteina adhesina tipo PI de M. pirum y el gen que la 
codifica.'^'^ Tras la adherencia, M. pirum, como lo hace M. fer- 
mentans y M. penetrans, puede invadir de modo activo las celu- 
Se estan llevando a cabo investigaciones para definir la 
interaccidn de M. pirum y otros micoplasmas con celulas 
humanas y determinar la participacion de estos microorganis- 
mos, si existe, en la patogenia de la enfermedad asociada con 
el HIV. 

Mycoplasma primatum 

M. primatum es una habitante comun de la cavidad bucal y 
del aparato urogenital de los monos cercopitecinos en los que se 
lo aislo por primera vez en 1971.^^ Se encontro que las cepas 
aisladas de los tejidos de estos animales en 1971 eran similares 
a los micoplasmas no clasificados que se habfan aislado en una 
infeccion del ombligo y en la vagina de una paciente en 1955.^^'^ 
Las nuevas evaluaciones de las cepas aisladas en monos y los no 
clasificados humanos permitieron establecer que eran iguales. 
Se observe que este micoplasma utilizaba arginina, requeria 
suero o colesterol para el crecimiento y era negative para las 
pruebas de fermentacion de la glucosa, ureasa, hemolisis, acti- 
vidad de hemadsorcion y reduccion del tetrazolio. Estas cepas 
aisladas en seres humanos y primates recibieron el nombre de 
M. primatum. Hasta la fecha, este micoplasma no ha side aso- 
ciado con infecciones o enfermedad clmica. 

Mycoplasma spermatophilum 

M. spermatophilum es una especie anaerobia de Mycoplas¬ 
ma recientemente descrita que se aislo en cinco muestras de 
esperma y en una unica muestra endocervical, obtenidas de seis 
pacientes que consultaron a una clmica de esterilidad.‘^^ En 
cultivos, esta especie anaerobia obligada crece mejor entre 
35 °C y 37 °C y produce una hemolisina que lisa los eritrocitos 
de cobayos, ovejas y seres humanos. Las colonias tienen el as- 
pecto tipico de huevo frito en medios solidos. Esta especie 
requiere esteroles para el crecimiento y no utiliza la glucosa ni 
hidroliza la arginina ni la urea; aun no se la considera patogena. 

Infecciones humanas debidas a especies de Mycoplasma 
de origen animal 

M. arginini es uno de los pocos micoplasmas encontrados en 
varios huespedes animales, como ovejas y cabras (tejidos respi- 
ratorio y ocular), ganado vacuno (aparato respiratorio, sangre, 
ubres, ojos, aparato urogenital) y felinos (aparato respiratorio). 
Estos animales pueden exhibir o no smtomas patologicos y aun 
se desconoce la posible participacion de este microorganismo 
en enfermedades de animales. Yechouran y cols, informaron un 
caso de neumonia complicada por septicemia mortal causada 
por M. arginini en un hombre de 64 ahos con estadio IVB de 
un linfoma no Hodgkin, que presentaba hipogammaglobuline- 
mia y habia recibido prednisona.^^^ Antes de su intemacion 
hospitalaria, el paciente trabajaba en un matadero, donde se 
sacrificaban ovejas, vacas y polios. M. arginini se desarrollo en 
tres hemocultivos, una muestra de cepillado bronquial, una 
muestra de lavado broncoalveolar y la punta del cateter de 
Swan-Ganz. Los antibiogramas realizados con el procedimien- 
to de dilucion en caldo determinaron que el microorganismo 
era sensible a tetraciclina, doxiciclina y ciprofloxacina, y resis- 
tente a eritromicina y estreptomicina. Este patron de sensibili^ 
dad tambien se observe enM. arginini aislado en animales. Los 
autores de este informe de caso sugirieron que el paciente 


adquirio la infeccion por la inhalacion de particulas en aerosol 
contaminadas en el ambito del matadero. 

Armstrong y cols, comunicaron un caso de infeccion pulmo- 
nar causada por M. canis en una mujer que estaba recibiendo 
tratamiento antineoplasico por carcinoma metastatico del cue- 
llo uterino.^"^ El mismo microorganismo se aislo en el aparato 
respiratorio de otros miembros de la familia y en el perro mas- 
cota, quienes presentaron infecciones de las vias respiratorias 
altas al mismo tiempo. Bonilla y cols, tambien comunicaron un 
caso de artritis septica de la cadera izquierda y de la rodilla 
derecha debida a M. canis en una mujer con inmunodeficiencia 
comun variable.‘*‘^ La paciente tenia antecedentes de exposicion 
a gatos. A pesar del desbridamiento quiriirgico y del tratamien¬ 
to con doxiciclina, se noto una osteomielitis cronica disemina- 
da de la cadera que requirio artroplastia. 

Especies hemotropicas de Mycoplasma 

Las especies de Haemobartonella y Eperythrozoon son bac- 
terias similares a los micoplasmas que se adhieren y crecen en 
las superficies de los eritrocitos de varias especies de vertebra- 
dos.^^^ Hasta hace poco, estos microorganismos se clasificaban 
en el orden Rickettsiales, dada la similitud que presentaban con 
las rickettsias con respecto a su tamaho, caracteristicas de tin- 
cion, tropismo por los eritrocitos y transmision entre animales 
por artropodos vectores. Sobre la superficie de los eritrocitos 
estas bacterias aparecen como estructuras pequenas, con forma 
cocoide, bacilar (o anular), azules o violetas cuando se tihen 
con el metodo de Wright-Giemsa o con naranja de acridina.^^ 
Desde el punto de vista fenotipico, las especies de Eperythro¬ 
zoon forman estructuras anulares en la superficie de los eritro¬ 
citos y a menudo aparecen sin adherirse a ellos y libres en el 
plasma. Por el contrario, las especies de Haemobartonella no 
forman estructuras anulares y raras veces se observan en el 
estado libre, sin estar adheridas. En algiin momento se recono- 
cio la arbitrariedad de la diferenciacion fenotipica de estas dos 
especies, lo que llevo a su reciente reclasificacion (vease mas 
adelante). Estas bacterias no son cultivables en medios bacte- 
riologicos y se mantienen en laboratorios de invesiigacion 
mediante pasajes seriados en los animales huespedes. Las in¬ 
fecciones en animales causadas por las especies de Eperythro¬ 
zoon y Haemobartonella suelen ser asintomaticas y pueden 
persistir en forma latente durante ahos; se considera que los 
microorganismos se eliminan de la circulacion por el bazo.^^^ 
Dado que no se comprenden en su totalidad los factores pre- 
disponentes (estres, etc.), grandes cantidades de microorganis¬ 
mos pueden reaparecer en el torrente circulatorio. En algunos 
animales puede aparecer una anemia cronica sutil o una anemia 
hemolitica, manifiesta, grave y con frecuencia mortal. por 
ejemplo, los bien conocidos micoplasmas felinos hemotropicos 
no suelen causar enfermedad en los animales infectados natu- 
ralmente, pero pueden provocar anemia en los gatos infectados 
por el virus de la leucemia felina y acelerar el desarrollo de 
enfermedades mieloproliferativas inducidas por este virus.'^^^ 
Los micoplasmas hemotropicos se transmiten de un animal a 
otro por diversos artropodos hematofagos, como piojos, garra- 
patas, moscas, pulgas y mosquitos. 

Cuando se descubrieron, las diversas especies de Haemo¬ 
bartonella y Eperythrozoon se denominaron de acuerdo con el 
huesped al que afectaban, aunque realmente no se conoce la 
variedad de huespedes de diferentes especies que afecta. A 
mediados de la decada de 1990, las especies reconocidas de 
Haemobartonella y Eperythrozoon eran H. canis (caninos), H. 
felis (felinos), H. muris (roedores), E. coccoides (ratones), E. 
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iovinos), £. suis (cerdos), E. parvum (cerdos) y E. wenyo- 
rii (ganado bovino). En 1997, se investigaron las secuencias 
^enicas del rRNA 16S de H. felis, H. muris, E. suis y E. wen- 
• y se demostro que estas bacterias no estaban relacionadas 
jc^de el punto de vista filogenetico con las rickettsias pero 
cMaban mas estrechamente vinculadas con los miembros del 
genero Mycoplasma}^^'^^ En 2001, estas cuatro especies de 
microorganismos se retiraron del orden Rickettsiales, familia 
Anaplasmatales y se les dio la categona ''candidatus^' en el 
f enero Mycoplasma como ''Candidatus Mycoplasma hemofe- 
iis *. "Candidatiis Mycoplasma haemomuris”, ''Candidatus 
Mycoplasma haemosuis” y **Candidatus Mycoplasma wenyo- 
nii" 198.319.424 La categona ‘‘Candidatus” suele reservarse para 
los taxones nuevos o descritos de forma incompleta. For esto, 
la Judicial Commission of the International Committee on the 
Systematics of the Prokaryotes resolvio que, al cambiar los 
nombres de los microorganismos publicados con legitimidad a 
la categoria taxonomica menor de “candidatus”, los nombres 
originales perderian el lugar porque no habiia ningiin nombre 
nuevo o sustitutivo para agregar a la lista aprobada de nombres 
bacterianos {Approved List of Bacterial Names). Como conse- 
cuencia, todas las especies que se habian renombrado bajo la 
categona ‘‘candidatus” fueron revisadas eliminando la catego¬ 
ria “candidatus” y se las renombro como nuevas especies de 
Mycoplasma. Al mismo tiempo que se publicaba esta opi¬ 
nion, se describieron otras tres especies “candidatus” -“candi- 
datus Mycoplasma haemodidelphidis”, “candidatus Mycoplas¬ 
ma haemolamae” y “candidatus Mycoplasma haemominutum”- 
como bacterias hemotropicas a partir de zarigueyas, alpacas y 
gatos, respectivamente, infectados en forma natural.Como 
resultado, las especies originales de Eperythrozoon y Haemo- 
bartonella ahora se clasifican en el genero Mycoplasma como 
M. hemofelis (gatos), M. haemomuris (ratones), M. haemosuis 
(cerdos), M. wenyonii (bovinos), M. ovis (oveja y cabras), M. 
haemolamae (llamas), M. haemocanis (caninos), M. haemo- 
didelphidis (zarigiieya) y “candidatus M. haemominu- 
Juntos, estos micoplasmas hemotropicos recibie- 
ron el nombre comiin de “hemoplasmas”. 


Cultivos de micoplasmas humanos a partir 
de muestras cimicas 

Consideraciones generales 

Los micoplasmas humanos pueden dividirse en tres grupos 
sobre la base de la utilizacion de tres sustratos: glucosa, argini- 
na y urea (vease cuadro 18-1). De acuerdo con la especie de 
micoplasma que se esta investigando, un medio peptonado 
basal enriquecido que contenga extracto de levadura y suero se 
suplementa con uno de estos tres sustratos y se agrega un indi- 
cador de pH (por lo general rojo fenol). M. pneumoniae meta- 
boliza la glucosa para producir acido lactico, lo que determina 
el cambio a un pH acido. M. hominis metaboliza la arginina 
con la produccion de amoniaco y el cambio del pH de neutro a 
alcalino. De manera similar, U. urealyticum produce la enzima 
ureasa que hidroliza la urea a amomaco, lo que causa el cam¬ 
bio a un pH alcalino. M. fermentans produce acido a partir de 
la glucosa y tambien metaboliza la arginina. 

Las muestras para el aislamiento de micoplasmas, en parti¬ 
cular los micoplasmas genitales de crecimiento mas rapido, se 
inoculan de manera rutinaria tanto en medios solidos (con agar) 
como en algun tipo de medio liquido (caldo) de enriqueci- 
miento, selectivo o diferencial. Muchas de las formulas de los 


caldos utilizados para el aislamiento de micoplasmas son difa- 
sicas, con un medio que contiene agar en el fondo de un tubo 
cubierto con caldo de composicion similar pero sin el agrega- 
do de agar. Los medios para el aislamiento de micoplasmas 
tambien contienen antibioticos (p. ej., ampicilina, penicilina, 
polimixina B y anfotericina) para inhibir las bacterias y los 
hongos contaminantes. Antes se agregaba a los medios acetato 
de talio como agente antibacteriano, pero este compuesto es inhi- 
bidor para U. urealyticum y M. genitalium y tambien es muy 
toxico para los seres humanos. 

Los micoplasmas humanos difieren en su pH optimo para el 
crecimiento y en las condiciones atmosfericas requeridas para 
el aislamiento satisfactorio en muestras cimicas (vease cuadro 
18-1). En los medios utilizados para el aislamiento de M. pneu¬ 
moniae se agrega un buffer para amortiguar el pH inicial a 
cerca de 7,8, mientras que el medio para el crecimiento de M. 
hominis se amortigua inicialmente a un pH neutro (7). U. ure¬ 
alyticum crece de modo optimo en un ambiente con un pH 
levemente acido, de manera que el medio para el aislamiento 
primario para esta especie esta regulado a un pH cercano a 6. 
La temperatura optima para el crecimiento de los micoplasmas 
es de 35 °C a 37 °C. M. pneumoniae y M. hominis crecen bien 
en presencia de aire o en una atmosfera compuesta por 95% de 
nitrogeno y 5% de dioxido de carbono. U. urealyticum tiende a 
ser capnofilo, con un crecimiento optimo que se produce en 
una atmosfera de 10-20% de dioxido de carbono y 80-90% de 
nitrogeno. El medio solido inoculado directamente con la 
muestra o los subcultivos provenientes de medios hquidos 
deben incubarse en las condiciones adecuadas descritas antes; 
el caldo puede incubarse siempre en condiciones aerobias. 

Los caldos suelen inocularse con 0,1 mL a 0,2 mL de la 
muestra contenida en un liquido de transporte. Las placas de 
agar se inoculan con una cantidad similar y el inoculo se dise- 
mina sobre la superficie del agar con una varilla arqueada de 
vidrio. Las placas de agar se sellan con cinta de celofan para 
evitar el secado del agar. Los medios para el aislamiento de M. 
pneumoniae deben incubarse hasta 4 semanas antes de realizar 
el informe final del cultivo. Los cultivos para los micoplasmas 
genitales deben incubarse durante 7 a 8 dias; la mayoria de los 
cultivos en medios liquidos positivos se detectan despues de 5 
dias de incubacion. Los medios difasicos se comparan con 
tubos de los mismos medios inoculados con medio de trans¬ 
porte esteril, incubados al mismo tiempo y en las mismas condi¬ 
ciones, y con tubos inoculados con cepas control de micoplas¬ 
ma para detectar diferencias sutiles en el color o la turbidez. 
Los cultivos deben inspeccionarse todos los dias para determi- 
nar cambios sutiles debido a que los microorganismos mueren 
con rapidez una vez que sucede el crecimiento y se consumen 
los sustratos. Si se detecta en forma visual un cultivo poten- 
cialmente positivo en el medio difasico, el caldo se subcultiva 
en un medio solido, como agar SP-4 o agar diferencial Al 
(vease la descripcion mas adelante). 

La identificacion de los micoplasmas requiere el reconoci- 
miento de las colonias tipicas en medios solidos inoculados 
directamente con la muestra o con un ansa del medio liquido a 
partir de un medio liquido difasico presuntamente positivo. Las 
colonias en medios solidos pueden examinarse directamente 
con aumentos de 30 x a 100 x con luz incidente periferica para 
establecer la morfologia y las caracteristicas del crecimiento. 
Los colorantes supravitales, como el de Diene, pueden utilizar- 
se para caracterizar mas las colonias y para diferenciarlas de 
los artificios de tecnica. Diversas pruebas de identificacion 
pueden realizarse directamente sobre el medio solido, como la 
prueba de hemadsorcion para la identificacion presuntiva de M. 
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pneumoniae, o sustratos como arginina o urea, mas el indica- 
dor rojo fenol, pueden incorporarse al agar para proporcionar 
una evaluacion directa de la utilizacion del sustrato y, por con- 
siguiente. una identificacion presuntiva. Los medios para el 
cultivo de micoplasmas respiratorios y genitales, y los procedi- 
mientos de identificacion para M. pneumoniae y U. urealyti- 
ciim se detallan en los protocolos 18-1, 18-2, 18-3, 18-4, 18-5 
y 18-6. 

Recoleccion de la muestra 

M. pneumoniae puede aislarse en muestras de las vias respi- 
ratorias altas y bajas, como hisopado de fauces, hisopados 
nasofarmgeos, lavados de fauces, esputo, aspirados traqueales 
y transtraqueales, broncoscopia, lavado broncoalveolar y 
muestras de tejido pulmonar. El microorganismo puede aislar¬ 
se a partir de estas muestras durante la evolucion de la enfer- 
medad y durante cierto tiempo despues de la desaparicion de 
los sintomas. Debido a los requerimientos nutricionales espe- 
ciales de estas bacterias. los medios de cultivo deben inocular- 
se lo antes posible despues de la recoleccion. Para el transpor- 
te de las muestras de hisopados pueden utilizarse medios de 
cultivo presentados en pequehos frascos ampollas; otras mues¬ 
tras (p. ej., esputo, tejido, lavados) pueden ser transportadas al 
laboratorio en recipientes esteriles con tapa a rosea. Antes de la 
inoculacion de los medios de crecimiento, las muestras respi- 
ratorias deben ser homogeneizadas mediante el pasaje repetido 
a traves de aguja y jeringa; el mucolitico Sputolysin® u otros 
tratamientos quimicos para la licuefaccion del esputo resultan 
toxicos para los micoplasmas. 

Los micoplasmas genitales pueden aislarse en diversas 
muestras, como exudado uretral. vaginal y cervical: secrecio- 
nes prostaticas; semen; orina; sangre, otros Ifquidos corporales 
(LCR, liquido amniotico, secreciones respiratorias, liquido 
sinovial, liquido pericardico) y tejidos (p. ej., lavados y biop- 
sias endometriales, tejidos placentarios o amnioticos, tejidos 
fetales o de aborto, biopsias de la trompa de Falopio, biopsias 
uterinas, biopsias de herida, tejidos rectales). Las muestras por 
hisopado deben obtenerse utilizando hisopos de Dacron®, de 
alginato de calcio o de poliester con tallos plasticos o de alu- 
minio. No deben utilizarse hisopos con tallo de madera porque 
este material por si puede ser toxico para los ureaplasmas. Si se 
investigan simultaneamente otros patogenos del aparato genital 
es preferible utilizar hisopos de rayon o dacron montados en 
palillos plasticos, ya que no son toxicos para los patogenos 
genitales. Debe evitarse el contacto de los hisopos con solucio- 
nes antisepticas, cremas, geles o lubricantes. No debe permitir- 
se el secado de las muestras del hisopo; para ello deben colo- 
carse de inmediato en un medio de transporte o cultivo tras la 
recoleccion. Otros Ifquidos corporales y muestras de biopsia de 
tejidos deben remitirse en envases esteriles. No debe emplear- 
se solucion fisiologica para humedecer las muestras de tejido 
porque puede causar la lisis de los microorganismos. En el 
laboratorio, las muestras de tejido deben triturarse en medio de 
transporte esteril para producir una suspension al 10 % (p/v) y 
diluirse de forma seriada 10 y 100; este procedimiento es nece- 
sario para evitar la inhibicion del crecimiento de micoplasmas 
por materia organica como hemoglobina, fosfolipidos toxicos, 
anticuerpos o complemento que puedan estar presentes en el 
tejido de la muestra. Estas diluciones luego se utilizan para ino¬ 
cular los medios de crecimiento. 

Las muestras de sangre pueden cultivarse para micoplasmas 
por inoculacion de los medios de crecimiento en una relacion 
de una parte de sangre con nueve partes de caldo (dilucion 


1:10). Como optimo, al menos deben cultivarse 10 mL de san¬ 
gre de pacientes adultos. Lo ideal es que el medio de creci¬ 
miento no contenga polianetol sulfonato de sodio (SPS), que 
inhibe el crecimiento de las especies de Mycoplasma, pero 
debe ser un medio con una formula especffica para micoplas¬ 
mas (vease mas adelante). Como sucede con N. gonorrhoeae, 
la inhibicion del crecimiento por el SPS puede superarse 
mediante el agregado de gelatina esteril al medio de creci¬ 
miento a una concentracion final del 1% (p/vol). Los caldos 
sembrados deben subcultivarse a ciegas, ya que los instrumen- 
tos para hemocultivos monitorizados de modo continuo y auto- 
matizados, en la mayoria de los casos, no pueden detectar el 
crecimiento de micoplasmas.**^^ 

Medios de transporte 

Los micoplasmas son muy sensibles a las condiciones am- 
bientales adversas, de modo que las muestras deben colocarse 
en medios de transporte o de crecimiento adecuados lo antes 
posible despues de su recoleccion. Pueden emplearse varios 
medios de transporte para los cultivos de micoplasmas geni¬ 
tales como caldo que contiene tripticasa y soja con el agregado 
de albumina serica bovina al 0,5%, caldo 2SP (suero fetal bovi- 
no inactivado por calor al 10% con 0,2 M de sacarosa en 0,02 
M de buffer fosfato, pH 7,2) o diversos tipos de medios de cre¬ 
cimiento para micoplasmas (p. ej., SP-4, caldo de Shepard 
lOB). Por lo general se agregan antibioticos y antimicoticos 
(penicilina, 100 000 U/mL; polimixina B, 5 000 |Lig/mL; anfo- 
tericina B, 2 mg/mL, concentraciones finales) para disminuir la 
contaminacion por otros microorganismos bacterianos y mico- 
ticos. Las muestras deben ser transportadas al laboratorio de 
inmediato y se mantienen hasta 24 horas a 4 °C antes de la 
siembra en los medios de crecimiento. Si el cultivo se retrasa 
mas de ese tiempo, la muestra debe congelarse a -70 °C. Antes 
del cultivo, estas muestras deben descongelarse rapidamente en 
un bano a 37 ®C. Las muestras de orina para cultivo deben ser 
centrifugadas y el sedimento diluido en una relacion 1:1 con 
medio de transporte antes del congelamiento. Los estabilizado- 
res proteicos en el medio de transporte evitan la perdida de la 
viabilidad de los microorganismos que puede suceder si las 
muestras de orina se congelan sin esta medida protectora. 

Medios para el cultivo de micoplasmas 

En la literatura se describieron diversos tipos de medios para 
el cultivo de M. pneumoniae y de los micoplasmas genitales."*^' 
Como ya se menciono, la mayorfa de los medios con caldo son 
difasicos; es decir. los tubos contienen una fase solida de agar 
que esta cubierta con un medio Ifquido (caldo) de composicion 
similar. Lfn medio recomendado por los CDC para el aisla- 
miento de M. pneumoniae es el medio difasico azul de metile- 
no-glucosa. Este medio contiene caldo y agar PPLO (microor¬ 
ganismo similar a la pleuroneumonia), extracto de levadura y 
suplementos de suero junto con glucosa, azul de metileno y ro¬ 
jo fenol. El azul de metileno en el medio inhibe el crecimiento 
de otros micoplasmas humanos que pueden encontrarse en el 
aparato respiratorio, lo que lo convierte en un medio selective 
para M. pneumoniae. Durante el crecimiento de M. pneumo¬ 
niae, el medio se toma mas acido y el rojo fenol vira del color 
salmon al amarillo. Al mismo tiempo, los microorganismos 
reducen el azul de metileno y vira del azul al incoloro. Por con- 
siguiente. el color de la fase liquida cambia del purpura al 
verde o amarillo verdoso, mientras que la fase solida del agar 
vira del violeta al amarillo o al amarillo anaranjado. Este medio 
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>e uliliza junto con el medio agar glucosa para micoplasma. 
colonias aisladas, ya sea directamente en este medio o en 
subcultivos de caldos positivos, son sometidas a procedi- 
mientos de observacion e identificacion. En el protocolo 18-4 
>e presentan los componentes y las formulas de los medios de 
ii>lamiento para M. pneumoniae. 

Otro medio recomendado para el aislamiento de M. pneu- 
irrniae a partir de muestras clmicas es el caldo SP-4 y el agar 
SP-4 que contiene glucosa.Estos medios se formularon ori- 
ginalmente para el cultivo de espiraplasmas, pero tambien pro- 
rorcionan un aislamiento mejor de M. pneumoniae y otros 
micoplasmas humanos (p. ej., M. genitalium). En un estudio 
.omparativo realizado por Tully y cols., el medio difasico SP- 
- permitio el aislamiento de M. pneumoniae en 69 de 200 
muestras que eran negativas cuando se cultivaron por otros 
metodos “estandares”."^^^ Como sucede con el medio difasico 
con azul de metileno-glucosa, el crecimiento se detecto por el 
cambio del indicador rojo fenol del rojo al amarillo, lo que 
indica la produccion de acido a partir de la glucosa. Los medios 
lie agar y caldo SP-4 pueden utilizarse para el aislamiento de 
M. hominis si se agrega arginina en lugar de glucosa. 

Como M. hominis y U. urealyticum metabolizan sustratos 
Jiferentes y difieren en el pH para el crecimiento optimo, 
muchos laboratorios emplean dos tipos de medio solido para 
>us cultivos. Ademas, deben sembrarse las formulaciones difa- 
sicas con caldo y agar de cada tipo de medio para obtener el 
aislamiento optimo de micoplasmas. El caldo H y el agar H se 
utilizan para aislar M. hominis y son regulados con buffer a un 
pH neutro (7,0). Algunas formulas tambien contienen arginina 
como sustrato para el crecimiento, donde se utilizan la turbi- 
dez y el cambio de color del indicador rojo fenol en el rango 
alcalino del medio para detectar el crecimiento de microorga- 
nismos. El caldo U y el agar U, utilizados para aislar U. ure¬ 
alyticum, estan amortiguados a un pH mas bajo (5,5 a 6,0) y 
contienen urea como sustrato para el crecimiento. Estos ulti- 
mos medios tambien son mas selectivos para U. urealyticum si 
se agrega lincomicina, porque los ureaplasmas son resistentes 
a este antibiotico y las cepas de M. hominis son sensibles. En 
el protocolo 18-5 se encuentran las formulas de los medios pa¬ 
ra el aislamiento de micoplasmas genitales. 

En la literatura se han presentado otros medios para el aisla¬ 
miento y la identificacion de micoplasmas genitales. Los 
medios liquidos incluyen el U-9 ureasa descriio por Shepard y 
Lunceford, el caldo con azul de bromotimol, el caldo Boston 
S-2 y el medio SP-4 utilizados para el aislamiento de mico¬ 
plasmas respiratorios.*^^’^'^^’^^^’^^^’'^^^-^^^'^^^^ El medio SP-4 debe 
suplementarse con urea o arginina para detectar especifica- 
menle U. urealyticum y M. hominis, respectivamente. El caldo 
Boston S-2 es un medio unico que contiene medio base enri- 
quecido, suero de caballo, extracto de levadura, indicador 
rojo fenol, L-cistema, urea y penicilina. El crecimiento de U. 
urealyticum se determina por la aparicion de un color rosa en 
el medio, mientras que el de M. hominis se pone de manifiesto 
por color salmon palido a naranja o por la aparicion de una leve 
turbidez. El medio agar diferencial A7 de Shepard y varias 
modificaciones de este (p. ej., A7B y A8) son particularmente 
utiles, ya que tanto M. hominis como U. urealyticum crecen 
bien en ellos y pueden ser diferenciados con facilidad entre si 
por la morfologia de la colonia y por la deteccion directa de la 
formacion de ureasa por esta ultima especie (vease la descrip- 
cion mas adelante).^^^’^^^’^^^ Como se vera, con este medio 
puede lograrse la identificacion presuntiva de M. hominis y la 
identificacion defmitiva de U. urealyticum, sin la necesidad de 
otras pruebas o reactivos. 


Aislamiento e identificacion de Mycoplasma pneumoniae 

El crecimiento de M. pneumoniae en muestras clmicas suele 
detectarse por la capacidad de estos microorganismos de pro- 
ducir acido a partir de la glucosa.Se inocula el medio difasi¬ 
co que contiene azul de metileno y glucosa con 0,2 mL de la 
muestra en el Ifquido de transporte. De modo simultaneo, los 
tubos de medios se inoculan con un medio de transporte esteril 
y con un cultivo de control positive y se incuban junto con las 
muestras. Los cultivos en caldo se incuban a 35 °C con las ta- 
pas ajustadas. Los tubos se observan todos los dias para deter- 
minar cambios de color y turbidez durante 4 semanas. El desa- 
rrollo de turbidez macroscopica y el cambio del indicador a 
acido o alcalino dentro de 1 a 5 dias suelen deberse a la conta- 
minacion bacteriana. Un cambio leve y gradual en el indicador 
de pH en un periodo de 8 a 15 dias sin turbidez macroscopica 
sugiere un verdadero cultivo positive. Enseguida despues de 
determinar los cambios de color en el medio, el caldo debe sub- 
cultivarse en un medio con agar adecuado; a medida que se 
acumula mas acido en el medio, los micoplasmas se toman no 
viables con rapidez. Ante la primera indicacion de crecimiento, 
el caldo se subcultiva en un medio solido (como agar SP-4) y 
se incuba en aerobiosis durante 5 a 7 dias. La observacion de la 
superficie del agar con microscopia de bajo aumento revelara 
colonias pequenas de los microorganismos. En ausencia de 
cambio de color evidente en los medios difasicos, debe reali- 
zarse un subcultivo a ciegas en medios solidos despues de 1 y 
3 semanas de incubacion. En la figura 18-1 se muestra un es- 
quema general para el aislamiento de M. pneumoniae. 

M. pneumoniae puede identificarse por diversos procedi- 
mientos, algunos de los cuales son mejores que otros,^"^ Las 
pruebas mas adaptables a los laboratorios clmicos comprenden 
la prueba de hemadsorcion (protocolo 18-2) y la prueba de re- 
duccion del tetrazolio (protocolo 18-6). En el procedimiento de 
hemadsorcion, a las colonias que crecen en la superficie del 
agar se les agrega una suspension al 0,2-0,4% de eritrocitos de 
cobayo lavados. Tras la incubacion, la superficie de la placa se 
cubre cuidadosamente con solucion fisiologica esteril y se exa- 
mina con un aumento de 50 x a 100 x. Las colonias de M. 
pneumoniae adsorben los eritrocitos a su superficie y aparecen 
como colonias redondas recubiertas con eritrocitos (vease 
lamina en color 18-1 A). Este procedimiento funciona mejor en 
colonias de 5 a 7 dias de formadas; las colonias mas viejas tien- 
den a perder su capacidad de hemadsorcion. Otras especies de 
Mycoplasma que habitan las vias respiratorias altas son negati¬ 
vas en la prueba de hemadsorcion. 

La prueba de reduccion del tetrazolio se aprovecha de la 
capacidad exclusiva de M. pneumoniae para reducir el com- 
puesto incoloro trifenil tetrazolio al compuesto rojo formazan. 
Para llevar a cabo la prueba, la superficie del agar que tiene las 
colonias sospechosas se cubre con una solucion de clorhidrato 
de 2-(p-yododofenil)-3-nitrofenil-5-fenil tetrazolio (0,21%) y 
se incuba a 35 °C durante una hora. Las colonias de M. pneu¬ 
moniae aparecen rojizas tras ese lapso y pueden tomar un color 
purpura a negro despues de 3 a 4 horas. Otros micoplasmas son 
negativos con esta prueba. La prueba de tetrazolio puede reali- 
zarse incluso despues de llevar a cabo el procedimiento de 
hemadsorcion. 

Tambien pueden utilizarse metodos serologicos especiTicos 
para la confirmacion de cultivos de M. pneumoniae. El mas 
rapido es el procedimiento de epifluorescencia. El medio de 
agar que contiene las colonias se cubre con anticuerpos especi- 
ficos contra M. pneumoniae conjugado con isotiocianato de 
fluorescema; se lava para eliminar el conjugado no unido y 
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Muestra (hisopado de fauces hisopado nasofaringeo, lavados 
de fauces, esputo, lavado traqueal/transtraqueal, broncoscopio, 
lavado broncoalveolar, tejido pulmonar) 


Medio difasico con azul 
de metileno y glucosa 


Incubar a 35 °C 


I I 

Cambio a un pH levemente acido despues Sin cambio despues de 4 semanas 

de 8 a 15 dias de incubacion 

i 

Subcultivar el caldo a un medio solido de agar Cultivo negative 

glucosa para micoplasmas 

Incubar a 35 °C 
en aerobiosis, 

5 a 7 dias 

Crecimiento 

Confirmar con prueba de hemadsorcion, 
prueba de reduccion del tetrazolio o ambas 


Pruebas confirmatorias positives 

i 

“Aislamiento de 
Mycoplasma pneumoniae'’ 

Figura 18-1 Protocolo para el aislamiento de Mycoplasma pneumoniae en muestras respiratorias. 


luego se lo observa con un microscopio equipado para proce- 
dimientos de epifluorescencia donde se vera la fluorescencia de 
las colonias de M. pneumoniae. Aunque se lo considera el pro- 
cedimiento de referencia, la prueba de inhibicion del creci¬ 
miento para la identificacion de M. pneumoniae es tambien el 
procedimiento mas laborioso. En esta prueba, se siembra una 
placa de agar en toda su extension a partir de una suspension 
en caldo del aislamiento por identificar. A continuacion se 
coloca sobre la superficie del agar un trozo de papel de filtro 
impregnado con anticuerpos contra M. pneumoniae. Tras la 
incubacion se observara la inhibicion del crecimiento de las 
colonias alrededor del papel de filtro que esta saturado con 
anticuerpos especificos de especie. 

Otras tecnicas tambien se han aplicado al diagnostico de 
infecciones respiratorias por M. pneumoniae. Cimolai y cols, 
describieron una tecnica nueva de amplificacion del cultivo 
similar a los metodos de cultivo en monocapa del tipo shell vial 
utilizados en la actualidad en virologia.^^ Los cultivos conven- 
cionales en agar y caldo se realizan por duplicado. Durante 
cada dia de incubacion se prueban alicuotas de una de las 
muestras duplicadas de caldo mediante una tecnica de inmuno- 
transferencia que utiliza la captura de antigeno por anticuerpo 
monoclonal dirigido contra la adhesina asociada con la mem- 
brana de 43 kDa de M. pneumoniae. El metodo de inmuno- 
transferencia detecto cultivos positivos ya en 2 a 12 dias 
(media, 4,7), mientras que los cultivos convencionales fueron 
visiblemente positivos en 7 a 14 dias (media, 8,3). 


Deteccion de Mycoplasma pneumoniae por procedimientos 
que no utilizan cultivos 

Dado el crecimiento lento de M. pneumoniae se crearon 
metodos para la deteccion directa que no dependen del 
crecimiento e incluyen ensayos de captura de antigeno, inmu- 
nofluorescencia directa, analisis de inmunotransferencia y 
metodos con sondas de acido nucleico.^^"*’^^^ En general, mu- 
chas de estas pruebas carecen de la sensibilidad suficiente 
como para ser consideradas utiles desde el punto de vista clmi- 
co. Marmion y cols, describieron un enzimoinmunoanalisis 
(ElA) con captura de antigeno que emplea anticuerpos policlo- 
nales dirigidos contra el antigeno PI purificado.^®^ En un estu- 
dio de muestras respiratorias de 234 pacientes, la prueba del 
antigeno detecto cuatro de cuatro pacientes que eran positivos 
por cultivo y serologia y cuatro de cinco pacientes que eran 
positivos solo por cultivo. Cabe destacar que el 43% de 23 
pacientes que eran negativos por cultivo pero seropositivos y el 
71 % de los pacientes con diagnostico basado en la elevacion 
del titulo de anticuerpos a los que no se les habian realizado 
cultivos fueron positivos con el EIA con captura de antigeno. 
Estos hallazgos indicaron que la prueba del antigeno y tal vez 
otras pruebas directas necesitan ser confirmadas mediante la 
evaluacion serologica con respuesta de anticuerpos para verifi- 
car que la infeccion diagnosticada por la prueba directa es una 
infeccion actual y no el resultado de un estado de portador, pro- 
longado o que continua, del microorganismo por una infeccion 
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preN u - Los ensayos para la deteccion direcia de antigeno han 
en gran medida reemplazados por tecnicas moleculares. 

Antes de la aparicion de los metodos basados en la amplifi- 
w';jci6n se empleaba una sonda de DNA directa, marcada en 
rcrma radiactiva para el diagnostico de las infecciones respira- 
;ona> por micoplasmas. La sonda de DNA para M. pneumoniae 
■Gen-Probe, San Diego CA) se hibrido con el rRNA 16S del 
nucroorganismo y se utilize el radiactivo para generar una 
>enal de deteccion. Tilton y cols, compararon la sonda de DNA 
con cultivos y encontraron que la sonda tenia una sensibilidad 
del 100% y una especificidad del 98% cuando se comparaba 
con el cultivo.'^^^ Dular y cols, informaron que la sonda tenia 
una sensibilidad y especificidad del 89% en comparacion con 
el cultivo.'^ En ambas publicaciones, los autores destacaron 
los aspectos practices de la sonda como un metodo rapido, sen¬ 
sible y oportuno para el diagnostico, ya que los resultados estan 
disponibles en cerca de dos boras, mientras que el cultivo 
requiere varias semanas. Ademas, el diagnostico rapido pro- 
p- Tcionado por la sonda podria eliminar la dependencia de la 
comprobacion serologica retrospectiva (p. ej., fijacion del com- 
plemento) o marcadores serologicos inespecificos (crioagluti- 
ninas) para el diagnostico y permitiria iniciar antes el trata- 
miento antimicrobiano especifico. Entre las desventajas de la 
sonda estan su vida util relativamente breve de 6 semanas, la ne- 
cesidad de equipos adicionales, la generacion y la eliminacion 
de desechos radiactivos y su costo. Ademas, como los micro- 
organismos pueden estar albergados en el aparato respiratorio 
durante la convalecencia, pueden encontrarse pruebas de son- 
das positivas en muestras de hisopados respiratorios prove- 
nientes de individuos sanos. La prueba Gen-Probe fue retirada 
del mercado en 1992. 

Desde 1989 se crearon varios metodos moleculares, como 
PCR anidada y semianidada, ensayos de PCR multiples, ampli- 
ficacion basada es la secuencia del acido nucleico (NASBA), 
Q(J-replicasa y PCR en tiempo real, para la deteccion de M. 
pneumoniae en diversos tipos de muestra,^^^-^^^ que compren- 
den esputo, hisopado de fauces, aspirados nasofaringeos y tra- 
queales, lavados broncoalveolares, aspirados transtoracicos 
con aguja, tejidos pulmonares fijados y biopsias de pulmon a 
cielo abierto. Los principales genes diana para estos ensayos 
fueron el gen para la adhesina PI, el rRNA 16S especifico de 
especie, los genes para el operon de ATPasa de los micoplas¬ 
mas y el gen tuf\ que codifica el factor de elongacion 2, un fac¬ 
tor que actua en la sintesis de proteina al nivel del mRNA ribo- 

Buck y cols, describieron 
una prueba de PCR en la cual el segmento de DNA amplifica- 
do utilizado tenia 375 pares de bases (pb) de la proteina adhe¬ 
sina PI de M. pneumoniae En muestras clinicas simuladas, 
esta prueba pudo detectar un limite inferior de entre 1 y 10 
microorganismos, en comparacion con un limite inferior de 
1 000 microorgan ismos para la deteccion por cultivo. Otros 
autores informaron sensibilidades similares al utilizar las mis- 
mas secuencias diana de DNA."^* Varios investigadores dise- 
fiaron sondas especificas de especie para M. pneumoniae basa- 
das en secuencias del rRNA 16S especificas de M. pneumoniae 
y encontraron que la amplificacion y la ulterior deteccion por 
sonda de estas secuencias en muestras clinicas era mas sensi¬ 
ble que el cultivo.'^'” Al utilizar la tecnica de PCR, Narita y 
cols, detectaron DNA especifico de M. pneumoniae en cuatro 
de seis muestras de LCR y en tres de cuatro muestras de suero 
provenientes de pacientes con infeccion clinica del SNC con- 
firmada por serologia causada por M. pneumoniae. La tecni¬ 
ca de huella o impronta del DNA fingerprinting por PCR 
tambien se ha utilizado para subtipificar las cepas de M. pneu¬ 


moniae basada en la divergencia de la secuencia nucleotidica 
de la proteina citoadhesina Pl.*^^^ 

Aislamiento e identificacion de los micoplasmas genitales 

Los micoplasmas que pueden aislarse en el aparato genital 
son M. hominis, M. genitalium, M. fermentans y U. urealyti- 
cum. Mientras que M. hominis y U. urealyticum se cultivan con 
facilidad y suelen desarrollarse en el transcurso de 1 a 5 dias, 
M. genitalium y M. fermentans crecen con mucha mas lentitud 
y son mas dificiles de detectar por cultivo. Ademas, los siste- 
mas actuales de cultivo para el aislamiento de micoplasmas 
genitales pueden no brindar un crecimiento optimo de estas 
especies. Por ejemplo, el medio SP-4 descrito antes para el ais¬ 
lamiento de M. pneumoniae es el medio optimo para M. geni¬ 
talium porque este microorganismo metaboliza la glucosa, pero 
la mayoria de los laboratorios no emplean medios de cultivo 
que contengan glucosa para el cultivo de muestras genitales. 
Ademas, la proliferacion lenta del microorganismo en los 
medios de cultivo hace que estos no tengan utilidad clinica. M. 
fermentans tambien utiliza la glucosa, pero tiene un crecimien¬ 
to muy lento. Por estas consideraciones, los micoplasmas geni¬ 
tales distintos de M. hominis y U. urealyticum no suelen inves- 
tigarse en las muestras del aparato genital. 

M. genitalium es extremadamente dificil de aislar por meto¬ 
dos basados en cultivo. Jensen y cols, informaron el aislamien¬ 
to exitoso de M. genitalium en muestras del aparato genital. 
De 11 muestras, 9 se propagaron de modo satisfactorio en cul¬ 
tivos de celulas Vero a partir de muestras uretrales positivas por 
PCR de pacientes con uretritis. El crecimiento en cultivos de 
celulas Vero fue monitorizado con PCR. De estas nueve cepas 
aisladas, seis se adaptaron por pasajes seriados para el creci¬ 
miento en medio de Friis, un medio de crecimiento complejo 
que contiene solucion salina tamponada de Hanks, caldo de 
infusion de cerebro y corazon, extracto de levadura “casero” y 
hasta un 20% (v/v) de suero de caballo. Estas seis cepas aisla¬ 
das requirieron 1 a 19 pasajes seriados en cultivos de celulas 
Vero antes de que pudieran estar adaptadas al crecimiento en 
caldo y 2 a 6 pasajes en caldo antes de que se visualizaran colo- 
nias producidas sobre el agar con una formula similar al caldo. 
En este informe, los autores senalaron que, aunque el desarro- 
Ilo de un medio que permitiera el crecimiento de M. genitalium 
representaba un avance fundamental, los metodos de PCR eran 
esenciales para la deteccion inicial y la monitorizacion de los 
cultivos para el crecimiento. Se han creado tecnicas molecula¬ 
res que son altamente sensibles y especificas para la deteccion 
de M. genitalium en muestras de aparato genital y muestras de 
la primera porcion de la orina, pero estos ensayos no estan 
ampliamente disponibles.^'^ *®®'* 10,191.192.410,483.506-508 

Para el cultivo de M. hominis y U. urealyticum, las muestras 
adecuadas recibidas en medios de transporte se siembran en 
medios Ifquidos y solidos. En general, cerca de 0,2 mL de la 
muestra deben sembrarse por estria en medios con agar y en 
medios Ifquidos. Los caldos se incuban en aerobiosis a 35 °C, 
pero las placas deben incubarse en estufa con CO, o en una 
jarra de anaerobiosis por extincion con vela. Ambos microor- 
ganismos tambien pueden aislarse cuando se incuban en anae¬ 
robiosis. Las placas sembradas deben examinarse a diario con 
un aumento de 40x y luz oblicua para observar las colonias 
con forma de huevo frito de M. hominis o las colonias peque- 
nas y densas de U. urealyticum. En el caso de los cultivos en 
caldo, cualquiera de los tubos que muestren el mas leve cam- 
bio de color alcalino o turbidez debe ser subcultivado en los 
medios solidos adecuados. En el caldo M, M. hominis produ- 
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ce turbidez leve ademas del cambio de color. En el caldo U, U. 
urealyticum tendera a producir un cambio leve de color al 
comienzo de la incubacion sin una turbidez distinta o eviden- 
te. En ambos casos deben realizarse subcultivos en esos tiem- 
pos para asegurar el aislamiento de bacterias viables, ya que 
hay una disminucion rapida de la viabilidad de los microorga- 
nismos una vez que se eleva el pH por la utilizacion y la deple- 
cion del sustrato. Al igual que las placas de cultivo primario, 
las placas de los subcultivos deben examinarse todos los dias. 
La mayoria de las cepas aisladas de M. hominis y U. urealyti¬ 
cum crecen en el transcurso de 5 a 7 dias. Si despues de este 
tiempo no se observa proliferacion en las placas del cultivo 
primario o en los subcultivos en caldo, el cultivo puede infor- 
marse como negativo para micoplasmas genitales. Es una 
buena idea congelar alicuotas de los caldos positivos a -70° C 
por si aparecen problemas con la viabilidad en los cultivos 
directos en agar o en los subcultivos. El esquema general para 
el aislamiento de micoplasmas genitales se presenta en la figu- 
ra 18-2. 

La identificacion de micoplasmas genitales suele ser bas- 
tante sencilla. Las colonias de M. hominis crecen en 1 a 5 dias, 
presentan la morfologia tipica de huevo frito y tienen un dia- 
metro de 50 a 300 fm; para ayudar a su visualizacion, pueden 
tenirse con el colorante de Diene (protocolo 18-1) (vease lami¬ 
na en color 18-IB). No son necesarios otros procedimientos de 
identificacion porque los microorganismos que crecen con 
rapidez, utilizan la arginina y muestran la morfologia tipica de 
la colonia invariablemente son M. hominis. Las colonias 
pequenas de U. urealyticum pueden ser difi'ciles de distinguir 
de diversos artificios, como celulas de mamiferos y detritos o 
materiales celulares presentes en el suero. Por estos proble¬ 
mas, la presuncion de que una proliferacion de colonias 
corresponda a U. urealyticum deben ser confirmada. Esto se 
realiza aprovechando la capacidad de U. urealyticum de hidro- 
lizar la urea. Si el medio agar U contiene urea y rojo fenol, la 
colonia sospechosa de ser ureaplasma aparecera rodeada por 
un halo rojo. 

La confirmacion de U. urealyticum en colonias sospechosas 
tambien pueden lograrse mediante la prueba de cloruro man- 
ganoso-urea (protocolo 18-3). En esta prueba, la placa de agar 
que contiene la proliferacion de colonias se cubre con una 
solucion acuosa de urea (1%) y 0,8% (p/v) de cloruro manga- 
noso. La hidrolisis de la urea por la ureasa libera grupos hidro- 
xilos del agua y estos oxidan el cloruro manganoso a oxido de 
manganeso insoluble, lo que causa el deposito de un precipi- 
tado castano dorado en las colonias en el transcurso de unos 
minutos. 

Los medios de agar diferencial Al de Shepard y sus mo- 
dificaciones, los agares A7B y A8, tienen la urea y el reactivo 
para la deteccion de la hidrolisis de la urea incorporado ya en 
el medio, de modo que no se requiere cubrir la placa con do- 
ruro manganoso.El agar Al contiene sulfato mangano¬ 
so como agente precipitante junto con penicilina (1 000 U/mL) 
y anfotericina B (2,5 pg/mL). El agar diferencial A7B es iden- 
tico al agar A7, salvo que se agrega la poliamina dihidroclorhi- 
drato de putrescina (10 mM) para aumentar la proliferacion de 
ureaplasmas y la formacion del precipitado en las colonias. El 
agar diferencial A8 incorpora cloruro de calcio (1 mM) como 
cation divalente indicador para detectar la formacion de amo- 
niaco a partir de la urea, junto con colistina (7,5 pg/mL), ampi- 
cilina (1 pg/mL y anfotericina B (2,5 pg/mL). En las tres for¬ 
mulas de medio, M. hominis aparece con la morfologia carac- 
teristica de huevo frito despues de 1 a 3 dias en los agares dife- 
renciales Al, A7B y A8. Las colonias de U. urealyticum apare¬ 


cen en el transcurso de 1 a 3 dias y tienen de 15 a 50 pm de dia- 
metro (de acuerdo con la cantidad de bacterias). Las colonias 
de U. urealyticum en los agares Al y A7B son de color casta¬ 
no oscuro debido a la acumulacion de oxido de manganeso, 
mientras que las colonias en el agar diferencial A8 son doradas 
a castano claro (vease lamina en color 18-lB). Varias evalua- 
ciones comparativas de los medios Al, A7B y A8 indican que 
es probable que constituyan los medios solidos de eleccion 
para el cultivo de micoplasmas genitales y, cuando se utilizan 
con un medio liquido adecuado (p. ej., caldo de azul de bro- 
motimol, caldo Boston), brindan el rendimiento maximo de 
cultivos positivos.^"^^^"^^"^^^ Como las caracteristicas de creci- 
miento de U. urealyticum en estos medios son patognomoni- 
cas, no es necesario el empleo de ninguna otra prueba. Los aga¬ 
res diferenciales Al y A8 son comercializados por Remel 
Laboratories (Lenexa, KA). 

La identificacion defmitiva de M. hominis puede realizarse 
mediante la inhibicion del crecimiento por antisueros especiTi- 
cos. Tambien se ha publicado un metodo de inmunoperoxidasa 
indirecta para la identificacion de micoplasmas.’^^ Este metodo 
emplea tiras de papel de filtro impregnadas con antisueros 
especiTicos de conejo contra diversas especies de micoplasma 
que se aplican a los cultivos de estos microorganismos en pla¬ 
cas de agar. Despues de una hora se eliminan los papeles y en 
el mismo sitio se cubre con otra lira de papel de filtro impreg- 
nada con antisuero de cabra dirigido contra el antisuero de 
conejo y conjugado a peroxidasa de rabano. Despues de otra 
hora de incubacion, los papeles de filtro se retiran y la placa se 
cubre con el sustrato de la enzima (1% de 4-cloro-l-naftol). La 
identidad de la cepa aislada se indica por la aparicion de un 
color azul oscuro donde se habian colocado los antisueros 
especificos de especie. Este metodo produce resultados com¬ 
parables con los del procedimiento de inhibicion del creci¬ 
miento por antisuero. Tambien se han realizado procedimientos 
similares mediante el empleo de tecnicas de inmunofluores- 
cencia e inmunoperoxidasa para el estudio de micoplasmas en 
animales, en las que las especies que tienen tropismos simila¬ 
res por los tejidos pueden estar presentes en cultivos mixtos.^"^ 

Deteccion de micoplasmas genitales por procedimientos 
que no utilizan cultivos 

Tambien se evaluo la capacidad de los metodos que no utili¬ 
zan cultivos para de detectar micoplasmas genitales. Hirai y 
cols, crearon una prueba de inmunofluorescencia indirecta 
(IFl) para la identificacion de M. hominis en muestras vagina- 
les.’^’ La tincion de celulas Vero infectadas por otras especies 
de Mycoplasma, como M. orale, M. salivarium y M. fermen- 
tans, demostro que el procedimiento de IFI era especiTico para 
M. hominis. La prueba de IFI se comparo con cultivos de mues¬ 
tras vaginales recolectadas de 193 mujeres sanas. De las 22 
muestras con cultivos positivos, 17 fueron positivas con la 
prueba de IFI. Es interesante destacar que 48 de las 171 mues¬ 
tras negativas por cultivo fueron positivas con la prueba de IFI, 
lo que indica que este metodo fue mas sensible que el cultivo. 
Estos investigadores tambien comprobaron que la localizacion 
de los agregados granulares observados en las celulas epitelia- 
les vaginal tehidos con Papanicolaou con frecuencia se corres- 
pondfan con las areas de los frotis que se tenian con los reacti- 
vos de IFI especiTicos para M. hominis.^^^ 

En un comienzo se aprovecho la tecnica de sondas para la 
deteccion de M. genitalium en muestras urogenital porque este 
microorganismo es muy dificil de aislar mediante cultivo. Dada 
la reconocida reactividad antigenica cruzada entre M. genita- 
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Hum y M. pneumoniae y la similitud de ciertas secuencias 
nucleotidicas de estos microorganismos, las sondas de acido 
nucleico para M. genitalium tuvieron que ser construidas para 
excluir aquellas secuencias nucleotidicas compartidas con M. 
pneumoniae con el objeto de evitar los resultados falsos positi- 
vos.^®^ Estas sondas de DNA cuidadosamente construidas se 
utilizaron junto con las tecnicas de amplificacion y PCR para 
detectar en forma directa secuencias nucleotidicas especificas 
de M. pneumoniae y M. genitalium en muestras clinicas.*^* 

En un estudio, 10 de 150 muestras genitales provenientes de 
ocho pacientes (tres hombres y cinco mujeres) fueron positivas 
para M. genitalium}'^ Estos resultados fueron confirmados por 


pruebas de hibridacion por Southern blot, ya que no se realiza- 
ron cultivos. 

Tambien se han utilizado ensayos moleculares para la detec- 
cion y la identificacion especifica de M. hominis y U. urealyti- 
cum en muestras del aparato genital, liquido amniotico y respi- 
ratorias de recien nacidos.^"^’^^"^'*^^’^®^ Los ensayos de PCR para 
M. hominis utilizaron para la amplificacion y la deteccion 
secuencias del rRNA 16S especificas de M. hominis, mientras 
que ensayos similares para U. urealyticurn emplearon secuen¬ 
cias rRNA 16S especificas del microorganismo, las secuencias 
del gen para el antfgeno MB {multiple handed; bandeo multi¬ 
ple, variacion antigenica) o las secuencias del gen para la ure- 
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asa para la deteccion y la identificacion de este microorganis- 
33,34,i 86.444 dc cstas pFuebas pueden detectar tan solo 

una unidad formadora de colonias en muestras del aparato uro¬ 
genital de adultos y en muestras obtenidas por aspiracion de 
liquido amniotico y endotraqueales de recien nacidos. Teng y 
cols, examinaron 50 muestras clmicas (8 de hisopado uretraL 8 
de orina, 12 de hisopados endocervicales, 8 de liquido prosta- 
tico y 14 de semen) por cultivo y PCR.'^^ Los cultivos fueron 
positivos para cinco muestras y otras cuatro muestras mas pro- 
dujeron cambios de pH adecuados en caldo, pero no crecieron 
en los subcultivos en medios solidos (positivos “dudosos”)* La 
PCR fue positiva en las cinco muestras positivas por cultivo, en 
las cuatro muestras positivas dudosas, mas tres muestras (una 
de liquido prostatico y dos endocervicales) que fueron negati- 
vas por el cultivo. 

Los metodos de PCR para M. fermentans detectan una 
secuencia caractenstica de DNA que aparece repetitivamente 
en el genoma del microorganismo. mientras que las empleadas 
para la deteccion de M. hominis, M. penetrans y M. pirurn 
detectan secuencias nucleotidicas caracteristicas dentro del 
rRNA 16S de estas especies.'^^ Aunque los metodos sero- 
logicos y geneticos sugieren que M. fermentans representa un 
grupo homogeneo de microorganismos, las cepas asociadas 
con el SIDA, las aisladas en cultivos celulares y otras cepas cli- 
nicas de M. fermentans pueden diferenciarse entre si mediante 
espectrometria de masas con pirolisis.^*^^ 

Sistemas comerciales de cultivo para Mycoplasma 

Los sistemas en frasco Mycotrim® RS y Mycotrim® Tri¬ 
phasic (Irvine Scientific, Irvine CA) son los linicos sistemas 
comerciales que han sido muy utilizados para el cultivo de M. 
pneumoniae y los micoplasmas genitales, respectivamente. El 
sistema Mycotrim® GU esta disponible en la forma de caldo de 
enriquecimiento que puede utilizarse con agares diferenciales 
convencionales, como los agares A7 o A8, o como un sistema 
de cultivo completo, denominado sistema en frascos Mycotrim 
Triphasic. 

El sistema Mycotrim RS esta compuesto por un frasco que 
contiene una capa de medio enriquecido de agar glucosa y el 
indicador rojo fenol en un lado y un caldo de composicion 
similar. Treinta minutos antes de la inoculacion con la muestra, 
se agregan a los frascos discos saturados con cefoperazona, 
nistatina y acetato de talio para permitir que los antimicrobia- 
nos eluyan del disco y se difundan en el agar. Para agregar las 
muestras liquidas y “estriar” la superficie del agar se emplea 
una pipeta. Las muestras de hisopados se rotan sobre la super¬ 
ficie del agar. El frasco se incuba con el lado del agar hacia 
arriba durante 2 semanas entre 35 °C y 37 °C. Luego de 3 dias 
se realiza la reinoculacion mediante la manipulacion del frasco 
de modo que el caldo bane la superficie de la fase del agar. El 
crecimiento esta indicado primero por un cambio en el indica¬ 
dor del rojo al amarillo anaranjado sin turbidez notoria. La 
identificacion defmitiva se realiza colocando el frasco sobre la 
platina de un microscopio optico con el agar hacia arriba y se 
examina la superficie del agar para determinar la presencia de 
colonias de micoplasma. Esto puede realizarse con el agregado 
del colorante de Diene o sin el. 

El caldo Mycotrim GU y el frasco Mycotrim Triphasic son 
los unicos sistemas comerciales que son muy utilizados para el 
aislamiento y la identificacion de los micoplasmas genitales M. 
hominis y U. urealyticum. El caldo Mycotrim GU contiene 
arginina, urea y rojo fenol como indicador. Este caldo se ino- 
cula con 0,1 mL de la muestra y se incuba en aerobiosis a 


35 °C. El medio se observa para evaluar cambios en el color del 
indicador a un pH mas alcalino; los subcultivos en medios soli¬ 
dos como agar diferencial A7 o A8 y la posterior incubacion 
permiten el aislamiento y la identificacion de M. hominis y U. 
urealyticum. 

El sistema en frasco Mycotrim Triphasic (antes conocido 
como sistema Mycotrim GU) es un sistema difasico que con¬ 
tiene agar diferencial A8 modificado con cloruro de calcio en 
un frasco de cultivo de tejido y un medio liquido que contiene 
arginina, urea y rojo fenol como indicador. Antes de la inocu¬ 
lacion se agregan discos impregnados con cefoperazona (100 
pg/mL) y nistatina (50 U/mL) para permitir que los antimicro- 
bianos eluyan del disco y se difundan en el agar. El frasco se 
inocula con 0,10 mL de la muestra y se hace que la mezcla 
caldo-muestra bane la fase de agar. El frasco se incuba a 35 °C. 
El subcultivo se logra al permitir que el caldo bane la fase de 
agar despues de 24 horas de incubacion. Cuando aparece un 
cambio de color del indicador rojo fenol del rojo al amarillo 
anaranjado se examina la fase de agar con el microscopio para 
determinar la presencia de las colonias tipicas en huevo frito de 
M. hominis o las colonias pequenas, tehidas de castaho por el 
oxido de calcio de U. urealyticum. Los cultivos se incuban 
durante 7 dias con observaciones diarias. 

En un estudio publicado en 1985, Wood y cols, hallaron que 
el sistema Mycotrim GU puede utilizarse como el metodo con- 
vencional con caldo arginina, caldo urea, agar glucosa y agar 
diferencial A7B.'^^^ Un estudio ulterior que comparo el sistema 
Mycotrim GU con el cultivo en medio A7 determino que el sis¬ 
tema Mycotrim detecto el 73% de las cepas de M. hominis y el 
84% de las de U. urealyticum^ en comparacion con el 93% y 
el 89%. respectivamente, de los microorganismos aislados en 
agar A7.^^^ Un estudio de 1992 del sistema en frasco Mycotrim 
Triphasic del mismo laboratorio que realizo el estudio de 1985 
comparo este sistema con uno de cultivo utilizando el caldo 
Mycotrim GU con los agares diferenciales A7 y A8 en 129 
muestras clmicas.^^ De las 64 muestras en las que se desarrollo 
U. urealyticum, el 25%, el 98% y el 100% se detectaron en el 
agar Mycotrim Triphasic, agar A7 y agar A8, respectivamente. 
De las 18 muestras a partir de las cuales se aislo M. hominis, 
todas crecieron en los cultivos de caldo agar A7 y caldo agar 
A8 y el 94% se detecto en el agar Mycotrim Triphasic. En los 
laboratorios que realizan una cantidad modesta de trabajo sobre 
micoplasma, parece que el caldo Mycotrim GU combinado con 
un medio de agar diferencial y el sistema Mycotrim Triphasic 
son bastante comparables, aunque los componentes para el pro- 
cedimiento “convencionaf' pueden ser menos costosos. 

Aislamiento de micoplasmas en medios 
de cultivo habituales 

En general, M. pneumoniae y U. urealyticum tienen mas 
requerimientos nutricionales especiales para el crecimiento 
que M. hominis y esta es la unica que se aisla con mayor fre- 
cuencia en sitios distintos del aparato genital, como sangre, 
heridas y liquido articular. Por consiguiente, M. hominis en 
ocasiones se aisla en los medios de cultivos bacteriologicos 
habituales. El microbiologo clmico debe poder reconocer 
estos microorganismos en condiciones suboptimas. M. homi¬ 
nis puede crecer en medios enriquecidos como el agar 
Columbia CNA y el agar chocolate; crece algo menos en agar 
sangre tripticasa soja.^^^ Los microorganismos crecen mejor 
en condiciones anaerobias, con un crecimiento menos rapido 
en un ambiente aerobio, enriquecido con CO,. El desarrollo de 
los micoplasmas puede no ser evidente hasta despues de una 
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iDcubacion prolongada (72 a 96 boras), de acuerdo con las 
rondiciones de incubacion y la caniidad de microorganismos 
Kisentes. Las colonias de M. hominis son extremadamente 
requenas y pueden detectarse solo como una “pelicula” o 
‘moleado” de la superficie del agar cuando se examina con 
ana luz retlejada incidente intensa. La observacion de este tipo 
je crecimiento se facilita mediante el empleo de un microsco¬ 
pic de diseccion. Las colonias son dificiles de tomar con el 
ansa y no se tinen con la tecnica de Gram. 

Las colonias sospechosas de ser micoplasma provenientes de 
un medio con agar habitual pueden subcultivarse cortando el 
bloque del agar sangre y frotando el lado que tiene la prolife- 
racion bacteriana sobre la superficie de un medio de creci¬ 
miento para micoplasma como agar diferencial A7. Otro blo¬ 
que debe ser retirado de modo aseptico y sumergido en un 
medio liquido como caldo H o caldo Boston. Ambos subculti- 
en medios Ifquidos solidos se incuban y el procedimiento 
'igue como se describio antes. La inspeccion de la morfologia 
de la colonia, junto con la velocidad de crecimiento y la eva- 
luacion de las condiciones optimas de crecimiento, pemiitira 
realizar la identificacion presuntiva de la especie. 

En ocasiones, M. hominis tambien se aisla en hemocultivos, 
en panicular en mujeres con fiebre posparto. El polianetol sul- 
lonato de sodio (SPS), el agregado anticomplementario y anti- 
lagocitico presente en la mayoria de los medios de hemoculti- 
^o, es toxico para los micoplasmas. En general, cuanto mayor 
es el contenido de SPS (0,025% frente a 0,050%X mas inhibi- 
torio resulta el medio para el aislamiento de micoplasmas.^® 
Los micoplasmas se ban aislado en medios de hemocultivos 
radiometricos (el sistema BACTEC®), pero el SPS inhibe o 
retarda el aislamiento del microorganismo, segiin el contenido 
de SPS del caldo. Smaron y cols, aislaron M. hominis en hemo¬ 
cultivos utilizando el sistema radiometrico BACTEC con me¬ 
dios exentos de SPS.'^®^ Los microorganismos se detectaron en 
los frascos ampolla de hemocultivo en aerobiosis y en anaero- 
biosis tras 3 a 7 dias de incubacion. Los frascos con sangre no 
presentaban el aspecto macroscopico de positividad y los indi¬ 
ces de proliferacion en equipo BATEC aumentaron lentamente 
con el tiempo. Ademas, las tinciones de Gram de los frascos 
positivos no revelaron la presencia de microorganismos, si bien 
fueron visibles cuando se los observe con la tincion de naranja 
de acridina. Se observe que el agregado de 10 mg/mL de gela- 
tina a los medios de hemocultivo supera en parte los efectos 
inhibitorios del SPS.^® Asimismo, la presencia de sacarosa en 
los medios hipertonicos de hemocultivos retrasa el crecimiento 
de los micoplasmas.^® En el sistema BACTEC puede haber, en 
cierta medida, crecimiento de micoplasmas, pero el mdice de 
proliferacion de los cultivos puede no exceder el valor umbral 
para considerar positividad. Pratt explico este fenomeno sena- 
lando que la produccion de CO., por M. hominis es el resultado 
de la actividad de la arginina desaminasa producida por el 
microorganismo al final de la fase de crecimiento logaritmico. 
La limitacion de las concentraciones de arginina puede evitar 
que la proliferacion de micoplasmas alcance los niveles umbra- 
les de positividad del equipo BACTEC. 

Si se sospecha bacteriemia por M. hominis, el procedimien¬ 
to Optimo es extraer la sangre a la cabecera del paciente e ino- 
cularla en un medio exento de SPS. La incubacion de los culti¬ 
vos debe ser prolongada y es necesario realizar subcultivos a 
ciegas en medios para aislamiento de micoplasma en agar y 
caldo adecuados, ademas de agar CNA a intervalos frecuentes. 
La sangre para el aislamiento de micoplasmas debe inocularse 
directamente en medios de cultivo para micoplasma. La sangre 
debe diluirse I: lO con medio de crecimiento, de modo que el 


cultivo de un volumen importante de sangre puede requerir 
varios frascos ampolla de medios de cultivo. 


Pruebas serologicas para el diagnostico de infecciones 
por Mycoplasma pneumoniae 

Debido a la limitada disponibilidad de cultivos, las dificulta- 
des tecnicas inherentes al cultivo y el tiempo requerido para 
obtener los resultados, el diagnostico de infeccion por M. pneu¬ 
moniae a menudo se realiza mediante una combinacion de ha- 
llazgos clmicos y serologicos. El diagnostico solo sobre bases 
clinicas es dificil, ya que muchos otros procesos neumonicos, 
en especial los causados por virus, se presentan de un modo 
similar. Ademas, la persistencia de M. pneumoniae en el aparato 
respiratorio durante periodos variables despues de la resolucion 
del proceso morbido crea confusion en cuanto a la interpretacion 
de los resultados positivos de los metodos de deteccion basados 
en el crecimiento y de los metodos moleculares. La prueba 
serologica mas utilizada para el diagnostico de infeccion por 
M. pneumoniae es la fijacion del complemento (EC). El anti- 
geno utilizado en la prueba es un glucohpido proveniente del 
microorganismo que se extrae con cloroformo-metanol (2:1 
v/v).^^® La prueba de FC determina sobre todo los anticuerpos 
IgM tempranos contra M. pneumoniae y detecta anticuerpos 
IgG en una magnitud comparativamente menor.^*^Los anti¬ 
cuerpos IgM aparecen durante la primera semana de la enfer- 
medad, alcanzan sus titulos maximos en la tercera semana y 
disminuyen a concentraciones bajas en algunos meses. Los 
anticuerpos IgG aumentan con mas lentitud en la evolucion de 
la enfermedad y alcanzan los titulos maximos alrededor de las 
5 semanas despues del comienzo de los smtomas.**^ En la 
mayoria de los casos, los anticuerpos IgG contra M. pneumo¬ 
niae no se encuentran durante la primera semana de la enfer¬ 
medad, pero, una vez que se elevan, pueden permanecer asi 
durante 3 a 4 anos. Por consiguiente, las concentraciones bajas 
de IgG pueden indicar una infeccion pasada o una respuesta 
temprana de IgG ante una infeccion reciente. Como estos anti¬ 
cuerpos fijadores del complemento pueden persistir durante 
anos tras la infeccion, la precision diagnostica maxima con la 
prueba de FC se obtiene cuando las muestras de suero de la 
fase aguda y de convalecencia muestran un aumento de cuatro 
veces en el titulo cuando se prueban al mismo tiempo, lo que 
indica infeccion reciente o actual por M. pneumoniae. La 
muestra de la fase aguda debe recolectarse lo antes posible des¬ 
pues del comienzo de la enfermedad y la muestra de la fase de 
convalecencia se debe recolectar 2 a 3 semanas mas tarde. Los 
titulos de la FC linicos de 32 o mayor de la muestra recolecta- 
da en el periodo de convalecencia son altamente sugestivos de 
infeccion reciente.^^® Los titulos de FC comienzan a elevarse a 
los 7 a 10 dias despues de la infeccion por el microorganismo 
y alcanzan los valores maximos a las 4 a 6 semanas.**^ El 
extracto no procesado de M. pneumoniae que se utiliza en la 
prueba de FC tiene una estructura similar a los otros glucolipi- 
dos bacterianos y de plantas, de modo que pueden aparecer 
reacciones cruzadas de este antigeno con otros anticuerpos no 
dirigidos contra los micoplasmas. Los titulos de FC para el 
diagnostico de neumonia por micoplasmas pueden ser falsos 
positivos en individuos con meningitis bacteriana. Ademas, 
algunas enfermedades autoinmunitarias tambien pueden causar 
resultados serologicos por FC falsos positivos.Aunque el 
diagnostico serologico de infeccion mediante la prueba de FC 
suele ser confiable en las poblaciones pediatricas, no sucede lo 
mismo con los adultos/*** Los anticuerpos IgM pueden no ser 
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producidos de modo uniforme en los individuos may ores como 
consecuencia de infecciones multiples pasadas. Ademas, es 
probable que los huespedes inmunodeprimidos mayores no 
monten una respuesta inmunitaria suficiente como para generar 
resultados detectables y reproducibles en la prueba de FC. 

La sensibilidad y la especificidad de la prueba de FC en el 
diagnostico retrospective de infeccion por M. pneumoniae va- 
nan de acuerdo con el memento de la enfermedad en que se 
recolectaron las muestras, la disponibilidad de muestras apare- 
adas y el valor de corte utilizado para la interpretacion de los 
titulos de muestras unicas de suero. En un estudio realizado por 
Kenny y cols., la elevacion de cuatro veces en el titulo mostro 
una sensibilidad de solo el 53% en los pacientes afectados por 
neumonia con cultivos positives.Esta sensibilidad aumento 
al 90% cuando se incluian los titulos unices mayores de 32. La 
especificidad de la prueba de FC que emplea un aumento del 
titulo de cuatro veces o un titulo de 32 o mayor fue del 89%. 
Un estudio numeroso de 12 anos de duracion sobre la prueba 
de FC y el cultivo para el diagnostico de M. pneumoniae deter¬ 
mine que la sensibilidad y la especificidad de la prueba de FC 
eran del 90% y el 94%, respectivamente, mientras que la sen¬ 
sibilidad del cultivo fue del 64%.‘^^ Ademas, otras especies de 
Mycoplasma {M. genitaliuni) generan la produce!on de anti- 
cuerpos que reaccionan en forma cruzada en la prueba de FC 
para M. pneumoniae, lo que contribuye aun mas a los proble- 
mas de especificidad de esta prueba. Se describieron procedi- 
mientos de inmunotransferencia por Western blot para sortear 
estos problemas, pero estos metodos no estan disponibles en la 
mayoria de los laboratorios clmicos. 

En la actualidad se comercializan de pruebas serologicas que 
emplean inmunofluorescencia y enzimoinmunoanalisis. El M. 
pneumoniae Antibody Test System® (Zeus Scientific, Raritan, 
NJ) emplea inmunofluorescencia indirecta para la deteccion 
separada de IgG e IgM especiTicas contra M. pneumoniae. En 
una evaluacion de este ensayo. la IFI para IgM especiTica con¬ 
tra M. pneumoniae se comparo con PCR. cultivo y FC para el 
diagnostico de infeccion por micoplasmas.'^’ Sobre la base de 
la positividad del cultivo y de la FC como criterios para un 
diagnostico positivo de infeccion, la sensibilidad de la prueba 
IFI para IgM fue del 78% y la especificidad del 92%. El valor 
predictivo de la prueba IFI para IgM positiva en este estudio 
fue de solo el 57%. En otra evaluacion que utilize resultados 
consensuados para defmir los positives verdaderos como aque- 
llos que brindan resultados positives en dos o mas ensayos de 
EIA o FC (mas revisiones de las historias clmicas), la IFI para 
IgM tuvo sensibilidad y especificidad del 89% y 99%, respec- 
tivamente.^ 

Tambien se ban desarrollado enzimoinmunoanalisis (EIA) 
para la deteccion de anticuerpos especificos contra M. pneu¬ 
moniae. Los equipos para microtitulacion por EIA incluyen 
Mycoplasma pneumoniae IgG/IgM antibody test system® 
(Remel), ImmunoWELL Mycoplasma pneumoniae IgM EIA® 
(GenBio, San Diego, CA), Zeus Mycoplasma IgM EIA® (Zeus 
Scientific), Incstar Mycoplasma IgM ELISA® (Incstar, 
Stillwater, MN), Platelia IgM and IgG Mycoplasma EIA® 
(Sanofi-Diagnostica Pasteur. Mames la Coquette, Francia), 
Biotest anti-M. pneumoniae IgG and IgM ELISA® (Biotest, 
Buc, Alemania) y ETI-M. pneumoniae IgM/IgG assay® 
(Diasoren, Antony, Francia). Los ensayos ImmunoWELL, 
Zeus e Incstar emplean placas de microtitulacion para detectar 
anticuerpos IgM contra M. pneumoniae en muestras de suero. 
Los ensayos ImmunoWELL y Zeus emplean un paso de absor- 
cion de la IgG para evitar su interferencia en la muestra, mien¬ 
tras que los metodos de Incstar y Platelia IgM capturan la IgM. 


Los EIA de Remel, Platelia, Biotest y ETI detectan IgM e IgG. 
Estos ensayos con formato de microtitulacion varian en el tipo 
de antigeno utilizado en la fase solida que incluyen ultrasoni- 
cados solubilizados y purificados de cultivos de M. pneumo¬ 
niae (p. ej., Platelia y Biotest), glucolipidos purificados de M. 
pneumoniae (p. ej., ImmunoWELL) o antigenos proteicos puri¬ 
ficados de la membrana que incluyen la citoadhesina PI inmu- 
nodominante de M. pneumoniae (p. ej., ETI) como el antigeno 
predominante en la fase solida. La especificidad de la compro- 
bacion de IgM por EIA mejora cuando se emplea un metodo de 
captura de IgM. En una evaluacion comparativa de varios ensa¬ 
yos para IgM solo se noto una especificidad del 100% en el 
Platelia IgM EIA, que emplea captura de IgM (es decir, la fase 
solida se recubre con anticuerpos anticadena p), mientras que 
los ensayos que utilizan absorcion de IgG u otros metodos de 
eliminacion de IgG para la deteccion de IgM tienen especifici- 
dades que varian del 90% (ImmunoWELL IgM) al 25% (ETI- 
M. pneumoniae IgM)."'"^^ En general, los ensayos para IgM son 
mas sensibles y especificos cuando se comprueban sueros de 
nifios, ya que los adultos pueden no montar una respuesta 
importante de IgM.^^^ Ademas, dado que las poblaciones de 
adultos tienden a presentar titulos mas elevados de IgG especi- 
fica contra M. pneumoniae provenientes de infecciones pasa¬ 
das o subclmicas, la comprobacion de muestras de suero pa- 
readas recolectadas con una separacion de 1 a 3 semanas que 
muestren un aumento del titulo de anticuerpos de cuatro veces 
o mas es el metodo mas util para determinar infecciones agu- 
das en los adultos. 

En los ultimos anos aparecieron en el mercado varias prue¬ 
bas serologicas rapidas basadas en membrana para IgM e IgG 
especiTicas contra M. pneumoniae. El sistema de Remel para 
IgG e IgM contra Mycoplasma pneumoniae es un EIA que se 
realiza en 5 minutos para la deteccion cualitativa y simultanea 
de anticuerpos contra M. pneumoniae. El suero del paciente se 
diluye y reacciona con el antigeno de M. pneumoniae que esta 
inmovilizado sobre una membrana permeable. Despues del 
lavado, se agrega IgG/IgM antihumana marcada con enzimas y 
se permite que se enjuague a traves de la membrana. Despues 
de dos lavados se agrega el sustratocromogeno al filtro y se lo 
deja reaccionar durante 5 minutos, Thacker y Talkington eva- 
luaron esta prueba con 50 muestras pareadas de suero y encon- 
traron que la prueba Remel detecto anticuerpos en tres mues¬ 
tras con titulos de FC de 32 y fue positiva en todas menos una 
muestra con titulos de FC de 64 o mayor.''^^ Otra evaluacion de 
este sistema comunico una sensibilidad del 91% y una especi¬ 
ficidad del 91%, con los correspondientes valores predictivos 
positivos y negativos del 87% y el 93%, respectivamente.'^ El 
sistema Meridian ImmunoCard Mycoplasma IgM assay® 
(Meridian Biosciences, Cincinnati, OH) es un EIA cualitativo 
basado en membrana que se lleva a cabo en 10 minutos en el 
cual el suero se deja reaccionar con extractos antigenicos de M. 
pneumoniae impregnados en papel de filtro. Este ensayo no 
requiere la separacion de la IgM ni la eliminacion de la IgG del 
suero antes de realizar la prueba. Las evaluaciones de este 
ensayo sugieren que la prueba ImmunoCard es mas sensible 
que otras pruebas serologicas para detectar concentraciones 
bajas de anticuerpos En una evaluacion del ensa¬ 

yo mediante el empleo de muestras provenientes de 40 pacien¬ 
tes pediatricos, todas las muestras de suero de fase aguda fue- 
ron positivas con la ImmunoCard, mientras que las pruebas de 
FC y aglutinacion de particulas fueron positivas en el 30% y el 
77,5% de los casos, respectivamente.^®^ En otra evaluacion 
comparativa con 64 sueros de fase aguda de adultos, la 
ImmunoCard detecto IgM especiTica en el 46% de las mues- 
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tras, mientras que la prueba de FC, el Remel EIA y el Immu- 
noWELL IgM EIA detectaron anticuerpos en el 38%, 41% y 
23%, respectivamente.‘^^ Una tercera evaluacion con 145 sue- 
ros de fase aguda provenientes de ninos informo sensibilidad, 
especificidad y valores predictivos positivos y negatives del 
85%, 97%, 93% y 93%, respectivamente, cuando se comparo 
con los metodos de microtitulacion de IgM por EIA de Remel 
y de Zeus3®^ Estas evaluaciones del ensayo ImmunoCard para 
IgM de Mycoplasma sugieren que esta prueba rapida es alta- 
mente confiable para establecer un diagnostico de infeccion 
reciente por M. pneumoniae tanto en nines como en adultos. 

Tambien se comercializan ensayos de aglutinacion de micro- 
particulas para la deteccion de anticuerpos contra M. pneumo¬ 
niae. La prueba Serodyne Color Vue IgG/IgM® (Serodyne, 
Indianapolis, IN) utiliza particulas de latex recubiertas con el 
antigeno lipidico de M. pneumoniae, mientras que la prueba 
Serodia-Myco II® (FujireBio, Tokio, Japon) utiliza particulas 
de gelatina sensibilizadas de manera similar. Ambas pruebas se 
realizan mediante la dilucion seriada de suero del paciente 
inactivado por calor en una placa de microtitulacion y el agre- 
gado de una alicuota fija de las particulas de latex o gelatina 
recubiertas con el antigeno lipidico de M. pneumoniae en cada 
pocillo que contiene la dilucion. Despues del mezclado en un 
agitador para microplacas y de la incubacion se determina el 
titulo como la ultima dilucion del suero que causa la aglutina¬ 
cion de las particulas sensibilizadas con el antigeno. Thacker y 
Talkington evaluaron la prueba de aglutinacion pasiva 
Serodyne que se realiza en 40 minutos y la hallaron menos sen¬ 
sible que el EIA de Remel; solo el 68% de los casos de neu- 
moma por micoplasmas pudieron ser diagnosticados serologi- 
camente con este equipo en comparacion con el 94% y el 96% 
de los casos diagnosticados por las pruebas de FC y de Remel, 
respectivamente.*^^ Lieberman y cols, evaluaron la prueba de 
aglutinacion de particulas de gelatina Serodia-Myco II y 
encontraron que la sensibilidad, la especificidad y los valores 
predictivos positivos y negativos eran del 48,1 %, 86,9%, 49,3% 
y 86,3%, respectivamente.Otros investigadores tambien no- 
taron especificidad inadecuada de esta prueba en comparacion 
con un EIA de captura especifica de IgM y una IFI para IgM.’^ 

La purificacion y la secuenciacion de la adhesina PI de M. 
pneumoniae y el reconocimiento de epitopos inmunodominan- 
tes de PI y otras moleculas de la superficie celular pueden per- 
mitir la elaboracion de peptidos sinteticos para utilizar como 
antigenos especiTicos, quimicamente defmidos, en pruebas 
serologicas futuras para M, pneumoniae.^^^ Suni y cols, evalua¬ 
ron un metodo de EIA nuevo (M. pneumoniae IgG, IgA and 
IgM®, Thermolabsystems, Helsinki, Finlandia) en el cual el 
antigeno en fase solida esta enriquecido por el antigeno protei- 
co de citoadherencia PI de M. pneumoniae. Cuando se lo 
comparo con los EIA ImmunoWELL y Platelia, la sensibilidad 
y la especificidad de esta prueba fueron del 100% y del 96,5- 
100%, respectivamente. Otro grupo investigo el desempeno de 
dos EIA nuevos en comparacion con la prueba de FC. En uno 
de ellos. la fase solida contenia antigeno recombinante PI; en 
el otro, la fase solida contenia antigeno recombinante pll6.^^^ 
Ambos antigenos tienen antigenicidad demostrable y generan 
la formacion de anticuerpos especiTicos en pacientes infecta- 
dos3^^^^’^^^ Este estudio encontro que los ensayos con antige- 
no recombinante mostraron buena correlacion con la prueba de 
FC, y que el EIA con PI recombinante muestra mejor discri- 
minacion entre muestras positivas y negativas.^^^ El empleo de 
epitopos antigenicos especiTicos de especie en las pruebas sero¬ 
logicas para la infeccion por M. pneumoniae puede ayudar a 
eliminar resultados falsos positivos como consecuencia de 


infecciones respiratorias o urogenitales por M. genitalium, ya 
que se sabe que estos microorganismos tienen antigenos que 
reaccionan en forma cruzada.^^"^ 

Asimismo, se investigo el serodiagnostico mediante la detec¬ 
cion de concentraciones sericas de IgA contra M. pneumoniae 
como un metodo posible para el diagnostico de infeccion por 
ese microorganismo. Watkins-Riedel y cols, evaluaron un 
metodo de EIA para IgA que se realiza en 3 horas (SeroMP- 
IgA kit®; Savyon Diagnostics, Ashdod, Israel) y lo compararon 
con el ensayo de aglutinacion de microparticulas (Serodia 
Myco II; FujireBio), la prueba de FC, un EIA especiTico para 
IgM (SeroMP-IgM kit®; Savyon Diagnostics) y el EIA rapido 
Immuno-Card IgM (Meridian Diagnostics) en muestras de 
suero en fase aguda provenientes de 23 pacientes con neumo- 
nia por M. pneumoniae. ensayo para IgA mostro una sen¬ 
sibilidad del 96% al 100% y una especificidad del 91% al 100%. 
La sensibilidad de los otros ensayos vario del 87% al 91%. 
Durante el transcurso de este estudio, los investigadores nota- 
ron que los pacientes mas jovenes tendian a presentar concen¬ 
traciones de IgM mayores que los adultos, mientras que los 
pacientes adultos tendian a mostrar concentraciones mas eleva- 
das de anticuerpos IgA. Al parecer, este ensayo parecia resol¬ 
ver dos de las deficiencias de la serologia para micoplasma: la 
sensibilidad y la especificidad comparativamente menores de 
la prueba de FC y la presencia no uniforme de IgM especifica 
contra M. pneumoniae en pacientes adultos infectados. 

Una prueba serologica inespeciTica que a menudo se utiliza 
para apoyar el diagnostico de infeccion por M. pneumoniae es 
la produccion de crioaglutininas. Estas aglutininas reaccionan 
en frio con los antigenos eritrociticos humanos 1. El antigeno I 
es inactivado por la a-glucosidasa y la union de las crioagluti¬ 
ninas a estas celulas es inhibida por la galactosa.^^"^^^ Ademas, 
cuando los eritrocitos que contienen el antigeno I se someten a 
la extraccion con cloroformo-metanol, se extrae un antigeno 
que fijara el complemento en presencia de anticuerpos contra 
M. pneumoniae Estos datos indican que el antigeno I de eri¬ 
trocitos detectado por crioaglutininas es similar en cuanto a la 
estructura a ciertos determinantes antigenicos de la membrana 
glucolipidica de M. pneumoniae Al igual que otros anti¬ 
cuerpos IgM, las criohemaglutininas aparecen alrededor de 7 
dias despues de la infeccion y alcanzan el maximo a las 4 o 5 
semanas. A continuacion, los titulos disminuyen con rapidez 
y se tornan indetectables despues de casi 5 meses. Como 
sucede con la FC y otras pruebas serologicas, la elevacion de 
cuatro veces en los titulos de crioaglutininas en presencia de 
una enfermedad clinica compatible es sugestiva de infeccion 
por M. pneumoniae. El principal inconveniente en utilizar 
esta prueba sola para el diagnostico presuntivo es que solo 
entre el 50% y el 60% de los individuos con infeccion aguda 
por M. pneumoniae presentara titulos de crioaglutininas 
demostrables.*^^’^^^ Ademas, varias otras enfermedades pue¬ 
den causar aumentos en las crioaglutininas, como mononu¬ 
cleosis infecciosa, parotiditis, gripe, rubeola, virus sincitial 
respiratorio, adenovirus, enfermedad vascular periferica y 
psitacosis. 


Pruebas serologicas para micoplasmas genitales 

Los metodos serologicos tambien se investigaron para el 
diagnostico de infecciones por M. hominis. Las proteinas de 
membrana asociadas con los lipidos (LAMP) constituyen un 
grupo fundamental de proteinas de la superficie celular que son 
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altamente antigenicas y son objeiivos principales en la res- 
puesta inmunitaria contra los micoplasmas. 

Las LAMP se han identificado en varias especies de 
Mycoplasma, como M. salivarium, M. penetrans, M. pirurn y 
M. genitalium y estos antigenos se emplearon en ensayos sero- 
logicos para la comprobacion de pacientes con diversos tipos 
de infecciones.'^®'^**®^'^^^ Los anticuerpos contra estos antigenos 
LAMP parecen ser altamente especiTicos de especie, sin reac- 
ciones cruzadas evidentes con los de otras especies. Los anti¬ 
cuerpos contra los antigenos LAMP se emplearon para definir 
serotipos de M. hominis. En un estudio reciente se compararon 
la antigenicidad y los perfiles de anticuerpos de 14 cepas dife- 
rentes de M. hominis por electroforesis en gel de poiiacrilami- 
da con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e inmunotransfe- 
rencia por Western blot.^^^ Las LAMP de estas 14 cepas mos- 
traron perfiles similares de SDS-PAGE y el analisis por inmu- 
notransferencia revelo que estas protemas eran altamente 
inmunogenas cuando se probaban con sueros de pacientes 
infectados. Estos investigadores tambien demostraron que los 
sueros de 28 de 31 pacientes HIV positivos con cultivos positi- 
vos para M. hominis de muestras de orina reaccionaron con 
cada uno de los 14 aislamientos diferentes de M. hominis en el 
examen Western blot. Estos estudios mostraron que las LAMP 
provenientes de cualquier cepa aislada de M. hominis podrian 
utilizarse como antigeno especifico en una prueba de EIA para 
la deteccion de anticuerpos contra M. hominis. Este EIA deri- 
vado de LAMP se utilize para demostrar que la prevalencia de 
anticuerpos especiTicos contra M. hominis era significativa- 
mente mayor en los pacientes que asisten a clmicas de enfer- 
medades de transmision sexual (prevalencia del 67,8%) que en 
los donantes de sangre sanos (prevalencia del 34,4%) y que la 
infeccion por M. hominis afectaba a una edad mucho menor en 
las mujeres que en los hombres. Estos EIA para la deteccion de 
anticuerpos sericos contra M. hominis estan disponibles solo en 
el ambito de la investigacion. 

Los metodos serologicos tambien se evaluaron como un 
modo para establecer la presencia de infeccion por U. urealyti- 
curn. Entre estos metodos estan las tecnicas de EIA, con micro- 
organismos purificados y sonicados como antigeno de fase 
solida, o tecnicas de Western blot, donde los antigenos se pre- 
paran a partir del crecimiento de serovariedades representativas 
de U. Lirealyticum en cultivo, se efectiia la lisis de los microor- 
ganismos con SDS, la separacion de antigenos por electrofo¬ 
resis y la transferencia de los antigenos a un papel de nitroce- 
lulosa. Un estudio realizado en 1995 examino la presencia de 
U. urealyticum en liquido amniotico junto con la respuesta 
serologica confirmada por EIA en mujeres en el tercer trimes- 
tre de embarazo que habian sido sometidas a amniocentesis por 
indicaciones geneticas, mujeres intemadas por trabajo de parto 
prematuro con membranas fetales intactas y mujeres con rotu- 
ra prematura de membranas.Aunque la prevalencia de la 
infeccion por U. ureaplasma fue del 2,9%, 4,3% y 17,8%, res- 
pectivamente, en los tres grupos las prevalencias correspon- 
dientes de anticuerpos fueron del 50%, 86% y 57%. Estos 
investigadores encontraron que la incidencia de complicacio- 
nes del embarazo como nacimiento prematuro, bajo peso al 
nacer o muerte fetal, fue significativamente mayor en las muje¬ 
res que habian montado una respuesta inmunitaria contra U. 
urealyticum.^^ En otro estudio realizado por el mismo grupo, el 
30% de las mujeres con endometritis posparto presentaron 
serologias positivas por EIA para U. urealyticum, en compara- 
cion con el 6% del grupo control.Un estudio serologico de 
mujeres y lactanies que empleo metodos de inmunotransferen- 
cia para IgM e IgA especiTicas para U. urealyticum establecio 


que el 4,5% de los lactantes nacidos con menos de 30 semanas 
de gestacion, menos del 1,7% de los nacidos entre 30 y 34 
semanas de gestacion y ninguno de los nacidos a las 35 sema¬ 
nas o mas tenfan anticuerpos IgM o IgA especiTica deiectables, 
lo que sugiere una posible participacion de la respuesta inmu¬ 
nitaria en la evolucion del embarazo.Los estudios serologicos 
de este tipo pueden ayudar a clarificar la participacion de la res¬ 
puesta inmunitaria especiTica contra U. urealyticum en la pa- 
togenia de la infeccion y proporcionar informacion para el 
desarrollo de pruebas serologicas sensibles y especiTicas para 
aumentar los enfoques diagnosticos por cultivo y moleculares 
en el laboratorio clinico. Como sucede con M. hominis, las 
pruebas serologicas para U. urealyticum solo estan disponibles 
y se utilizan en el ambito de la investigacion. 


Sensibilidad antimicrobiana y tratamiento 
de las infecciones por Mycoplasma 

La neumonia atipica causada por M. pneumoniae suele tra- 
tarse con tetraciclina o eritromicina.^^ Aunque el microorganis- 
mo aun puede estar presente en las vias respiratorias altas 
durante el tratamiento y despues de este, las manifestaciones 
clmicas de infeccion por lo general mejoran y los infiltrados 
observados en las radiografias de torax suelen desaparecer 
durante el tratamiento. Dada la dificultad para cultivar este 
microorganismo, su lenta velocidad de crecimiento y la falta de 
un metodo disponible con facilidad, ya no es necesario ni ade- 
cuado la realizacion de antibiogramas para M. pneumoniae. 
Los antibiogramas de cepas de M. pneumoniae indican que este 
microorganismo es sensible a varios agentes antimicrobianos, 
como quinolonas (ciprotloxacina, levofloxacina, ofloxacina, 
gemifloxacina, moxifloxacina, garenoxacina, trovafloxacina, 
grepafloxacina, rufloxacina), clindamicina, lincomicina, tetra¬ 
ciclina, doxiciclina, minociclina, eritromicina y ciertos amino- 
glucosidos (estreptomicina).'®^’^^^’^'^^’^*^'**^^’**^^''*^^ Algunos de los 
antibioticos macrolidos mas nuevos, como claritromicina, 
azitromicina y fluritromicina, tambien son eficaces contra M. 
pneumoniae y muestran un rango muy estrecho de concentra- 
ciones inhibitorias mmimas Las cepas de M. 

pneumoniae pueden mostrar menor sensibilidad a gentamicina, 
cloranfenicol, clindamicina y lincomicina y son francamente 
resistentes a penicilinas, cefalosporinas, acido nalidixico y 
rifampicina.'^^^ 

Casi tod as las cepas aisladas de M. hominis y U. urealyticum 
son sensibles a las tetraciclinas. Las cepas de M. hominis sue¬ 
len ser sensibles a clindamicina y lincomicina, pero no a eri¬ 
tromicina y otros macrolidos (azitromicina, claritromicina). 
Las cepas de U. urealyticum suelen ser sensibles a eritromicina 
y azitromicina, pero no a clindamicina y lincomicina. El creci¬ 
miento de M. hominis y U. urealyticum tambien es inhibido por 
cloranfenicol. estreptomicina y gentamicina, pero no por los 
agentes que actiian sobre la pared celular (cefalotina, ampicili- 
na y vancomicina). A mediados y finales de la decada de 1970 
y a comienzos de la de 1980, se aislaron cepas de ambas espe¬ 
cies resistentes a la tetraciclina y se encontro que contenian un 
determinante genetico de resistencia antimicrobiana denomina- 
do tetM?^^'^^^ Este determinante ha sido hallado tambien en 
otros microorganismos del aparato genital, como estreptococos 
del grupo B, Gardnerella vaginalis y Neisseria gonorrhoeae.^^^ 
Tambien se describieron cepas de U. urealyticum que presen- 
tan resistencia o sensibilidad intermedia a la eritromicina y a 
los macrolidos mas nuevos (p. ej., fluritromicina).En la 
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actualidad, casi todas las cepas de M. hominis son resistentes a 
la eritromicina y algunas, a la tetraciclina y la clindamicina. La 
resistencia a los macrolidos como eritromicina en M. hominis 
suele deberse a mutaciones en el rRNA 23En cepas de U. 
urealyticum tambien se describio resistencia a la tetraciclina; 
estas cepas contienen, ademas, el determinante de la resisten¬ 
cia La eritromicina sigue siendo el farmaco de 

eleccion para el tratamiento de V. urealyticum en recien nacidos 
sin afeccion del SNC; las infecciones del SNC en este grupo de 
pacientes se tratan mejor con tetraciclina o cloranfenicol.'^^’ Las 
cepas de U. urealyticum suelen ser menos sensibles a las quino- 
lonas que M. pneumoniae o M. hominis 

El perfil de sensibilidad a los antimicrobianos de M. genita- 
lium parece ser similar al de M. pneumoniae, con sensibilidad 
a las tetraciclinas y a varios macrolidoRenaudin y cols, 
determinaron la sensibilidad de siete aislamientos de M. geni- 
talium mediante el empleo del metodo de dilucion en agar y las 
compararon con tres cepas de M. pneumoniae Ambas espe- 
cies fueron sensibles a los macrolidos (eritromicina, espirami- 
cina, roxitromicina, azitromicina y claritromicina), clindamici¬ 
na, tetraciclina, doxiciclina, minociclina y fluoroquinolonas 
(ofloxacina, ciprofloxacina, lomefloxacina, esparfloxacina).^^ 
A pesar de la sensibilidad in vitro de M. genitalium a las tetra¬ 
ciclinas, varios estudios moslraron que el tratamiento con tetra¬ 
ciclina a menudo se asocian con fracasos terapeuticos. Un estu- 
dio realizado por Johannison y cols, hallo que el 62% de 13 
varones con uretritis por M. genitalium tratados con tetracicli¬ 
na durante 10 dias aiin presentaban el microorganismo en la 
uretra durante el seguimiento.^^^ En otro estudio, siete varones 
con uretritis por M. genitalium tratados con doxiciclina aun 
padecian uretritis en el seguimiento.^^ En un estudio sobre tra¬ 
tamiento que comparo tetraciclinas y azitromicina, los seis 
pacientes que habfan recibido azitromicina eran negatives para 
M. genitalium por PCR despues del tratamiento, mientras que 
el 63% de 16 pacientes tratados con tetraciclina aun eran posi¬ 
tives por PCR para M. genitalium despues del tratamiento3^"^ 
La presencia del microorganismo en el aparato urogenital con 
smtomas o sin ellos tras el tratamiento con estos agentes puede 
estar directamente relacionada con la dosis y la duracion del 
tratamiento. Segun las pautas para el tratamiento de las ETS, la 
azitromicina para el tratamiento de la uretritis se administra en 
una linica dosis de 1 Los pacientes con uretritis por M. 
genitalium que han sido tratados con azitromicina segun estas 
recomendaciones mostraron respuestas clmicas parciales y per- 
manecieron positives por PCR una semana despues de com- 
pletar el tratamiento.*^"^ Whatley y cols, hallaron que 500 mg de 
azitromicina en una unica dosis seguida de 250 mg de azitro¬ 
micina una vez por dia durante 2 dias era mas eficaz para erra- 
dicar M. genitalium que 200 mg de doxiciclina durante 7 dias 
o 1 g de azitromicina en una linica dosis. 

Con el uso de un procedimiento de dilucion en caldo modi- 
ficado con el medio SP-4, Hayes y cols, determinaron la sensi¬ 
bilidad a los antimicrobianos de la cepa incognitas de M. fer~ 
mentans iunio con cepas de referencia de M. fermentans (cepa 
PG18 [ATCC 19989]) y M. pneumoniae (ATCC 15531).*^^*^^ 
Como era de esperar, los tres micoplasmas fueron resistentes a 
los agentes que actiian sobre la pared celular (penicilina, ampi- 
cilina). Las cepas PG18 e incognitus de M. fermentans fueron 
resistentes a la eritromicina (media de las CIM de eritromicina, 
31,2 pg/mL y 43 pg/mL, respect!vamente), mientras que M. 
pneumoniae fue sensible (media de las CIM, 0,0073 pg/mL). 
La cepa incognitus de M. fermentans fue sensible a tetracicli¬ 
na, doxiciclina, clindamicina, lincomicina, cloranfenicol y 
ciprofloxacina. Ambas cepas de M. fermentans probadas en 


este estudio fueron resistentes a los aminoglucosidos (gentami- 
cina, kanamicina, estreptomicina y neomicina), mientras que 
M. pneumoniae resulto sensible. Las CIM de aminoglucosidos 
para la cepa incognitus de M. fermentans fueron mayores de 1 
000 pg/mL para estos cuatro farmacos, mientras que las CIM 
para gentamicina, kanamicina, estreptomicina y neomicina 
para la cepa PG18 fueron de 15,6, 20,8, 18,2 y 52,1 pg/mL, 
respectivamente. Antibiogramas realizados con posterioridad 
en otros 24 asilamientos de M. fermentans tambien indicaron 
que estas especies eran resistentes a la eritromicina y los ami¬ 
noglucosidos. Este ultimo estudio tambien confirmo que solo 
la ciprofloxacina y la levofloxacina, ambos antimicrobianos 
pertenecientes a las fluoroquinolonas, tenian un efecto bacteri- 
cida importante.*'"’^ 

Mediante el empleo de la tecnica de dilucion modificada con 
caldo de Hayflick, Hannon examino varias cepas de M. fer¬ 
mentans provenientes de infecciones humanas y de celulas de 
cultivo de tejido.*"*^ Estas cepas fueron mucho mas sensibles a 
la azitromicina que a la eritromicina o a la claritromicina. La 
clindamicina y varios congeneres de la tetraciclina tambien 
mostraron buena actividad contra las cepas de M. fermentans, 
aunque las concentraciones bactericidas para micoplasmas fue¬ 
ron siete veces mayores que las concentraciones inhibitorias 
del antibiotico. Este estudio tambien demostro que las cepas de 
M. fermentans aisladas durante la decada de 1960 en medios 
sin celulas eran sensibles a los aminoglucosidos, mientras que 
los aislamientos humanos recientes y las cepas obtenidas a par- 
tir de celulas de cultivo de tejido a menudo fueron resistentes a 
farmacos aminoglucosidos unicos o multiples, con CIM para 
estos agentes que superan los 500 pg/ mL. Las cepas de M. fer¬ 
mentans desarrollaron resistencia a la estreptomicina y a la 
gentamicina despues de 5 pasajes en caldo que contenia estos 
agentes, mientras que la resistencia a la tobramicina. kanami¬ 
cina y gentamicina se observo despues de 7, 8 y 14 pasajes en 
medios con estos agentes, respectivamente. Esta resistencia 
inducida a los aminoglucosidos permanecio estable despues de 
17 pasajes en caldo sin los aminoglucosidos. La azitromicina 
fue mas activa contra las cepas de M. fermentans que la eritro¬ 
micina o la claritromicina.*"*^ 

En un estudio posterior, Hannon examino la sensibilidad a 
los aminoglucosidos de varias cepas de M. fermentans, que 
comprendieron tres aislamientos asociados con el SIDA (inclu- 
so una cepa incognitus), seis aislamientos respiratorios recien¬ 
tes, un aislamiento asociado con leucemia desde 1962 y ocho 
aislamientos de celulas de cultivo de tejido.*"*"* Dos de los tres 
aislamientos asociados con el SIDA y todos los aislamientos 
respiratorios no asociados con el SIDA fueron sensibles a los 
seis aminoglucosidos probados, mientras que la cepa incogni¬ 
tus de M. fermentans y todos los aislamientos recientes de cul¬ 
tivo de tejido fueron altamente resistentes a los seis agentes, 
con CIM que superan los 250 pg/mL. La cepa aislada en culti¬ 
vo de tejido de medula osea leucemica en 1962 fue altamente 
resistente a la estreptomicina (CIM, > 250 pg/mL), pero sensi¬ 
ble a los otros cinco aminoglucosidos. Estos resultados fueron 
compatibles con los de los estudios anteriores de Hannon, que 
habian establecido que M. fermentans incognitus era la unica 
cepa humana de las nueve analizadas que mostro resistencia 
multiple a los aminoglucosidos.*"*^ Este perfil de resistencia fue 
identico al de las cepas de cultivos celulares. Estos resultados 
condujeron a Hannon a postular que el aislamiento original de 
M. fermentans incognitus por transfeccion directa de celulas 
NIH/3T3 con DNA extraido del tejido de sarcoma de Kaposi de 
un paciente con SIDA puede haber sido un contaminante, ya 
sea en el DNA transfectado o en las celulas 3T3 del cultivo de 
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tejido en el Esto se ve apoyado por el hecho de que el 

DNA procarionte no suele ser infeccioso para celulas euca- 
riontes del mismo modo que los acidos nucleicos virales, y que 
la capacidad de M fermentans de crecer dentro de la celula 
puede haber posibilitado que esta cepa desarrollara resistencia 
cruzada contra los aminoglucosidos que se utilizan en los cul- 
tivos de tejido para controlar la contaminacion. Esto tambien 
esta apoyado por el conocimiento de que M. fermentans es un 
contaminante frecuente de las celulas de los cultivos de teji¬ 
do. Estudios realizados por otros autores tambien mostraron 
que la cepa incognitas original de M. fermentans presenta una 
relacion genetica mas estrecha con las cepas asociadas con cul¬ 
tivos celulares.^®^ Aun cuando la cepa incognitas original de M. 
fermentans puede haber sido un contaminante falso, la investi- 
gacion posterior mostro que M. fermentans es un patogeno 
importante en pacientes con SIDA y sin el. 

Mediante el empleo de un ensayo de inhibicion metabolica 
por macrodilucion, Poulin y cols, examinaron la sensibilidad 
antimicrobiana de diversos micoplasmas “asociados con el 
SIDA”, como M. fermentans (una cepa de referencia, dos aisla- 
mientos clmicos provenientes de pacientes con SIDA y la cepa 
“incognitas”), M. penetrans (una cepa) y M. pirum (una 
cepa).^^^ Todas las cepas aisladas fueron sensibles a azitromici- 
na, claritromicina, clindamicina, doxiciclina, ofloxacina y tetra- 
ciclina. Las cepas de M. fermentans y M. pirum fueron resis- 
tentes a eritromicina, mientras que M. penetrans fue sensible. 
Estos investigadores tambien hallaron que los paneles deseca- 
dos Sensititre Gram-Positive MIC panels® (BD Microbiology 
Systems, Irvine, CA) inoculados con una suspension estandari- 
zada de los microorganismos en caldo SP-4 produjeron resulta- 
dos comparables con el metodo de la inhibicion metabolica para 
todos los farmacos probados por ambos metodos. En el panel 
Sensititre, todas las cepas probadas fueron resistentes a penici- 
lina, ampicilina, cefalotina, imipenem, vancomicina, rifampici- 
na y trimetoprim-sulfametoxazol. Las cepas de M. fermentans y 
M. penetrans fueron resistentes a gentamicina, mientras que M. 
pirum mostro una sensibilidad moderada. 

Hayes y cols, tambien examinaron las sensibilidades a los 
antimicrobianos de las cepas de M. penetrans mediante el pro- 
cedimiento de dilucion en caldo.En su estudio de nueve 
cepas de M. penetrans, todas fueron sensibles a azitromicina, 
cloranfenicol, ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina, eritro¬ 
micina, levofloxacina, lincomicina y tetraciclina. Todas las 
cepas presentaron resistencia a gentamicina y estreptomicina. 
Las fluoroquinolonas fueron la unica clase de antimicrobianos 
que mostraron accion bactericida, en lugar de bacteriostatica, 
contra M. penetrans 

Dada la variabilidad en la sensibilidad antimicrobiana, se 
crearon metodos para la realizacion de antibiogramas para 
micoplasmas, pero no estan ampliamente disponibles porque 
requieren medios especiales y pueden acarrear gastos conside¬ 
rables para los laboratorios de microbiologia chnica. Spaepen 
y Kundsin disenaron un procedimiento relativamente simple 
por elucion de disco en caldo para la realizacion del antibio- 
grama de ureaplasmas, similar a los descritos en el pasado para 
la comprobacion de las bacterias anaerobias."^^ Este procedi¬ 
miento proporciono resultados bastante reproducibles cuando 
se inoculaba con microorganismos crecidos en cultivo o con 
muestras de orina que contenfa microorganismos. Con poste- 
rioridad, Robertson y cols, comunicaron un metodo de dilucion 
en caldo estandarizado para determinar las CIM de los antimi¬ 
crobianos para las cepas de f/. urealyticum?^^ En 1986, Kenny 
y cols, publicaron un procedimiento de dilucion en agar para la 
realizacion de la prueba que parecia brindar resultados mas 


reproducibles que los metodos en caldo.^‘* Las comparaciones 
simultaneas de los metodos de microdilucion en caldo y dilu¬ 
cion en agar indicaron que ambos proveen resultados similares 
en la comprobacion de U. urealyticum para evaluar la sensibi¬ 
lidad a la tetraciclina y la eritromicina.^^^ 

Se describieron metodos de dilucion en agar y de dilucion en 
caldo para la realizacion de antibiogramas para micoplasmas.^*^ 
El agar H con pH de 7,2 a 7,4 puede utilizarse para M. hominis 
y M. pneumoniae, mientras que el agar U con pH de 6,3 a 6,5 
se utiliza para U. urealyticum. A1 medio se le incorporan dilu- 
ciones al doble de los agentes antimicrobianos cuando se pre- 
paran las placas para dilucion en agar. La inoculacion se reali- 
za mediante el replicador de Steer para proporcionar un inocu- 
lo de 30 a 300 unidades formadoras de colonias (UFC) por gota 
de inoculo. Este inoculo se determina por alfcuotas de plaqueo 
de diluciones al decimo de un cultivo en caldo por triplicado, 
se realizan el recuento de colonias y la dilucion adecuada de la 
suspension del microorganismo de modo que el replicador pro- 
porcione 30 a 300 UFC por inoculo. La placas se incuban en 
aerobiosis durante 4 dias (U. urealyticum), 5 dias (M. hominis) 
o 14 dias (M. pneumoniae). 

Los procedimientos de microdilucion en caldo suelen utili- 
zar caldo lOB para la comprobacion de ureaplasma y caldo SP 
para otros micoplasmas. Los antimicrobianos se solubilizan y 
diluyen en placas de microtitulacion con el medio liquido ade- 
cuado que contenga el indicador rojo fenol para lograr un rango 
de concentraciones del farmaco. El inoculo debe prepararse a 
partir de los cultivos en la fase de crecimiento exponencial, 
cuando las concentraciones de microorganismos suelen ser de 
alrededor de 10’ UFC/mL para los ureaplasmas y de 10* a 10^ 
UFC/mL para los micoplasmas de colonias grandes, los cuales 
tambien se expresan como unidades de cambio de color (UCC) 
por mililitro. A cada pocillo de microtitulacion que contiene las 
diluciones del antimicrobiano se agrega un inoculo de 10“^ a 10*^ 
UFC (UCC) del microorganismo y luego las placas se sellan e 
incuban en aerobiosis a 35 °C a 37 °C. Las placas de microtitu¬ 
lacion se examinan todos los dias hasta que se detecta un cam¬ 
bio de color debido al cambio de pH en el crecimiento del con¬ 
trol sin farmaco. La CIM se define como la menor concentra- 
cion del antimicrobiano en la cual se inhibe el metabolismo del 
microorganismo lo suficiente como para evitar el cambio en el 
color del medio (por el indicador de pH) en el momento en que 
el control sin farmaco muestra cambio de color. En el caso de 
JJ. urealyticum, el crecimiento por lo general se presentara en 
el pocillo control despues de 24 horas, mientras que el creci¬ 
miento de M. hominis suele requerir 48 horas. Las cepas de M. 
pneumoniae suelen necesitar 4 a 8 dias de incubacion antes de 
que se perciba el cambio en el pocillo control. La actividad 
bactericida de los antimicrobianos puede evaluarse con el enfo- 
que de dilucion en caldo al extraer una alicuota del pocillo de 
la CIM y los pocillos que contienen concentraciones mas ele- 
vadas del antibiotico, la dilucion de la alicuota con medio sin 
farmaco y la observacion de un cambio de color en el medio 
con la incubacion adicional. Con los procedimientos de dilu¬ 
cion en agar y caldo, en cada antibiograma deben incluirse 
cepas con sensibilidades conocidas y CIM reproducibles para 
la validacion de los resultados. 

En todos estos procedimientos pueden encontrarse proble- 
mas relacionados con las caracteristicas biologicas de los 
microorganismos y con el metodo en si. Los problemas biolo- 
gicos comprenden la posibilidad de cultivos mixtos (p. ej., 
micoplasmas y ureaplasmas juntos) y la coexistencia de pobla- 
ciones sensibles y resistentes en el mismo cultivo. Este ultimo 
problema puede detectarse solo en los sistemas basados en 
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dilucion en agar, debido a que el crecimiento de colonias en 
medios que contienen antibioticos puede ser reidentificado 
directamente mediante la prueba de hidrolisis de la urea o por 
metodos serologicos. Los problemas que se relacionan con la me- 
todologia comprenden la falta de un medio estandar para la rea- 
lizacion de la prueba, las discrepancias relacionadas con el pH 
requerido para el crecimiento optimo de los micoplasmas en 
comparacion con la actividad optima del antibiotico, la dificul- 
tad en la estandarizacion del tamano del inoculo, la falta de 
tiempo y de condiciones de incubacion estandarizados y la falta 
de valores criticos de sensibilidades estandarizados. 
Dados estos problemas, los antibiogramas para los micoplas¬ 
mas suelen realizarse solo en grandes instituciones con intere- 
ses especiales en la investigacion del tratamiento de las infec- 
ciones genitales por micoplasmas. 


Diagnostico y tratamiento de las infecciones por especies 
hemotropicas de Mycoplasma en animates 

Los miembros de los generos que con anterioridad corres- 
pondian a Eperythrozoon y Haemobartonella no crecen en cul- 
tivo, de modo que el diagnostico se basa en el examen de fro- 
tis de sangre tenidos con las tecnicas del tipo de Romanowsky, 
como Giemsa, May-Griinwald-Giemsa, Wright y Wright- 
Giemsa o por la tincion con naranja de acridina.^^^'^^^'^^'^Como 
los microorganismos realizan bacteriemias ciclicas de donde 
pueden ser eliminados con rapidez de la sangre, el examen de 
multiples frotis de sangre recolectada en un periodo de 24 
horas aumenta la probabilidad de un diagnostico positive en 
especies de huespedes clinicamente compatibles. Los frotis de 
sangre deben prepararse de inmediato despues de su recolec- 
cion mediante el empleo de sangre anticoagulada o sangre 
recolectada en tubos heparinizados; el anticoagulante EDTA 
puede causar el desprendimiento de los microorganismos de la 
membrana de los eritrocitos, lo que dificulta el diagnostico 
microscopico.^^* '^^'^ Los microorganismos aparecen como for¬ 
mas cocoides de 0,5 |im a 0,8 pm de diametro y adheridos a las 
superficies de los eritrocitos. Duelen encontrarse alrededor de 
la periferia del eritrocito y se disponen de modo aislado o de a 
pares, en grupos y en cadenas. Con la tincion fluorescente de 
naranja de acridina, los microorganismos apaiecen como ele- 
mentos brillantes, anaranjados o amarillo verdosos. Se han 
creado ensayos moleculares y serologicos para los micoplas¬ 
mas hemotropicos pero no estan ampliamente disponibles."^^"^ 
Todas las especies parecen ser sensibles a las tetraciclinas y 
resistentes a los p-lactamicos. El tratamiento con eritromicina 
controla de modo eficaz la infeccion aguda, pero no elimina de 
manera constante la infeccion en los animales.^®^ 
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Resumen 


gacion de procedimientos moleculares derive en productos 
comerciales, muchos de los cuales requieren la aprobacion de 
la Food and Drug Administration (FDA), la mayoria de los 
laboratorios podra diagnosticar la tuberculosis en dias -o incre- 
iblemente incluso en horas- mas que en semanas. 


Tendencias actuales en la tuberculosis clfnica 

Las siguientes son tendencias sobre la epidemiologia de la 
tuberculosis que deben ser encaradas por los medicos y el per¬ 
sonal de control de infecciones y de laboratorio. 

Aumento mundial de la incidencia de tuberculosis 

La incidencia de tuberculosis en los Estados Unidos declino 
progresivamente durante las ocho primeras decadas del siglo 
XX, pero esta tendencia cambio a comienzos de la decada de 
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1980.^'^ Hacia fines de los anos setenta la condescendencia fue 
reemplazando la vigilancia a medida que la curva de inciden- 
cia de la tuberculosis se aproximaba a cero en numerosas par¬ 
tes del mundo y muchos creian que la tuberculosis estaba por 
ser derrotada.'’* De hecho, ocurrio lo opuesto. Desde 1985 
hasta 1992 bubo un aumento en los casos comunicados de 
tuberculosis en los Estados UnidosJ^'^ Ademas de la condes¬ 
cendencia, otros factores contribuyeron a esta tendencia, como 
los cambios en la asignacion de fondos federales para el con¬ 
trol de la tuberculosis, la epidemia de HIV/SIDA, el aumento 
de la inmigracion de personas desde zonas con tasas elevadas 
de endemia, el hacinamiento de los pobres y la aparicion de 
cepas multirresistentes de M. 

Desde 1992 hasta 2002 hubo nuevamente una tendencia decre- 
ciente en la cantidad de casos de tuberculosis en los Estados 
Unidos debido a la mejoria en las medidas de salud publica, 
que incluyeron el tratamiento con observacion directa. Sin 
embargo, en todo el mundo, el impacto de la tuberculosis es 
peor que nunca, sobre todo en las regiones que tienen gran can¬ 
tidad de individuos infectados por HIV. 

En 1993, en un paso sin precedentes, la Organizacion 
Mundial de la Salud declaro la tuberculosis una emergencia 
global. El boletin informativo sobre el estado actual de la tuber¬ 
culosis en el mundo (http;//www.who.int/mediacentre/factshe- 
ets/whol04/en/) es impactante y menciona los siguientes datos: 

1. Un tercio de la poblacion mundial esta infectada actualmen- 
te por M. tuberculosis. 

2. Se produce una nueva infeccion por tuberculosis cada segun- 
do, lo que conduce a nuevas infecciones por tuberculosis en 
el 1 % de la poblacion mundial por ano. 

3. La epidemia de tuberculosis esta creciendo y mata a alrede- 
dor de 2 millones de personas por ano. 

4. El HIV contribuye significativamente a la propagacion de la 
tuberculosis. 

5. Las infecciones recien adquiridas entre 2002 y 2020 se pro- 
yectan a 1 000 millones de individuos. De estos, 150 millo¬ 
nes se enfermaran y 36 millones moriran por tuberculosis. 

En los paises industrializados, el 80% de los casos ocurren 
en individuos mayores de 50 anos; en los paises en vias de 
desarrollo, el 80% de los casos ocurren entre los 15 y los 50 
anos. Se ha calculado que al menos 15 millones de personas en 
los Estados Unidos tienen pruebas cutaneas positivas o presen- 
tan enfemiedad clinica. Las tasas de aumento son incluso 
mayores en los paises en vias de desarrollo, debido a las tasas 
elevadas de la endemia, las condiciones socioeconomicas en 
deterioro o cronicamente malas en las ciudades densamente 
pobladas y la cantidad creciente de individuos infectados por 
HIV. 

Impacto de la coinfeccion por HIV y Mycobacterium tuberculosis 

La pandemia por HIV, que en su mayor parte no esta con- 
trolada en muchas zonas del mundo, ha contribuido significati¬ 
vamente a la propagacion de la tuberculosis. La infeccion por 
HIV y la tuberculosis son enfermedades que interactiian de 
manera sinergica en todo nivel, desde el molecular hasta el epi- 
demiologico.^^’^^ Por ejemplo, la presencia de HIV en un indi- 
viduo promueve la replicacion intracelular del bacilo de la 
tuberculosis y, en consecuencia, la propagacion de M. tubercu¬ 
losis a otros. En muchas partes del mundo, la tuberculosis es la 
causa principal de muerte en los individuos infectados por HIV. 
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha calculado que 


un tercio de los 36,1 millones de personas que estan infectadas 
por HIV tienen tambien tuberculosis.^^*^ El factor de riesgo mas 
poderoso conocido para la reactivacion de la tuberculosis laten- 
te es la coinfeccion por hIV.^^ Si se considera que la 

mayoria de los individuos infectados por HIV, Af. tuberculosis 
o ambos viven en condiciones de pobreza con acceso insufi- 
ciente a la atencion de la salud, esta situacion solo puede agra- 
varse. 

Personas con riesgo de tuberculosis 

Se deben realizar pruebas de cribado para tuberculosis en los 
grupos de alto riesgo establecidos por el Advisory Council for 
the Elimination of Tuberculosis de los CDC (Consejo Asesor 
para la Eliminacion de la Tuberculosis de los Centros de 
Control y Prevencion de Enfermedades), a saber:^^ 

1. Contactos cercanos (aquellos que comparten la misma casa 
u otro ambiente cerrado) de personas de las que se sabe o 
se sospecha que tienen tuberculosis. 

2. Personas infectadas por HIV. 

3. Personas que se inyectan drogas ilegales u otros consumi- 
dores de sustancias identificadas como de alto riesgo (co¬ 
mo consumidores de crack de cocaina). 

4. Personas que presentan factores de riesgo clinico que se 
sabe que aumentan la posibilidad de sufrir la enfermedad 
en el caso de que ocurra la infeccion. 

5. Residentes y empleados de lugares que agrupan individuos 
de alto riesgo (como instituciones correccionales, asilos, 
instituciones para enfermos mentales, otras instituciones 
de residencia prolongada y albergues para individuos sin 
hogar). 

6. Personal sanitario que atiende a pacientes de alto riesgo. 

7. Individuos nacidos en el extranjero, incluidos los ninos, 
llegados recientemente (dentro de los 5 anos) de paises con 
alta incidencia o prevalencia de tuberculosis. 

8. Algunas poblaciones de bajos ingresos que cuentan con 
poca atencion medica. 

9. Poblaciones minoritarias raciales o etnicas de alto riesgo, 
segun las definiciones locales. 

10. Lactantes, ninos y adolescentes expuestos a adultos perte- 
necientes a categorias de alto riesgo. 

Se recomienda que los profesionales que intervienen en los 
programas de tuberculosis locales o estatales scan los que defi- 
nan los grupos por evaluar. En algunas localidades, los depar- 
tamentos de salud local deben llevar a cabo el estudio de detec- 
cion o deben conversar acerca de la necesidad de realizar esta 
evaluacion con otros individuos adecuados, como el personal 
de las instituciones correccionales, los funcionarios de control de 
infecciones de los hospitales y los operadores de los albergues. 
Los CDC proporcionan varias recomendaciones para conducir 
los programas y para manejar los grupos de alto riesgo especi- 
ficos.^^ 

Enfermedad rapidamente progresiva 

La infeccion por M. tuberculosis de adquisicion reciente no 
siempre sigue la evolucion clasica y lentamente progresiva de 
la enfermedad secundaria. La tuberculosis progresiva primaria 
o el tipo miliar de tuberculosis de rapida propagacion es la 
regia mas que la excepcion en los pacientes con inmunosupre- 
sion profunda, como los pacientes con SIDA. La progresion de la 
enfermedad en estos pacientes ya no se mide en terminos de 
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meses y anos, sino mas bien, en semanas. La replicacion mas 
rapida de las micobacterias en los sitios de infeccion, tanto de 
M. tuberculosis como particularmente de cepas pertenecientes 
al complejo M. avium-intracellulare (MAI), conduce no solo a 
altas concentraciones de microorganismos en estos sitios, sino 
tambien a septicemia, propagacion miliar y a posibles fracasos 
terapeuticos secundarios a la carga masiva de micobacterias y 
posiblemente al surgimiento de cepas multirresistentes. 

Implementacion de un control de la infeccion y medidas 
epidemiologicas mas intensivas 

Tambien se estan instituyendo medidas mas intensivas para 
que los pacientes con alto indice de sospecha de tuberculosis 
scan rapidamente aislados. El personal de los hospitales dedi- 
cado a la asistencia directa de los pacientes con tuberculosis 
tambien corre alto riesgo de infeccion y es necesario que siga 
los procedimientos de aislamiento y que use vestimentas y 
mascaras protectoras con filtros de alta select!vidad. El perso¬ 
nal de laboratorio que manipula muestras clmicas de pacientes 
con tuberculosis tambien esta muy expuesto a sufrir la infec¬ 
cion, pero puede trabajar en forma segura utilizando las pre- 
cauciones universales, que incluyen el procesamiento de las 
muestras con campanas de seguridad biologica con flujo lami¬ 
nar. Se encuentran bajo estrecha vigilancia los sistemas de ven- 
tilacion de los hospitales y lugares donde existen condiciones 
de hacinamiento, como prisiones, asilos y albergues urbanos 
para individuos sin hogar, en los que se han comunicado brotes 
de tuberculosis. Nardell y cols, observaron que una mala aire- 
acion contribuia a la transmision aerea de infecciones en edifi- 
cios equipados con sistemas de tuberias que proveian mezclas 
deficientes de aire exterior.^'” Sin embargo, los problemas sub- 
sistiran en circunstancias que no despiertan sospechas, como el 
brote de tuberculosis entre 41 clientes de un bar local comuni- 
cados por Kline y cols.’*^ El caso inicial en esta comunicacion 
fue un individuo sin hogar que era cliente habitual del bar. que 
tuvo un intervalo asintomatico prolongado antes del diagnosti¬ 
co. El consumo importante de alcohol entre esta poblacion de 
clientes tambien puede haber contribuido a la alta tasa de infec- 
tividad; se ha demostrado que este factor de riesgo se asocia 
con la transmision de la tuberculosis. 


Tendencias en el diagnostico de laboratorio 
de la tuberculosis 

En respuesta a estas situaciones clmicas y epidemiologicas 
alteradas, han surgido varios cambios en las practicas de labo¬ 
ratorio en los ultimos anos. Se han introducido varias tecnicas 
nuevas dirigidas a la deteccion de M. tuberculosis directamente 
en muestras clmicas mediante la amplillcacion de acidos nuclei- 
cos, el aislamiento mas eficaz de micobacterias en las muestras 
clmicas, la rapida identificacion de las micobacterias y la deter- 
minacion de los perfiles de sensibilidad a los farmacos. El 
siguiente es un resumen de varios de estos metodos nuevos: 

Uso de tecnicas moleculares 

Los metodos moleculares han cambiado de manera signifi- 
cativa el tiempo que requiere la identificacion en los laborato- 
rios que los utilizan (veanse los detalles mas adelante). Esto 
comenzo con el uso de las sondas de acidos nucleicos comer- 
ciales para la identificacion de miembros del complejo M. 


tuberculosis, el complejo MAI, M. kansasii y M. gordonae. El 
uso de estas sondas redujo significativamente el tiempo de 
identificacion de estos microorganismos y, lo que es mas 
importante, confirmo o excluyo con rapidez la presencia de M. 
tuberculosis. 

La deteccion directa de M. tuberculosis en las muestras cli- 
nicas es posible utilizando pruebas de amplificacion de acidos 
nucleicos. Dos de estos metodos han recibido la aprobacion de 
la FDA para su uso en muestras clmicas; ambos son altamente 
sensibles y especificos para M. tuberculosis en muestras con 
frotis positivos. Tambien se describieron distintos ensayos 
“domesticos”, mas recientemente en varios de los formatos en 
tiempo real. Aunque en teoria, se puede detec tar el DNA de una 
sola celula micobacteriana despues de la amplificacion 
mediante PCR, en realidad se necesita mas de una celula por la 
presencia de inhibidores de la PCR en las muestras clmicas. 
Por ejemplo, Yajko y cols, determinaron que 42 unidades for- 
madoras de colonias (UFC) era el limite inferior de corte en las 
muestras directas de esputo con su ensayo, lo cual correspon- 
dia a ocho UFC que fueron aisladas en cultivo de muestras pro- 
cesadas con A^-acetil-L-cistema (NALCj-NaOH."^®* 

Otras tecnicas de biologia molecular, como la secuenciacion 
de acidos nucleicos, la hibridacion inversa y el analisis de 
micromatrices, tambien han sido satifactorias para la caracteri- 
zacion rapida de las micobacterias que crecen en cultivo. Estas 
tecnicas tendran un efecto considerable sobre la forma como se 
practicara la micobacteriologia en el future y se explican mejor 
mas adelante. 

Uso de insirumentos automatizados 

El tiempo transcurrido hasta el aislamiento de micobacterias 
en el esputo y otras muestras, incluidos los hemocultivos, se ha 
acortado hasta 2 a 3 semanas con el uso de los sistemas auto- 
matizados.^^^’^^^ BACTEC 460® (BD Diagnostic Systems, 
Sparks, MD), BACTEC Mycobacteria Growth Indicator Tube® 
(MGIT) 960 (BD Diagnostic) y ESP II® (Trek Diagnostic 
Systems, Westlake, OH) tambien han sido autorizados por la 
FDA para la realizacion de pruebas rapidas de sensibilidad a 
los antituberculosos de primera Imea.^^^’^^^ Un aumento del cre- 
cimiento, segun lo determina el instrumento, en el frasco ampo- 
11a que contiene el antibiotico dentro de los 3 a 5 dias de la ino- 
culacion con la cepa de prueba indica resistencia al farmaco. 

Uso de medios de cultivo en caldo 

La tasa de aislamiento y el tiempo hasta la positividad de las 
micobacterias de las muestras clmicas tambien se han mejora- 
do mediante el uso de los medios de cultivo en caldo. Los sis¬ 
temas de cultivo con base de caldo para las micobacterias 
incluyen los sistemas MGIT® manual y automatizado (BD 
Diagnostic), que utilizan caldo 7H9 y un sensor fluorescente 
sensible al O, para indicar el crecimiento microbiano, el frasco 
MB/BacT® (BioMerieux, Durham, NC), el frasco litico BAC¬ 
TEC MYCO/F® (BD Diagnostic), el sistema Septi-Chek 
manual® (BD Diagnostic) y el ESP Culture System® (Trek 
Diagnostic). 

Inoculacion de muestras clmicas en medios de cultivo 
con base de agar 

La inoculacion de un medio de cultivo transparente con base 
de agar, como Middlebrook 7H10 o 7Hi 1® permite la observa- 
cion microscopica para microcolonias. Se puede observar con 
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el microscopio el crecimiento de las colonias tan solo 5 a 7 dias 
despues de la inoculacion de muestras con frotis positivos. Se 
ha utilizado tambien la morfologia de las microcolonias reali- 
zando identificaciones presuntivas tempranas de M. tuberculo¬ 
sis y miembros del MAI. Esta informacion a menudo propor- 
ciona una guia util para otras investigaciones del aislamiento, 
sobre todo para seleccionar el ensayo de sonda de acidos 
nucleicos apropiado. 

Uso de j^-nitro-acetilamino-hidroxipropiofenona (NAP) 

La NAP es un antibiotico que inhibe selectivamente el creci¬ 
miento de M. tuberculosis en los medios de cultivo en caldo. 
Despues de la inoculacion de un frasco ampolla con cultivo 
BACTEC que contiene NAP y el microorganismo de prueba, 
cualquier elevacion en el mdice de crecimiento, que indica 
resistencia a la NAP, despues de 3 dias de incubacion incluye 
la posibilidad de M. tuberculosis. 

Aplicaciones de la cromatografia gas-liquido y la cromatografia 
liquida de alto rendimiento 

La composicion de acidos micolicos de la pared celular y de 
los acidos grasos que contiene, determinada por cromatografia 
de gas-liquido y cromatografia liquida de alto rendimiento, de¬ 
fine perfiles utiles para la identificacion rapida de especies de 
micobacterias aisladas en las muestras clmicas. 

Uso de tubes de hemocultlvo con sistema de lisis-centrifugacion 

El aislamiento de micobacterias en las muestras de sangre 
periferica y medula osea puede mejorarse liberando las mico¬ 
bacterias del medio intracelular al caldo de hemocultivo, lo que 
aumenta la tasa de aislamiento y reduce el tiempo necesario. 

Por lo tanto, se utiliza una combinacion de tecnicas micro- 
biologicas tradicionales mejoradas y aplicaciones tecnicas de 
diagnostico molecular como herramienta para la rapida detec- 
cion e identificacion de las micobacterias en las muestras clini- 
cas y en los cultivos positivos. La identificacion mas rapida de 
las micobacterias permite un tratamiento antimicobacteriano 
dirigido e intensivo, que ayuda a evitar la aparicion de cepas 
resistentes a los farmacos y tiene implicaciones en relacion con 
la transmision interhumana de la tuberculosis.En este capi- 
tulo se explicaran con mas detalle los nuevos enfoques senala- 
dos antes. 


Laboratorio clfnico 

Optimizacibn de la deteccion y la identificacibn de micobacterias 

Salfinger senala lo que denomina un programa de “ejecucion 
rapida’\ en referenda a la organizacion global de los laborato- 
rios clmicos y a la necesidad de proporcionar mas servicios de 
laboratorio.^^^'^^ Tres objetivos primarios del programa de eje¬ 
cucion rapida son: 

1. Utilizar las tecnicas mas rapidas y confiables a fin de lograr 
los tiempos de procesamiento mas cortos posibles para la 
identificacion del microorganismo y las pruebas de sensibi- 
lidad. 

2. Centralizar estos servicios para controlar costos. 

3. Limitar al menor tiempo posible el confinamiento de los 
pacientes con infecciones no producidas por M. tuberculo¬ 
sis en habitaciones para aislamiento respiratorio. 


La practica tradicional de esperar que aparezcan las colo¬ 
nias bacterianas en agar solido, realizar las identificaciones sin 
tecnicas de sondas y efectuar las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos solo en medios solidos lleva demasiado tiempo. 
Las decisiones referentes a los procedimientos y las pruebas 
que se realizaran en el laboratorio del lugar y que seran envia- 
das a un laboratorio de referenda calificado deben determi- 
narse dentro de cada comunidad de asistencia de la practica. 
En muchos lugares, las actividades del laboratorio local pue- 
den estar limitadas a los procedimientos rapidos de cambio de 
rumbo, como examinar frotis para microorganismos acido- 
alcohol resistentes o la inoculacion y la evaluacion provisional 
de los cultivos. Otros procedimientos, que nuevamente deben 
ser determinados por el personal sanitario, pueden realizarse 
mejor en el laboratorio de referenda regional. La mayoria de 
las tecnicas para identificaciones directas, como la cromato¬ 
grafia liquida de alto rendimiento, el analisis de sondas de aci¬ 
dos nucleicos, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y 
los ensayos de endonucleasas de restriccion y secuenciacion 
del DNA, estaran dentro de la competencia del laboratorio de 
referenda, pero se encuentran cada vez mas ampliamente dis- 
ponibles. Se debe establecer un equipo de trabajadores sanita- 
rios, que incluya medicos, especialistas de laboratorio y per¬ 
sonal de apoyo para determinar los enfoques diagnosticos que 
deben coordinarse en el programa de rastreo rapido para 
alcanzar los objetivos. El diagnostico temprano, el tratamien¬ 
to adecuado y rapido, y el aislamiento respiratorio son los 
principales ingredientes para lograr la curacion del paciente, 
evitar el surgimiento de cepas resistentes e interrumpir la 
transmision de una persona a otra. 

Seguridad en el laboratorio 

La manipulacion incorrecta del material biologico infeccio- 
so como muestras clmicas coloca al personal de laboratorio en 
riesgo de infeccion. En los Estados Unidos existe una preocu- 
pacion creciente por la bioseguridad en relacion con la mani¬ 
pulacion de muestras potencialmente infecciosas y cultivos en 
los laboratorios de microbiologia clmica. En la actualidad, en 
muchos casos se recomiendan los estandares estrictos de con¬ 
trol de seguridad que se conforman al estandar de bioseguridad 
de nivel 3, sobre todo cuando se trabaja con aislamientos de 
cultivos. Especificamente, se requieren practicas de bioseguri¬ 
dad de nivel 3 para los laboratorios en los cuales se realizan 
actividades niveles II y III de la American Thoracic Society, 
que en el caso de las micobacterias son la propagacion y la 
manipulacion de cultivos para M. tuberculosis o M. bovis. Los 
siguientes son los requisitos de bioseguridad propuestos por el 
Department of Heath and Human Services de los Estados 
Unidos (Biosafety in Microbiological and Biomedical Labora¬ 
tories, y edicion, 1993). 

El ambito de bioseguridad de nivel 3, que incluye el gabi- 
nete de seguridad biologica y la centrifuga, debe tener paredes 
y superficies de trabajo impermeables. flujo de aire direccio- 
nal (con la presion de aire mas baja en el laboratorio) y un cie- 
rre con doble puerta para evitar el flujo retrogrado del aire. El 
aire proveniente del ambito de bioseguridad debe ser ventila- 
do a traves de filtros particulados de alta eficacia para aire 
directamente hacia el exterior. Los laboratorios y las capuchas 
deben estar equipados con medidores para controlar la presion 
de aire. 

Como el equipamiento y los brazos del trabajador colocados 
en un gabinete para seguridad biologica pueden interrumpir el 
flujo de aire laminar y desviar el aire contaminado hacia afue- 
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ra, quienes trabajan en ese gabinete y en el ambito de biosegu- 
ridad nivel 3 deben utilizar un equipo de proteccion personal, 
que incluya una mascara con filtros. Se debe evaluar todos los 
anos al personal para verificar que la mascara se adapta correc- 
tamente. Se deben utilizar batas descartables sobre las prendas 
de trabajo (no se deben utilizar vestimentas de calle en el ambi¬ 
to de bioseguridad de nivel 3 porque se pueden contaminar), 
junto con guantes, gorras y proteccion del calzado para com- 
pletar los accesorios de proteccion personal, ya que pueden 
ocurrir salpicaduras accidentales. Una vez que se completa el 
trabajo se deben retirar las vestimentas y colocarlas en una 
bolsa para su tratamiento en el autoclave. 

El director debe determinar el grado en que se requieren 
renovaciones en el ambito del laboratorio. Estas pueden costar 
muchos miles de dolares y es posible que no sean rentables en 
ciertos lugares. En estos casos, hay que considerar la decision 
de si sena mas eficaz realizar los cultivos para micobacterias en 
otras instalaciones, como un laboratorio de referencia que 
pueda cumplir con los estandares recomendados. 


Recoleccion de las muestras 

Las micobacterias pueden ser aisladas en distintas muestras 
clmicas, como las de las vias altas (esputo, lavados bronquia- 
les, lavado broncoalveolar y biopsias bronquiales), orina, 
heces, sangre, hquido cefalorraquideo (LCR); biopsias titulares 
y aspiraciones profundas con aguja de casi cualquier tejido u 
organo.’®"^ Las muestras que pueden contener flora bacteriana 
normal pueden procesarse enseguida despues de la recoleccion 
para reducir al mmimo el grado de sobrecrecimiento con con- 
taminantes. 

Muestras respiratorias 

Las muestras de esputo recogidas con expectoracion o con 
nebulizacion ultrasonica se obtienen mejor poco despues de 
que el paciente se despierta por la manana, cuando la concen- 
tracion de las micobacterias es maxima. En el pasado, se nece- 
sitaban muestras de esputo de 24 horas para tener una concen- 
tracion suficiente de micobacterias para aumentar al maximo el 
aislamiento; sin embargo, los procedimientos de extraccion 
actuales son mas eficientes y basta una muestra mas pequena 
para lograr el mismo grado de aislamiento. No se recomiendan 
las recolecciones de 24 horas porque la muestra que contiene la 
maxima concentracion de micobacterias estara proporcional- 
mente diluida por las muestras de bajo rendimiento ulteriores y 
las posibilidades de un hipercrecimiento de bacterias y de bon¬ 
gos durante el proceso de recoleccion prolongada aumentan en 
forma significativa.^^^ 

La liberacion irregular e intermitente de micobacterias en 
la luz bronquial desde las lilceras mucosas o las cavidades 
loculadas a menudo conduce a un patron variable de aisla¬ 
miento desde las muestras respiratorias. Los cultivos obteni- 
dos de pacientes con tuberculosis pulmonar o renal, en parti¬ 
cular, pueden ser positivos un dia pero negativos el siguiente; 
por lo tanto, se debe recoger un mmimo de tres esputos de las 
primeras horas de la manana o cinco muestras de orina de las 
primeras horas de la manana en periodos sucesivos de 24 
horas para aumentar al maximo la posibilidad de aislamiento 
de micobacterias. Todas las muestras deben ser transportadas 
rapidamente al laboratorio y refrigeradas si se difiere el pro- 
cesamiento. 


Hemocultivos 

Se pueden utilizar varios metodos para el aislamiento de 
micobacterias en los hemocultivos. Berlin y cols, comunicaron 
sobre el uso de un sistema bifasico que utiliza albumina-acido 
oleico-7Hl I modificado como fase de agar e infusion de cerebro 
y corazon como fase de caldo. Se obtuvieron cultivos positivos 
para MAI tan solo a los 6 a 8 dias.^® Sin embargo, Agy y cols, 
informaron que solo el 43,8% de los hemocultivos de pacientes 
con hemocultivos positivos fueron aislados utilizando un sistema 
bifasico similar.^ El uso del sistema de hemocultivo por lisis-cen- 
trifugacion (Isolator®; Wampole Laboratories, Cranbury, NJ) ha 
aumentado el rendimiento y acortado el tiempo hasta el aisla¬ 
miento de micobacterias en los hemocultivos.^^El tubo de 
lisis-centrifuga contiene un anticoagulante y un agente que lisa 
para lograr la rotura de eritrocitos y neutrofilos. Asi, se liberan 
las micobacterias intracelulares en el medio de caldo, enriqueci- 
do ademas por la lisis de los eritrocitos. Cada tubo tiene 5 mL de 
sangre y la lisis celular puede aumentarse invirtiendo con suavi- 
dad el tubo varias veces inmediatamente despues de agregar la 
muestra. Luego de la centrifugacion del tubo a 3 000 g durante 
20 a 30 minutos, se descarta el liquido que queda y se dividen 1,6 
mL de sedimento en ahcuotas de 0,2 mL para su transferencia a 
los medios de cultivo apropiados. 

Uno de los primeros sistemas de hemocultivos semiautoma- 
tizados para micobacterias fue el BACTEC (Becton Dickinson, 
Sparks, MD); la deteccion de frascos positivos se baso sobre la 
deteccion del radiactivo liberado en el frasco de hemo¬ 

cultivo a partir del metabolismo del acido l-[^'^C]-palmitico 
que fue incluido en el medio de caldo (Middlebrook). 

Se ha propuesto la teoria de que el reactivo de lisis-anticoa- 
gulante (LAR) contenido en el tubo Isolator® puede ser toxico 
para el MAI cuando se transfiere el producto de la lisis a un sis¬ 
tema hquido cerrado, al contrario del subcultivo en medios 
solidos, para el cual el componente puede difundirse en el agar 
o evaporarse en el espacio aereo suprayacente. Whittier y cols, 
llevaron a cabo un estudio de aislamiento en Isolator en el cual 
el aislamiento de MAI de medios bifasicos Septic-Check AFB 
fue superior a su aislamiento en los frascos BACTEC 12B ino- 
culados en paralelo.^*^^ 

Sin embargo, Doem y Westerling observaron que el efecto 
inhibidor de LAR en los frascos de BACTEC 12B se reduce si 
se utiliza un inoculo pequeho (0,2 mL) del producto de la lisis 
del Isolator.Sin embargo, Wasislauskas y Morrell contraar- 
gumentan que el uso de un inoculo mas pequeno puede com- 
prometer el aislamiento en las infecciones leves.^^^ Tal vez si se 
va a utilizar un sistema hquido cerrado para la transferencia de 
muestras de sangre con lisis, centrifugadas y procesadas, puede 
estar indicada la inoculacion de medios solidos en paralelo, 
sobre todo en los pacientes con SIDA, en los cuales el aisla¬ 
miento de microorganismos MAI es altamente probable. 

El problema se elude en muchos laboratorios utilizando los 
frascos para hemocultivo htico, lo que evita posibles inconve- 
nientes asociados con el sistema Isolator. En un estudio de 32 
casos de sepsis por micobacterias, se detecto crecimiento en 30 
de los frascos ampollas 13A (93,7%), en 27 placas de agar de 
Middlebrook 7H11 inoculadas con sedimento obtenido del 
tubo Isolator (84,4%) y en 26 frascos BACTEC 12B inocula- 
dos con el sedimento de Isolator (81,2%).^ Se detecto creci¬ 
miento en el frasco 13B y en los frascos 12B a los 14,2 y 13,7 
dias, respectivamente, en comparacion con 20,8 dias para las 
placas M7HIL Este estudio llego a la conclusion de que el 
frasco BACTEC 13A es igual o mejor que el sistema Isolator, 
tanto en la tasa de aislamiento de micobacterias de los hemo- 
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cultivos como en el tiempo hasta el, conclusion que tambien 
ban alcanzado otras investigaciones.^^*^ Strand y cols, observa- 
ron que el frasco BACTEC 13A era comparable con el proce- 
dimiento en agar de lisis-centrifugaci6n/7H 11 en la tasa de ais- 
lamiento (96,9% y 98,5%, respectivamente) y el tiempo de 
deteccion de 64 hemocultivos positives para M. avium y uno 
para M. tuberculosis?^^ Se presentaran en este capitulo los 
deialles de los frascos liticos para hemocultivos y sus aplica- 
ciones en el laboratorio de micobacteriologia. 

Existen varias opciones comerciales mas nuevas para el cul- 
tivo de sangre para micobacterias, algunas de las cuales contie- 
nen agentes liticos que ayudan a liberar las micobacterias de 
los fagocitos. Estas opciones incluyen el ESP Culture System 
II (Trek Diagnostics), el sistema litico BACTEC MYCO/F (BD 
Diagnostic Systems) y el frasco MB/BacT (BioMerieux) y se 
explican a continuacion. 

Cualquiera que sea el sistema de hemocultivos que se utili- 
ce, es posible que la politica de obtener por lo menos dos con- 
juntos de cultivos no sea costo-eficaz para los pacientes en los 
cuales se sospecha una micobacteriemia.^^'^ De un total de 1 047 
hemocultivos para micobacterias obtenidos en 273 pacientes 
con MAI diseminado, Stone y cols, observaron que solo uno de 
los dos frascos era positivo en solo cuatro de 98 cultivos posi- 
tivos (4%).^^"* En el 85%, ambos frascos fueron negativos y en 
el 11%, ambos frascos fueron positivos. Por lo tanto, como 
rutina recomiendan obtener solo un linico hemocultivo para el 
diagnostico de septicemia por micobacterias y ordenar otro 
cultivo solo si existe una prueba clinica firme de infeccion dise- 
minada. Se ha destacado la importancia de obtener hemoculti¬ 
vos en los pacientes en los que se sospecha tuberculosis.^^ El 
14% de los pacientes con tuberculosis diseminada tuvieron 
hemocultivos positivos (el consumo de drogas intravenosas y el 
alcoholismo cronico fueron factores de riesgo); en el pasado, 
hasta el 26-42% de los pacientes con SIDA tuvieron infeccio- 
nes por micobacterias en algun momento durante el curso de su 
enfermedad y en el 33%, los hemocultivos positivos propor- 
cionaron el aislamiento inicial del microorganismo. Por lo 
tanto, los hemocultivos positivos para bacilos acido-alcohol 
resistentes proporcionan un procedimiento no invasor para 
diagnosticar una enfermedad diseminada. 

Muestras de heces 

En ciertos pacientes con SIDA, la concentracion de mico¬ 
bacterias, sobre todo MAI, puede ser lo suficientemente alta en 
el colon como para ser aislada en cultivo. Kiehn y cols, sugi- 
rieron un procedimiento para procesar muestras de heces para 
cultivo de micobacterias:^™ 

• Las muestras se recogen en un recipiente limpio (no nece- 
sariamente esteril) con una tapa bien ajustada, como para 
los cultivos bacterianos de rutina. 

• Se prepara en primer lugar un frotis directo de una pequeha 
cantidad de la muestra y se lo tine para bacilos acido-alco¬ 
hol resistentes, utilizando las tecnicas de carbolfucsina de 
Ziehl-Neelsen o de Kinyoun o el metodo de fluorescencia 
de rodamina-auramina. 

• Si los frotis son negativos para bacilos acido-alcohol resis¬ 
tentes, la muestra no se procesa mas. 

• Si se observan bacilos acido-alcohol resistentes, se suspen- 
de 1 g de heces en 5 mL de caldo de Middlebrook 7H9 o 
equivalente y se lo somete a la misma descontaminacion- 
digestion con NaOH como se utilizo para las muestras de 
esputo, lo que se describira mas adelante. 


• La contaminacion del cultivo con bacterias intestinales esta 

significativamente disminuida durante el procedimiento de 

digestion. 

Se podria plantear la duda acerca de la importancia de la 
deteccion de micobacterias en muestras de heces. En un estu- 
dio de 89 pacientes con enteropatia relacionada con SIDA rea- 
lizado en Lusaka, Zambia, Conlon y cols, observaron que el 
sintoma de la diarrea cronica no se relacionaba con la presen- 
cia de micobacterias en las muestras de heces.Llegaron a la 
conclusion de que las micobacterias desempehan un papel sin 
importancia en la patogenia de la enteropatia en los pacientes 
con SIDA. Como alternativa. Chin y cols, observaron que el 
aislamiento de los microorganismos MAI de muestras de heces 
es predictive de enfermedad diseminada.Se puede aplicar la 
tecnica descrita antes; el hecho de que el procedimiento deba 
estar disponible en un laboratorio dado debe ser una decision 
individual. 

Otras muestras “esteriles” 

Las muestras remitidas para cultivo de bacilos acido-alcohol 
resistentes que normalmente son esteriles, como liquido cefa- 
lorraquideo, liquido sinovial y otros liquidos corporales, no 
necesitan ser descontaminadas antes del cultivo. El procesa- 
miento puede comenzar con la centrifugacion, como se descri¬ 
be luego y se transfiere una pequena alicuota del sedimento a 
un medio de cultivo apropiado. Se pueden agregar directamen- 
te muestras de liquidos de bajo volumen a alrededor de 10 mL 
de caldo 7H9 o 7H11 que se incuban directamente. En general, 
las muestras de orina pueden procesarse sin descontaminacion 
y centrifugarse, y se utiliza para el cultivo una porcion del sedi¬ 
mento, como ya se describio. Se prefiere la primera muestra de 
la manana mas que una recoleccion de 24 horas. La practica 
de algunos laboratorios es establecer cultivos bacterianos antes de 
cultivar para micobacterias a fm de determinar si las muestras 
requieren descontaminacion. Ademas, se pueden agregar 10 o 
15 mL de cloruro de calcio al 10% a la muestra de orina hasta 
que se forma un precipitado para eliminar los factores inhibi- 
dores. Luego de la centrifugacion, se cultiva una porcion del 
sedimento, como ya se describio. Los tejidos y el material de la 
biopsia con aguja deben colocarse en una pequena cantidad de 
caldo 7H9 o 7H11 como medio de sosten. Segun el tamano y 
la naturaleza del material obtenido, se coloca la muestra en una 
pequeha cantidad de caldo con un mortero y una mano de mor- 
tero y se transfieren alicuotas de la suspension a los medios de 
cultivo apropiados. 

No existe casi ninguna indicacion para obtener material 
para el cultivo de micobacterias con un hisopo porque la natu¬ 
raleza hidrofoba de la pared celular de las bacterias que con¬ 
vene lipidos inhibe la transferencia de los microorganismos 
desde el hisopo hasta el medio de cultivo acuoso. Si se recibe 
un hisopo en el laboratorio, se debe colocar directamente el 
extreme sobre la superficie del medio de cultivo o en un tubo 
que contenga unos 5 mL de caldo 7H9 y se lo incuba durante 
4 a 8 semanas. Si hay micobacterias, se las puede hallar for- 
mando colonias en las fibras del hisopo en la union de los 
medios de cultivo. Como alternativa, el director del laborato¬ 
rio puede considerar que un hisopo es una muestra inapropiada 
y rechazarla para el cultivo de micobacterias. Las decisiones 
de no procesar estas muestras de bajo o ningiin rendimiento 
pueden ahorrar al hospital una cantidad considerable de 
dinero con el tiempo. Es necesario educar al personal medi¬ 
co acerca del razonamiento de estas decisiones y debe ser 
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notificado antes de implementar protocolos de rechazos de 
las muestras. 


Procedimientos de iaboratorio para ei aisiamiento 
y la identificacion de las micobacterias 

El enfoque clasico de laboratorio del diagnostico de las 
infecciones por micobacterias comprende la caracterizacion 
fenotipica de las colonias que crecen en el medio de 
Lowenstein-Jensen. El empleo de una serie de pruebas bioqui- 
micas lleva demasiado tiempo para las aplicaciones actuales. 
La figura 19-1 es un algoritmo que refleja la practica del pro- 
cesamiento de las muestras de esputo en muchos laboratorios. 
Otras muestras pueden requerir tratamiento alternativo. La 
recomendacion actual es utilizar una eombinacion de ensayos 
fenotipicos y moleculares para la identificacion rapida de las 
micobacterias, sobre todo, para la de M. tuberculosis. 

Los frotis deben prepararse con el material remitido para la 
tincion acido-alcohol resistente. La mayoria de los laboratorios 
uiilizan la tincion de auramina O para el examen de seleccion 
y el seguimiento con una tincion con base de carbolfucsina 
iZiehl-Neelsen o Kinyoun) para la confirmacion de los resulta- 
dos positives. La mayoria de los laboratorios tratan las muestras 
de esputo con NALC-NaOH, un procedimiento de descontami- 
nacion-digestidn para concentrar cualquier celula micobacteria- 
na que pueda estar presente. En la actualidad, se recomienda 
inocular todas las muestras de esputo tratadas y otras muestras 
en medios de cultivo en caldo ademas de los medios de Lowen¬ 
stein-Jensen o agar de Middlebrook. Las elecciones de los cal- 
dos de cultivo incluyen los frascos BACTEC 12A en los labo¬ 
ratorios donde se dispone de un instrumento 460 BACTEC o la 
inoculacion del Septi-Chek® (BD Diagnostic Systems, Sparks, 
MD) o el sistema de cultivo MGIT^ (BD Diagnostic). Si cual- 
quiera de estos cultivos muestra indicios de proliferacion, se 
deben realizar estudios con sondas de acidos nucleicos tan 
pronto como la concentracion de los microorganismos exceda 
el umbral de sensibilidad para el ensayo. En los laboratorios 
que utilizan el sistema BACTEC, se debe inocular un frasco de 
N.AP para descartar M. tuberculosis. 

La observacion de microcolonias en agar de Middlebrook 
puede servir como guia para saber cual es la sonda que se debe 
utilizar: si se observa un patron de entretejido con formacion de 
cordones, se debe realizar una sonda para M. tuberculosis’, si 
las colonias son planas y transparentes, esta indicada la sonda 
para MAI. Metchock y Diem sugieren que si los frotis son 3-1- 
o4-i- y se detecta crecimiento dentro de los 5 dfas, se debe rea¬ 
lizar una sonda para M. tuberculosis. Para los frotis l-i- o 2+ 
que crecen en cultivo despues de 7 dias, se debe realizar la 
sonda MAI. Si todas las sondas son negativas y se considera 
que el aislamiento tiene importancia clmica, se deben efectuar 
estudios bioquimicos convencionales utilizando las colonias 
que crecen en el medio de Lowenstein-Jensen si fuera positive. 
Se deben realizar estudios de sensibilidad in vitro a los farma- 
cos si fuera necesario. 

A1 seguir el algoritmo que se muestra en la figura 19-1, 
puede ser posible la identificacion de M. tuberculosis, MAI, M. 
kansasii y M. gordonae en los cases con frotis positive en 2 a 
3 semanas. Puede ser necesaria otra semana o dos para el ais¬ 
lamiento y la identificacion de estas cuatro especies en los 
cases con frotis negative. Se requiere otra semana una vez que 
el cultivo en caldo se vuelve positive para los resultados de las 
pruebas de sensibilidad contra los cuatro farmacos de primera 
Imea: isoniazida, acido p-aminosalicilico, etambutol y estrep- 


tomicina. Se necesitaran otras 2 a 4 semanas para identificar las 
especies de micobacterias distintas de las que se acaba de men- 
cionar, segun los resultados de las pruebas bioquimicas, y para 
determinar los perfiles de los faimacos con el uso de los meto- 
dos de crecimiento en agar convencionales. 

Preparacidn de las muestras 

La alta concentracion de lipidos en la pared celular de la ma¬ 
yoria de las micobacterias las vuelve mas resistentes a la des- 
truccion por las soluciones acidas y alcalinas fuertes que otras 
bacterias que pueden estar presentes en la muestra. En conse- 
cuencia, las muestras que probablemente contengan una flora 
bacteriana mixta son tratadas con un agente descontaminante 
para reducir el sobrecrecimiento bacteriano indeseable y licuar 
el moco. Despues del tratamiento con el descontaminante 
durante un periodo cuidadosamente controlado, el acido o el 
alcali utilizado se neutraliza y la mezcla se centrifuga a alta 
velocidad para concentrar las micobacterias. 

Digestion y descontaminacidn 

Algunas soluciones descontaminanies, como hidroxido de 
sodio al 6%, son tan fuertes que pueden destruir o danar grave- 
mente a las micobacterias hasta el punto en que crecen solo en 
forma muy lenta o no crecen en absoluto. La reduccion de la 
potencia de la solucion para descontaminacidn acida o alcali- 
na ha conducido a una mejoria en el aislamiento de las mico¬ 
bacterias por cultivo, pero a menudo al precio del sobrecreci¬ 
miento del cultivo por contaminantes. La exposicidn de las 
muestras a hidroxido de sodio fuerte, acido oxalico al 5% u 
otros agentes debe cronometrarse con cuidado para evitar una 
lesion excesiva de las paredes de las micobacterias por el agen¬ 
te quimico. 

El empleo de descontaminantes suaves, como fosfato trisd- 
dico solo o combinado con cloruro de benzalconio (Zephiran; 
Winthrop Laboratories, Nueva York, NY), es popular en algu- 
nos laboratorios. Las muestras que contienen gran cantidad de 
M. tuberculosis pueden resistir la accidn de estos agentes hasta 
durante toda la noche y no es necesario un cronometrado cui- 
dadoso de la exposicidn.Las muestras tratadas con TSP- 
Zephiran deben inocularse en un medio de cultivo con base de 
huevo para neutralizar la inhibicidn del crecimiento del 
Zephiran. Si se utilizan medios con base de agar, la neutraliza- 
cidn del Zephiran se puede lograr agregando lecitina. En el 
recuadro 19-1 se muestra el procedimiento de digestidn-des- 
contaminacidn convencional. 

En general, se utiliza HCl o NaOH concentrados para neu¬ 
tralizar los agentes descontaminantes. Debido a la potencia de 
estas soluciones, a veces es dificil lograr un punto final neutro. 
Una ventaja del procedimiento NALC es que el agregado de un 
volumen grande de buffer de fosfato hace menos probable los 
desplazamientos fuertes del pH. El agregado de buffer sirve 
para '‘lavar” la muestra, diluye las sustancias tdxicas y reduce 
la densidad de la muestra de modo que la centrifugacidn es mas 
eficaz en la sedimentacidn de los microorganismos. 

En el cuadro 19-1 se enumeran otros agentes para desconta- 
minar y concentrar muestras, junto con comentarios acerca de 
su uso. El micobacteriologo debe seleccionar los agentes que 
utilizara en su laboratorio sobre la base de la cantidad y los 
tipos de muestras recibidas y el tiempo y el personal tecnico 
disponible para procesarlas. Como se menciona en el cuadro 
19-1, el ditiotreitol es tambien un agente mucolitico eficaz 
cuando se lo utiliza con NaOH al 2%. Tambien se ha recomen- 
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ESPUTO PARA ESTUDIOS DE BACILOS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES 



Figura 19-1 Algoritmo que refleja la practica del procesamiento de las muestras de esputo. 


dado el cloruro de cetilpiridio para la descontaminacion de las 
muestras, sobre todo de las enviadas desde sitios remotos de 
recoleccion.^^* El procedimiento de digestion-descontamina- 
cion se describe mejor en el protocolo 19-1. 

Ratnam y cols, describieron un procedimiento simplificado 
con acetilcistema-alcalina que combina los pasos de contami- 
nacion y descontaminacion y la inoculacion de la muestra en 
medios de cultivo selectivos (que contienen antibioticos, que se 
describiran mas adelante).^’® Se mezclan las muestras con solu- 
cion de NALC-NaOH en un agitador vorticial y, sin nada de 
espera ni agregado de buffer ni agua a las muestras digeridas, 
se centrifuga la muestra a 3 000 g durante 15 minutos. Se 
decanta el sobrenadante y se suspende el sedimento en 1 a 2 
mL de buffer de fosfato (0,067 M, pH 5,3). La concentracion 
de NaOH en la solucion puede estar reducida desde el 2% habi¬ 
tual hasta el 1,5% si fuera necesario o factible. 

El metodo modificado elimina dos pasos: el tiempo de des¬ 
contaminacion de 15 a 20 minutos luego de la digestion de las 


muestras y el agregado de buffer de fosfato o agua. Segun estos 
autores,^^® la maxima destruccion de micobacterias ocurre 
durante los primeros minutos de exposicion al liquido de diges¬ 
tion de los alcalis y se pueden perder hasta 10** micobacterias, 
segiin la especie. El metodo modificado elimina la posibilidad 
de que las muestras goteen desde la tapa o discurran por la 
superficie externa del tubo cuando se agrega diluyente despues 
de la mezcla en el agitador vorticial y reduce la posibilidad de 
coniaminacion cruzada. Por lo tanto, los autores observaron 
que el metodo modificado era mas simple, mas rapido y mas 
seguro que el procedimiento original y tambien es probable que 
la menor manipulacion reduzca la posibilidad de contamina- 
cion cruzada en el procesamiento secuencial de las muestras. 
La eliminacion del paso de digestion inicial no tiene ningun 
efecto adverse sobre el aislamiento de micobacterias. De 
hecho, a veces, el agregado de buffer de fosfato o de agua con¬ 
duce a un aislamiento mas bajo, debido a una mayor disolucion 
de la materia particulada en las muestras. La tolerancia a los 








































































































































































Procedimientos de laboratorio para el aislamiento y la identificacidn de las micobacterias 1025 


Recuadro 19-1 Procedimiento de digestion-descontaminacion estandar desarrollado por Kubica y cols, en los Centers for 
Disease Control and Prevention^^^ 

1. Preparar el digestive de acetilcistema-aicali de esta forma: combinar 50 mL de citrato trisodico al 2,94% -3 H^O (0,1 M) con 50 mL de NaOH al 4%. 
Agregar a esta solucion 0,5 g de A^-acetil-L-cistema (NALC) en polvo, in media tamente antes del uso. El NaOH (que se convierte en una solucion al 2% 
despues de mezclar partes iguales con la muestra) sirve como agente descontaminante. En ocasiones, la concentracion de NaOH debe aumentarse hasta 
el 3% (solucion original al 6%) cuando el clima es calido o al tratar muestras provenientes de pacientes con grandes cavidades pulmonares asociadas con 
contaminacion bacteriana persistente. El NALC es un mucolitico sin actividad bactericida que licua el moco al dividir los enlaces disulfuro. Las mico¬ 
bacterias se liberan cuando el moco se licua, lo que las vuelve faciles de concentrar mediante centrifugacion a alta velocidad. 

2. Utilizar tubes de centrifuga de plastico de 50 mL con tapas bien ajustadas para el procesamiento de todas las muestras. Agregar la mezcla digestiva de 
NALC en un volumen igual al de la muestra. En condiciones tipicas, se utiliza un volumen de 10 a 15 mL de la muestra. Ajustar la tapa a rosea. 

3. Homogeneizar la mezcla con un mezclador vorticial durante 15 a 20 segundos o hasta que este bien mezclada y permitir que sedimente a temperatura 
ambiente durante 15 a 20 minutes, sacudiendo los tubes periodicamente. Se debe prestar la correcta atencion de mode que el tiempo de digestion no 
exceda 20 minutos, porque las muestras “sobretratadas” conducen a menos cultivos positives. 

4. Despues del paso de digestion-descontaminacion, agregar buffer fosfato, de pH 6,8 (se prefiere sobre el agua esteril), hasta el anillo de la parte superior 
en el tube. Mezclar bien. El buffer fosfato vuelve menos probables los desplazamientos fuertes del pH y sirve tambien para “lavaf la muestra, diluir y 
neutralizar las sustancias tdxicas, y reducir la densidad de la muestra de modo que la centrifugacion sea mas eficaz en la sedimentacidn de los microor- 
ganismos. 

5. Concentrar la muestra por centrifugacion a 2 000-3 000 g durante 15 a 20 minutos. Se puede utilizar una centrifuga refrigerada a velocidades mas altas 
para aumentar el rendimiento de las micobacterias. 

6. Despues de la centrifugacion, decantar todo el sobrenadante con cuidado en un receptaculo a prueba de salpicaduras que contenga un desinfectante feno- 
lico. Secar la tapa del tubo con una torunda de algodon embebida en fenol al 5%. Agregar una pequena cantidad de buffer fosfato, pH 6,8 (1 a 2 mL) y 
volver a suspender el sedimento con una pipeta de Pasteur. Aunque se ha recomendado el agregado de una pequena cantidad de albumina serica en el 
pasado, en la actualidad se evita porque aumenta las posibilidades de contaminacion y de demora en el tiempo de deteccion. 

7. Preparar frotis en portaobjetos limpios para microscopios con la tincion de Ziehl-Neelsen (o Kinyoun) o de fluorocromo. Lftilizar un palillo aplicador 
esteril o un ansa bacteriologica de 3 mm de diametro calentada y extender una porcion del sedimento sobre un area de 1 x 2 cm. Si la cantidad de sedi¬ 
mento es muy pequena, diferir los frotis hasta despues del paso siguiente (agregado de albumina). Agregar 1 mL de albumina bovina esteril al 0,2%. 

8. Transferir una pequena cantidad (0,2 a 0,4 mL) del concentrado a un medio de cultivo apropiado. La inoculacion de una dilucion 1 en 10 del concentra- 
do en agua esteril hasta un segundo medio de cultivo tambien se realiza en algunos laboratorios. En general se utilizan las porciones inclinadas con tin¬ 
cion de Lowenstein-Jensen y las placas de agar de Middlebrook 7H10 o 7H11. 


alcalis no fue una caracteristica constante entre las especies de digestion del 2% habitual hasta 1,5% o 1%, se pueden superar 
micobacterias y las cepas evaluadas, y las especies de creci- facilmente los efectos adversos. 

miento rapido fueron las mas sensibles a un pH alto. Al reducir A causa de la aparicion de cepas de M. tuberculosis resis- 

o elimitiar el tiempo estandar de tratamiento de 15 a 20 minu- tentes a los farmacos, pueden requerirse pruebas rapidas de 

tos o al disminuir la concentracion de NaOH en la solucion de laboratorio con el proposito de determinar el perfil de sensibi- 


Cuadro 19-1 Agentes de uso frecuente para la descontaminacion y concentracion de muestras 

AGENTE 

COMENTARIOS 

A-acetil-L-cistema mas NaOH al 2% 

Solucion de descontaminacion suave con agente mucolitico NALC para liberar las micobacterias atrapa- 
das en el moco. Limitar la exposicion a NaOH a 15 minutos 

Ditiotreitol mas NaOH al 2%^ 

Agente mucolitico muy eficaz utilizado con NaOH al 2%. El nombre comercial del ditiotreitol es 
Sputolysin®. El reactivo es mas caro que NALC. Limitar la exposicion a NaOH a 15 minutos 

Fosfato trisodico, 13% mas cloruro de benzal- 
conio (Zephiran®) 

Preferido por los laboratorios que no pueden controlar con cuidado el tiempo de exposicion a la solucion 
de descontaminacion. El cloruro de benzalconio debe neutralizarse con lecitina y no inocularse en un 
medio de cultivo con base de huevo 

NaOH, 4% 

Solucion de descontaminacion y concentracion tradicional. Ei tiempo de exposicion debe controlarse con 
cuidado hasta no mas de 15 minutos. El NaOH al 4% logra accion mucohtica para promover la concen¬ 
tracion por centrifugacion 

Fosfato trisodico, 13% 

Puede utilizarse para la descontaminacion de muestras cuando el tiempo de exposicion puede controlarse 
por completo. No es tan eficaz como la mezcla TSP-cloruro de benzalconio 

Acido oxalico, 5% 

Mas util en el procesamiento de muestras que contienen Pseudomonas aeruginosa como contaminante 

Cloruro de cetilpiridio, 1%, mas NaCl al 2%'’ 

Eficaz como solucion de descontaminacion para muestras de esputo enviadas de centros clmicos ambula- 
torios. Los bacilos tuberculosos han sobrevivido el transito de 8 dias sin una perdida importante 

" Vease Shah and Dyer^'^ 

^ Vease Smithwick et al.^^‘ 
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lidad a los antibioticos para guiar el tratamiento temprano.^^ 
Muchas de las pruebas nuevas para identificar los perfiles de re- 
sistencia a los farmacos se basan sobre los procedimientos de 
amplificacion de acidos nucleicos. En consecuencia, puede ser 
necesario almacenar muestras o concentrados digeridos para 
efectuar pruebas futuras en los lotes o para el envio hasta un 
laboratorio de referenda alejado. Puede ser aconsejable tratar 
estas muestras para que no scan infecciosas en las primeras eta- 
pas del procesamiento a fin de reducir el peligro biologico para 
el personal del laboratorio. Williams y cols, observaron que la 
fijacion con etanol de los sedimentos de esputo que contenian 
M. tuberculosis ser via para volver a las bacterias no viables, 
mientras conservaba todavia la integridad del DNA genomico 
en un estado apropiado para la evaluacion mediante tecnicas de 
PCR.^®^ En sus estudios, diluyeron 0,25 mL de sedimentos de 
esputo con 0,583 mL de etanol al 100% para llevar la concen- 
tracion final del etanol hasta el 70%. Estos autores recomien- 
dan el almacenaje de las muestras tratadas con etanol a 4 °C 
para diferir las pruebas de PCR. Zwadyk y cols, revisaron 
varios metodos para hacer que las muestras scan seguras para 
otras pruebas'*^^ y explicaron los efectos destructivos y la pre- 
servacion del DNA genomico de las micobacterias en las mues¬ 
tras despues del tratamiento con diversos desinfectantes. 
Tambien introdujeron la tecnica de calentar las muestras a 100 
°C durante 30 minutos en un bano de agua hirviendo o en una 
estufa con circulacion forzada de aire, tanto con micobacterias 
muertas como lisadas, lo que libera fragmentos cortos de DNA 
apropiados para la amplificacion. 

Centrifugacion 

Rickman y Moyer han llamado la atencion sobre la impor- 
tancia de controlar con cuidado la fuerza centrifuga en el aisla- 
miento de las micobacterias de las muestras clmicas, sobre 
todo en la correlacion de los frotis positivos con los cultivos 
positivos.^^"^ El centro de su estudio fue comprender las carac- 
teristicas fisicas singulares que confieren a las micobacterias el 
alto contenido de lipidos de la pared celular (de hasta un 30% 
del peso seco). El lipido tiene el efecto de disminuir mucho la 
densidad de los microorganismos. Para que la sedimentacion 
del microorganismo sea maxima durante la centrifugacion de la 
muestra, la densidad del liquido de suspension debe ser mini¬ 
ma y la fuerza centrifuga que se aplica a la muestra debe ser la 
mas alta posible. Se observe una mejoria en el aislamiento de 
las micobacterias por cultivo a medida que se aumento la fuer¬ 
za centrifuga relativa (FCR) desde 1 260 hasta 3 000 g (cuadro 
l9-2)r^ Cuando se aumento la FCR hasta 3 800 g, se observo 
un aumento de dos veces en la correlacion de los frotis positi¬ 
vos con los cultivos positivos del 40% al 82%, o un aumento 
mayor de tres veces de la correlacion cuando la FCR fue solo 
de 1 260 g. 

La evaluacion ulterior para el aislamiento de micobacterias 
de las muestras de esputo sembradas con concentraciones 
conocidas de microorganismos luego de la centrifugacion con¬ 
firm© que la tasa de aislamiento aumenta con el tiempo y la 
velocidad de centrifugacion.^”^’^ Sin embargo, las tasas de aisla¬ 
miento en estas muestras experimentales no fueron significati- 
vamente mas bajas cuando se utilize una FCR de 2 074 g 
durante 20 minutos (67-71%) en comparacion con las tasas de 
aislamiento en las FCR de 3 005 g y 3 895 g durante 15 minu¬ 
tos (76-80%). La sensibilidad de los frotis acido-alcohol resis- 
tentes para 25 000 muestras procesadas con una FCR de 3 800 
g durante 20 minutos fue del 71 %. Sin embargo, la sensibilidad 
siguio siendo del 69%, segun lo determinaron otras 30 000 


Cuadro 19-2 Efecto del aumento de la fuerza centrifuga 

sobre los frotis y cultivos positivos para mico¬ 
bacterias 


FUERZA CENTRIFUGA RELATIVA (g) 



1 260 

3 000 

3 800 

Frotis positivos 

1,8% 

4,5% 

9,6% 

Cultivos positivos 

7,1% 

11,2% 

11,6% 

Conelacion de frotis/cuF 

25% 

40% 

82% 


tivos positivos 
Adaptado de la referenda- '^. 


muestras procesadas en forma similar, pero con una FCR de 
2 000 g. Los autores arribaron a la conclusion de que las tasas 
reales de aislamiento de micobacterias viables de las muestras 
clmicas tambien dependen del metodo de tratamiento y de las 
especies individuals y las diferencias de las cepas de mico¬ 
bacterias para la tolerancia a los alcalis. Por lo tanto, aunque la 
centrifugacion a una FCR de 3 000 g durante 15 minutos puede 
ser optima para el aislamiento de micobacterias en las muestras 
clmicas, las posibilidades de aislamiento no estaran sustancial- 
mente comprometidas en los laboratorios donde existan centri- 
fugas de menor costo que alcanzan solo un maximo de 2 074 g, 
si el tiempo se aumenta hasta 20 minutos. Como lo senalaron 
Sommers y Good, con las fuerzas de centrifugacion producidas 
en una FCR de 3 000 g o mas altas, los tubos centrifugos de 
vidrio o plastico pueden romperse o colapsar y deben colocar- 
se en recipientes sellados.^^'* Ademas, las velocidades elevadas 
generan un calor considerable y pueden requerirse centrifugas 
refrigeradas cuando las FCR exceden los 3 000 g. 

Muestras de medula dsea y muestras de biopsia 

Mycobacterium tuberculosis es un parasito intracelular facul- 
tativo que puede estar presente en macrofagos de medula osea, 
higado, sangre y ganglios linfaticos de pacientes con infec- 
ciones diseminadas. Como las biopsias tisulares no suelen estar 
contaminadas por otros microorganismos, pueden ser ho- 
mogeneizadas e inoculadas directamente en los medios de cul¬ 
tivo sin utilizar una solucion descontaminante. Es mejor cultivar 
los trayectos fistulosos u otras lesiones cutaneas sospechosas de 
albergar micobacterias obteniendo una pequeha porcion de teji- 
do infectado o secrecion. Tambien se estan utilizando biopsias 
con aguja fina con mayor frecuencia para obtener material para 
el cultivo tisular de distintas lesiones subcutaneas y viscerales 
profundas. En un estudio de 390 casos en los cuales se obtuvie- 
ron muestras de biopsia con aguja para diagnosticar una sospe- 
cha de linfadenitis tuberculosa, la tasa global de positividad de 
los frotis fue del 23,6% y la positividad de los cultivos fue del 
35%.^^^ Fue mas probable que las lesiones caseificadas produ- 
jeran cultivos positivos (40%) que las no caseificadas (9%). 

Otras muestras liquidas 

Las muestras liquidas (p. ej., LCR, liquid© pleural u otros) 
deben centrifugarse, tehirse para bacilos acido-alcohol resis- 
tentes e inocularse directamente en medios de cultivo liquidos 
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o solidos. Las muestras de liquido pleural son diluidas con buf¬ 
fer en algunos laboratorios para disminuir la densidad, lo que 
mejora asi la sedimentacion de las micobacterias. Las muestras 
liquidas con bajo contenido en protemas, como LCR, pueden 
filtrarse a traves de una membrana de nitrato de celulosa de 
0,22 pm. La membrana puede cortarse en pedazos, los cuales 
se colocan luego en diferentes tipos de medios de cultivo soli¬ 
dos y liquidos. 

Las centrifugas utilizadas para el procesamiento de muestras 
que potencialmente contienen bacilos acido-alcohol resistentes 
deben estar equipadas con recipientes para centrifuga de 50 o 
250 mL con tapas que no contengan aerosoles y que puedan 
adaptarse para sostener tubos de centrifuga de 50 mL. Estas 
centrifugas no deben ventilarse hacia el exterior por el peligro 
del flujo aereo invertido a traves de las tuberias durante las tor- 
mentas de viento. Se deben tomar precauciones para evitar la 
rotura espontanea de las membranas de tension superficial del 
liquido cuando se inoculan cultivos en caldo o muestras liqui¬ 
das. Por ejemplo, si se rompe una de estas membranas en un 
ansa de inoculacion, se pueden crear gotitas de aerosol que per- 
sisten en el aire durante periodos prolongados. Todas estas 
iransferencias deben realizarse en una campana de seguridad 
biologica. 


Tincion para bacilos acido-alcohol resistentes 

Las paredes celulares de las micobacterias, debido a su alto 
contenido en lipidos, tienen la capacidad singular de unirse al 
colorante fucsina de modo que no sea eliminado (destenido) 
por alcohol acido. Esta reaccion de tincion acido-alcohol resis- 
tente de las micobacterias, junto con su tamano y forma carac- 
teristicos, es un auxiliar litil en la deteccion temprana de infec- 
cion y en la monitorizacion del tratamiento para la enfermedad 
por micobacterias. La presencia de bacilos acido-alcohol resis¬ 
tentes en el esputo, combinada con el antecedente de tos, per- 
dida de peso y pruebas en la radiografia de torax de un infiltra- 
do pulmonar, sigue siendo evidencia presuntiva de tuberculosis 
activa. 

Se ha calculado que cuando se utilizan tecnicas de concen- 
tracion convencionales, es necesario detectar alrededor de 
10000 bacilos acido-alcohol resistentes por mililitro de esputo 
con el microscopio optico.'^^ Los pacientes que presentan una 
enfermedad extensa eliminan gran cantidad de micobacterias, 
con una buena correlacion entre un frotis positivo y un culti¬ 
vo positivo. Muchos pacientes tienen una enfermedad minima 
o menos avanzada, y la correlacion de los extendidos positi- 
vos con los cultivos positivos en este grupo puede ser solo del 
25-40%. 

Los frotis acido-alcohol resistentes tambien son utiles para 
seguir la respuesta al tratamiento. Una vez iniciada la adminis- 
tracion de antibioticos, los cultivos se vuelven negativos antes 
de que lo hagan los frotis, lo que sugiere que los microorganis- 
mos no son capaces de replicarse pero pueden unirse a la tin¬ 
cion. Con el tratamiento conlinuo, se destruyen mas microor- 
ganismos y se eliminan menos, de modo que la evaluacion de 
la cantidad de microorganismos en el esputo durante el trata¬ 
miento puede proporcionar una medida objetiva incipiente de 
la respuesta. Si la cantidad de microorganismos no disminuye- 
ra despues de iniciado el tratamiento, se debe considerar la 
posibilidad de resistencia a los farmacos, y se deben obtener 
cultivos y estudios de sensibilidad adicionales. 

Se utilizan comunmente dos tipos de tinciones acido-alcohol 
resistentes (cuadro 19-3): 


1. Tinciones de carbolfucsina: una mezcla de fucsina con fenol 

(acido carbolico) 

a. Ziehl-Neelsen (tincion caliente) 

b. Kinyoun (tincion fria) 

2. Tincion con fluorocromos: auramina O sola o con el agre- 

gado de un segundo fluorocromo, la rodamina. 

Los colorantes de carbolfucsina y auramina O utilizados en 
estas tecnicas funcionan uniendose a acidos micolicos en la 
pared celular de las micobacterias. Los frotis tenidos con la tec- 
nica de carbolfucsina deben observarse con un objetivo de 
inmersion en aceite. Esto limita el area total del portaobjetos 
que se puede observar en una unidad dada de tiempo. A dife- 
rencia de las tinciones de carbolfucsina, los frotis tenidos por 
el procedimiento de auramina pueden observarse con un obje¬ 
tivo 25x, lo que aumenta el campo de vision y reduce el tiem¬ 
po necesario para explorar un area dada del portaobjetos. Los 
frotis tenidos con fluorocromo necesitan una fuente luminosa 
intensa: un quemador de vapor de mercurio de 1 200 W o una 
luz azul intensa con un filtro de isotiocianato de fluoresceina 
(FITC). 

Las bacterias tehidas con fluorocromos son amarillo brillan- 
tes (rodamina) o rojo anaranjadas (rodamina) contra un fondo 
oscuro, lo que permite recorrer el portaobjetos bajo una ampli- 
ficacion menor sin perder sensibilidad. El contraste pronuncia- 
do entre las micobacterias de color brillante y el fondo oscuro 
ofrece una ventaja definida al explorar el portaobjetos (vease 
lamina en color 19-1 A). Las modificaciones de la tincion con 
el fluorocromo auramina incluyen el agregado de rodamina, lo 
cual da un aspecto dorado a las celulas o el uso de naranja de 
acridina como contratincion, lo que conduce a un fondo rojo a 
anaranjado. Las reacciones positivas falsas pueden deberse a la 
fluorescencia de tejido inespecifico o restos celulares que pue¬ 
den ser confundidos con bacilos con el objetivo 25x. Se debe 
utilizar el objetivo 40x para confirmar cualquier forma sospe- 
chosa. Las celulas micobacterianas muertas tambien se tinen 
con rodamina y auramina, lo que conduce a una situacion de 
cultivo negativo y frotis positivo alrededor del 10% de las 
veces. Tambien es importante recordar esta caracteristica cuan¬ 
do se utilizan frotis con tincion acido-alcohol resistente para 
evaluar la eficacia del tratamiento -la presencia de bacilos 
acido-alcohol resistentes en los frotis tenidos con fluorocromo 
no siempre indica un fracaso terapeutico- y tambien deben rea¬ 
lizarse tinciones de carbolfucsina. Los frotis tenidos con fluo¬ 
rocromo deben tenirse luego con carbolfucsina; no se aplica la 
situacion opuesta. 

Con la carbolfucsina, la tincion para bacterias acido-alcohol 
resistentes (AFB) brilla de rojo contra un fondo azul o verde, 
segiin la contratincion utilizada (vease lamina en color 19-1B). 
Aunque en teoria las tecnicas de Ziehl-Neelsen y de Kinyoun 
son las mismas, segun algunas experiencias la primera es mas 
sensible para detectar microorganismos que tienen una tincion 
leve, sobre todo ciertas micobacterias de crecimiento rapido. 
La propiedad de acido-alcohol resistencia se debe a la capsula 
gruesa y cerosa que rodea a las celulas de las micobacterias. 
Para que la carbolfucsina acuosa penetre a traves de la cera, la 
capsula debe estar “reblandecida”. Esto se hace con calor en el 
procedimiento de Ziehl-Neelsen, en forma muy similar a la 
fusion de una pelicula de parafina por los rayos calientes del 
sol. El colorante que penetra la capsula reblandecida por el 
calor se une a la pared celular: cuando las celulas bacterianas 
se enfrian luego de eliminado el calor, la cera se endurece otra 
vez, lo que protege al colorante unido de la accion decolorante 
del alcohol acido (“acido-alcohol resistente”). En la tecnica de 
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Cuadro 19-3 Procedimiento para la tincion acido-alcohoLresistente 

PROCEDIMIENTO DE ZIEHL-NEELSEN 

PROCEDIMIENTO 

DE FRIO DE KINYOUN 

PROCEDIMIENTO DEL FLUORURO 

DE AURAMINA 

Carbolfucsina: disolver 3 g de fucsina basica 
en 10 mL de etanol al 90-95%. Agregar 90 
mL de solucion acuosa al 5% de fenol 

Carbofucsina: disolver 4 g de fucsina basica en 

20 mL de etanol al 90-95% y luego agregar 100 
mL de una solucion acuosa al 9% de fenol (9 g 
de fenol disueltos en 100 mL de agua destilada) 

Auramina fenolica: disolver 0,1 g de auramina O en 
10 mL de etanol al 90-95% y luego agregar a una 
solucion de 3 g de fenol en 87 mL de agua destila¬ 
da. Almacenar la tincion en un frasco matron 

Alcohol acido: agregar lentamente 3 mL de 

HCl concentrado a 97 mL de etanol al 

90-95%, en este orden. jLa solucion puede 
calentarse! 

Alcohol acido: agregar lentamente 3 mL de HCl 
concentrado a 97 mL de etanol al 90-95% en 
este orden. jLa solucion puede calentarse! 

Alcohol acido: agregar 0,5 mL de HCl concentrado 
a 100 mL de alcohol al 79% 

Contratincion de azul de metileno: disolver 

0,3 g de cloruro de azul de metileno en 100 
mL de agua destilada 

Contratincion con azul de metileno: disolver 0,3 
g de cloruro de azul de metileno en 100 mL de 
agua destilada 

Permanganato de potasio: disolver 0,5 g de 
permanganato de potasio en 100 mL de agua 
destilada 

Procedimiento 

Procedimiento 

Procedimiento 


Cubrir un frotis desecado y fijado con calor con 
un rectangulo pequeno (2x3 cm) de papel 
de tiltro 

Aplicar 5 a 7 gotas de tincion de carbolfucsina 
al papel de fdtro cuidadosamente humedecido 
Calentar el portaobjetos cubierto con la tincion 
hasta el vapor, pero no permitir que se seque 
El calentamiento puede realizarse mediante un 
mechero de gas o sobre una cubeta de tincion 
(electrica) 

Retirar el papel con pinzas, enjuagar el portaob¬ 
jetos con agua y escurrir 
Quitar el color con alcohol acido hasta que no 
aparezca mas tincion en el lavado (2 min) 
Contratenir con azul de metileno (1-2 min) 
Enjuagar, escurrir y secar con aire {1-2 min) 
Examinar con objetivo de inmersion en aceite 
lOOx 

Las micobacterias se tinen de rojo y el fondo de 
azul claro 


Cubrir un frotis desecado y fijado con calor con un 
rectangulo pequeno (2x3 cm) de papel de filtro 
Aplicar 5-7 gotas de tincion de carbolfucsina para 
humedecer minuciosamente el papel de filtro. 
Permitir que se deposite durante 5 min 
Agregar mas tincion si el papel se seca. jNo calen¬ 
tar al vapor! 

Retirar el papel con pinzas, enjuagar el portaobje¬ 
tos con agua y escurrir 

Quitar el color con alcohol acido hasta que ya no 
aparezca tincion en el lavado (2 min) 

Contratenir con azul de metileno (1-2 min) 
Enjuagar, escurrir y secar al aire (1-2 min) 
Examinar con objetivo de inmersion en aceite 
1003. Las micobacterias se tinen de rojo y el 
fondo de azul claro 


Cubrir un frotis desecado y fijado con calor con 
carbol auramina y permitir que se tina durante 
15 min. No calentar ni cubrir con papel de filtro 
Enjuagar con agua y escurrir 
Quitar el color con alcohol acido (2 min) 

Enjuagar con agua y escurrir 
Irrigar el frotis con permanganate de potasio como 
mmimo durante 2 y no mas de 4 min 
Enjuagar con agua corriente. Escurrir 
Examinar con el objetivo 253 utilizando un mechero 
de vapor de mercurio y un filtro BG-12 o una luz 
azul fuerte 

Las micobacterias se tinen de amarillo-anaranjado 
contra un fondo oscuro 


Kinyoun o de “frio”, se utiliza un agente activo superficial- 
mente para aumentar la permeabilidad del colorante a traves de 
la capsula cerosa; sin embargo, la nueva formacion de la cap- 
sula cerosa puede ser incompleta, lo que permite extraer la 
mayor parte del colorante unido, si no todo, mediante el alco¬ 
hol acido decolorante. Sin duda, las celulas micobacterianas 
provistas de una capsula cerosa delgada seran mas sensibles a 
la decoloracion, como puede suceder con muchas cepas de cre- 
cimiento rapido. En estas circunstancias, el uso de un decolo¬ 
rante menos estricto, como HCl al 1% (tincion “acido-alcohol 
resistente parcial”) puede revelar la propiedad innata de la 
acido-alcohol resistencia. El procedimiento basado sobre car¬ 
bolfucsina se describe en el protocolo 19-2. 

Aunque algunos laboratories pueden estar en favor del meto- 
do de tincion con carbolfucsina mientras que otros lo estan a 
favor del de la fluorescencia, la especificidad de la deteccion de 
las micobacterias con ambos metodos es aproximadamente la 
misma, con la posible excepcion de la tincion de las bacterias 
de crecimiento rapido. En un estudio de 15 cepas de M. fortui- 
tum, cinco de ellas no se tineron con auramina, pero las 15 se 
tineron con carbolfucsina.Uribe-Botero y cols., que utiliza- 


ron la tincion de auramina-rodamina de Truant de los aspirados 
y las biopsias de medula osea con procesamientos de rutina, 
describen un exito considerable en la deteccion de las mico¬ 
bacterias con este metodo.^^^ Estudiaron 51 muestras de medu¬ 
la osea de 47 pacientes HIV positives y detectaron micobacte¬ 
rias en el 72%. Si la tincion fluorescente era positiva, el valor 
predictive positive para el cultivo de micobacterias era del 
87%. McCarter y Robinson estudiaron 782 frotis primaries de 
esputo evaluados a ciegas mediante el metodo de la rodamina- 
auramina tanto a temperatura ambiente como a 37 y obser- 
varon que la preparacion tehida a temperatura ambiente detec- 
taba solo el 85,7% de los frotis positives; el 43,3% de los frotis 
tenian mas bacilos acido-alcohol resistentes en los tehidos a 
37 °C, en comparacion solo con un 13,3% mas de bacilos 
acido-alcohol resistentes en los tenidos a temperatura ambien- 
te.^'^ Estos autores arribaron a la conclusion de que la tincion a 
37 °C con este metodo aumenta la deteccion de bacilos acido- 
alcohol resistentes. Independientemente de que los frotis se 
elaboraran a partir de la centrifugacion o de la concentracion 
con NALC-NaOH tradicional, Woods y cols, no observaron 
ningun aumento en la deteccion de bacilos acido-alcohol resis- 
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lentes en 844 frotis de esputo citocentrifugados y tenidos con 
auramina O cuando se compararon con el metodo de concen- 
tracion NALC-NaOH tradicional.^^* 

La tincion con fluorocromo ofrece la ventaja de una mayor 
sensibilidad en comparacion con el metodo de la carbolfucsina, 
dado que se puede rastrear un area significativamente mayor 
per unidad de tiempo con la tincion de fluorocromo de aura¬ 
mina. Algunos investigadores utilizan el metodo de fluorocro¬ 
mo a los fines del barrido y luego confirman sus hallazgos vol- 
viendo a examinar la preparacion despues de destenir y volver 
a tenir con el metodo de la carbolfucsina. Una vez que el per¬ 
sonal del laboratorio se ha familiarizado con el metodo de fluo¬ 
rocromo de auramina, la mayoria los prefiere sobre el procedi- 
miento de la carbolfucsina. La introduccion de iluminadores de 
luz azul de relativamente bajo costo ha hecho que la microsco- 
pia de fluorescencia se encuentre disponible para los laborato- 
rios clmicos donde se ofrece la deteccion y el aislamiento de 
las micobacterias como servicio.^^^ En los laboratorios que no 
puedan adquirir iluminadores costosos, el uso del adaptador 
UV ParaLens (Becton Dickinson, Sparks, MD), un epiilumina- 
dor liviano, manual y economico es una alternativa. Patterson 
y cols, observaron una sensibilidad y una especificidad compa¬ 
rables en la deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes fluo- 
rescentes utilizando el adaptador UV ParaLens cuando se com¬ 
pararon con los frotis tenidos con Kinyoun.^^^ La implementa- 
cion de este adaptador ofrece aplicaciones en el examen de pre¬ 
parados de muestras para la deteccion de otros microorganis- 
mos, como Giardia y Pneumocystis, que han sido tenidos con 
reactivos de fluorescema. 

Cabe senalar que ni la tincion de auramina ni la de fluoro¬ 
cromo de auramina-rodamina son tecnicas antigeno-anticuerpo 
fluorescentes; mas bien, cada una de ellas es una union fisico- 
quimica directa de la tincion con la pared celular rica en acido 
micolico. Se describio el uso de anticuerpos marcados con 
fluorescencia para ayudar en la identificacion de distintas espe- 
cies de micobacterias, pero no se los utiliza comunmente ni se 
los encuentra en el comercio. 

En el cuadro 19-4 se presentan las recomendaciones de la 
American Lung Association para el informe de micobacterias 
observadas en los frotis con tincion acido-alcohol resistente. 
Estas recomendaciones son seguidas por muchos laboratorios 
para dejar constancia de las observaciones entre los tecnicos en 
un laboratorio dado y unificar los informes de un laboratorio a 
otro. En los protocolos 19-2 y 19-3 se resumen las tecnicas 
basadas sobre carbolfucsina y fluorescencia para la tincion de 
las micobacterias. 


Cultivo de muestras para el aislamiento de micobacterias 

Medios de cultivo 

El aislamiento de micobacterias de los medios de cultivo en 
agar fue bajo cuando se lograron los primeros intentos ya avan- 
zado el siglo xix. A traves de la experimentacion se observe 
que un medio de cultivo que contema huevos enteros, harina de 
papas, glicerol y sales, solidificado por el calentamiento a 85- 
90 °C durante 30-45 minutos era eficaz para el aislamiento de 
M. tuberculosis, El proceso de solidificacion del medio que 
contiene protemas por accion del calor se conoce como espe- 
samiento. Un medio de cultivo espesado esta mas sometido a 
licuefaccion por los efectos de las enzimas proteoliticas produ- 
cidas por las bacterias contaminantes que un medio solidifica¬ 
do por el agregado de agar. Sin embargo, pronto se descubrio 


Cuadro 19-4 Metodo para comunicar la cantidad de 

bacilos acido-alcohol resistentes observados 
en los frotis tenidos' 


CANTIDAD DE BACI¬ 
LOS OBSERVADOS 

INFORME DEL METODO 

DE LOS CDC 


0 

Negativo 

- 

1-2/300 campos 

Numero observado* 

± 

1-9/100 campos 

Promedio numero/100 campos 

1 + 

1-9/10 campos 

Promedio numero/10 campos 

2+ 

1-9/campo 

Promedio numero/campo 

3+ 

Mas de 9/campo 

Mas de 9/campo 

4+ 


Se acepta un examen de SOOxa lOOOx La amplijicacion de menos de SOOxdebe 
establecerse con claridad. Si un microscopista utiliza un procedimiento constante 
para el examen de los frotis, para el medico las comporaciones relativas de multi¬ 
ples muestras deben serfdciles, independientemente de la amplificacion utilizada. 
Para igualar la cantidad de bacilos observados a menos de 800x con los observa¬ 
dos con un objetivo de inmersion en aceite, adaptor los recuentos como sigue: para 
amplificaciones de alrededor de 650x, dividir el recuento por 2; cerca de 450x, 
dividir por 4; cerca de 250x, dividir por 10; por ejemplo, si se observaron 8 bacilos 
por 10 compos a 450k el recuento en 1 OOOx seria equivalente a aproximadamente 
2/10 compos (8 -4). 

^ Los recuentos de menos de 3/3 000 campos a 800x a 1 OOOx no se consideran 
positivos; se debe procesar otra muestra (o la repeticion del frotis de la misma 
muestro) si se encuentra disponible. 

Adaptado de la American Thoracic Society. Diagnostic standards and classification 
of tuberculosis and other mycobacterial diseases. Am Rev Respir Dis 1981:123: 
343-358. 


que el uso de colorantes de anilina, como verde malaquita o 
violeta de genciana, en el medio espesado ayudaba a controlar 
a las bacterias contaminantes. La concentracion del colorante 
debe controlarse con cuidado; si la concentracion es demasia- 
do alta, se puede inhibir tambien el crecimiento de las mico¬ 
bacterias junto con las bacterias contaminantes. El verde mala¬ 
quita es el colorante incorporado con mayor frecuencia en 
medios de cultivo no selectivos, en concentraciones que varian 
entre 0,0025 g/100 mL y 0,052 g/100 mL (cuadro 19-5). 

Medios de cultivo no selectivos para el aislamiento de micobacterias 

En el cuadro 19-5 se mencionan varies de los medios de cul¬ 
tivo con base de huevo para el aislamiento de micobacterias. El 
medio de Lowenstein-Jensen (LJ) es el mas utilizado en la 
mayoria de los laboratorios de diagnostico clmico; es menos 
inhibidor del crecimiento de las micobacterias que el medio de 
Petragnani, el cual se utiliza sobre todo para aislar micobacte¬ 
rias de muestras muy contaminadas con bacterias. Por el con- 
trario, el medio de la American Thoracic Society (ATS), que 
solo contiene 0,02 g/100 mL de verde malaquita, es menos 
inhibidor para el crecimiento de las micobacterias y se reco- 
mienda para muestras que suelen ser esteriles, como LCR, 
liquido pleural y biopsias tisulares. 

Como el medio de LJ es menos sensible en el aislamiento de 
las micobacterias de las muestras clmicas que los medios de cul¬ 
tivo en caldo y el medio de agar Middlebrook 7H10, y como la 
deteccion del crecimiento se difiere cuando es positiva, se ha 
suspendido su utilizacion en muchos laboratorios. El uso de los 
medios de cultivo en caldo seguido de la identificacion mole¬ 
cular a menudo establece la identificacion del microorganismo 
antes de que sea visible el crecimiento en el agar inclinado del 
medio de LJ. Los estudios cromogenicos y las pruebas bioqui- 
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Cuadro 19-5 Medios de aislafniento no selectivos para micobacterias 




MEDIO 

COMPONENTES 

AGENTE INHIBIDOR 

MEDIO 

COMPONENTES 

AGENTE 

INHIBIDOR 

Lowenstein-Jensen 

Huevos enteros coagulados, sales 
defmidas, glicerol, harina de patata 

Verde malaquita, 
0,025 g/100 mL 

Middlebrook 

7H10 

Sales defmidas, vitaminas, 
cofactores, acido oleico, 
albumina, catalasa, glice¬ 
rol. dextrosa 

Verde malaquita, 
0,0025 g/100 mL 

Petragnani 

Medio de la American 
Thoracic Society 

Huevos enteros coagulados, yema de 
huevo, leche entera, patata, harina 
de patata, glicerol 

Ye mas de huevo frescos coagulados, 
harina de patata, glicerol 

Verde malaquita, 
0,052 g/100 mL 

Verde malaquita, 

0,02 g/100 mL 

Middlebrook 

7H11 

Sales definidas, vitaminas, 
cofactores, acido oleico, 
albumina, catalasa, glice¬ 
rol. hidrolizado de casema 
al 0,1% 

Verde malaquita. 
0,0025 g/100 mL 


micas son mas precisos cuando se realizan en subcultivos del 
medio de LJ. Por lo tanto, los cultivos de caldo positivos son 
transferidos al medio de LJ cuando pueden ser necesarias las 
pruebas bioquimicas. 

Medios de Cohen y de Middlebrook 

Durante la decada de 1950, Cohen y Middlebrook crearon 
diversos medios de cultivo definidos para uso en investigacion 
y en laboratorios clinicos. Estos medios se prepararon a partir 
de sales y sustancias quimicas organicas defmidas; algunos 
contenian agar, pero se observo que todos requerfan el agrega- 
do de albumina para el crecimiento optimo de las micobacte- 
rias. Los medios de Middlebrook que contienen agar son trans- 
parentes y permiten la deteccion del crecimiento luego de 10 a 
12 dias, en lugar de los 18 a 24 dias de incubacion necesarios 
con otros medios. Esto se debe en parte a la inclusion de bioti- 
na y catalasa para estimular el aislamiento de los bacilos dana- 
dos en las muestras clinicas. Tambien se incorpora albumina 
para que se una a las cantidades toxicas de oleato y otros com- 
puestos que podnan ser liberados de la hidrolisis espontanea 
del Tween 80. La albumina no parece ser metabolizada por los 
bacilos.^^^ 

En la actualidad no se utilizan muchos de los primeros 
medios de cultivo de Cohen y Middlebrook. Sin embargo, 7H9 
es un medio liquido popular y tanto el medio de agar 7H10 
como 7H11 se utilizan ampliamente para el aislamiento y las 
pruebas de sensibilidad.^^^ Se debe incorporar antibioticos en el 
medio inmediatamente antes de que se solidifique para reducir 
la perdida de actividad que se sabe que ocurre con ciertos far- 
macos durante el largo periodo de calentamiento necesario para 
preparar los medios espesados con base de huevo. Esta aplica- 
cion se explicara con detalles mas adelante en este capitulo. El 
medio 7H11 difiere del 7H10 solo en que contiene hidrolizado 
de casema al 0,1 %, un aditivo que mejora la velocidad y la can- 
tidad del crecimiento de las micobacterias resistentes a la iso- 
niazida (INH).^^ Ambos contienen verde malaquita, pero un 
decimo de la cantidad de lo que suele utilizarse en los medios 
con base de huevo, lo que explica en parte la mayor incidencia 
de contaminacion. 

Otra ventaja del uso del agar de Middlebrook es que los 
micobacteriologos experimentados a menudo pueden hacer 
una identificacion presuntiva de M. tuberculosis y otros grupos 


de micobacterias dentro de los 10 dfas al examinar las micro- 
colonias tempranas en agar de Middlebrook y observar algunas 
caracteristicas morfologicas bien definidas.^^^ En la lamina en 
color 19-1C (M. tuberculosis) y la lamina en color 19-2A y 2B 
(complejo MAI) se muestran microfotografias de microcolo- 
nias representativas. 

Aunque esencialmente todos los medios de cultivo arrojan 
un mayor crecimiento y colonias mas grandes de micobacterias 
cuando son incubados en CO 2 al 5-10%, los medios de 
Middlebrook requieren en forma absoluta la incubacion con 
CO, para un rendimiento correcto. La exposicion de 7H10 y 
7Hr 1 a una luz fuerte o el almacenamiento de los medios a 4 ®C 
durante mas de 4 semanas puede conducir al deterioro y la libe- 
racion de formaldehido, una sustancia quimica muy inhibidora 
de las micobacterias.^^* 

Medios selectivos 

Se utilizan medios de cultivo que contienen antibioticos para 
suprimir la contaminacion bacteriana y micotica. Aunque se 
sabe que algunos antibioticos reducen la contaminacion, tam¬ 
bien pueden inhibir el crecimiento de las micobacterias. Por lo 
tanto, se debe controlar con cuidado el tiempo de exposicion. 
El uso de medios selectivos puede conducir a un aislamiento 
muy mejorado de micobacterias. En el cuadro 19-6 se enume- 
ran los nombres y los componentes de varios medios selecti¬ 
vos. 

En la actualidad, se utiliza comunmente el medio selective 
descrito por Gruft, que consiste en el medio de Lowenstein- 
Jensen con penicilina, acido nalidixico y RNA.**^ Petran des- 
cribio luego un medio selective que contiene cicloheximida, 
lincomicina y acido nalidixico para controlar los contaminan- 
tes micoticos y bacterianos.^^^ Al variar las concentraciones de 
estos agentes, el medio se puede preparar con Lowenstein- 
Jensen o con base 7H10. 

El medio 7H11 selective es una modificacion de un medio 
de agar-acido oleico descrito por primera vez por Mitchison.^^^ 
El medio estaba disenado en su origen para utilizarlo con 
muestras de esputo sin el uso de un agente descontaminante. El 
medio de Mitchison contiene carbenicilina, polimixina, trime- 
toprim lactato y anfotericina B. McClatchy sugirio reducir la 
concentracion de carbenicilina desde 100 pg/mL hasta 50 
pg/mL y utilizar el medio 7H11 en lugar de agar-acido olei- 
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Cuadro 19-6 Medios selectivos para el aislamiento de micobacterias 

MEDIO 

COMPONENTES 

AGENTE INHIBIDOR 

MEDIO 

COMPONENTES 

AGENTE 

INHIBIDOR 

Modificacion de Gruft 

del medio de 

Lowenstein-Jensen 

Huevos enteros coagulados, 
sales definidas, glicerol, 
harina de patata, RNA, 

5 mg/100 mL 

Verde malaquita, 

0,025 g/100 mL 
Penicilina, 50 U/mL 
Acido nalidixico, 35 
mg/mL 

Middlebrook 

7H10 

Sales definidas, vitaminas, 
cofactores, acido oleico, 
albumina, catalasa, glice¬ 
rol, glucosa 

Verde malaquita, 

0,0025g/100 mL 
Cicloheximida, 360 pg/mL 
Lincomicina, 2 pg/mL 

Acido nalidixico, 20 pg/mL 

Lowenstein-Jensen 

Huevos enteros coagulados, 
sales definidas, glicerol, 
harina de patata 

Verde malaquita, 

0,025 g/100 mL 
Cicloheximida, 400 
pg/mL 

Lincomicina, 2 pg/mL 
Acido nalidixico, 

35 pg/mL 

Selectivo 

7H11 
(medio de 
Mitchison) 

Sales definidas, vitaminas, 
cofactores, acido oleico, 
albumina, catalasa, glice¬ 
rol, glucosa, hidrolizado 
de casema 

Carbenicilina, 50 pg/mL 
Anfotericina B, 10 pg/mL 
Polimixina B, 200 U/mL 
Lactato de trimetoprim, 20 
pg/mL 


CO 220 autor denomino a esta modificacion 7H11 selective 
o S7H11. Con el uso del medio S7H11 mas Lowenstein-Jensen 
y 7H11 se mejora definitivamente el aislamiento de micobacte- 
rias, sobre todo cuando se utiliza el medio S7H11 con el pro- 
cedimiento de descontaminacion de NALC-NaOH al 1%.^^^ 

Despues de esta comunicacion, un estudio de 3 anos de dura- 
cion que comparo el medio S7H10 con muestras no desconta- 
minadas ha mostrado significativamente menos contaminacion 
en las placas de S7H10 con muestras homogeneizadas que en 
el medio 7H10 con descontaminacion, utilizando NaOH al 2% 
con NALC. Ademas, el medio S7H10 aislo un 18% mas de cul- 
tivos positivos, habitualmente con mas colonias por cultivo y 
con menos contaminacion que los cultivos inoculados en 7H10 
despues de una descontaminacion con NALC-NaOH al 2%. A 
diferencia de la descontaminacion en el informe de McClatchy, 
la carbenicilina se mantuvo en 100 ug/mL en lugar de 50 
|ig/mL. Las muestras inoculadas directamente en placas de 
7H10 fueron homogeneizadas luego del agregado de cantida- 
des iguales de NALC en citrato de sodio 0,1 M a un pH de 8,1 
y se las dejo asentar durante 15 minutos antes de la centrifuga- 
cion. La inoculacion de muestras concentradas, pero no des- 
contaminadas puede predisponer al aislamiento de micobacte- 
rias parcialmente dahadas o con requerimientos especiales de 
cultivo, con preservacion del dano adicional por la exposicion 
a NaOH. Aunque mediante las muestras no descontaminadas 
en S7H10 se aislaron mas especies de micobacterias que los 
medios no selectivos, los antibioticos en el medio tienen un 
efecto inhibidor distinto sobre el crecimiento y el aspecto de las 
colonias de algunas especies. Durante el desarrollo de medio 
de caldo de l-[^'^C]-acido palmitico 7H12, se observe que las 
cantidades menores de antibioticos eran tan eficaces como 
las concentraciones mas altas utilizadas en S7H11. Se pueden 
agregar antibioticos al cultivo en caldo antes de la inoculacion 
de la muestra no descontaminada. 

Incubacion 

Las diferentes especies de micobacterias muestran una 
dependencia notable sobre la temperatura de incubacion para 
un crecimiento optimo. Las especies que tienden a infectar la 
piel (como M. marinum, M. ulcerans y M. haemophilum) cre- 


cen mejor a la temperatura de esta (30-32 °C) y muy poco o en 
absoluto a 37 ®C. M. tuberculosis crece mejor a 37 °C y poco o 
nada a 30 ®C o 42-45 ""C (la temperatura corporal de los paja- 
ros). Mycobacterium xenopi, una especie poco comun como 
causa de infeccion en seres humanos, crece mejor a 42 °C y ha 
sido implicada como contaminante ambiental en el sistema de 
agua caliente de un hospital grande. 

El aislamiento optimo de las diferentes especies de mico¬ 
bacterias depende de la incubacion al menos de parte de la 
muestra concentrada a una temperatura que muy probablemen- 
te promueve el crecimiento de esa especie. Se debe utilizar una 
estufa de incubacion regulada a 30 °C para todas las muestras 
de infecciones micobacterianas cutaneas o subcutaneas sospe- 
chosas. Si no se cuenta con ella, las muestras pueden mantener- 
se en una caja cerrada con monitorizacion de la temperatura y 
resguardada de las corrientes calidas o frescas. La temperatura 
de la caja debe mantenerse entre 24 °C y 25 °C y registrarse 
todos los dias. Una estufa de incubacion mantenida a 42 ”C 
puede ser litil para aislar M. xenopi. 

Las micobacterias crecen mejor en una atmosfera con CO^ al 
3-11% (fig. 19-2). Es obligatorio el uso de CO^ en el medio de 
Middlebrook 7H11. Sin embargo, si la falta de espacio en la 
estufa de incubacion para mantener los cultivos constituye un 
problema, se puede retirar los cultivos de la atmosfera de CO^ 
despues de 7-10 dias porque los microorganismos estaran en 
una fase logaritmica de crecimiento y son menos dependientes 
del CO^. Por razones todavia no conocidas, las micobacterias 
no crecen bien en jarras de anaerobiosis por extincion con vela. 
La concentracion de CO^ en las estufas debe controlarse todos 
los dias y se debe mantener un registro tanto de la temperatura 
de la estufa como de su concentracion de CO^. 


Metodos rapidos para establecer un diagnostico 

Sensibilidad de los frotis acido-alcohol resistentes 

Uno de los metodos mas practicos y mas faciles de conseguir 
para mejorar el diagnostico rapido de tuberculosis es aumentar 
la FCR aplicada a las muestras clmicas para mejorar la sedi- 
mentacion de las celulas micobacterianas cargadas de lipi- 
dos.^^"^ La mejor correlacion entre los frotis positivos con los 
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% de dioxide de carbono 


Figura 19-2 Efecto del CO^ sobre el crecimiento (tamano de las colonias y 
cantidad de colonias) de M. tuberculosis despues del aislamiento primario del 
esputo. (Extraido de David HL. Bacteriology of the Mycobacterioses. DREW 
Publication No. [CDC] 76-8316, Atlanta: Rama de Micobacteriologia de los 
Centers for Disease Control and Prevention, 1976). 


cultivos positives ha vuelto algo mas confiable el examen de un 
frotis con tincion acido-alcohol resistente como indice de 
infeccion por micobacterias. En una revision de los factores 
que afectan el valor clmico de la microscopia para los bacilos 
acido-alcohol resistentes, Lipsky arribo a la conclusion de que 
cuando se consideran los resultados globales de todas las mues- 
tras de cada paciente, el frotis acido-alcohol resistente tiene un 
valor predictive superior al 96% y sigue siendo una de las prue- 
bas realizadas con mayor facilidad en la deteccion de las infec- 
ciones por micobacterias. 

Cromatografia gas-li'quido y cromatografia liquida de alto rendimiento 

El analisis de los acidos grasos celulares de cadena larga 
mediante cromatografia gas-lfquido se ha utilizado para ayudar 
a la caracterizacion de las micobacterias. El metodo de gas- 
liquido por pirolisis de Reiner, en el cual los acidos micolicos 
de cadena larga son divididos en productos de escision carac- 
teristicos, esta limitado en gran parte a los laboratories de 
investigacion.^®® Tisdall ideo un procedimiento de cromatogra¬ 
fia gas-liquido para saponificar microorganismos en NaOH 
metabolico que permite la identificacion correcta de la mayo- 
ria de las especies de micobacterias.^"^^ Guerrant y cols, utiliza- 
ron la metanolisis acida para el aislamiento de los esteres meti- 
licos del acido micolico de las celulas bacterianas, un metodo 
que no solo lleva menos tiempo que la saponificacion sino que 
tambien es mas sensible para detectar una pequeha cantidad de 
celulas.^*® Se puede utilizar tan solo un puhado de 1 mm de 
microorganismos y el tiempo total para el analisis es inferior a 
2 horas.^®^ 

Un sistema comercial aprobado por la FDA, el MIDI 
Sherlock Microbial Identification System® (Microbial ID, 
Newark DE), que consiste en cromatografia liquida de alto ren¬ 
dimiento 1100 y un ordenador es un metodo rapido y confiable 
para la confirmacion con cultivo de las micobacterias. El siste¬ 
ma computarizado incluye una coleccion de 40 perfiles posi- 


bles de lipidos de la pared celular para las especies de Myco¬ 
bacterium de mayor importancia clmica, derivadas de los ais- 
lamientos adquiridos de la American Type Culture Collection 
que incluye muchos aislamientos clmicos. El uso de la espec- 
trometrfa de masa negativa para iones para detectar el acido 
w tuberculoestearico en las muestras clmicas tambien parece pro- 

g misorio para la deteccion rapida de micobacterias en estas 
g. muestras para los laboratorios equipados con los instrumentos 
g- necesarios.*^^ 

o Se ha empleado la cromatografia liquida de alto rendimien- 

§ to que utiliza deteccion por fluorescencia de esteres de acido 

g micolico 6,7-dimetoxicumarina para la identificacion rapida de 

M. tuberculosis y M. avium directamente de muestras de espu¬ 
to con frotis positivo tehidas con fluorocromos y cultivos BAC- 
TEC 12B® con crecimiento incipiente. En un estudio de 132 
muestras de esputo positivas para M. tuberculosis y 48 positi- 
vas para M. avium-intracellulare, la cromatografia liquida de 
alto rendimiento con el uso de deteccion de fluorescencia hizo 
identificaciones directas con sensibilidades del 56,8% y del 
33,3%, respectivamente.'^ Cuando se realize el examen con 
esta prueba de los cultivos que crecen en frascos de BACTEC 
12B®, se lograron sensibilidades del 99% y el 94,3%. La espe- 
cificidad fue del 100% en ambas evaluaciones. Cage tambien 
identified con exito 117 de 126 especies de micobacterias 
(93%) que crecieron en el medio BACTEC 7H12B comple- 
mentado con acido oleico.^ Glickman y cols, describieron un 
archivo computarizado que contenia los patrones de los acidos 
micolicos caracteristicos de 45 especies de Mycobacterium. 
Con el uso de su sistema en la evaluacion de 1 333 cepas que 
representaban 24 especies de Mycobacterium, el 97% fue iden- 
tificado correctamente (la identificacion de M. tuberculosis 
tuvo una exactitud del 99,85%; la del complejo MAI, una exac- 
titud del 98%). Por lo tanto, para aquellos que poseen el equi- 
pamiento y utilizan los perfiles de reconocimiento de patrones 
computarizados, se pueden identificar con precision y rapidez 
las micobacterias utilizando los datos cromatograficos genera- 
dos por cromatografia liquida de alto rendimiento. Estos siste- 
mas estan en competencia directa con los metodos basados 
sobre acidos nucleicos para la identificacion rapida de mico¬ 
bacterias. 

Uso de medios de cultivo en caldo 

Durante muchos anos, los que utilizaron los frascos de culti¬ 
vo en caldo BACTEC 12B lograron una tasa mayor de aisla¬ 
miento de M. tuberculosis y otras especies de Mycobacterium 
1 a 2 semanas antes que los grupos que utilizan solo medios de 
cultivo solidos. Por lo tanto, se recomienda ahora altamente el 
uso de un medio de cultivo en caldo para el aislamiento tem- 
prano de las micobacterias; de hecho, esto se ha agregado como 
un elemento de deficiencia de fase a la Lista de Control de 
Inspeccion y Acreditacion del College of American Patho¬ 
logists. A continuacion se describen brevemente los sistemas 
semiautomatizados, automatizados y manuales para el cultivo 
de las micobacterias. 


Sistemas de deteccion automatizados 

Existen cinco sistemas semiautomatizados y automatizados 
para la deteccion de micobacterias: el sistema BACTEC 460, 
honrado por el tiempo y bien evaluado (BD Diagnostic 
Systems, Sparks, MD) y sistemas no radiometricos mas nue- 
vos, el sistema MGIT 960® (BD Diagnostic Systems), el siste- 
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ma MBA/BacT (BioMerieux, Durham, NC), el frasco para hemo- 
cultivo BACTEC MYCO/F Lytic (BD Diagnostic Systems) y el 
ESP Culture System II (Trek Diagnostic). Dos alternativas via- 
bles son el Septi-Chek System manual (BD Diagnostic) y la ver¬ 
sion manual del sistema MGIT (BD Diagnostic) para utilizar en 
los laboratorios sin sistemas automatizados. 

Sistema BACTEC AFB 

Los componentes del sistema automatizado BACTEC 460 
(BD Diagnostic) incluyen un contador de centelleo, una cone- 
xion para aspiracion con aguja y un cursor extraible sobre el cual 
se pueden colocar hasta 60 frascos de cultivo. Este cursor se ali- 
nea de modo que cada frasco de cultivo pasa, a su vez, por deba- 
jo del ensamblaje de aspiracion con aguja a la velocidad aproxi- 
mada de uno por cada 80 segundos. Cuando el frasco de prueba 
esta inmediatamente por debajo del ensamblaje con aguja, se 
hace atravesar la aguja hacia abajo a traves de la tapa de goma 
del espacio superior. Se aspira una muestra del gas de la parte 
superior y se la coloca en la camara del contador de centelleo. El 
gas de la parte superior es reemplazado por un bolo fresco de 
CO, al 10% inmediatamente despues de aspirar la muestra. El 
sistema se acondiciona con una cubierta que proporciona aire fil- 
trado con HEPA bajo presion negativa en el area de prueba y una 
fuente de luz ultravioleta como elemento de seguridad agregado. 
Se esieriliza con calor electrico la aguja durante el intervalo pre- 
vio a la toma de la muestra del siguiente frasco. 

El frasco de cultivo en caldo BACTEC 12B es la clave para 
la operacion. Consiste en un frasco ampolla de vidrio de 20 mL 
con un cuello corto, cuya boca esta cerrada con una tapa del- 
gada de goma. Este frasco contiene 4 mL del medio de cultivo 
con una base de caldo Middlebrook 7H9; albiimina de suero 
bovino (BSA); hidrolizado de casema, catalasa y estearato de 
polioxileno como reforzadores del crecimiento; pequenas can- 
tidades de una mezcla antibiotica de polimixina B, anfoterici- 
na B, acido nalidixico, trimetoprim y azlocilina para suprimir 
el crecimiento de los contaminantes; y acido palmitico marca- 
do con ‘"^C como detector del crecimiento. El frasco se inocula 
con 0,5 mL de la muestra procesada y se coloca en una estufa 
de incubacion a 35 °C. Si se presentan micobacterias en el 
inoculo, se libera ^"^CO^ en el espacio superior, cuya cantidad es 
proporcional al grado de crecimiento en el frasco ampolla. Se 
utiliza el sistema detector de radiactividad muy sensible porque 
las micobacterias de metabolismo lento producen solo cantida- 
des muy pequenas de CO^. Cuando ha pasado un periodo 
designado de incubacion, habitualmente de unos 3 dias, los 
frascos ampollas se colocan sobre el cursor del sistema BAC¬ 
TEC 460 preparados para su lectura. Se mide la cantidad de 
radiactividad en el gas de la parte superior aspirada, lo cual se 
traduce en un valor numerico denominado mdice de creci¬ 
miento. Un mdice de crecimiento mayor de 10 se considera 
positivo; sin embargo, las tinciones acido-alcohol resistentes se 
deben realizar sobre una alicuota pequena de caldo, porque 
otras bacterias pueden abrirse paso a traves de la inhibicion del 
antibiotico. 

Con el uso del sistema BACTEC se logra un aumento del 
rendimiento de cultivos positivos de las muestras clmicas y una 
disminucion del tiempo hasta la deteccion, en comparacion con 
los medios solidos convencionales.^'^^’^^^^ El tiempo de deteccion 
para M, tuberculosis promedia 9-14 dias; puede ser inferior a 7 
dias para algunas cepas de micobacterias distintas de M. tuber¬ 
culosis. Las desventajas del sistema son el costo de la instru- 
mentacion, la incapacidad para observar la morfologia de las 
colonias y detectar cultivos mixtos, el sobrecimiento por con¬ 


taminantes, la necesidad de la eliminacion de los materiales 
radiactivos y el uso extenso de agujas. Se han comunicado 
casos de infecciones seudomicobacterianas cuando la aguja se 
esteriliza en forma incompleta luego de la aspiracion de un 
frasco ampolla con una alta concentracion del microorganis- 
mo.^7,239 gg pueden utilizar muestras procesadas que requie- 
ren reachvos distintos de NALC-NaOH (como cloruro de ben- 
zalconio o Zephiran-fosfato trisodico) con el sistema BACTEC 
porque las cantidades residuales en el caldo pueden inhibir el 
crecimiento de las micobacterias. 

Los estudios iniciales de la sensibilidad de este sistema en la 
monitorizacion del crecimiento de las micobacterias mostraron 
que un inoculo de 200 bacilos viables de M. tuberculosis se 
podria detectar en 12-13 dias, mientras que si se esperaba duran¬ 
te 14-17 dias, se podian detectar hasta 20 bacilos viables.^^^ 

Se ha demostrado el valor del sistema BACTEC en la detec¬ 
cion de micobacterias de las muestras de esputo, sangre y otras 
muestras clmicas en varios ensayos y estudios de correlacion 
clmica.^^^"^’^^^’^^^ En un estudio cooperative multicentrico, se 
logro el aislamiento de M. tuberculosis en las muestras clmicas 
que se sabian que eran positivas mediante el sistema BACTEC 
en 14 dias, en comparacion con 21 dias por el metodo de culti¬ 
vo estandar.^^7 mismo estudio, el tiempo total para el 

aislamiento y las pruebas de sensibilidad a los antibioticos de 
M. tuberculosis se complete en un promedio de 18 dias 
mediante el metodo radiometrico en comparacion con un pro¬ 
medio de 38 dias con los procedimientos estandares. Asimis- 
mo, las muestras con frotis negative y cultivo positivo fueron 
positivas para el crecimiento de M. tuberculosis en un prome¬ 
dio de 14 dias con el metodo radiometrico, en comparacion con 
25 dias con el procedimiento de cultivo estandar. ^7,236 

La capacidad para realizar estudios rapidos de sensibilidad a 
los antimicobacterianos es otra ventaja del sistema BAC¬ 
TEC. Tambien se lo puede utilizar para diferenciar M. tuber¬ 
culosis y M. bovis de micobacterias no tuberculosas utilizando 
frascos de hemocultivo que contienen p-nitro-a-acetilamino-p- 
hidroxi-propiofenona (NAP). M. tuberculosis y M bovis no 
pueden crecer en medios de cultivo que contengan NAP y, por 
lo tanto, no producen un GI positivo luego de varios dias de 
incubacion. La prueba NAP se presenta en el protocolo 19-4. 
La deteccion de M. tuberculosis en muestras clmicas contami- 
nadas tambien se puede lograr utilizando un frasco de cultivo 
7H12A que contenga los mismos antibioticos utilizados en el 
agar S7H11, solo en concentraciones mas pequenas (polimixi¬ 
na, 50 jiig/mL; anfotericina, 5 pg/mL; carbenicilina, 25 pg/mL 
y trimetoprim, 2,5 pg/mL (PACT). 

Aunque el sistema BACTEC 360 posiblemente representa 
hasta la fecha el mejor sistema con base de caldo para el aisla¬ 
miento rapido de las micobacterias, esta siendo reemplazado 
por los sistemas no radiometricos, debido en gran parte a los 
problemas asociados con el mantenimiento de los materiales 
radiactivos y la eliminacion de sus desechos. 

Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT, tubo indicador 
de crecimiento de micobacterias) y MGIT 960 

El sistema MGIT (BD Diagnostic) consiste en un tubo de 
vidrio con base redonda de 16 x 100 mm que contiene 4 mL 
de base de caldo 7 HI 1 modificado, al cual se ha agregado 0,5 
mL de enriquecimiento OADC (acido oleico, albumina bovina, 
dextrosa y catalasa) y 0,1 mL de una mezcla antibiotica 
PANTA (polimixina B, anfotericina B, acido nalidixico, trime¬ 
toprim y azlocilina). La mezcla de antibioticos inhibe el creci¬ 
miento de las bacterias contaminantes; el suplemento OADC 
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proporciona acido oleico, un importante estimulante metaboli- 
co para las micobacterias; albumina, que se une a los acidos 
grasos libres tdxicos; dextrosa, como fuente de energia; y cata- 
lasa, para destruir los peroxidos toxicos que pueden presentar* 
se en el medio. Se introduce un compuesto fluorescente en sili- 
conas en la parte inferior del tubo, el cual es sensible al oxige- 
no disuelto en el caldo; es decir, la presencia de oxigeno en el 
medio uniloculado sirve para apagar la emision de luz fluores¬ 
cente. A medida que las bacterias que crecen activamente con- 
sumen el oxigeno disuelto, la fluorescencia es desenmascarada 
y puede detectarse observando el tubo bajo luz ultravioleta de 
onda larga (lampara de Wood). Tambien se puede detectar cre- 
cimiento observando la turbidez heterogenea o pequenos gra- 
dos 0 copos en el medio de cultivo. 

Al realizar la prueba, se agregan al tubo en condiciones asep- 
ticas 0,1 mL de mezcla PANTA y 0,5 mL de mezcla OADC y 
se reconstituye el medio liofilizado. Esto es seguido de 0,5 mL 
de la muestra o de concentrado de la muestra; el agregado de 
mas de 0,5 mL de la muestra puede afectar adversamente el 
rendimiento del tubo. Se reemplaza la tapa, se mezcla los 
ingredientes invirtiendo el tubo varias veces y se coloca el tubo 
en una estufa de incubacion a 37 °C. Se leen los tubos dia por 
medio comenzando el segundo dia despues de la inoculacion 
con la aplicacion manual. Se leen los tubos con lampara de 
Wood, se coloca el tubo con la mezcla de prueba entre un con¬ 
trol positivo (solucion de sulfito de sodio) y un control negati¬ 
ve (tubo de MGIT inoculado). Se usan gafas protectoras contra 
los rayos UV cuando se busca un color anaranjado brillante en 
la parte inferior de los tubos positives; tambien se observa un 
reflejo anaranjado en el menisco. Los tubos positives se tinen 
para bacilos acido-alcohol resistentes, de preferencia con el uso 
de la tecnica de Ziehl-Neelsen. Se retoman los tubos negatives 
a la rejilla de incubacion y se observa nuevamente a intervales 
regulares hasta durante 6 semanas. Ahora se cuenta con una 
plataforma automatica que examina cada tubo periodicamente 
para detectar positividad. 

Hanna y cols, utilizaron el sistema MGIT a fm de evaluar 
193 muestras (44 pacientes) de distintos sitios corporales para 
detectar la presencia de especies de Mycobacterium}^^ Se estu- 
diaron las concentraciones en el esputo de 32 pacientes de los 
cuales se observe por lo menos un frotis acido-alcohol resis- 
tente positivo. Los cultivos de MGIT fueron positives en 31 
(complejo M. tuberculosis, 25: MAI, 4 y M. haemophilum, 2) 
cases. Los tubos MGIT fueron positives en otros tres pacientes 
con frotis negatives; la linica prueba MGIT falsa negativa ocu- 
rrio en un paciente en el que se observaron muy pocos bacilos 
acido-alcohol resistentes en el frotis. El tiempo medio transcu- 
rrido hasta la deteccion fue de 10,4 dias (range, 4 a 26). Las dos 
cepas de M. haemophilurn se aislaron agregando un disco X 
(hemina) al tubo MGIT e incubando a 30 °C. Todas las reac- 
ciones positivas con este sistema deben confirmarse mediante 
una tincion acido-alcohol resistente, dado que otras bacterias 
que consumen oxigeno pueden abrirse paso a traves de la mez¬ 
cla de antibioticos PANTA. Una desventaja importante es el 
costo de cada tubo, pero esto puede superarse en cierta medida 
porque se observa fluorescencia visualmente y no requiere un 
equipamiento elaborado ni costoso. 

El MGIT 960 es un sistema automatizado no radiometrico 
que utiliza medios BD BBL MGIT y sensores para detectar la 
fluorescencia que se interpreta visualmente en la version 
manual descrita antes. Tiene 960 tubos de plastico, que son 
controlados con cuidado. En una de las primeras comparacio- 
nes de esta tecnica con BACTEC 460 y el medio de LJ uiili- 
zando 2 567 muestras clmicas, Tortoli y cols, observaron que 


MGIT 960 tenia el tiempo medio mas corto hasta la positividad 
en 13,3 dias, en comparacion con 14,8 dias para el sistema 
BACTEC 460 y 25,6 dias para el medio de Sin embargo, 
el mejor rendimiento fue el del sistema BACTEC 460 (201 ais- 
lamientos), seguido de 190 aislamientos con el sistema BAC¬ 
TEC MGIT 960 y 168 aislamientos con el medio de LJ. En esta 
comparacion, el MGIT 960 tambien tuvo la tasa mas alta de 
contaminacion (10%), en comparacion con el sistema radiome¬ 
trico (3,7%) y el medio de LJ (17%). La tasa de contaminacion 
ha sido mejorada por otros, con solo un aumento leve en el 
tiempo hasta la positividad.^^ 

Sistema de deteccion de micobacterias MB/BacT 

El MB/BacT® es un sistema automatizado para detectar 
micobacterias, de diseho similar al sistema de hemocultivo 
BacT/Alert. Los frascos de MB/BacT contienen 10 mL de 
caldo de Middlebrook 7H9 reforzado en una atmosfera de CO„ 
nitrogeno y oxigeno al vacio. Por lo tanto, este frasco propor¬ 
ciona condiciones nutricionales y ambientales apropiadas para 
aislar las especies de Mycobacterium halladas con mayor fre- 
cuencia en muestras clmicas distintas de la sangre. Se agrega 
en cada frasco un suplemento reconstituido de antibioticos 
antimicobacterianos ((),5 mL), que contiene anfotericina B, 
azlocilina, acido nalidixico, polimixina B, trimetoprim y facto- 
res de crecimiento patentados, inmediatamente antes de su uso 
para aumentar la proliferacion de las especies de Mycobac¬ 
terium y restringir la de las bacterias contaminantes que pue¬ 
den sobrevivir a la descontaminacion y al procedimiento de 
concentracion. Se coloca un sensor permeable al gas en la parte 
inferior de cada frasco de caldo que pasa del verde oscuro al 
amarillo brillante cuando se produce CO., en el caldo al meta- 
bolizar las micobacterias. Se colocan los frascos con la parte 
inferior hacia abajo dentro de celdas individuates en la camara 
de incubacion y se utiliza la luz reflejada para controlar conti- 
nuamente la produccion del CO^ generado por los microbios. 

Los ensayos multicentricos de campo patrocinados por el 
fabricante indican que el sistema MB/BacT aisla un porcentaje 
mayor de micobacterias con menos tiempo hasta la deteccion 
respecto de los metodos convene!onales y se comparo favora- 
blemente en los cultivos paralelos con el sistema BACTEC 460 
TB. Gil-Setas y cols, compararon el sistema MB/BacT, las pla- 
cas de agar de Middlebrook 7H11 utilizando el metodo de las 
microcolonias para la deteccion de crecimiento y el medio de 
LJ convencional para el aislamiento de micobacterias de 2 101 
muestras no seleccionadas consecutivas.^®^ De las 111 muestras 
positivas para M. tuberculosis, 100 fueron aisladas con el siste¬ 
ma MB/BacT, 99 de las placas de agar M7H1 y 86 del medio 
de LJ. El tiempo hasta la deteccion fue de 11 dias para las pla¬ 
cas de agar M7H11, de 16 dias para el sistema MB/BacT y de 
19,5 dias para el medio de LJ. Este sistema tambien puede uti- 
lizarse como un medio confiable para realizar pruebas de sen- 
sibilidad basadas sobre caldo.’* Una ventaja definida es la 
deteccion no radiometrica y calorimetrica del crecimiento de 
micobacterias, que elimina la necesidad de manipular y des- 
cartar los radioisotopos. Se han realizado otros estudios que 
examinan la utilidad de este metodo de deteccion automatiza- 

jjQ 9,19,142,202,265,291.388 

Sistema de cultivo ESP II 

El sistema de cultivo ESP II® (Trek Diagnostic) es una adap- 
tacion del sistema de hemocultivos ESP. Cuando se coloca cada 
frasco de hemocultivo en un cajon especial en el modulo de 
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incubacion esta unido a un sensor, que consiste en una camara 
plastica, una aguja retractil y una membrana hidrofoba. For lo 
tanto, cada frasco se controla en forma continua para detectar 
algun cambio en la presion del gas debido a la actividad meta- 
bolica de los microorganismos en el frasco de cultivo. Un cam¬ 
bio importante en la presion puede estar sefialado temprana- 
mente por el consumo de oxigeno o mas tarde, con la produc- 
cion de gases por los microorganismos metabolizadores. 

Los frascos contienen medio 7H9 de Middlebrook modifica- 
do, Casitone®, glicerol y esponjas de celulosa. Las esponjas 
proporcionan un soporte para el crecimiento de las micobacte- 
rias, que simulan los alveolos de los pulmones. Inmediata- 
mente antes de la inoculacion de las muestras, se coloca un 
suplemento en cada frasco con una mezcla de antibioticos que 
contiene polimixina B, vancomicina, acido nalidfxico y anfote- 
ricina B (PVNA). 

Los ensayos de campo patrocinados por el fabricante indican 
que el porcentaje total de cultivos positivos detectados por el 
sistema ESP MYCO se compararon favorablemente con el sis- 
tema BACTEC 460. Cabe senalar que las muestras de los 
pacientes que recibieron tratamiento antituberculoso a veces no 
fueron positivas en ninguno de los sistemas de caldo, lo que 
indico la necesidad de inocular medios de cultivo solidos en 
paralelo con los frascos de caldo. Los resultados de este estu- 
dio indican ademas que el sistema ESP MYCO® detecto culti¬ 
vos positivos por primera vez con una frecuencia aproximada- 
mente tres veces mayor que el sistema BACTEC 460 y mas de 
7 dias antes en alrededor del 50% de los cultivos, presumible- 
mente sobre la base de la senal incipiente obtenida durante la 
fase de consumo de oxigeno del ciclo de crecimiento. 
Williams-Bouyer y cols, compararon el sistema de cultivo ESP 
II con el BACTEC MGIT 960 y el agar selectivo de 
Middlebrook 7H11 y 7H11 y examinaron un total de 3 151 
muestras.^^^ Las tasas de aislamiento para todas las micobacte- 
rias fueron del 71,2% para el ESP II, del 63,9% para el MGIT 
960 y del 61,8% para los medios de Middlebrook. Sin embar¬ 
go, con la exclusion de M. gordonae, las tasas de aislamiento 
para las micobacterias restantes fueron del 70,2%, el 72,6% y 
el 66,3%. Estas diferencias no fueron estadisticamente signifi- 
cativas. 

Para las cepas aisladas en ambos sistemas automatizados, los 
tiempos medios hasta la deteccion de todas las micobacterias y 
los miembros del complejo de M. tuberculosis, respectivamen- 
te, fueron de 15,8 y 17,4 dias para ESP II y de 12,5 y 11,9 dias 
para BACTEC MGIT 960 (p < 0,05). Se presentaron menos a 
menudo senales positivas falsas con los cultivos BACTEC 
MGIT 960 (23% [0,7%]) en comparacion con los cultivos ESP 
II (84 [2,7%]) (p < 0,01). En relacion con el sistema BACTEC 
460, se observe que el ESP II era comparable para las pruebas 
de sensibilidad.^^^ El metodo de deteccion no radiometrico uti- 
lizado tambien excluye la necesidad de manipular y eliminar 
materiales radiactivos. 

BACTEC MYCO/F LYTIC 

El frasco de cultivo BACTEC MYCO/F LYTIC® contiene 
un agente litico para liberar las micobacterias que ban sido 
fagocitadas por los leucocitos. Se incuba y controla automati- 
camente en forma similar a otros frascos de hemocultivo BAC¬ 
TEC. Ademas de aislar micobacterias, es un buen sistema de 
cultivo para bacterias y bongos que pueden presentarse en el 
torrente circulatorio.^^®-^^^ En una comparacion directa de 
muebos de los productos comerciales. Crump y cols, evaluaron 
el rendimiento de los sistemas BACTEC 13A (BD Diagnostic), 


BACTEC MYCO/F LYTIC (BD Diagnostic), BacT/ALERT 
MB (BioMerieux) y de centrifugacion-lisis ISOLATOR 10 
(Wampole Laboratories) para la deteccion de micobacterias en 
los adultos.^ De los 600 pacientes evaluados, en 85 (14%) se 
aislo el complejo M. avium/M. intracellulare (MAI) y en 9 
(2%) otras especies de micobacterias. De 26 conjuntos com- 
pletos (tres frascos y un tubo) y llenados en forma adecuada (5 
± 1 mL) de los cuales se aislo MAI, BACTEC 13A fue positi- 
vo para 19 (73%), BACTEC MYCO/F LYTIC fue positivo para 
21 (81 %), BacT/ALERT MB fue positivo para 22 (85%) e ISO¬ 
LATOR 10 fue positivo para 21 (81%). De las seis posibles 
comparaciones bidireccionales, los tiempos medios basta la 
deteccion para el aislamiento de MAI de cada frasco en los 
conjuntos suficientemente apareados fueron 15,3 dias para 
BACTEC 13A frente a 12,8 dias para BACTEC MYCO/F 
LYTIC para 33 de 340 pares; 14,1 dias para BACTEC 13 A 
frente a 11,6 dias para BacT/ALERT MB para 38 de 380 pares; 
12,6 dias para BACTEC 13A frente a 20 dias para ISOLATOR 
10 para 26 de 261 pares; 12,8 dias para BACTEC MYCO/F 
LYTIC frente a 11 dias para BacT/ALERT MB para 33 de 340 
pares; 13,2 dias para BACTEC MYCO/F LYTIC frente a 20,4 
dias para ISOLATOR 10 para 24 de 230 pares; y 9,9 dias para 
BacT/ALERT MB frente a 19 dias para ISOLATOR 10 para 24 
de 257 pares. No se observe ninguna diferencia en los rendi- 
mientos entre los sistemas. Sin embargo, bubo diferencias en el 
tiempo medio hasta la deteccion entre los sistemas. El tiempo 
hasta la deteccion fue mas corto para BacT/ALERT MB, segui- 
do de BACTEC MYCO/F LYTIC y BACTEC 13A y luego 
ISOLATOR 10. Estos autores observaron que los sistemas con 
monitorizacion continua (BACTEC MYCO/F LYTIC y 
BacT/ALERT MB) son sensibles y, en el balance, mas rapidos 
para la deteccion de bacteriemia por MAI que los sistemas 
ISOLATOR 10 manual estandar y BACTEC 13A radiometrico. 
Otros autores tambien observaron que este metodo es superior 
a los metodos tradicionales.^’^ 


Sistemas de deteccion manuales 

Los sistemas manuales MGIT y Septi-Chek AFB son las dos 
opciones de sistemas de cultivo para micobacterias manuales 
con base de caldo disponibles en el comercio. El MGIT 
manual se describio antes, junto con la version automatizada, 
el MGIT 960. 

Sistema Septi-Chek AFB 

El sistema Septi-Chek AFB® es un frasco con tapa que con¬ 
tiene 20 mL de caldo de Middlebrook 7H9 modificado bajo 
CO^ al 20%. Un segundo componente es un tubo de plastico, al 
que se ajusta en un extremo una tapa a rosea extraible, dentro 
de la que esta encerrada una paleta de dos caras, a ambos lados 
de la cual estan introducidos medios de cultivo solidos. Una su- 
perficie de la paleta esta cubierta por agar de Middlebrook 
7H11; el lado inverso esta dividido en dos secciones: una con¬ 
tiene el medio de LJ modificado y la otra, agar chocolate para 
detectar el crecimiento de las bacterias contaminantes. El siste¬ 
ma se procesa retirando la tapa del frasco que contiene el 
medio de cultivo, al cual se agrega 1 mL de un suplemento 
reconstituido que tambien provee el fabricante, compuesto por 
glucosa, glicerina, acido oleico, piridoxina, HCl, catalasa, 
albumina, azlocilina, acido nalidfxico, trimetoprim, polimixina 
B y anfotericina B. Se inocula a continuacion el caldo con 
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suplemento con 0,5 mL de una muestra procesada con NALC- 
NaOH. Se retira la tapa a rosea de la parte inferior de la paleta 
y se asegura el conjunto al frasco de cultivo en caldo. Se ino- 
culan los medios de cultivo solidos de la paleta invirtiendo el 
conjunto, lo que permite que la mezcla de cultivo en caldo bane 
todas las superficies del agar. Luego se coloca el sistema en una 
estufa de incubacion a 35 °C en posicion vertical. Las superfi¬ 
cies del agar y los medios de cultivo se examinan cada tres dias 
para detectar proliferacion, despues de lo cual, si es negativo, 
se invierte nuevamente el conjunto para volver a inocular el 
medio de agar. Si se observa proliferacion, se pueden realizar 
frotis acido-alcohol resistentes de las colonias aisladas que cre- 
cen sobre la superficie del agar y se pueden realizar subcultivos 
del caldo en medios selectivos apropiados o pueden ser prepa¬ 
rados para el analisis con sonda de DNA. 

En un estudio de cuatro centros en los cuales se estudiaron 
mas de 3 000 muestras clmicas, Isenberg y cols, observaron que 
el sistema Septi-Chek era mas sensible que LJ. 7H11 y caldo 
BACTEC en el porcentaje de aislamientos de micobacterias.*^® 
Los autores llegaron a la conclusion de que esta tasa me]or de 
aislamiento podia atribuirse a la naturaleza bifasica del sistema 
y a la ventaja obtenida de la exposicion temprana y repetida del 
medio de agar a los microorganismos en proliferacion activa en 
la fase de caldo. En comparacion con LJ y 7H11, la cantidad 
pro medio de dias para el aislamiento de las micobacterias fue 
inferior para el sistema Septi-Chek AFB, que promedio 3 dias 
menos para la deteccion de M. tuberculosis y 9 dias menos para 
MAC. Aunque el tiempo de aislamiento con el sistema BAC¬ 
TEC fue inferior en un promedio de 3 dias para M. tuberculosis 
y de 12 dias para MAC en comparacion con el sistema Septi- 
Chek, el primero no abastece las colonias aisladas; por lo tanto, 
el tiempo hasta la identificacion final fue casi igual entre los dos 
sistemas. Se observaron resultados similares en un estudio de 
seguimiento de D’Amato y cols, del sistema Septi-Chek AFB 
revisado, en el cual se agrego agar de LJ a la paleta.^^ Un estu¬ 
dio ulterior tambien confirmo que tanto la tasa como el tiempo 
de aislamiento de M. tuberculosis, MAC y M. gordonae de las 
secreciones respirator!as con frotis positivos mejoraron con el 
sistema Septi-Chek AFB respecto del medio de LJ.^** En este 
estudio, los frascos de BACTEC 12A detectaron el crecimiento 
de estas especies de Mycobacterium antes que Septi-Chek; sin 
embargo, como se observe en el estudio de D'Amato y cols., el 
ultimo proporciono colonias aisladas antes y no requirio un 
equipamiento especial para la deteccion del crecimiento. 


Identificacion de micobacterias mediante metodos 
convencionaies 

Aunque se estan utilizando cada vez mas las aplicaciones de 
las tecnicas moleculares para la deteccion directa de M. tuber¬ 
culosis en muestras clmicas, la identificacion de las micobac¬ 
terias cultivadas y en los estudios epidemiologicos, la evalua- 
cion directa de las muestras clmicas mediante los metodos con¬ 
vencionaies sigue siendo el estandar de la practica en la mayo- 
ria de los laboratorios de micobacteriologia clmica.*^"* Los pro- 
tocolos 19-1 a 19-16 proporcionan una presentacion detallada 
de los principios, los reactivos, los procedimientos y la inter- 
pretacion de las distintas tecnicas de laboratorio, que incluyen 
los metodos de digestion-descontaminacion, las pruebas bio- 
quimicas (incluidas en el cuadro 19-7) y las pruebas de sensi- 
bilidad a los antibioticos. Se explica por separado el uso de los 
ensayos moleculares, que incluyen el analisis de sondas de aci- 
dos nucleicos. 


Temperatura optima para el aislamiento y velocidad de crecimiento 

Cada especie de Mycobacterium tiene una temperatura opti¬ 
ma para el crecimiento y un intervalo para el aislamiento en 
cultivo (cuadro 19-7). El tiempo hasta el aislamiento varia de 
acuerdo con el tipo de medio utilizado; el tiempo promedio 
de aislamiento de las micobacterias en los medios con base de 
huevo es de unos 21 dias, pero varia desde tan solo 3-5 dias 
hasta 60 dias, segiin la especie. En general, el tiempo hasta el 
aislamiento en los medios solidos es varies dias mas corto 
cuando se utiliza agar 7H10 o 7H11 si se usa la tecnica de 
observacion microscopica para microcolonias (descrita mas 
adelante). El cultivo con base de caldo, para la inoculacion de 
los hemocultivos en caldo y otros liquidos corporales, puede 
acortar considerablemente los tiempos de deteccion.^^ 

Se puede utilizar cualquier medio de cultivo no selective 
estandar cuando se evalua el tiempo de crecimiento, ya sea en 
tubes con agar inclinados (“pico de flauta”) o en placas de 
Petri. Una colonia bien aislada del microorganismo de prueba 
se subcultiva en un caldo 7H9 que contiene Tween 80 y se incu- 
ba durante varies dias o hasta que el medio este ligeramente 
turbio. Se diluye el caldo 1:100 y se hacen lineas de aislamien¬ 
to en el medio de prueba, ya sea en tubes con agar inclinados 
o en placas de Petri, para obtener colonias aisladas. Para deter- 
minar con precision la velocidad de crecimiento, es necesario 
utilizar un inoculo lo suficientemente diluido como para pro- 
ducir colonias individuals. Un inoculo de gran cantidad de 
micobacterias de crecimiento lento puede formar una colonia 
visible en algunos dias y da una impresion erronea de la velo¬ 
cidad de crecimiento. Se deben utilizar cultivos de reserva de 
M. tuberculosis con velocidades de crecimiento conocidas 
como control para los microorganismos de crecimiento lento; 
asimismo, se pueden utilizar cultivos de reserva de M. fortui- 
tum como comparacion de control para los microorganismos de 
crecimiento rapido. 

Se prefieren las placas de Petri de agar 7H10 o equivalente 
al uso de los medios en tubo porque se puede estudiar la apari- 
cion de microcolonias en desarrollo con un microscopio de 
diseccion o de poco aumento. Con experiencia, una evaluacion 
de la morfologia de estas microcolonias puede ser litil para 
excluir ciertas micobacterias, y potencialmente la clasificacion 
preliminar de otras. Runyon publico pautas por medio de las 
cuales los que han obtenido experiencia con este enfoque pue¬ 
den distinguir las microcolonias de distintas especies de mico¬ 
bacterias. 

En el laboratorio de microbiologia clinica en la University 
of Illinois, Chicago, Koneman y cols, pudieron detectar las 
microcolonias de 29 aislamientos clmicos con frotis positivo 
de especies de Mycobacterium que crecen en agar 7H10 en un 
promedio de 6,1 dias (intervalo, 3 a 12) en comparacion con 
tiempos de aislamiento promedio con el uso de observaciones 
visuales estandares de 32,4 dias con Lowenstein-Jensen y 27,9 
dias con agar 7H11 (comunicacion personal). El tiempo de 
deteccion promedio para estos 29 aislamientos fue de 5,8 dias 
por el sistema BACTEC, con el uso de los frascos 12B radio- 
metricos. Los resultados de este estudio indican que las mico¬ 
bacterias pueden detectarse observando microcolonias en el 
mismo periodo acortado que el logrado con el sistema BAC¬ 
TEC. El metodo de las microcolonias tambien permite una 
evaluacion de la morfologia de las colonias, lo que proporcio- 
na otra pieza de informacion que no brinda el sistema BAC¬ 
TEC, lo cual es util para hacer una caracterizacion presuntiva 
temprana de una especie de Mycobacterium desconocida. En 
un estudio que examino el tiempo hasta la deteccion, el tiem- 
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po promedio hasta la deteccion de microcolonias de Af. tuber¬ 
culosis fue de 11 dfas en agar de Middlebrook 7H11, mientras 
que fue de 16 dias con los frascos de MB/BacT y de 19,5 dias 
con el medio de 

Algunas especies de Mycobacterium, como M. marinum y 
algunas de las bacterias de crecimiento rapido, crecen mejor a 
temperaturas que son ligeramente inferiores a la temperatura 
corporal central. Esto tambien puede asociarse con el hecho de 
que la enfermedad producida por estos microorganismos, sobre 
todo M, marinum, afecta sobre todo las extremidades, que se 
encuentran ligeramente mas Mas que la temperatura corporal 
central. Por lo tanto, los laboratorios deben incubar cultivos de 
micobacterias de muestras que pueden contener estos microor¬ 
ganismos (p. ej., biopsias cutaneas de las extremidades) y tem¬ 
peraturas ligeramente reducidas. 

Produccion de pigmento 

La determinacion de si una especie de Mycobacterium des- 
conocida puede producir pigmentacion de las colonias en la 
oscuridad (escotocromogeno) o solo despues de la exposicion 
a la luz (fotocromogeno) no es muy util para la identificacion 
final de la especie, pero puede serlo para estrechar las posibili- 
dades (vease protocolo 19-6). M, tuberculosis no produce pig¬ 
mento, mas alia de un color beige claro, aun despues de la 
exposicion a la luz. Las capacidades productoras de pigmento 
de otras especies de Mycobacterium se enumeran en el cuadro 
19-7 (vease lamina en color 19-2C-E). 

Acumulacion de niacina 

Todas las micobacterias producen niacina; sin embargo, solo 
M. tuberculosis, M. simiae y cepas ocasionales de M. africanum, 
M. bovis, M. marinum y M. chelonae carecen de la enzima nece- 
saria para convertir la niacina a ribonucleotido de niacina. Por 
lo tanto, la determinacion de si la niacina se ha acumulado en 
el medio de cultivo es una prueba diferencial util para identifi- 
car a estas especies de micobacterias, sobre todo M. tuberculo¬ 
sis (veanse los detalles en el protocolo 19-11). Se han creado 
liritas de papel de filtro impregnadas con reactivo que eliminan 
la necesidad de utilizar bromuro de cianogeno, una sustancia 
altamente toxica, como se requiere en el metodo original 
para realizar esta prueba. La aparicion de un color amarillo 
en el medio de prueba incubado con una tirita reactiva es 
indicativa de la acumulacion de niacina y una prueba positi- 
va (vease lamina en color 19-ID). Es esencial tener el creci¬ 
miento suficiente en el medio primario con base de huevo, de 
otro modo aumenta el riesgo de obtener resultados falsos 
negativos. 

Reduccion de nitrates a nitrites 

Solo algunas especies de micobacterias, sobre todo M. 
tuberculosis, producen nitrorreductasa, que cataliza la reduc¬ 
cion de nitrato a nitrito. La aparicion de un color rojo ademas 
del acido sulfanico y A^-naftiletilenediamina a un extracto de un 
cultivo desconocido es indicativa de la presencia de nitrito y 
una prueba positiva (vease protocolo 19-12). La prueba debe 
realizarse con cuidado utilizando tres cultivos de control: uno 
conocido por dar una reaccion positiva fuerte; uno, una reac- 
cion debil y el ultimo, una reaccion negativa. Ademas de apo- 
yar la identificacion de M. tuberculosis, la prueba de reduccion 
de nitratos es clave para la identificacion de M. kansasii y M. 
szulgai (veanse cuadro 19-7 y lamina en color 19-IE). 


Hidrolisis de Tween 80® 

Tween 80 es el nombre comercial de un detergente que 
puede ser util para la identificacion de micobacterias que tienen 
una lipasa que divide el compuesto en acido oleico y sorbitol 
polioxietilado. Esta prueba es util para identificar a M. kansa¬ 
sii, que puede producir un resultado positivo de la prueba tan 
solo en 3 a 6 horas. Se pueden diferenciar dos escotocromoge- 
nos con colonias de aspecto similar: M. gordonae (positivo) y 
M. scrofulaceum (negativo), utilizando la prueba de hidrolisis 
de Tween 80. En el cuadro 19-8 se mencionan las reacciones 
de hidrolisis de Tween 80 para otras micobacterias; el proce- 
dimiento de la prueba se describe en detalle en el protocolo 
19-15 y en la lamina en color 19-2G se muestra una reaccion 
positiva. 

Actividad de catalasa 

La mayoria de las micobacterias producen catalasa; sin 
embargo, no todas las especies son capaces de producir una 
reaccion positiva despues del calentamiento del cultivo a 68 °C 
durante 20 minutos (catalasa termoestable). La mayoria de las 
cepas de M. tuberculosis y otros miembros del complejo M. 
tuberculosis no producen catalasa termoestable, salvo por cier- 
tas cepas resistentes a la isoniazida (INH), para las cuales los 
resultados de esta prueba tienen un valor particular como posi- 
ble marcador reemplazante. La actividad de catalasa se evalua 
en forma semicuantitativa midiendo la altura lograda por la 
columna de burbujas producida cuando se agrega peroxido de 
hidrogeno a las colonias en crecimiento en un cultivo en tubo 
(vease protocolo 19-7). Para realizar esta prueba, se deben ver- 
ter los tubos del medio de Lowenstein-Jensen en posicion erec- 
ta para producir una superficie plana en lugar de inclinada. Esta 
superficie recibe un inoculo importante de este microorganis- 
mo y se incuba durante 14 dfas antes de agregar el reactivo de 
peroxido de hidrogeno. Una columna de mas de 45 mm se con- 
sidera una prueba positiva (vease lamina en color 19-2H). Se 
puede determinar una evaluacion rapida de la actividad de cata¬ 
lasa colocando algunas gotas de peroxido de hidrogeno en las 
colonias que crecen sobre la superficie del agar de Middle- 
brook 7H10 y observando la rapida efervescencia de las burbu¬ 
jas (lamina en color 19-21). 


Actividad de arilsulfatasa 

La determinacion de la actividad de la enzima arilsulfatasa 
en las micobacterias es util para identificar ciertas especies, en 
especial para diferenciar las micobacterias de crecimiento rapi¬ 
do de las micobacterias no fotocromogenicas del grupo III 
(vease lamina en color 19-2J). M. marinum, M. kansasii, M. 
szulgai y M. xenopi tambien pueden producir pequenas canti- 
dades de esta enzima (vease cuadro 19-8). Sin embargo, estas 
especies de crecimiento mas lento no producen la enzima sufi¬ 
ciente como para dar una reaccion constantemente positiva. La 
aparicion de un color rojo en el medio de prueba, que indica la 
liberacion de fenolftalema libre, es un resultado positivo (vease 
protocolo 19-5). 

Actividad de ureasa 

La evaluacion de la actividad de ureasa es una prueba impor¬ 
tante para diferenciar M. scrofulaceum (positivo) de M. gordo¬ 
nae (negativo). Tambien es util para diferenciar M. gastri (posi- 
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tivo) de otros miembros de las micobacterias no cromogenicas 
del grupo III (vease cuadro 19-7). La determinacion de si cual- 
quier especie de micobacteria dada puede producir ureasa se 
puede realizar inoculando el microorganismo en agua destilada 
que contiene un concentrado con base de urea o con el uso de 
discos de papel de filtro que contienen urea que se agrega al 
agua destilada.^^^’^^^ En el protocolo 19-16 se presentan los 
detalles de la prueba de la ureasa segun se aplica a la identifi- 
cacion de las especies de Mycobacterium (vease tambien lami¬ 
na en color 19-2K). 


Pirazinamidasa 

Otra prueba util para distinguir M kansasii y M. marinum, M. 
bovis y M. tuberculosis debilmente niacina positivos y los miem¬ 
bros del complejo de M avium de otras especies es la prueba para 
la pirazinamidasa (todos positivos). La pirazinamidasa es una 
enzima que desamina la pirazinamida para formar acido pirazi- 
noico, que produce una banda roja en el medio de cultivo.^^^ En 
el protocolo 19-13 se presentan los detalles de esta prueba y se 
muestra la reaccion final en la l^ina en color 19-12L. 


Cuadro 19-7 Caractensticas diferenciales de las micobacterias 


TEMPERATURA 

DE AISLAMIENTO CRECIMIENTO 

Y TIEMPO PARA CON PIGMENTACION EN 

CRECIMIENTO - 

OPTIMOS Luz Oscuridad 


PRUEBA 

DE LA REDUCCION 
NIACINA DE NITRATO 


HIDROLISIS 
DE TWEEN 
80 -10 DIAS 


M. tuberculosis 

37 12-25 d 

Color beige 

Color beige 

+ 

+ 

V 

M. africanum 

37 31-42 d 

Color beige 

Color beige 

V 

V 

- 

M. bovis 

37 ‘>C 24-20 d 

Color beige 

Color beige 

V 

- 

- 

M. ulcerans 

32 28-60 d 

Color beige 

Color beige 

- 

- 

- 

M. kansasii 

37 10-20 d 

Amarillo 

Color beige 

- 

+ 

+ 

M. marinum 

30«C5-14d 

Amarillo 

Color beige 

V 

- 

+ 

M. simiae 

37«C7-14d 

Amarillo 

Color beige 

+ 

- 

+/- 

M. asiaticum 

37 «C 10-21 d 

Amarillo 

Color beige 

- 

- 

+ 

M. szulgai 

37 °C 12-25 d 

Amarillo a naranja 

Amarillo-37 ‘"C 

Color beige-25 °C 

- 

+ 

V 

M. scrofulaceum 

37 °C 10 d 

Amarillo 

Amarillo 

- 

- 

- 

M. gordonae 

37 «C 10 d 

Amarillo a naranja 

Amarillo 

- 

- 

+ 

M. thermoresistible 

45 °C 7 d 

Amarillo 

Amarillo 

- 

+ 

+ 

M. flavescens 

37°C7-10d 

Amarillo 

Amarillo 

- 

+ 

+ 

M. xenopi 

42 °C 14-28 d 

Amarillo 

Amarillo 

- 

- 

- 

Complejo M. avium 

37 «C 10-21 d 

Color beige a amarillo 
palido 

Color beige a amarillo 
palido 

- 

- 

- 

M. haemophilum 

30 «C 14-21 d 

Gris 

Gris 

- 

- 

- 

M. malmoense 

37 «C 21-28 d 

Color beige 

Color beige 

- 

- 

+ 

M. shimoidei 

37 «C 14-28 d 

Color beige 

Color beige 

- 

- 

+ 

M. genavense 

37 «C 14-28 d 

Color beige 

Color beige 

- 

- 

+ 

M. celatum 

37 «C 14-28 d 

Color beige 

Color beige 

- 

- 

- 

M. gasti 

37 «C 10-21 d 

Color beige 

Color beige 

- 

- 

+ 

Complejo M. terrae 

37 «C 10-21 d 

Color beige 

Color beige 

- 

V 

+ 

M. triviale 

37 «C 10-21 d 

Color beige 

Color beige 

- 

+ 

+ 

M. fortuitum 

37 °C 3-5 d 

Color beige 

Color beige 

- 

+ 

V 

M. chelonei 

28 «C 3-5 d 

Color beige 

Color beige 

V 

- 

V 

M. abscessus 

35 °C 3-5 d 

Color beige 

Color beige 

. - 

- 

V 

M. smegmatis 

37 «C 3-5 d 

Color beige a amarillo 

Color beige a amarillo 

- 

+ 

+ 


+, positive; negative: V, variable; espacios en bianco, paces dates o ninguno. 
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Captacion de hierro 

Las micobacterias de crecimiento rapido tienen muchas 
similitudes. La capacidad de M. fortuitum para cap tar sales 
solubles de hierro del medio de cultivo y para producir un 
aspecto pardo oxidado con el agregado de una solucion acuo- 
sa de citrato de amonio ferrico al 2%, es una caracteristica util 
que diferencia a este microorganismo de M. chelonae y de M. 
abscessus, que carecen de esta propiedad (vease protocolo 
19 - 10 ).^^'' 


Inhibicion del crecimiento por la hidrazida del acido 
tiofeno-2-carboxnico 

La hidrazida del acido tiofeno-2-carboxilico (T2H) inhibe 
selectivamente el crecimiento de M tuberculosis, mientras que 
la mayoria de las otras micobacterias pueden crecer en un 
medio que contiene este compuesto; esto es muy util para dife- 
renciar ciertas cepas de M. bovis (veanse protocolo 19-9 y 
lamina en color 19-IF). Por ejemplo, el 30% de las cepas de 
BCG de M. bovis pueden ser debilmente niacina positivas, y 




CATALASA 





CRECIMIENTO EN 


Semi- 

pH 7,0; 

ARILSULFATASA 


PIRAZINA- 

INGRESO 

T,H 

5% NaCI 

Agar de 


cuantitativa 

68 «C 

3 DIAS 

UREASA 

MIDASA 

DE HIERRO 

(1 g^mL) 

28 “C 

MacConkey 

M. tuberculosis 

<45 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

\f. africanum 

>45 

- 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

M. bovis 

<45 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

M. ulcerans 

>45 

+ 

- 

V 

- 

- 

+ 

- 

- 

M. kansasii 

>45 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. marinum 

>45 

- 

V 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. simiae 

>45 

+ 

- 

+ 

- 

- 

4- 

- 


M. asiaticum 

>45 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 


M. szulgai 

>45 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 


M. scrofulaceum 

>45 

+ 

- 


V 


+ 

- 

- 

M. gordonae 

>45 

+ 

- 

- 

V 

- 

+ 

- 

- 

M. thermoresistible 

>45 

+ 

- 

+ 


- 


+ 

- 

M. flavescens 

>45 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

V 

- 

M. xenopi 

>45 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Complejo M. avium 

<45 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

V 

M. haemophilum 

<45 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 


M. malmoense 

<45 

V 

- 

V 

V 

- 

+ 

- 


M. shimoidei 

<45 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. genavense 

>45 

+ 

- 

-H 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. celatum 

<45 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. gasti 

<45 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

Complejo M. terrae 

>45 

+ 

+ 

- 

V 


+ 

- 

V 

M. triviale 

>45 

+ 

V 

- 

V 

- 

+ 

+ 


M. fortuitum 

>45 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

M. chelonei 

>45 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

M. abscessus 

>45 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

M. smegmatis 

>45 

+ 

- 



+ 

+ 

- 





Cuadro 19-8 Nomendatura de micobacterias seleccionadas en orden de presentacion 

NOMBRE RECONOCIDO 

DE LA ESPECIE 

PATOGENICIDAD 

RELATIVA PARA 

LOS SERES HUMANOS 

GRUPO EQUIVALENTE 

DE RUNYON 

M. tuberculosis 

+++ 


M. bovis 

+++ 


M. ulcerans 

+++ 


M. africanum 

+++ 


M. kansasii 

+++ 

Fotocromogeno I 

M. marinum 

+++ 

Fotocromogeno I 

M. simiae 

++ 

Fotocromogeno I 

M. genavense 

++ 


M. asiaticum 

++ 

Fotocromogeno I 

M. scrofulaceum 

++ 

Escotocromogeno 11 

M. szulgai 

+++ 

Fotocromogeno I a 25 '’C 
Escotocromogeno II a 37 '’C 


M. xenopi 


No fotocromogeno III 


NOMBRE COMUN NOMBRES NO RECONOCIDOS 

ACEPTABLE Y COMENTARIOS 


Bacilo tuberculoso humane Produce tuberculosis Humana -altamente contagiosa 


Bacilo tuberculoso bovino Produce tuberculosis bovina y Humana; se utilizan las 

cepas avirulentas para las vacunas del bacilo de 
Calmette-Guerin (BCG) 


Asociada con infecciones cutaneas en el tropico -M. 
huruli 


Forma intermedia entre M. hovis y M. tuberculosis. Se 
encuentra en el norte y centre de Africa 


Cepas raras, no pigmentadas, escotocromogenas y nia- 
cina positivas 


M. halnei, M. platypeocilus; asociados con infecciones 
cutaneas 


M. habana: patogeno facultative; la fotorreactividad 
puede ser inestable; niacina positive 


Crece solo en cultivo en caldo. Tendencia a producir 
enfermedad diseminada pulmonar en pacientes con 
SIDA 


Similar a M. simiae pero difiere antigenicamente 


M. marinum y MAI; pueden producir linfadenitis 
cervical 


Asociado con enfermedad pulmonar y extrapulmonar 
cronica; composicion lipidica definida de las paredes 
celulares 


M. littorale, M. xenopi, crece lentamente; mejor a 42 °C; 
puede contaminar los sistemas de agua corriente 
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M. celatum 

+ 



Tendencia a producir infecciones respiratorias en 
pacientes con SIDA. Se asemeja estrechamente 
a M. xenopi 

M. gordonae 

0/+ 

Escotocromogeno II 

Escotocromogenos del agua 
corriente 

M. aquae; en ocasiones patogeno para los seres 
humanos 

M. thermoresistible 

+ 

Escotocromogeno II 


Crecimiento a 52° C. Potencialmente patogeno. 
Crecimiento lento 

M. avium/M. intracellulare 

+++ 

No fotocromogeno IIP 

Baciio de Battey 

M. balteyi, M. battey; a menudo resistente a los farma- 

cos 

A menudo causa compleja de infeccion en pacientes 
con SIDA 

M. terrae 

Kara 

No fotocromogeno III 

Baciio del rabano 

Puede estar estrechamente relacionado con M. triviale 

M. shimoidei 

+ 



Se asemeja al complejo M. terrae 

Casos raros de infecciones pulmonares 

M. triviale 

0/+ 

No fotocromogeno III 

Baciio V 

Ha sido denominado Mycobacterium atipico-atipico 

M. malmoense 

+++ 

No fotocromogeno III 


Mycobacterium de crecimiento lento que suele causar 
enfermedad pulmonar 

M. haemophilum 

+++ 

No fotocromogeno III 


Asociado con infecciones cutaneas habitualmente en 
pacientes inmunosuprimidos 

M. fortuitum 

++ 

Baciio de crecimiento rapido IV 


M. ranae; M. minetti: infecciones cutaneas y pulmona¬ 
res. Puede causar enfermedad en huesped inmunosu- 
primido. Puede causar infeccion hospitalaria 

M, cheloneae 

++ 

Bacilo de crecimiento rapido IV 


Puede causar infecciones cutaneas, sobre todo en per¬ 
sonas con inmunidad celular comprometida. Causa 
importante de enfermedad pulmonar en pacientes 
con enfermedad respiratoria cronica 

M. abscessus 

++ 

Baciio de crecimiento rapido IV 


Puede causar infecciones cutaneas, sobre todo en per¬ 
sonas con inmunidad celular comprometida. Causa 
importante de enfermedad pulmonar en pacientes 
con enfermedad respiratoria cronica 

“ Las cepas aisladas en pacientes con SIDA a menudo son escotocromogenas. 

Adaptado de Sommers HM. The Clinically Significant Mycobacteria. Chicago: American Society of Clinical Pathologists, 1974. 
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otras pueden ser reductores debiles del nitrate, lo que a veces 
dificulta la diferenciacion de estas cepas de M. tuberculosis. 

Crecimiento en cloruro de sodio al 5% 

La capacidad de crecer en un medio de cultivo con base de 
huevo que contiene NaCl al 5% cuando se lo incuba a 28 °C es 
una caracteristica compartida por M. triviale, algunas cepas de 
M.flavescens, M.fortuitum y M. ahscessus (vease cuadro 19-8). 
Otras micobacterias no toleran este aumento de las concentra- 
ciones de sales. Existen porciones inclinadas del medio de 
Lbwenstein-Jensen que contienen NaCl al 5%. La prueba no se 
puede realizar en un medio con base de agar (vease protocolo 
19-14 para los detalles).^®^ 

Crecimiento en agar de MacConkey 

El agar de MacConkey, del cual se ha eliminado el violeta de 
genciana (“cristal violeta”), es el sustrato de crecimiento de las 
micobacterias de crecimiento rapido. Sin embargo, la mayoria 
de las otras especies de Mycobacterium no pueden crecer en 
este medio. El procedimiento de prueba se detalla en el proto¬ 
colo 19-8. 


Clasificacion de las micobacterias 

El reconocimiento de que un microorganismo desconocido 
es “acido-alcohol resistente” suele ser el primer indicio de que 
puede ser una micobacteria. La denominacion de dcido-alcohol 
resistente se utiliza para describir bacterias que resisten a la 
decoloracion con alcohol acidificado una vez que han sido teni- 
das con carbolfucsina. Algunas especies de bacterias, sobre 
todo las de Nocardia y las de Rhodococcus, solo retienen la 
carbolfucsina si se utiliza un agente decolorante menos restric- 
tivo, como un acido inorganico en baja concentracion; por 
ejemplo, H^SO^ al 1% o HCl al 1%. Estas especies se denomi- 
nan ‘‘parcialmente acido-alcohol resistentes”. 

Wayne y Kubica consideran que las especies de Corynebac- 
terium, Nocardia y Rhodococcus estan agrupadas en un super- 
genero basado sobre muchas similitudes.^^^ Designaron este 
grupo de microorganismos como grupo CNM. Se han presen- 
tado en otros sitios los detalles para la identificacion de estas 
especies distintas de las micobacterias. El lento crecimiento, la 
presencia de bacilos ligeramente curvos o rectos grampositivos 
arrosariados que pocas veces se ramifican, la resistencia a la 
lisozima y los patrones de reacciones en las pruebas bioquimi- 
cas presentadas antes son las caracteristicas que permiten el 
reconocimiento de las micobacterias y por medio de las cuales 
se pueden identificar las especies. Sin embargo, la taxonomia y 
la clasificacion de las especies de Mycobacterium se han vuel- 
to algo complejas. Las relaciones y la identidad de estos micro¬ 
organismos se estan redefiniendo a traves de la secuenciacion 
del DNA. 

A finales de la decada de 1950, a medida que se encontraban 
especies de micobacterias distintas de M. tuberculosis con una 
frecuencia creciente en el ejercicio medico, Runyon propuso el 
agrupamiento de estos microorganismos “atipicos” sobre la 
base de la velocidad de crecimiento y la produccion de pigmen- 
to (recuadro 19-2). Los progresos en nuestro conocimiento de la 
genetica, la estructura celular y las propiedades fenotipicas no 
convencionales de las cepas de micobacterias ya conocidas y de 
las recien descubiertas han adelantado nuestro conocimiento 
mas alia de la categorizacion impecable de las especies bajo el 


sistema de Runyon clasico de clasificacion, que ha servido a 
los laboratorios de microbiologia durante las tres ultimas deca- 
das. Ademas, Sommers y Good sehalan que algunas cepas de 
M. kansasii, por ejemplo, tienen pigmento en la oscuridad o 
son no pigmentadas (lo que califica para el grupo II o grupo III 
de Runyon, respectivamente).^^"* Tambien se han hallado espe¬ 
cies pigmentadas en el complejo MAI. Por lo tanto, puede ser 
engahoso confiar en estos criterios fenotipicos, y Sommers 
y Good aconsejan que cada aislamiento debe ser identificado y 
considerado en forma definitiva por su identidad individual a la 
luz de los posibles sindromes patologicos asociados. Asi- 
mismo. Woods y Washington han sugerido una clasificacion 
con orientacion clmica de las micobacterias (recuadro 19-3), 
refmada a partir de una propuesta publicada anterior de 

Wolinski.39'^'399 

No obstante, para el micobacteriologo con entrenamiento 
tradicional, la separacion de M. tuberculosis (y de M. bovis) de 
las micobacterias distintas de M. tuberculosis ("'Mycobacte- 
rium other than M. tuberculosis'', MOTT) y la separacion pre- 
liminar de MOTT en los cuatro grupos de Runyon seguira pro- 
porcionando una orientacion inicial significativa. El hecho de 
que ciertas cepas de M. kansasii habitualmente fotocromoge- 
nas pueden ser no pigmentadas o incluso escotocromogenas, 
que algunas cepas del complejo MAI pueden ser levemente 
pigmentadas, e incluso que M. szulgai es escotocromogena a 
37 °C pero fotocromogena a 25 °C (lo que altera por cierto el 
esquema de Runyon) no sugiere que las orientaciones pasadas 
deban descartarse por completo, sino mas bien que se debe 
reconocer la variabilidad fenotipica de estos microorganismos 
y se la debe incorporar en los esquemas de identificacion con¬ 
vencionales. 

Identificacion de laboratorio de las micobacterias y sindromes 
cimicos relacionados 

La identificacion de las micobacterias por los metodos tradi- 
cionales no es dificil pero requiere paciencia, familiaridad con 
los parametros de las diferentes caracteristicas de identifica¬ 
cion y un conjunto de cepas control. No es preciso que todo 
laboratorio cuente con la capacidad de identificar todas las 
especies de micobacterias. La cantidad de pacientes con tuber¬ 
culosis en cualquier hospital de los Estados Unidos no es gran¬ 
de, y puede ser prudente utilizar los servicios de un laboratorio 
de referencia para proporcionar las identificaciones defmitivas y 
las pruebas de sensibilidad de las cepas de importancia clmica 
aisladas en el laboratorio de atencion primaria. Cada director 
del laboratorio o supervisor de microbiologia debe determinar 
el grado de los servicios provistos para cubrir las necesidades 
del ejercicio clinico local. El cuadro 9-9 es una lista de las 


Recuadro 19-2 Esquema de clasificacidn de Ruynon^ 


Grupo I: fotocromogenos 
Grupo II: escotocromogenos 
Grupo III: no fotocromogenos 
Grupo IV: de crecimiento rapido 


° No incluye complejo M. tuberculosis, incluido M. bovis. 
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Recuadro 19-3 Esquema de clasificacion de Woods 
y Washington, actuaiizado 


Especies potenciaimente patogenas en seres humanos 


Complejo M. avium/M. intracellulare 
M. kansasii 

De crecimiento rapido: M. fortuitum, M. chelonae, M. ahscessus 

M. scrofulaceum 

M. xenopi 

M. szulgai 

M. malmoense 

M. simiae 

M. genavense 

M. marinum 

M. ulcerans 

M. haemophilum 

M. celatum 


Micobacterias saprblitas que pocas veces causan enfermedad 
en seres humanos 


M. gordonae 
M. asiaticum 
M. terrae 
M. triviale 
M. shimoidei 
M. gastri 

M. nonchromogenicum 
M. paratuberculosis 


Especies con velocidad de crecimiento intermedia 


M. flavescens 


Otras especies de crecimiento rapido 


M. thermoresistihle 
M. smegmatis 
M. vaccae 

Complejo M. parafortuitum 
M. phlei 


opciones del grado o el nivel de los servicios, de acuerdo con 
las pautas de inspeccion y acreditacion provistas por el College 
of American Pathologists. 

La experiencia en los ultimos anos con el estudio Special 
Mycobacterial Interlaboratory Survey del College of American 
Pathologists ha mostrado que cada vez mas laboratories estan 
limitando sus servicios para infecciones por micobacterias a la 
preparacion y la interpretacion de los frotis tehidos para baci- 
los acido-alcohol resistentes, el establecimiento de cultivos pri- 
marios y la derivacion de los cultivos positives a laboratories 
de referencia para la identificacion y las pruebas de sensibili- 
dad.323.397 medidas de restriccion de costos impuestas en la 
mayoria de los laboratories clmicos y la disponibilidad comer- 
cial de sondas de acidos nucleicos, que pueden proporcionar 
resultados mas exactos y rapidos estan estimulando a los labo¬ 
ratories a brindar no mas servicios que los requeridos para los 
laboratories de nivel 1 o, a lo sumo, de nivel 2. 


Revision de las especies de Mycobacterium: caractensticas 
dei iaboratorio y correiaciones cimicas 

Aunque se puede hacer un diagnostico presuntivo de tuber¬ 
culosis pulmonar sobre la base de la anamnesis, los smtomas 
de presentacion, el examen fisico, las pruebas radiologicas de 
enfermedad y la presencia de bacilos acido-alcohol resisten¬ 
tes en el esputo, el diagnostico definitivo requiere el aisla- 
miento de los microorganismos causales en cultivo o su 
demostracion mediante metodos de amplificacion de acidos 
nucleicos. En la actualidad, se reconocen varias especies de 
Mycobacterium distintas de M. tuberculosis como patogenos 
pulmonares importantes, cada una con un potencial diferente 
para causar enfermedad y a menudo con perfiles singulares de 
sensibilidad a los antibioticos que deben ser determinados 
con las pruebas de Iaboratorio. Se puede aislar una amplia 
variedad de especies de Mycobacterium en sitios extrapulmo- 
nares, como sangre, piel, tejidos blandos, y huesos y articula- 
ciones. En el recuadro 19-4 se enumeran las caracteristicas 
de los cultivos de Iaboratorio y las manifestaciones cimicas de 
enfermedades humanas seleccionadas producidas por mico¬ 
bacterias. 


COMPLEJO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis, la 
causa mas frecuente de enfermedad por micobacterias en los 
seres humanos, es a menudo un foco importante de la identifi¬ 
cacion definitiva en muchos laboratorios. Tradicionalmente, se 
ha ensenado que las cepas clasicas de M. tuberculosis pueden 
diferenciarse fenotipicamente de M. bovis y las especies inter- 
medias, M. microti y M. africanumP^ Sin embargo, varios 
parametros, entre ellos, analisis de extractos antigenicos, epito- 
pos diana para anticuerpos monoclonales y estudios antigeni¬ 
cos y de relacion de DNA, indican que M. tuberculosis, M. 
bovis, M. microti y M, africanum representan una linica espe- 
cie considerada actualmente bajo el termino general “comple¬ 
jo M. tuberculosis'". 

Se necesitan algunas pruebas relativamente simples para 
identificar a la mayoria de los aislamientos del complejo M. 
tuberculosis. Algunas son mas faciles en los laboratorios donde 
se utilizan cultivos con base de caldo. Las siguientes son carac¬ 
teristicas fenotipicas por medio de las cuales se puede realizar 
una identificacion de M. tuberculosis: 

1. Formacion de colonias no pigmentadas, rugosas y color 
beige despues de 14 a 28 dias de incubacion a 37 en los 
medios de Lowenstein-Jensen o de Middlebrook (vease 
lamina en color 19-lG y H). 

2. Aparicion de microcolonias luego de 5 a 10 dias de in¬ 
cubacion en los agares de Middlebrook 7H10 o 7H11, 
con formacion de cordones en serpentina debido a la 
produccion del “factor cordon” (vease lamina en color 
19-lC e I). 

3. Acumulacion de niacina (M. simiae, algunas cepas de M. 
bovis y cepas ocasionales de M. marinum y M. chelonae 
tambien pueden ser niacina positivas); por lo tanto, se debe 
utilizar esta caracteristica junto con los otros hallazgos 
(vease lamina en color 19-lD). 

4. Reduccion de nitratos a nitritos (vease lamina en color 
19-lE). 

5. Capacidad para crecer en presencia de hidrazida de acido 
tiofeno-2-carboxflico (T2H; vease lamina en color 19-IF). 

6. Falta de actividad de catalasa. 
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Cuadro 19-9 Extensiones o niveles de servicio autodeterminados por el laboratorio segun lo propone el College of American 
Pathologists y la American Thoracic Society 

EXTENSIONES DE SERVICIO DEL COLLEGE OF 

AMERICAN PATHOLOGISTS PARA LA PARTICIPACION EN 
LOS ESTUDIOS DE COMPARACION INTERLABORATORIO 
PARA MICOBACTERIAS 

NIVELES DE SERVICIOS DE LA AMERICAN THORACIC SOCIEY 
PARA LOS LABORATORIOS DE MICOBACTERIAS 

1. No se realizan procedimientos para micobacterias 

Nivel I 

la. Recogen muestras clinicas suficientes, que incluyen esputos inducidos por 
nebulizaciones 

1 b. Transportan las muestras a un laboratorio de nivel superior para el aislamiento 
y la identificacion 

Ic. Pueden preparar y examinar frotis para el diagnostico presuntivo o como 
medio de seguir el progreso de los pacientes diagnosticados que reciben trata¬ 
miento antibiotico 

2. Tincion acido-alcohol resistente de exudados, derrames y liquidos 
corporales, con inoculacion y derivacion de los cultivos a laboratorios 
de referencia para una mejor identificacion 

Nivel II 

2a. Pueden realizar todas las funciones de los laboratorios de nivel I y procesar 
muestras como sea necesario para cultivo en medios estandares basados sobre 
agar y huevo 

2b. Identifican M. tuberculosis 

2c. Se pueden realizar estudios de sensibilidad a farmacos contra M. tuberculosis 
con agentes antituberculosos primarios 

2d. Retienen los cultivos de micobacterias durante un tiempo razonable 

3. Aislamiento de micobacterias; identificacion de M. tuberculosis e 
identificacion preliminar de las formas atipicas como fotocromoge- 
nos, escotocromogenos, no fotocromogenos y bacilos de crecimiento 
rapido. Se pueden realizar o no pruebas de sensibilidad a los farmacos 

4. Identificacion definitiva de las micobacterias aisladas en la medida 
necesaria para establecer un diagnostico clmico correcto y ayudar en 
la seleccidn de un tratamiento seguro y eficaz. Se realizan pruebas de 
sensibilidad a los farmacos 

Nivel III 

3a. Pueden realizar todas las funciones de los laboratorios de los niveles inferio- 
res e identificar todas las especies de Mycobacterium de las muestras clinicas 

3b. Realizan estudios de sensibilidad a farmacos contra micobacterias 

3c. Retienen cultivos de micobacterias durante un tiempo razonable 

3d. Pueden llevar a cabo una investigacion y proporcionar entrenamiento 


7. Inhibicion selectiva del crecimiento en medios de cultivo en 

caldo que contienen NAP (veanse los detalles de este pro- 

cedimiento en el protocolo 19-4). 

La inhibicion de NAP por M. tuberculosis se utiliza en 
muchos laboratorios como prueba clave para las identificacio- 
nes iniciales, sobre todo para los aislamientos en hemocultivos. 
NAP inhibe selectivamente el crecimiento de M. tuberculosis, 
y en el sistema BACTEC, la capacidad del microorganismo 
para liberar del acido palmitico 1-['^C] radiactivo conte- 
nido en el medio. En los sistemas de cultivo en caldo tambien 
se utiliza NAP para la inoculacion de otras muestras frotis posi- 
tivas para aumentar el aislamiento y acortar el tiempo hasta la 
deteccion. Aunque la identificacion definitiva de la mayoria de 
las cepas de micobacterias NAP negativas requiere el aisla¬ 
miento y la caracterizacion por el espectro de pruebas explica- 
das antes o metodos moleculares, los aislamientos que tambien 
producen microcolonias con formacion de cordones serpenti- 
nos en agar 7H109 pueden ser identificarse presuntivamente 
como M. tuberculosis y confirmarse luego con otros estudios 
(vease lamina en color 19- 1C). Las colonias aparecen “rugosas 
y color beige'" despues de 2-4 semanas de incubacion en el 
medio de Lowenstein-Jensen (LJ). Estas observaciones son cri- 
terios suficientes para justificar el comienzo del tratamiento 
empirico cuando esta indicado desde el punto de vista clinico. 

La morfologia celular tipica de M. tuberculosis como se 
observa en las tinciones acido-alcohol resistentes es un bacilo 


delgado, ligeramente curvo que mide 0,3-0,6 x 1-4 mm, de tin- 
cion rojo intenso (fuertemente acido-alcohol resistente), con un 
aspecto arrosariado definido (vease lamina en color 19-15). En 
la preparacion de los frotis provenientes de cultivos, a menudo 
es dificil dispersar las celulas individuales, las cuales parecen 
agregados irregulares o se ubican en bandas paralelas. Se pue¬ 
den observar cordones defmidos en las preparaciones de culti¬ 
vos de caldo, en donde los agregados de bacilos acido-alcohol 
resistentes forman largos cordones en serpentina. Se pueden 
observar micobacterias en la tincion de Gram como bacilos 
arrosariados grampositivos. El aspecto arrosariado se debe a la 
tincion no uniforme del bacilo. Tambien se puede sospechar 
la presencia de una especie de Mycobacterium en las tinciones 
de Gram si se observan bacilos que se tinen poco o nada rode- 
ados por un halo claro (vease lamina en color 19-lJ). El colo- 
rante violeta de genciana en el reactivo de la tincion de Gram 
no penetra la gruesa pared celular lipidica y cerosa del los 
microorganismos y pueden aparecer como una imagen arrosa- 
riada o casi negativa contra el fondo contratenido. 
Mycobacterium bovis. En la actualidad, Mycobacterium bovis 
esta incluido en el complejo M. tuberculosis. Las caracteristi- 
cas fenotipicas por las cuales M. bovis puede ser diferenciado 
de las cepas clasicas de M. tuberculosis son las siguientes: 

1. La mayoria de las cepas son niacina negativas. 

2. Los nitratos no se reducen a nitritos. 

3. No se produce pirazinamidasa. 
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Recuadro 19-4 Especies de Mycobacterium: orden 
de presentacion 


Complejo Mycobacterium tuberculosis 


M. tuberculosis 
M. bovis 
M. africanum 

M. ulcerans (geneticamente relacionado con M. marinum) 


Fotocromogenos 


M. kansasii 
M. marinum 
M. simiae 

M. genavense (geneticamente relacionado con M. simiae pero no 
cromdgeno) 

M. asiaticum 


Escotocromogenos 


M. scrofulaceum 

M. szuJgai (fotocromogeno a 25 °C) 
M. xenopi 
M. celatum 
M. gordonae 
M. flavescens 


No fotocromogenos 


Complejo M. avium-intracellulare 
M. paratuberculosis 
M. terrae y M. triviale 
M. shimoidae 


De crecimiento rapido 


M. fortuitum 
M. chelonae 
M. abscessus 
M. thermoresistible 


4. Inhibicion selectiva del crecimiento por T2H; M. bovis no 
crece en un medio que contiene T2H. 

Las cepas humanas clasicas tienen un ritmo de crecimiento 
muy lento, y producen colonias de aspecto “disgonico” en el 
medio de LJ. Por lo tanto, puede surgir un problema para reco- 
nocer M. bovis en los laboratorios donde se descartan los culti- 
vos LJ despues de 4 semanas, porque a menudo se necesitan 6 
a 8 semanas para un crecimiento visible. El crecimiento de la 
mayoria de las cepas es mejor en el medio de LJ que en el 
medio de Middlebrook 7H11 o equivalentes. El medio mas 
favorable para M. bovis contiene piruvato al 0,4% sin glicerol. 
Las colonias tipicas son de color beige, bajas y pequenas, y 
pueden parecer lisas o rugosas en el medio que contiene huevo. 
En agar de Middlebrook 7H11, las colonias son muy delgadas 
y a menudo muestran poca o ninguna formacion de bandas 
(denominada “similar a gotitas de agua”). Estas colonias tam- 
bien pueden simular formas disgonicas de microorganismos en 
el complejo MAI. Sin embargo, los liltimos son catalasa posi- 


tivos a 68 ®C, no producen ureasa y son pirazinamidasa positi- 
VOS. Si se ha agregado piruvato al medio, las colonias pueden 
mostrar cordones serpentinos similares a los de M. tuberculo¬ 
sis eugonico. 

Algunas cepas de laboratorio de M. bovis, conocidas como 
BCG (bacilo de Calmette-Guerin), utilizadas como vacuna en 
regiones altamente endemicas del mundo, simulan M. tubercu¬ 
losis por ser “eugonicas” o tener un crecimiento mas rapido (3 
a 4 semanas en el medio de LJ), presentar un aspecto rugoso y 
de color beige y, en algunos casos, acumular niacina. Sin 
embargo, estas cepas siguen siendo sensibles al T2H y se las 
puede diferenciar sobre esa base.^^^ La morfologia microscopi- 
ca de las celulas de M. bovis en los frotis con tincion para 
acido-alcohol resistentes no es caracteristica. 

FOTOCROMOGENOS 

Mycobacterium kansasii. M. kansasii es una causa importante de 
enfermedad pulmonar que puede asemejarse desde el punto 
de vista clinico e histopatologico a la tuberculosis. Sin embar¬ 
go, la enfermedad pulmonar debida a M. kansasii no tiene las 
mismas consecuencias para la salud piiblica que la tuberculosis 
y no es transmitida de una persona a otra. Conocido en un prin- 
cipio como el “bacilo amarillo”, luego de la primera descrip- 
cion de Buhler y Poliak en 1953, M. kansasii es un fotocromo¬ 
geno clasificado dentro del grupo I de Runyon. Aunque ocurren 
infecciones en todos los Estados Unidos, la mayoria de los 
casos han sido comunicados en los estados del sur (Texas, 
Louisiana y Florida), el medio oeste (Illinois) y California. 
Kim y cols, informaron una declinacion en la incidencia global 
de la enfermedad en ese pais en la ultima decada.^”^^ Los varo- 
nes se infectan mas a menudo que las mujeres, con un cocien- 
te de aproximadamente 3:1. La enfermedad es infrecuente en 
los nihos y en los individuos con ingresos mas altos y mejores 
estandares de vida.^®^ 

Caracteristicas de laboratorio. Las cepas tipicas de M. 
kansasii crecen casi al mismo ritmo o algo mas rapidamente 
que M. tuberculosis a 37 °C. El rasgo caracteristico es la depen- 
dencia de la exposicion a la luz para la produccion de un pig- 
mento amarillo visible (vease lamina en color 19-2C y D) y la 
formacion de cristales de caroteno rojizos con una incubacion 
prolongada. En los casos tipicos, las colonias son intermedias 
entre completamente rugosas y completamente lisas; sin 
embargo, algunas cepas son completamente una o la otra. Las 
microcolonias muestran centros elevados con bandas curvas de 
bacilos en los hordes extemos mas delgados que pueden con- 
fundirse con la formacion de cordones serpentinos de M. tuber¬ 
culosis. El grupo de propiedades fenotipicas, ademas de la 
fotocromogenicidad, por el cual se puede confirmar la identifi- 
cacion de M. kansasii incluye: 

1. Hidrolisis rapida de Tween dentro de los 3 dias. 

2. Fuerte reduccion de nitrato a nitrito. 

3. Reaccion rapida de catalasa, que incluye la prueba a 68 ®C. 

4. Actividad fuerte de pirazinamidasa. 

Menos a menudo, se pueden hallar cepas escotocromogenas 
o no cromogenas, que incluyen algunas cepas con baja activi¬ 
dad de catalasa. En los casos caracteristicos, las celulas bacte- 
rianas en los frotis acido-alcohol resistentes son largas y anchas 
y defmidamente con bandas tranversales o enrejado (vease 
lamina en color 19-2Af), tal vez por la utilizacion del material 
graso del medio. Aunque los micobacteriologos experimenta- 
dos pueden hacer una identificacion presuntiva sobre la base de 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-1 Mycobacterium tuberculosis 


El aislamiento de M. tuhercuhsis de muestras clmicas casi siempre se asocia con infeccion y se sabe que la tuberculosis es una enfermedad altamente trans- 
misible. La mayoria de las infecciones comienzan en los pulmones donde se pueden observar infiltrados difusos. finamente nodulares o focales, que predo- 
minan en las porciones apicales de los lobulos superiores, pero que tambien se extienden a otros focos en la forma miliar o como tuberculosis exudativa 
progresiva (vease lamina en color 19-3A). Son frecuentes las lesiones cavitarias, sobre todo en las regiones apicales de los lobulos superiores y se puede 
observar un tuberculoma solitario o una “lesion numular” que puede formar pane del complejo de oro de Gohn (vease lamina en color 19-3B y C). Son fre¬ 
cuentes los brotes en poblaciones cerradas como escuelas, barcos y grupos familiares hacinados. En ciertas poblaciones ocurre la propagacion diseminada o 
miliar de la infeccion, por lo habitual en personas con desnutricion, inmunosupresibn u otras enfermedades debilitantes cronicas. Jereb y cols., utilizando el 
estudio de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccibn (RFLP) por PCR, pudieron rastrear la fuente de un brote de M. tuberculosis en 10 
receptores de trasplantes de rinbn de un hospital hasta un unico paciente que tuvo una exposicibn postrasplante en otro hospital antes del traslado.‘^* El 
tiempo medio de incubacibn para el inicio de la tuberculosis en los receptores de trasplantes renales con infecciones recientes fue de 7,5 semanas. Esta 
situacibn muestra de que modo las nuevas tecnicas moleculares pueden ser utiles para detectar fuentes puntuales de tuberculosis de manera que se pueda 
implementar un aislamiento temprano para evitar la transmisibn hospitalaria de la enfermedad. 

Las infecciones por M. tuberculosis son mas frecuentes en las personas que participan en las siguientes ocupaciones:^® 

1. Individuos con exposicibn ocupacional a tuberculosis; directores de funerarias y personal sanitario. 

2. Individuos con exposicibn ocupacional al silice: trabajadores de la construccibn, albaniles y obreros que trabajan con ladrillo y piedra, carpinteros, ope- 
radores de maquinas para mineria. 

3. Ocupaciones de bajo nivel socioeconbmico: preparacibn de los alimentos y empleados de servicios. 

4. Riesgo desconocido: operarios de granjas, corredores y mecanicos de autombviles. camiceros, artistas. 

La tuberculosis por reactivacibn o del tipo adulto es un proceso inflamatorio lentamente progresivo en los pulmones, caracterizado por una inflamacibn 
granulomatosa crbnica intensa, casi siempre con la formacibn de muchas celulas gigantes de tipo Langhans, necrosis y caseificacibn, con una tendencia del 
proceso a erosionar los bronquios (vease lamina en color 19-3D). Cuando una cavidad se rompe, gran cantidad de bacilos tuberculosos se propagan hacia 
nuevos focos dentro del pulmbn, y si la cavidad se rompe hacia un bronquio puede producirse una expectoracibn profusa, lo que potencialmente infecta a 
otros bronquios que se encuentran en las proximidades. Los signos y sintomas clmicos habituales de la tuberculosis pulmonar progresiva crbnica son tos, 
perdida de peso, fiebre leve, disnea y dolor toracico. Esta es una descripcibn del tipo de tuberculosis producida por reactivacibn secundaria. En los pacientes 
con SIDA, la enfermedad recuerda mas una tuberculosis progresiva primaria. y se caracteriza por una progresibn mas rapida, septicemia y diseminacibn 
miliar, menos fibrosis y caseificacibn focal, y diseminacibn miliar que afecta a cualquier brgano del cuerpo. 

La meningitis tuberculosa es relativamente rara en los Estados Unidos y ocurre casi siempre como complicacibn de la tuberculosis pulmonar primaria. 

Los pacientes pueden estar asintomaticos, presen tar cefaleas vagas, cambio del sensorio o, pocas veces, progresibn con manifestaciones de meningitis grave. 
En la mayoria de los casos, estara alierada una de las tres mediciones de laboratorio del liquido cefalorraquideo: aumento del recuento celular, habitualmente 
linfocitosis; disminucibn de las concentraciones de glucosa o aumento de las concentraciones de protemas, aunque cualquiera de estos parametros puede ser 
normal. En raros casos. los tres parametros pueden ser normales, lo que brinda pocas pruebas objetivas para establecer el diagnbstico. Se pueden observar 
microorganismos acido-alcohol resistentes en muestras centrifugadas en alrededor del 40% de los casos; este porcentaje es mayor cuando se realizan mds 
extracciones de liquido cefalorraquideo. Desde el punto de vista patolbgico, la afectacibn menmgea es mas pronunciada en la base del encefalo, donde los 
cambios visibles van'an desde una opacidad difusa hasta la presencia de un exudado gelatinoso grueso, que se observa primariamente en el area que cubre la 
protuberancia y adyacenie al quiasma bptico (vease lamina en color 19-3E). 

Tradicionalmente se considera que la septicemia por M. tuberculosis es rara; sin embargo, Bouza y cols., en un estudio de 285 pacientes con tuberculosis 
probada por cultivos en los cuales se obtuvieron hemocultivos, observaron que 50 (14%) tenian bacteriemia.’^ De estos, el 81% estaba infectado por HIV. En 
14 pacientes, la sangre fue la primera muestra en la cual se aislaron microorganismos. Archibald y cols., cuando estudiaron a 517 pacientes con posibles 
infecciones del torrente circulatorio adquiridas en la comunidad en el Africa subsahariana, observaron que de los 145 pacientes con infeccion circulatoria 
comprobada, el 81% de los cuales estaba infectado por HIV. el patbgeno aislado mas a menudo fue M. tuberculosis, con un 39%.* 

Mas del 93% de las cepas de M. tuberculosis aisladas en pacientes no tratados son sensibles a los antituberculosos y responden con rapidez al tratamiento 
con dos o, de preferencia. tres f^macos. Mas adelante en este capitulo se presentan las pruebas de sensibilidad de las micobacterias. 


la tincion acido-alcohol resistente, la determinacion de las pro- Las colonias aparecen en 8 a 14 dias; las que crecen en la oscu- 

piedades fenotipicas suele ser necesaria y se recomienda antes ridad pueden parecer no pigmentadas. Cuando se expone a la 

de hacer una identificacion defmitiva. luz, se desarrolla una pigmentacion amarilla intensa. Las colo- 

Mycobacterium marinum. En 1926, mientras investigaba enferme- nias varian entre estriadas y rugosas hasta lisas y hemisfericas, 

dades infecciosas en peces de agua salada, Aronson descubrio sobre todo si crecen en medios 7H10 o 7H11 (que contiene 

una especie nueva de Mycobacterium, mas tarde denominada acido oleico y albumina). Desde el punto de vista microscopi- 

Mycobacterium marinum (“del mar’’)*^^’^^^ El microorganismo co, las celulas son bacilos relativamente largos con barras cru- 

tambien ha sido denominado M. platypoeciius por las infeccio- zadas frecuentes. 

nes observadas en los peces platys mexicanos y como M. baJ- Por lo tanto, la fotocromogenicidad y la preferencia por el 

nei (nombre que se refiere al baho o al balneario). Todos son el crecimiento a 30 °C son indicios iniciales para la identificacion 
mismo microorganismo. de M. marinum. Las siguientes son otras caracteristicas por las 

Caracteristicas de laboratorio. Cuando M. marinum se cuales se puede hacer una identificacion defmitiva: 
aisla en muestras clmicas crece en condiciones optimas a 30 °C 

a 32 °C. El crecimiento es bajo, o no ocurre en absoluto, a 37 °C. 1. Algunas cepas pueden acumular niacina. 

Sin embargo, los subcultivos pueden crecer a esa temperatura. 2. Los nitratos no se reducen a nitritos. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-2 Mycobacterium bovis 


M. bovis causa tuberculosis tipicamente en el ganado vacuno. pero puede 
infectar tambien otros animales, como perros, gates, cerdos, conejos y tal 
vez. algunas aves de presa. Fanning y Edwards rastrearon 446 contactos 
de seres humanos con alces domesticados en Alberta, Canadd, 81 de los 
cuales tenian pruebas cutaneas positivas para M. bovis.^ De estos, 50 
habian estado en contacto con animales con cultivos positives, incluido un 
caso de infeccion pulmonar activa por M. bovis diagnosticada por una 
muestra de esputo positiva. Con los ensayos de huellas moleculares del 
DNA con IS6110 como marcador genetico. Van Soolingen y cols, pudie- 
ron determinar que las cepas de M. bovis que causaban infeccion humana 
en la Argentina fueron transmitidas por el ganado vacuno, mientras que 
las que causaban enfermedad humana entre los individuos que vivian en 
Holanda fueron contrafdas de animales distintos del ganado vacuno 
(varios animales saivajes y de zoologico).^®*^ En algunas regiones de 
Escocia y el este de Europa, donde el ganado vacuno y las granjas leche- 
ras siguen siendo el principal sustento. M. bovis puede constituir aun 
hasta el 39% de todos los casos de tuberculosis.La tuberculosis pulmo¬ 
nar bovina humana se asemeja estrechamente a la causada por M. tuber¬ 
culosis, en deferencia a Robert Koch, cuya fama al final menguo entre sus 
colegas a medida que sostuvo firmemente la posicion de que la tuberculo¬ 
sis bovina causaba solo enfermedad intestinal en los seres humanos. En la 
actualidad se sabe que estas dos especies forman parte de un complejo y 
la tuberculosis pulmonar por M. bovis se trata en forma similar a la enfer¬ 
medad causada por M. tuberculosis. 

Durante la epoca en que los seres humanos ordenaban a las vacas a 
mano, mucho mas que en la actualidad, eran frecuentes las infecciones 
cutaneas de los dedos, a menudo con osteomielitis y artrosis subyacentes 
(vease lamina en color 19-3F). Un sitio frecuente de aislamiento de M. 
bovis en los laboratorios clmicos es en las muestras de orina, ya que la 
cepa del bacilo de Calmette-Guerin (BCG) se utiliza en irrigaciones vesi- 
caies como estimulante inmunologico para el tratamiento del carcinoma 
de las celulas uroteliales. Se debe considerar esta posibilidad cuando se 
aisla una micobacteria de crecimiento lento en muestras de orina, y cual- 
quiera de estos aislamientos no debe ser considerado como un comensal. 
En algunos individuos. la cepa BCG por utilizar no estd totalmente ate- 
nuada y puede causar cistitis. 


3. Se hidroliza el Tween. 

4. La ureasa es positiva. 

5. Se produce pirazinamidasa. 

6. No se produce catalasa termoestable. 

Mycobacterium simiae. Weiszfeiler y Karezag lo denominaron 
M. simiae en 1969,^^^ en reconocimiento del primer descubri- 
miento del microorganismo cuatro anos antes por Karassova y 
cols.,^^®® en monos Macaca mulatta importados a Hungria 
desde la India. Luego se descubrio que este microorganismo 
era identico a una cepa niacina positiva de una micobacteria del 
grupo III aislada en Cuba por Valdivia y cols, en pacientes con 
tuberculosis pulmonar. Estos autores denominaron al microor¬ 
ganismo M. habana y mas tarde se observe que era el mismo 
microorganismo que M. simiae. 

Caracteristicas de laboratorio. Las colonias de M. simiae 
se desarrollan en 2 a 3 semanas en medios con base de huevo y 
en los casos tipicos son lisas. La mayoria de las cepas son 
fotocromogenas, Puede ser necesaria una exposicion prolon- 
gada a la luz para los aislamientos que no producen pigmento. 
Las reacciones bioquimicas identificatorias claves son las si- 
guientes: 


1. Acumulacion de niacina positiva. 

2. Hidrolisis de Tween (puede ser lenta y necesita mas de 
10 dias). 

3. Actividad elevada de catalasa termoestable. 

La escasa reproducibilidad de las reacciones de la prueba por 
algunas cepas puede hacer algo dificil la identificacion. 
Algunas cepas de M. simiae pueden ser confundidas con miem- 
bros del grupo M. avium/M. intracellulare/M. scrofulaceum 
(MAIS). 

Mycobacterium asiaticum. Mycobacterium asiaticum es de mu- 
chas formas fenotipicamente similar a M. gordonae; ambos tie- 
nen actividad alta de catalasa, hidrolizan el Tween 80 y son 
negativos para ureasa y reduccion de nitrato.^^^ Sin embargo, es 
fotocromogeno. Tambien es bioquimicamente similar a M. 
simiae, salvo en que es niacina negative. M. asiaticum tiene un 
perfil de rRNA 16S distinto, lo que justifica su condicion de 
especie separada.^^^ 

Han aparecido raros casos de infeccion humana en la biblio- 
grafia. La primera indicacion de que este microorganismo 
podria ser patogeno fue en un informe de Australia de 
Blacklock.^^ Dos de los cinco pacientes tuvieron una enferme¬ 
dad pulmonar cavitaria progresiva; tres no tenian pruebas de 
una enfermedad pulmonar progresiva y se penso que los aisla¬ 
mientos del esputo representaban la colonizacion secundaria. 
El primer caso de infeccion pulmonar causado por M. asiati¬ 
cum en los Estados Unidos fue aislado en un hombre de 62 
anos que vivia en Los Angeles.Tambien se han comunicado 
cuatro aislamientos en la Florida.Dawson y cols, informaron 
el aislamiento de M. asiaticum del liquido aspirado de una 
bolsa olecraniana en un caso de infeccion posquiriirgica.^^ La 
infeccion desaparecio con drenaje, cambios regulares de ven- 
dajes e inmovilizacion, sin necesidad de tratamiento antibioti- 
co. M. asiaticum es fotocromogeno y similar desde el punto de 
vista bioquimico a M. simiae, pero es negativo para la produc- 
cion de niacina. 

ESCOTOCROMOGENOS 

Mycobacterium scrofulaceum. El nombre de la especie scrofula¬ 
ceum, derivado de escrofula fue acunado en 1956 por Prissick 
y Mason en referencia a la forma mas frecuente de enfermedad 
producida por este microorganismo: la linfadenitis cervical en 
los nifios.^^^ Sin embargo, M. scrofulaceum no es la unica 
micobacteria que produce linfadenitis cervical. Gill y cols, 
revisaron los casos de 16 ninos con esta enfermedad; 6 fueron 
causados por M. scrofulaceum, 4 por M. tuberculosis y 4 por el 
complejo M. avium. Por lo tanto, se necesita el cultivo y la 
identificacion de la especie de los microorganismos aislados. 
M. scrofulaceum se asocia rara vez con el SIDA. Es mucho mas 
probable que las micobacterias aisladas en la linfadenitis cervi¬ 
cal en esta poblacion de pacientes scan M. tuberculosis o 
miembros del complejo MAI. 

Kirschner y cols, aislaron gran cantidad de M. scrofulaceum 
en agua de pantano en varios lugares de Georgia, West Virginia 
y Virginia, lo que indico que es probable que las fuentes de 
agua ambientales esten relacionadas con la mayor incidencia 
de infecciones por escrofula observada en estas regiones.Se 
observaron altas concentraciones de microorganismos en agua 
tibia con bajo pH, bajo contenido de oxigeno disuelto, altas 
concentraciones de cine soluble y concentraciones elevadas de 
los acidos humico y fulvico. 

Caracteristicas de laboratorio. Las colonias de M. scrofu¬ 
laceum crecen lentamente (4 a 6 semanas) a distintas tempera- 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-3 Mycobacterium kansasii 


La enfermedad pulmonar crdnica que Simula la tuberculosis clasica es la manifestacion mas frecuente y afecta clasicamente los Idbulos superiores. Se apre- 
cia cavitacion con formacion de cicatrices en la mayoria de los casos y la enfermedad es lentamente progresiva.^®‘ Las infecciones extrapulmonares o disemi- 
nadas son menos frecuentes. aunque se ban comunicado casos de linfadenitis similares a una escrdfula, infecciones cut^eas similar a esporotricosis, osteo- 
mielitis, infecciones de tejidos blandos y tenosinovitis. Dillon y cols, en particular citan el dano progresivo de las estructuras profundas de la muneca y la 
mano que puede ocurrir en casos de tenosinovitis.^'* Se puede observar una enfermedad diseminada en presencia de inmunosupresion grave y se ha informa- 
do en pacientes con SIDA. Jacobson e Isenberg comunicaron un caso relacionado con SIDA de neumonitis intersticial granulomatosa difusa causada por M. 
kansasii, pero informaron que s61o el 0,2% de los pacientes con SIDA tienen infecciones superpuestas por ese microorganismo.^^^ Sin embargo, Valainis y 
cols., en Louisiana, una region endemica para M. kansasii, en una revisidn de 60 meses de pacientes que asistieron a dos centros importantes de derivacion 
en New Orleans, observaron que el 31,9% de los pacientes con infeccion por HIV-1 estaban infectados, ademas, por M. kansasHP"* En un estudio retrospec- 
tivo de 35 pacientes llevado a cabo en Kansas City, la incidencia de infecciones por M. kansasii en los pacientes con SIDA fue tres veces mas alta que las 
infecciones por M. tuberculosis}^ La mayoria de los pacientes respondieron a varias combinaciones diferentes de antituberculosos que incluyeron isoniazida, 
rifampicina, etambutol y ciprofloxacina. Algunos pacientes toleraron mal el tratamiento; se desarrollo una hepatitis inducida por isoniazida en uno. Los auto- 
res recomiendan utilizar al menos dos agentes activos, como etambutol y rifampicina. 

En general, las infecciones por M. kansasii en los pacientes con SIDA ocurren durante los liltimos estadios. cuando los recuentos de linfocitos CD4 son 
inferiores a 50, con complicaciones graves y potencialmente mortales en muchos casos. Levine y Chaisson revisaron a 19 pacientes con M. kansasii e infec¬ 
cion por HIV, 14 de los cuales tenian una infeccion pulmonar exclusiva, tres enfermedad pulmonar y extrapulmonar y dos afectacion extrapulmonar exclusi- 
va 203 Tq(Jqs Jos pacientes con infeccion pulmonar presentaron fiebre y tos de por lo menos 2 semanas de evolucidn. En las radiografias de torax se observa¬ 
ron infiltrados focales en los lobulos superiores, infiltrados intersticiales difusos o lesiones cavitarias de paredes delgadas o una combinacion de ellas. Nueve 
pacientes que recibieron tratamiento antituberculoso mostraron la resolucion de la fiebre y los slntomas respiratorios, con desaparicion de los infiltrados 
radiologicos. Se han informado otros casos de infecciones por M. kansasii relacionados con el SIDA.*^^^®^ En un caso, se observaron granulomas caseifica- 
dos en la pared intestinal y en los ganglios linfaticos mesentericos, con acumulacion de histiocitos espumosos que se asemejaba a la enfermedad de Whipple. 
Giladi y cols, comunicaron un caso de peritonitis por M. kansasii asociada con cateter en una mujer de 62 afios que se sometio a una dialisis peritoneal 
ambulatoria continua, presumiblemente la primera comunicacion de uno de estos casos.Se logro una buena respuesta con terapia combinada de isoniazida 
y rifampicina y extraccion del cateter. Tortoli y cols, observaron un gnipo de cepas de M. kansasii que no hibridaron con la prueba de identifjcacion por cul- 
tivo para M. kansasii AccuProbe (Gen Probe, San Diego, CA) y que se asociaron definidamente con el estado del SIDA.”"* Esto sugiere que M. kansasii 
puede diferir en virulencia y que pueden ser necesarias otras pruebas para la identificacion de cepas AccuProbe-negativas. 

Se han comunicado cepas de M. kansasii resistentes a la rifampicina. Wallace y cols, informaron sobre 36 pacientes en quienes se habfa aislado M. kansa¬ 
sii resistente a la rifampicina, el 90% de los cuales habia recibido antes tratamiento con este agente.^^^ Sin embargo, la mayoria de los pacientes respondieron 
al regimen de cuatro agentes, sobre la base de los estudios de sensibilidad in vitro, y los cultivos de esputo se volvieron negativos en el 90% de los tratados 
en una media de 11 semanas. 


turas (25 31 y 37 ®C)y producen colonias tipicamente 

lisas, de consistencia untuosa, globoides, con pigmentacion que 
varia desde el amarillo claro hasta el anaranjado intense (vease 
lamina en color 19-2D). La produccion de pigmento no depen- 
de de la exposicion a la luz; por lo tanto, el microorganismo es 
incluido en el grupo II de escotocromogenos de Runyon. 

Las reacciones de pruebas bioquimicas claves incluyen las 
siguientes: 

1. Falta de hidrolisis de Tween. 

2. Los nitrates no se reducen a nitrites. 

3. La prueba de la catalasa a 68 es positiva. 

4. Se produce ureasa. 

Otros escotocromogenos de crecimiento lento incluyen algu- 
nas cepas del complejo MAI, M. gordonae y M. szulgaL Se 
evaliia la hidrolisis del Tween (los dos ultimos dan una prueba 
positiva [M. szulgai puede requerir 7 dias o mas], mientras que 
M. scrofulaceum es negative) y la actividad de la ureasa (A/. 
scrofulaceum hidroliza la urea, mientras que las otras especies, 
incluidas las cepas pigmentadas del complejo M. avium, son 
negativas). Dos grupos de microorganismos pigmentados den- 
tro del complejo MAI, intermedios en reactividad bioquimica 
con M. scrofulaceum, han side designados con el termino com¬ 
plejo MAIS.^^’ Un grupo de microorganismos MAIS produce 
una columna de espuma de mas de 45 mm en la prueba de cata¬ 
lasa semicuantitativa y es ureasa negative; el otro es catalasa 
negative pero ureasa positive. 


Mycobacterium szulgai. M. szulgai, comunicado oficialmente 
como una especie en 1972 por Marks y cols., recibe ese nom- 
bre en honor al microbiologo polaco T. Szulg.^’^^^^ La caracte- 
ristica singular de esta especie es la produccion de pigmento 
dependiente de la temperatura. Cuando crece a 37 ®C, el micro¬ 
organismo es escotocromogeno, mientras que es fotocromoge- 
no cuando crece a temperatura ambiente (25 ®C). Por lo tanto, 
para evaluar la fotocromogenicidad de una cepa desconocida 
de M. szulgai, se deben incubar las placas expuestas a la luz a 
temperatura ambiente y no a 37 ®C. El pigmento escotogeno 
producido a la temperatura mas alta enmascarara cualquier 
cambio para visualizar todo pigmento fotogenetico que pueda 
producirse (vease protocolo 19-6). 

Caracteristicas de laboratorio. El crecimiento es relati- 
vamente rapido y se desarrollan colonias lisas o rugosas den- 
tro de las 2 semanas a 37 ®C. Se puede observar un pigmento 
anaranjado, que se intensifica con la exposicion a la luz con¬ 
tinua. En los preparados de frotis acido-alcohol resistentes, 
las celulas bacterianas aparecen como bacilos moderadamen- 
te largos, con ciertas barras transversales, que recuerdan a M. 
kansasii. 

Las reacciones de las pruebas bioquimicas claves para My¬ 
cobacterium szulgai son las siguientes: 

1. Hidrolisis lenta de Tween. 

2. Nitratos reducidos a nitritos. 

3. Actividad de catalasa positiva. 

4. Intolerancia a NaCl al 5%. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-4 Mycobacterium 
marinum 


Las infecciones tipicas por M. marinum afectan la piel y suelen ocumr 
cuando la piel traumatizada entra en contacto con agua dulce o salada 
insuficientemente clorada (piscinas, acuarios de peces tropicales, torres de 
enfriamiento de agua). Fisher comunico tres casos de infecciones cutaneas 
en salvavidas, y cita esta infeccion como un peligro del oficio.*^^ En el 
artfculo de este autor se incluyen buenas fotograffas en color de las lesio- 
nes cutaneas. Varios casos se observaron en Denver, Colorado, en la deca- 
da de 1950, secundarios a la contaminacion masiva de una piscina de un 
balneario en la comunidad montanosa de Glenwood Springs. Hoyt y cols, 
comunicaron varias infecciones de tejidos profundos y tenosinovitis des- 
tructiva entre Pescadores del area de la Bahia de Chesapeake.Otras 
varias citas de infecciones cutaneas profundas, casi siempre de las manos 
y asociadas comunmente con la actividad acuatica, como limpieza de 
peces, incluyen un caso de tenosinovitis, artritis y bursitis, y 
osteomielitis.'^'^** Puede ser eficaz la antibioticoterapia con cierta com¬ 
bi nacion de farmacos, como rifampicina y etambutol, pero a menudo 
puede ser necesaria la cirugfa. Es menos probable que la antibioticotera¬ 
pia sea eficaz en los pacientes que fueron tratados con corticosteroides 
inyectables y evitar estos farmacos es la clave para el manejo exitoso.^® 

Algunos pacientes presen tan lesiones similares a la esporotricosis, con 
propagacion linfatica centripeta desde el area ulcerada del sitio primario 
de inoculacion.^*^^ Mas tipicamente, las lesiones se presentan como nodu- 
los subcutaneos dolorosos a la palpacion, rojos o azul rojizos, que afectan 
el codo, la rodilla, el dedo del pie y el dedo de la mano (“granuloma de la 
piscina”), Estas lesiones pueden confundirse con nodulos reumatoideos.^‘ 
Estos autores citan otros casos de infecciones subcutaneas profundas, que 
en algunos casos afectan bolsas subcutaneas, vainas tendinosas, articula- 
ciones y hueso. 

En general, el tratamiento esta dirigido a resecar las lesiones primarias 
siempre que sea posible (curetaje, electrodesecacion, escision). Puede ser 
necesario el tratamiento antituberculoso para curar los casos cronicos en 
los cuales se aprecia la propagacion linfatica. La mayoria de las cepas son 
sensibles a la rifampicina y el etambutol. pero resistentes a la isoniazida y 
la estreptomicina. 


Mycobacterium xenopi. M. xenopi (Xenopus, un genero de rana), 
fue aislado por primera vez en un sapo africano.^^^ Las aguas 
corrientes calientes y Mas, como las de los tanques de almace- 
namiento de agua y los generadores de agua corriente de los 
hospitales, son fuentes potenciales para las infecciones hospi- 
talarias. Antes considerado no patogenico, M. xenopi ha sido 
incriminado en varias infecciones. Wolinski comunico 50 casos 
de infecciones humanas por M. xenopi. fundamentalmente en 
Inglaterra, Francia, Dinamarca, Australia y los Estados 
Unidos.^^^ Las aves que frecuentan las regiones costeras en 
Gran Bretana constituyen un reservorio importante. 

Caracteristicas de laboratorio. Las colonias de Mycobac¬ 
terium xenopi son de crecimiento lento, pequehas, erectas y 
producen un pigmento amarillo caracteristico (algunas cepas 
ocasionales son no pigmentadas). El crecimiento es mas lento 
a 42 °C que a 37 °C y esta ausente a 25 °C. Si bien antes fueron 
incluidas con las micobacterias no fotocromogenas, las colo¬ 
nias de pigmento amarillo brillante que suelen hallarse en ais- 
lamiento primario sugieren que seria mejor considerar al 
microorganismo con los escotocromogenos. Las colonias tien- 
den a ser rugosas y puede observarse un micelio aereo. El exa- 
men de microcolonias jovenes en agar 7H10 pone en evidencia 
un aspecto caracteristico en “nido de ave”, con proyecciones en 
forma de palillos. Se presentan ramificacion y extensiones fila- 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 19-5 Mycobacterium simiae 


Los informes de infeccion humana por M. simiae son relativamente pocos. 
Se han citado comunicaciones de infecciones pulmonares que ocurren en 
Francia, Israel, Tailandia y los Estados Unidos.‘^ Estos autores comunica¬ 
ron un caso de un hombre de 43 anos con SIDA en el cual se desarrollo 
una infeccion diseminada por micobacterias. Se aislaron microorganismos 
en sangre, llquido yeyunal, y biopsias duodenales y rectales. Aunque se 
han informado algunos otros casos de infecciones por M. simiae en 
pacientes con SIDA, la asociacion es infrecuente y no sirve como marca- 
dor.^^^ La experiencia Israeli con M. simiae es interesante, ya que se aisla¬ 
ron 399 cepas en 287 personas durante el periodo de 1975 a 1981, princi- 
palmente entre los habitantes de la llanura costera de Tel Aviv.’*^ La 
mayoria de los aislamientos eran microorganismos comensales relaciona- 
dos con fuentes de agua ambientales. Se produjeron algunas infecciones 
pulmonares entre los pacientes, de los cuales se aislaron diversas cepas, 
que complicaron trastornos pulmonares cronicos preexistentes. 

Se informaron dos casos de enfermedad diseminada, con afectacion 
renal luego de una infeccidn pulmonar.-^"^ Aunque la mayoria de las cepas 
de M. simiae son resistentes a los antituberculosos en las pruebas in vitro, 
se informo un caso de enfermedad intraabdominal que fue tratado con 
exito con antibioticoterapia combinada.' '^ 


mentosas en las colonias mas antiguas, sobre todo en las que 
crecen en agar harina de maiz glicerol. Desde el punto de vista 
microscopico, los frotis acido-alcohol resistentes muestran 
bacilos filamentosos largos aguzados en ambos extremes, con 
tendencia a disponerse en empalizada. 

Las reacciones de prueba bioquimicas claves para Mycobac¬ 
terium xenopi son las siguientes: 

1. Crecimiento optimo a 42 °C. 

2. Pigmento escotocromogeno amarillo. 

3. Sin acumulacion de niacina. 

4. Reduccion de nitrate negativa. 

5. Catalasa producida solo a 68 °C. 

6. Arilsulfatasa positiva. 

7. Pirazinamidasa positiva. 

Mycobacterium celatum. M. celatum es el nombre propuesto para 
esta especie de Mycobacterium por Butler y cols.^^ Se asemeja 
mas estrechamente a M. xenopi (de hecho, no fue descubierto 
hasta hace poco porque estaba oculto [celatum, “ocultar”] entre 
cepas de MAI y M. xenopi) y solo difiere por su escaso creci¬ 
miento a 45 °C, el crecimiento de grandes colonias en agar 
7H10 y la produccion solo de cantidades pequehas del acido 
graso 2-docanosol.^^^’^^^ Esta nueva especie ha sido aislada en 
cultivos de las vias respiratorias y, menos a menudo, en la san¬ 
gre, heces y liquido cefalorraquideo, en cultivos obtenidos de 
pacientes que residen en distintas localizaciones geograficas, 
incluidos los Estados Unidos, Finlandia y Somalia. En la 
comunicacion original de Butler y cols., alrededor de un tercio 
de las cepas se aislaron en pacientes con SIDA.^^ Tambien 
observaron reactividad cruzada para 8 de 20 cepas con M. 
tuberculosis utilizando la sonda de DNA marcada con ester de 
acridinio, AccuProbe (Gen-Probe, San Diego CA), un proble- 
ma que, aunque se ha encarado, sigue sin resolucion. Esta reac¬ 
tividad cruzada con M. tuberculosis y la necesidad de la 
secuenciacion genomica o la cromatografia liquida de alto ren- 
dimiento de los acidos micolicos de la pared celular para hacer 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-6 Mycobacterium 
scrofulaceum 


La linfadenitis es el smtoma de presentacion clasico de la infeccion por 
M. scrofulaceum, que ocurre principalmente en ninos de 18 meses a 7 
anos, penodo en el cual se rompe la barrera de la mucosa bucal para la 
denticion. La siguiente incidencia mayor de enfermedad ocurre en adultos 
jbvenes cuando afloran los dientes molares. La linfadenitis es unilateral, 
afecta los ganglios de la parte superior del cuello adyacentes a la mandi- 
bula y luego por detras de las orejas (vease lamina en color 19-3G y H). 
Los ganglios a menudo drenan desde la superficie de la piel sin complica- 
ciones, excepto por grados variados de formacion de cicatrices residuales 
en los sitios de penetracion superficial de los trayectos fistulosos. La 
enfermedad suele afectar a ninos sanos; el dolor suele ser minimo y los 
sintomas constitucionales estan ausentes. Se presume que el sitio de ori- 
gen es la colonizacion del microorganismo en la boca y las fauces. Se 
cree que la alta incidencia de enfermedad enire los ninos pequenos esta 
relacionada con la interrupcion de las encias durante las erupciones cuta- 
neas, edad durante la cual el sistema inmunitario sigue siendo bastante 
inmaduro. Solo se ban citado algunos casos de enfermedad pulmonar pro- 
gresiva y diseminacion a otros organos, sobre todo en pacientes con unu 
enfermedad debilitante grave.^' La enfennedad local se trata mejor con 
incision quiriirgica y drenaje de los ganglios afectados; solo pocas veces 
se necesitan agentes antituberculosos. 

Los patrones de sensibilidad van an hacia los agentes antituberculosos 
y otros antibioticos, como sulfamidas y eritromicina. El tratamiento de las 
infecciones graves debe comprender el uso de por lo menos tres de los 
siguientes farmacos: INH, estreptomicina. rifampicina y cicloserina.^^^ 


una identificacion correcta plantean problemas para quienes 
trabajan en los laboratorios clinicos. Tortoli y cols, informaron 
dos casos en pacientes con SIDA. En el primer paciente, M. 
celatum fue aislado en multiples hemocultivos, primero un 
conjunto de cuatro cultivos positivos, seguido de otro de tres 
cultivos 9 meses mas tarde.^"*^ El segundo aislamiento se obtu- 
vo en un cultivo de esputo y el trastorno pulmonar del pacien¬ 
te mejoro luego del tratamiento farmacologico combinado con 
claritromicina, ciprofloxacina y amikacina. Haase y cols, 
comunicaron un caso de linfadenitis cervical unilateral similar 
a la escrofula en un nino inmunocompetente.'^* 

Mycobacterium gordonae. Mycobacterium gordonae es una espe- 
cie de Mycobacterium que pocas veces causa infecciones hu- 
manas, pero posiblemente sea la micobacteria que se aisla en 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 19-8 Mycobacterium 
xenopi 


La mayoria de los casos humanos de infecciones por M. xenopi ban sido 
pulmonares y se asemejan a los observados en pacientes con infecciones 
por M. tuberculosis, M. kansasii o MAI. A menudo se observan en las 
radiografias densidades multinodulares, que muestran cavitacion y fibro¬ 
sis. En general, las infecciones ocurren en pacientes con enfermedad pul¬ 
monar preexiscente o trastomos predisponentes (alcoholismo, cancer, dia¬ 
betes mellitus). Contreras y cols., al revisar 89 casos de pacientes adultos 
con infecciones pulmonares, comunicaron que M. xenopi fue el segundo 
aislamiento en frecuencia (38% de los caso.s).” Asimismo, en una revision 
de cultivos positivos para micobacterias no tuberculosas, excluido el com- 
plejo MAI y M. gordonae, de 86 pacientes en el State University of New 
York Health Sciences Center en Brooklyn, M. xenopi fue la especie aisla- 
da mas a menudo (33 casos).”- La mayoria fueron aislamientos de mues- 
tras respiratorias en pacientes con SIDA. Tambien se ban comunicado 28 
aislamientos de M. xenopi en pacientes que residi'an en la provincia de 
Ontario, Canada.En 19 pacientes, el aislamiento se considero insignifi- 
cante; nueve provinieron de varones de edad mediana con otras enferme- 
dades pulmonares. En la provincia de Ontario, M. xenopi ha sido el 
segundo patogeno micobacteriano no tuberculoso mas frecuente, solo 
segundo al complejo MAI. 

En general, la propagacion intrapulmonar ocurre en pacientes con 
SIDA; en los casos diseminados, los microorganismos tambien pueden 
aislarse en aspirados de medula 6sea.‘- Las infecciones por M. xenopi se 
encuentran pocas veces en los pacientes HIV positivos. En dos casos de 
varones infectados por HIV con infeccion pulmonar sintomatica, se comu¬ 
nicaron sudores nocturnos, tos y dolor pleuritico.'^^ Este microorganismo 
crecio en cultivos de multiples muestras respiratorias obcenidas de cada 
paciente. Ambos pacientes mejoraron con el tratamiento con multiples 
farmacos que incluyd isoniazida y rifampicina, lo cual fue inesperado, 
aunque en un caso se demostro resistencia in vitro a isoniazida y rifampi¬ 
cina. Se comunico un caso de infeccion pulmonar en un receptor de aloin- 
jerto renal de 39 anos.^'^'^ Tambien se citaron ca.sos aislados de infeccion 
extrapulmonar que afectaban hueso. ganglios linfaticos, epidfdimo, trayec¬ 
tos fistulosos y una articulacidn temporomandibular protesica.-’^^ Se infor¬ 
maron infecciones de la columna lumbar: un paciente fue una mujer de 77 
anos inmunocompetente que presento un absceso para vertebral. Se 
comunico un brote de 13 casos de infeccion pulmonar en residentes de un 
proyecto de alojamiento en Praga.”^ Se considero que la fuente puntual 
era el suministro local de agua, a medida que se aislaron los microorga¬ 
nismos en las canillas de agua en cinco de los pisos. Tortoli y cols, revisa- 
ron los casos de 64 cepas de M. xenopi aisladas en pacientes que vivian 
en Florencia, Italia, durante un perfodo de 15 anos.^^’ La homogeneidad 
de los patrones bioquimicos, de cultivo y de sensibilidad a los antibioticos 
de estos aislamientos indica que pueden constituir un foco endemico en el 
area de Florencia. 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 19-7 Mycobacterium 
szulgai 


Maloney y cols, presentaron tres casos de infecciones humanas por M. 
szulgai y revisaron 24 casos comunicados previamente en la literatura 
antes de 1987.^*** En dos tercios de los casos se presentaron infecciones 
pulmonares, y las radiografias de tdrax mostraron enfermedad apical uni¬ 
lateral o bilateral, con cavitacion, que simulaba M. tuberculosis. Tambien 
se informd un caso de enfermedad pulmonar persistente causada por M. 
.szulgai.^^ Fiebre, tos, hemoptisis y perdida de peso fueron los sintomas 
frecuentes. Las infecciones extrapulmonares por M. szulgai citadas en la 
revision anterior incluyen bursitis olecraniana, tenosinovitis y smdrome 
del tunel carpiano, osteomielitis y enfermedad cutanea localizada. 


los laboratorios cimicos con mayor frecuencia. Se encuentra 
sobre todo en ambientes acuosos, lo que condujo a la designa- 
cion alternativa de M. aquae o el ‘‘bacilo del agua corriente'’.'^’-'^ 
Caracteristicas de laboratorio. Mycobacterium gordonae 
es un escotocromogeno reconocido facilmente por las colonias 
lisas con pigmentacion amarilla intensa que se desarrollan 
luego de 7 dias de incubacion a 37 °C (vease lamina en color 
19-2E y M). El microorganismo hidroliza el Tween 80 y pro¬ 
duce una catalasa termoestable; es ureasa negative y no reduce 
nitrates a nitrites. Es resistente a isoniazida, estreptomicina y 
acido /7-aminosalicilico pero es sensible a rifampicina y etam- 
butol. En microorganismo que puede ser confundido desde el 
punto de vista fenotipico con M. gordonae es M. flavescens. 
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que es un escotocromogeno; sin embargo, M. flavescens tiene 
actividad de ureasa y reduce los nitrates a nitritos, dos caracte- 
risticas no demostradas por M. gordonae. M. flavescens es un 
comensal para los seres humanos y no se sabe que produzca 
enfermedad.^^^ 

NO FOTOCROMOGENOS 

Comptejo Mycobacterium avium/M. intracellulare. Las cepas de M. 
avium y M. intracellulare se denominan tambien a menudo 
complejo MAI (MAC). Este es el mismo microorganismo que 
produjo un brote de infecciones pulmonares en el Battey State 
Hospital en Rome, Georgia, en la decada de 1950 y durante 
algiin tiempo llevo la designacion de “bacilo de Battey”. MAI 
esta ampliamente distribuido en el agua, el suelo, el polvo, los 
animales y las aves de corral. En los seres humanos, se lo con- 
sideraba de baja patogenicidad y pocas veces producia enfer- 
medad. Sin embargo, la epidemia de SIDA ha demostrado su 
patogenicidad en personas con deplecion de la inmunidad de 
celulas T y en la actualidad solo se aisla M. tuberculosis con 
mas frecuencia que MAI.’® 

Los miembros del complejo MAI de bacterias son ubicuos y 
pueden ser aislados en los estuarios de agua, piscinas, suelos, 
polvo domestico, plantas y materiales para jardineria. Las fuen- 
tes naturales de agua, incluida el agua potable, plantean un ries- 
go considerable para la adquisicion de infecciones humanas.^®^ 
Las aguas con una salinidad moderada (sal al 1-2%) y acidez 
relativamente alta (pH 4,5 a 6,5) que se localizan a menores 
altitudes son ideales para la proliferacion de los microorganis- 
mos MAI.^^ Las infecciones humanas por MAI pueden ocurrir 
por la ingestion de agua y alimentos contaminados (se consi- 
dera que el aparato digestivo es la via primaria de infeccion en 
los pacientes con SIDA) o por la inhalacion de microorganis- 
mos contenidos en aerosoles acuosos. Wendt y cols, observaron 
microorganismos MAI en gotitas de un tamano de 0,7 a 3,3 mm 
por encima de las superficies de aguas dulces, suficientemente 
pequenas como para alcanzar los espacios alveolares y los 
microorganismos pueden tener una concentracion alta en las 
corrientes en chorro que emanan de las interfaces aire-agua 
marina.^’^’ Aunque las aves de corral, los cerdos y otras especies 
de aves y animates se infectan y excretan microorganismos en 
las heces que se pueden man tener viables durante periodos pro- 
longados en el suelo, la transmision del animal al ser humano 
es un acontecimiento raro. La transmision interhumana tam¬ 
bien se considera un factor de riesgo minimo.’"^^ 

El complejo MAI tiene una distribucion mundial; sin embar¬ 
go, las regiones endemicas se han hallado en areas geograficas 
templadas, que incluyen los Estados Unidos, Canada, Gran 
Bretana, Europa, los Raises Bajos y Japon.’"^^ A partir de una 
encuesta realizada en 1979 en los Estados Unidos, la prevalen- 
cia global de MAI era de 3,2 casos por 100 000 habitantes con 
una incidencia maxima en Hawai (10,8 casos), Connecticut 
(8,9 casos), Florida (8,4 casos) y Kansas (6,8 casos).Aunque 
M. gordonae es la micobacteria no tuberculosa mas frecuente 
aislada en fuentes humanas, los miembros del complejo MAI 
son los microorganismos asociados mas a menudo con enfer- 
medad humana. Las tasas de infecciones humanas en la pobla- 
cion que no tiene SIDA se han mantenido estables o han dis- 
minuido ligeramente; en San Francisco, el aumento global en 
la incidencia de infecciones debidas al complejo MAI corrio 
paralelo a la incidencia de casos de SIDA al comienzo del 
curso de la epidemia.’^® Por ejemplo, de los 161 073 casos de 
SIDA informados a los CDC hasta diciembre de 1990, tambien 
se comunicaron mas de 12 000 casos de infecciones por mico- 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-9 Mycobacterium 
gordonae 


Woods y Washington citaron varias comunicaciones aisladas de infeccio¬ 
nes por M. gordonae: meningitis secundaria a derivaciones ventriculoauri- 
cuiares, enfermedad hepatoperitoneal, endocarditis en una valvuJa aortica 
protesica, lesiones cutaneas de la mano y posibles casos de afectacion 
pulmonar.^‘^ El caso de peritonitis en un paciente que se sometid a dialisis 
peritoneal sugiere que las infecciones por M. gordonae, al ser tan preva- 
lentes en el medioambiente, pueden surgir como un problema importan- 
te3^^ Se piensa que no se lo debe eliminar automaticamente como conta- 
minante cuando se lo aisla en material clinico.^^*^ En junio de 1992 se 
publico la clasificacidn de las caracteristicas clinicas halladas en 23 casos 
humanos comunicados de infeccion por M. gordonae que se ajustaban a 
los criterios de inclusion.^^* La distribucion por organo de estos casos pre- 
viamente comunicados fue la siguiente: pulmones en ocho casos, tejido 
blando (siete), cavidad peritoneal (tres), cornea (uno) y enfermedad dise- 
minada (cinco). Estos autores comunicaron otro caso de enfermedad dise- 
minada en una nina de 11 anos. Se observaron multiples lesiones granula- 
res redondeadas dispersas en ambos campos pulmonares durante una 
biopsia pulmonar a cielo abierto. Se observa inflamacion granulomatosa 
necrosante en el examen histologico del material de biopsia, que incluye 
muchos bacilos acido-alcohoi resistentes en los frotis para esta tincion. En 
los medios solidos crecieron colonias amarillas lisas, mas tarde identifica- 
das como M. gordonae, despues de 14 dias de incubacion a 37 °C en CO, 
al 8%. El paciente se recupero luego de 15 meses de tratamiento antitu- 
berculoso, y comenzo con una combinacion de isoniazida, rifampicina, 
amikacina y etambutol, seguida de una serie de un ano de rifampicina y 
etambutol. 

Jarikre informo dos casos de infeccion por M. gordonae, cada uno de 
ellos en amas de casa de 40 anos. Uno provino de una mujer con una 
infeccidn urinaria cronica de la cual se aislo repetidas veces M. gordonae 
en muestras de orina; el otro era una paciente paquistani con una infec¬ 
cion sistemica, de la cual se aislo el microorganismo en el esputo y la 
orina.La biopsia hepalica puso en evidencia multiples granulomas en 
los cuales tambien se aislo H, gordonae. La segunda paciente respondio 
en forma espectacular a un tratamiento antituberculoso con estreptomici- 
na, isoniazida, rifampicina y pirazinamida. Se comunico un caso de infec- 
cidn cutanea nodular cronica que desde el punto de vista histologico pre- 
sentaba granulomas tuberculoides clasicos llenos de bacilos acido-alcohol 
resistentes, en los que se aisl6 M. gordonae,^^ 

Sin embargo, Wayne y Sramek, despues de revisar muchos de los 
casos alegados y comunicados de infeccion por M. gordonae, advirtieron 
que las descripciones de los microorganismos y las correlaciones clinicas 
convincentes a menudo faltan en muchos de los aiticulos y que se sigue 
cuestionando su verdadera patogenicidad.^^^ Cuando se aislan en las 
muestras, cada aislamiento debe ser identificado con exactitud y se debe 
realizar una correlacion clinica cuidadosa para determinar la importancia 
clinica para lo que en la mayoria de los casos sera un contaminante. 


bacterias no tuberculosas; en el 96% de estas, el agente causal 
era un miembro del complejo MAI.’"’® La infeccion por HIV es 
el factor de riesgo primario para las infecciones diseminadas 
por este microorganismo.^'’^ La incidencia de infecciones dise¬ 
minadas por MAI en los pacientes infectados por HIV ha dis- 
minuido en forma espectacular desde la introduccion del trata¬ 
miento antirretroviral altamente activo. 

Caracteristicas de laboratorio. Los miembros del comple¬ 
jo MAI pueden presentarse como una de las tres variantes de 
colonias: 1) lisas, opacas y con forma de cupulas; 2) lisas, 
transparentes y planas y 3) rugosas (vease lamina en color 19- 
2N y O). Las cepas aisladas con mas frecuencia en pacientes 
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RECUADRO DE C0RRELACI6n CLI'NICA 19-10 Mycobacterium avium/M. Intracellulare 


Los trastornos que predisponen a las infecciones pulmonares por miembros del complejo M. ovium/M. intracellulare (MAI) incluyen enfermedad pulmonar 
obstructiva cronica por cualquier causa primaiia, bronquiectasias, neumonia aspirativa cronica o recurrente, tuberculosis inactiva o activa, neumoconiosis y 
carcinoma broncogeno.**^ Tambien se informo una asociacidn con fibrosis qufstica.’-- Se observa, ademas, enfermedad pulmonar en mujeres de edad avanza- 
da sin trastornos predisponentes, el denominado sindrome de lady Windermere, por el personaje victoriano de Oscar Wilde que tenia el habito peculiar de 
inhibit la tos. En los pacientes sin inmunosupresion, las manifestaciones pulmonares de las infecciones por MAI son similares a las de M. tuberculosis: tos, 
fatiga, perdida de peso, fiebre leve y sudores noctumos. En general, se puede demostrar radiologicamente una enfermedad cavitaria o se pueden observar 
nodulos solitarios o infiltrados mas difusos. En ocasiones, los pacientes estan asintomaticos. 

El maximo recrudecimiento de las infecciones por MAI durante la ultima decada se observo en pacientes con SIDA, hasta el punto en que, en algunas 
circunstancias, se aisla mis a menudo MAI que M. tuberculosis. En una revision de infecciones por MAI en pacientes HIV positivos antes del uso amplio 
del tratamiento antirretroviral altamente activo (HAART), se observo que las infecciones por MAI eran casi siempre diseminadas y ocurrian tarde en el curso 
de la infeccion por HIV.^'* El riesgo de contract infecciones por MAI en pacientes con SIDA que tienen recuentos de CD4 por debajo de 50 es alto (45% 
dentro del ano del diagnostico).'^^ Cuando los microorganismos se encontraban en el esputo o en el aparaio digestive, el 60% de los pacientes tuvieron una 
enfermedad diseminada. Por lo tanto. estos autores aconsejan que los pacientes con SIDA que tienen esputo o heces positivas para MAI reciban tratamiento 
profilactico con rifabutina. Las infecciones diseminadas se caracterizan por fiebre intermiiente, sudores, debilidad, anorexia y perdida de peso rapidamente 
progresiva. En algunos se presento dolor abdominal o diarrea con malabsorcion. No se observo una afectacion pulmonar importante, a pesar del aislamiento 
de microorganismos MAI en muestras de esputo. Se produce bacteriemia en mas del 90% de los pacientes con enfermedad diseminada, y los microorganis¬ 
mos se encuentran dentro de los monocitos circulantes: por lo tanto, para el cultivo en estos pacientes se recomienda el hemocultivo para micobacterias. Se 
han comunicado recuentos de hasta 10^’ unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. aunque son mas frecuentes los recuentos en el inter\alo de 10* a 10-.^’^'* 

En un estudio de infecciones por micobacterias en 94 pacientes con SIDA, solo ocurrio una enfermedad pulmonar importante en un 25% de los pacientes 
con MAI, a diferencia del 83% de los pacientes con infecciones por M. tuberculosis que tenian enfermedad pulmonar.-^"* Ademas. la tuberculosis clasica cau- 
sada por M. tubeivulosis precedio al diagnostico de SIDA en dos tercios de los casos, al contrario de las infecciones por MAI, que fueron complicaciones 
secundarias del SIDA en todos los casos estudiados. Tambien se han aislado miembros del complejo MAI en 15 de 16 casos de meningitis tuberculosa.El 
aislamiento de los microorganismos en el liquido cefalorraquideo siempre indico enfermedad diseminada y el pronostico en este grupo de pacientes fue 
malo. El aislamiento de MAI en muestras de esputo en esta poblacion de pacientes tambien es un indicador de enfermedad diseminada.Sin embargo, la 
enfermedad diseminada causada por MAI se ha vuelto mucho menos frecuente desde la introduccion del HAART para la infeccion por HIV. 

A partir de nuestra experiencia, parecen evidentes las siguientes caracteristicas de las infecciones por MAI en los pacientes con SIDA. La cantidad de 
microorganismos en los cortes de tejido de biopsia o de necropsia a menudo es extremadamente numerosa y se observan agregados bacterianos intracelulares 
dentro de los macrofagos espumosos grandes, que simulan las celulas de la lepra observadas en las infecciones por M. leprae (veanse laminas en color 19-2P 
y 19-31 y J). La afectacion gastrointestinal tambien suele ser importante, En algunos casos, grandes macrofagos espumosos, que simulan las celulas observa¬ 
das en la enfermedad de Whipple, predominan en las areas de inflamacion. Los pacientes que presentan pruebas histologicas de afectacion gastrointestinal (y 
pulmonar) siempre tienen enfermedad diseminada.'^^ Bien podria ser el modo principal de transmisidn la ingestion de agua o alimentos contaminados. Las 
lesiones en otros organos, en especial pulmones, higado, bazo y ganglios iinfaticos, tambien pueden mostrar una invasion masiva con bacilos acido-alcohol 
resistentes. En algunos casos, se observa poca inflamacion en el momento de la muerte. La inflamacion necrosante, mas que la formacion de granulomas y 
la necrosis con caseificacion, es mas caracteristica del aspecto histologico de estas lesiones. Otros investigadores tambien observaron cargas importantes de 
microorganismos y reacciones inflamatorias atipicas en pacientes con SIDA e infecciones por micobacterias, y citan paiticularmente la alta incidencia de 
septicemia por micobacterias y hemocultivos positivos en estos enfermos.^-^ -^''^"*^* 

Los microorganismos MAI tambien causan linfadenitis cervical similar a la escrofula en los ninos.’^* ''^^ Woods y Washington mencionan otras infecciones 
por MAI, como sinovitis granulomatosa, enfermedad urinaria, lesiones cutaneas, osteomielitis, meningitis y ulceras colonicas.^*^ En la enfermedad ulcerosa 
intestinal cada vez hay mas pruebas^^ de que existe una relacion causal entre la enteritis regional o enfermedad de Crohn y las micobacterias, sobre todo 
una especie de micobacteria estrechamente relacionada con M. avium y probablemente clasificada dentro del complejo MAI. M. paratuberculosis. 


producer! la variante de colonias lisas, transparentes y planas, 
como se observa en las microcolonias (vease lamina en color 
19-2A y B). Algunos autores consideran que estos tipos de 
colonias planas y translucidas corresponden a cepas mas viru- 
lentas que las que producen otros tipos de colonias.^^*^^^-^®'^ 
Aunque M. avium fue clasificado originariamente en Runyon 
III (no cromogenos), segun diversas experiencias, la mayorfa 
de las cepas aisladas en pacientes con SIDA tienen grados 
variados de pigmentacion amarilla, que se intensifica a medida 
que la colonia envejece. Sin embargo, Doern y cols, observa¬ 
ron que la mayoria de sus cepas eran no pigmentadas.’^ Stor- 
mer y Falkingham determinaron que las cepas aisladas en 
pacientes HIV positivos no eran pigmentadas y era mas proba¬ 
ble que fueran resistentes a los antibioticos en comparacion con 
las cepas pigmentadas.^^^ 

El examen microscopico de frotis con tincion para microor¬ 
ganismos acido-alcohol resistentes pone en evitlencia celulas 
que en los casos tipicos son cortas y cocobacilares. Al comien- 


zo del cultivo y en ciertas condiciones, se pueden observar 
bacilos largos y delgados. La tincion suele ser uniforme, sin 
arrosariado ni formacion de bandas. Aunque en la mayoria de 
los laboratorios se utilizan tinciones basadas sobre carbolfucsi- 
na convencionales, como Ziehl-Neelsen y Kinyoun, la tincion 
de auramina-rodamina con microscopia fluorescente puede ser 
util en algunos casos. Como pueden ocurrir infecciones mixtas, 
no se recomienda una identificacion predicha sobre la base de 
la morfologia microscdpica aislada. 

Desde el punto de vista fenotipico, las cepas del complejo 
MAI se caracterizan mejor con una serie de reacciones negati- 
vas (vease cuadro 19-7). El microorganismo no produce cata- 
lasa termoestable y tiene la capacidad de crecer en T2H; por 
otra parte, las reacciones bioquimicas son inertes. Con la dis- 
ponibilidad de una sonda de acidos nucleicos para la confirma- 
cion con cultivo de los miembros del complejo MAI, ya no se 
justifica la demora para obtener la identificacion de la especie 
con los metodos convencionales. Aunque la aplicacion de la 
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PCR para la identificacion directa de micobacterias, incluidos 
l<>s miembros del complejo MAI, en el esputo y otras muestras 
clinicas, esta recibiendo mucha atencion en los laboratories de 
investigacion. no existe un producto comercial para los labora- 
lorios diagnosticos. Aunque es frecuente realizar la sonda de 
combinacion para el complejo MAI, puede ser importante 
deierminar si el agente causal es M. avium o M. intraceilulare, 
dado que algunos autores sugieren que la enfermedad por M. 
avium parece mas grave que la causada por M. intracellulare.^^^ 

La mayoria de las cepas del complejo MAI son resistentes a 
los antituberculosos de uso frecuente. El mecanismo subyacen- 
te de resistencia se basa sobre la impermeabilidad de la pared 
celular.-’^ No se ha demostrado la sintesis de enzimas inactiva- 
doras de aminoglucosidos y peptidos, aunque algunas cepas 
producen betalactamasas.^^^ El efecto tensioactivo del Tween 
80 sobre la pared celular puede potenciar la accion de ciertos 
antibioticos; el etambutol tambien tiene un efecto sobre la per- 
meabilidad de la pared celular, lo que refleja el modo en que 
este agente puede funcionar en forma sinergica para potenciar 
la accion de algunos otros antituberculosos.*^^ Asl, en el pasa- 
do. el etambutol era incluido habitualmente en el grupo de far- 
macos utilizados para tratar a los pacientes con infecciones 
causadas por el complejo MAI, como INH, rifabutina, clorfazi- 
mina y otros.^ El agregado de macrolidos a los regimenes tera- 
peuticos ha mejorado en forma espectacular los resultados para 
los pacientes no infectados por HIV que presentan enfermedad 
pulmonar por MAI. 

Mycobacterium paratuberculosis y enfermedad de Crohn. Hermon- 
Taylor y cols, citan el trabajo de un cirujano de Glasgow, T. K. 
Dalziel. quien en 1913 publico una descripcion detallada de la 
enteritis cronica en los seres humanos.*^^ Este autor propuso 
que la enfermedad era causada por los mismos microorganis- 
mos responsables de la enfermedad de Johne, un trastorno 
intestinal ulcerativo asociado con diarrea cronica en el ganado. 
La enfermedad de Johne habia sido conocida desde 1895 y se 
creia que se asociaba con bacilos acido-alcohol resistentes, los 
cuales podian observarse en los tejidos de los animales infecta¬ 
dos pero, en estos primeros dias, no podian ser cultivados. Sin 
embargo, no mucho despues se aislo finalmente una micobac- 
teria de crecimiento lento en la mucosa intestinal de los ani¬ 
males infectados, que al inicio se conocio como bacilo de 
Johne, pero que mas tarde fue identiflcada como M. paratu¬ 
berculosis. 

En 1984, Chiodini y cols., que trabajaron con Hermon- 
Taylor y cols, en el St. George’s Hospital en Londres, comuni- 
caron el aislamiento de una especie de Mycobacterium no cla- 
sificada con requerimientos nutricionales extremadamente 
especiales en tres pacientes con enfermedad de Crohn."^^ 
Despues de un esfuerzo considerable, estos investigadores 
identificaron que el microorganismo perteneefa al grupo 
Runyon III, estrechamente relacionado con los complejos MAI 
y M. paratuberculosis. Se han citado otros distintos casos que 
relacionan M. paratuberculosis y enfermedad de Crohn de los 
Estados Unidos, Holanda, Australia y Francia.'*^ Otro indicio de 
que el microorganismo de la enfermedad de Crohn y M. para¬ 
tuberculosis son una misma micobacteria fue provisto en otra 
publicacion del grupo hospitalario del St. George, que hallo 
fragmentos identicos obtenidos por restriccion de DNA en 
estos grupos de bacterias.^^* 

Gitnick y cols, comunicaron el aislamiento de micobacterias 
con requerimientos nutricionales especiales, que incluyen M. 
paratuberculosis, en 5 de 82 muestras intestinales resecadas 
quiriirgicamente de pacientes, 27 de los cuales tenian enferme¬ 
dad de Crohn.***^ Estas cepas necesitaron entre 4 y 8 meses para 


el cultivo, lo cual puede ser una razon de por que este microor¬ 
ganismo no ha sido aislado en los laboratorios clmicos. 
Prantera y cols, proporcionaron indicios indirectos de la aso- 
ciacion entre la enfermedad de Crohn y M. paratuberculosis al 
demostrar concentraciones sericas elevadas de anticuerpos 
antibacterianos que fueron halladas en los pacientes que siguie- 
ron un tratamiento exitoso con dapsona, fenomeno similar al 
observado despues del tratamiento de los casos clasicos de 
tuberculosis.Mediante PCR y la utilizacion de una porcion 
de la secuencia de insercion de M. paratuberculosis IS900 
como sonda, Sanderson y cols, pudieron identificar el DNA de 
M. paratuberculosis en el 65% de las muestras de biopsia rec¬ 
tal en pacientes con enfermedad de Crohn, en comparacion con 
solo un 4,3% y un 12,5% de pacientes con colitis ulcerosa e 
individuos sanos, respectivamente.^®^ Asimismo, Fidler y cols, 
observaron que era mucho mas probable que el material de gra¬ 
nulomas de tejidos con enfermedad de Crohn (31 muestras de 
biopsias en el estudio) diera DNA especiTico de M. paratuber¬ 
culosis en la amplificacion por PCR que los tejidos no afecta- 
dos por la enfermedad de Crohn (10 biopsias de colitis ulcero¬ 
sa como controles negativos).^^ Si realmente las micobacterias 
fueran la causa de las enfermedades intestinales, pueden estar 
indicados nuevos metodos de prevencion y tratamiento de estos 
trastornos, en especial de la enfermedad de Crohn. La asocia- 
cion no ha sido probada por los postulados de Koch (vease 
Cocito y cols, para un comentario sobre paratuberculosis^*). 
Mycobacterium terrae, M. gastri y M. triviale. Estas micobacterias 
tambien son bacterias no fotocromdgenas de crecimiento lento, 
no reconocidas en el pasado como patogenos, pero que pocas 
veces se encuentran en el laboratorio clmico. Se las puede dife- 
renciar por las caracteristicas mencionadas en el cuadro 19-7. 
Las colonias de M. triviale pueden asemejarse a las del com¬ 
plejo MAI y en algunos casos pueden ser tan rugosas que se 
confunden con bacilos tuberculosos; sin embargo, estas cepas 
son niacina negativas y pueden crecer en medios que contienen 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-11 Mycobacterium 
terrae y Mycobacterium triviale 


Si bien M. terrae y M. triviale eran agrupadas antes en un complejo, tam¬ 
bien pueden considerarse por separado. Estas micobacterias han sido 
incriminadas en varios casos de infecciones humanas, segun lo cita Woods 
y Washington: artritis septica causada por M. triviale en un lactante, sino- 
vitis y osteomielitis causadas por M. terrae en un hombre joven con pan- 
citopenia de Fanconi y una posible infeccion diseminada por M. terrae en 
una mujer joven con tuberculosis miliar previa.^^ Se han informado varios 
casos de infeccion pulmonar por M. terrae.^^^'^'^ Krishner y cols, comuni- 
can un caso y citan seis casos previos de infeccion respiratoria.**^ Peters y 
Morice informaron sobre un caso de infeccion pulmonar por M. terrae en 
una mujer de 64 anos con carcinoma de ovario, que se presento como 
infiltrados miliares caseificados en las radiografias de torax y acompana- 
dos por una erupcion en los miembros.Las lesiones pulmonares y cuta- 
neas se resolvieron luego de 6 semanas de tratamiento con isoniazida, 
rifampicina y pirazinamida, a pesar de la “resistencia” de estos farmacos, 
segun lo determinaron las pruebas de sensibilidad in vitro. Petrini y cols, 
informaron de un caso de tenosinovitis de la mano por M. terrae.^-^'-^^ 
Tanto el tendon como las vainas tendinosas se encontraban tumefactos y 
se observe desde el punto de vista histoldgico inflamacion crdnica, forma- 
cion de granulomas y necrosis. Se comunico un caso de tenosinovitis del 
dedo de la mano en un pescador de edad mediana que sufrio heridas pun- 
zantes mientras manipulaba aletas de mojarras.^®® 
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NaCl al 5%. M. triviale tambien hidroliza Tween 80 dentro de 
los 5 dias, mientras que los microorganismos del complejo 
MAI son Tween negatives. M. gastri y M. terrae son otras 
especies no fotocromogenas que pueden necesitar una diferen- 
ciacion bioquimica (vease cuadro 19-7). M. terrae tambien se 
conoce como el “bacilo del rabano”, dado que fue aislado ini- 
cialmente en el agua de lavado de estos vegetales. Las colonias 
de M. terrae tienden a ser mas lisas que las colonias rugosas de 
M. triviale. 

Mycobacterium shimoidei. M. shimoidei es el nombre propuesto 
para un microorganismo similar a M. terrae aislado en multi¬ 
ples ocasiones en un periodo de 11 anos en un residente de 56 
anos de Japon que sufria una enfermedad pulmonar similar a la 
tuberculosis.En 1988, sobre la base de estudios de homolo- 
gia de DNA, Imaeda y cols: oficializaron a M. shimoidei como 
una especie distinta."^^ Este difiere fenotipicamente de los 
miembros del complejo M. terrae por las reacciones de catala- 
sa negativa y beta-galactosidasa positiva y de M. malmoense 
por una reaccion de fosfatasa acida positiva. Como las reaccio¬ 
nes de beta-galactosidasa y fosfatasa acida pocas veces se rea- 
lizan en los laboratories clmicos, puede ser dificil establecer la 
identificacion de la especie sobre la base de las propiedades 
fenotipicas. 

Se ban informado otros cases clmicos de infecciones causa- 
das por M. shimoidei desde la comunicacion del case inicial. Se 
ha comunicado este microorganismo como causa de infeccio¬ 
nes pulmonares en pacientes que viven en Australia y en 
Alemania, y el ultimo case complied una silicosis de larga 
data.'^^’^^^ El tratamiento inicial con isoniazida, propionamida y 
rifampicina fracasd porque el microorganismo fue tanto resis- 
tente a la isoniazida como a la rifampicina; se logrd una cura- 
cidn con una serie de 14 dias de estreptomicina e isoniazida. 
Por lo tanto, cuando una especie de Mycobacterium es fenoti¬ 
picamente similar al complejo M. terrae o se aisla M. malmo¬ 
ense en muestras respiratorias obtenidas de pacientes con 
infecciones pulmonares, se debe considerar M. shimoidei y se 
debe intentar una identificacion de la especie. 

Mycobacterium malmoense. En 1977, Schroder y Juhlin aislaron 
una nueva especie de Mycobacterium en cuatro pacientes con 
enfermedad pulmonar.^®® Estos autores denominaron el micro¬ 
organismo Mycobacterium malmoense, por la ciudad sueca de 
Malmd, en la cual vivian los pacientes. Tambien se ha obser- 
vado la enfermedad en Escocia.^^ Se comunico el aislamiento 
de los microorganismos en los Estados Unidos: 12 cepas por 
Good y cols, en 1980,“° y mas recientemente, en cuatro 
pacientes con enfermedad pulmonar cronica por Albers y cols., 
en dos de los cuales se desarrollo una enfermedad progresiva. 

Caracteristicas de laboratorio. En los casos tipicos, este 
microorganismo crece lentamente, algunas cepas ya se obser- 
van en 2 a 3 semanas de incubacion a 37 °C; sin embargo, algu¬ 
nas pueden requerir hasta 12 semanas antes de que las colonias 
se vuelvan visibles. Esta necesidad de una incubacion prolon- 
gada, mas alia de un periodo utilizado en la mayoria de los 
laboratorios clmicos, puede conducir a un subdiagnostico. Las 
colonias tipicas de M. malmoense son bianco grisaceas, lisas, 
brillantes, opacas y tienen cupula. Son incoloras y la exposi- 
cion a la luz no produce pigmentacion. En los frotis con tincion 
para microorganismos acido-alcohol resistentes aparecen for¬ 
mas cocoides o bacilares cortas sin bandas transversales. 

Las reacciones de pruebas bioquimicas claves de Mycobac¬ 
terium malmoense son las siguientes: 

1. No hay acumulacion de niacina. 

2. No reduce el nitrato a nitrito. 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-12 Mycobacterium 
malmoense 


En la ultima decada, se ha comunicado M. malmoense con frecuencia cre- 
ciente como patogeno pulmonar. Se informaron mas de 180 casos y la 
mayoria afectan a pacientes con enfermedades pulmonares previas, a 
menudo hombres de edad mediana con neumoconiosis,'^*** En los casos 
tipicos. las radiograffas muestran un cuadro indistinguible de M. tubercu¬ 
losis. Jenkins y Tsukamura'^^ describieron dos casos de adenitis cervical, 
mientras que Warren y cols.^"^* presentaron a un paciente de los Estados 
Unidos con enfermedad pulmonar cronica. Albers y cols, creen que las 
infecciones por M. malmoense pueden ser mas frecuentes en los Estados 
Unidos de lo que se sospechaba y estan subcomunicadas, ya que algunas 
cepas necesitan 8 a 12 semanas o mas de incubacion antes de que ocurra 
un crecimiento visible, un periodo mas prolongado de lo que se mantie- 
nen los cultivos en la mayoria de los laboratories.^ El crecimiento es sig- 
nificativamente mas rapido en las muestras que crecen en frascos de caldo 
BACTEC en comparacion con el crecimiento diferido en el medio de 
Lowenstein-Jensen.'*'^ Se debe utilizar en paralelo un medio de cultivo en 
caldo para mejorar el rendimiento de las cepas de crecimiento muy 
lento.Otras comunicaciones de casos incluyen linfadenitis en una nina 
de 5 anos, infeccion cutanea septica en un paciente con tricoleucemia y 
varios casos de infeccion en pacientes HIV positivos.-^^-'^^-^’-^^'^*^^’”’’^ En un 
caso, la infeccion fue tratada con exito con etambutol, cicloserina e iso¬ 
niazida, a pesar de la multirresistencia en las pruebas de sensibilidad in 
vitro.^^ Se comunico hace mas de una decada la falta de correlacion clara 
entre las pruebas de sensibilidad in vitro y la respuesta clmica.’^ En la 
experiencia de estos autores, la omision del etambutol del regimen tera- 
peutico, aun cuando mostrara resistencia en los estudios in vitro, condujo 
a una respuesta poco satisfactoria. 


3. Hidroliza el Tween 80. 

4. Produce catalasa a 68 °C. 

5. La prueba de pirazinamidasa es positiva. 

La mayoria de las cepas son resistentes a isoniazida, estrep¬ 
tomicina, acido p-aminosalicilico y rifampicina, pero son sen- 
sibles a etambutol (1 g/mL) y cicloserina (16 g/mL). 
Mycobacterium haemophilum. Sompolinsky y cols, aislaron por 
primera vez M. haemophilum en 1978 en una lesion subcutanea 
de un paciente israeli con enfermedad de Hodgkin.^^^ Como lo 
indicaria el nombre de la especie, M. haemophilum requiere 
hemoglobina o hemina para el crecimiento. Agar chocolate, 
agar de Colombia sangre de camero al 5%, agar de Mueller- 
Hinton con suplemento de Fildes o medio de LJ que contiene 
citrato amonico ferrico al 2% son apropiados para el aisla¬ 
miento de este microorganismo.McBride y cols, comunica- 
ron el exito en el aislamiento de M. haemophilum utilizando un 
medio que contiene base de Casman, sangre de carnero al 5% 
calentada y violeta de genciana.^*^ Debido a la posibilidad 
remota de aislar este microorganismo en la mayoria de los 
laboratorios en los Estados Unidos, el uso de una tira de factor 
X en el area de inoculacion en agar 7H10, como lo sugieren 
Vadney y Hawkins, ofrece una alternativa apropiada en los 
casos sospechosos.^^^ 

La mayoria de las infecciones afectan la piel y el tejido sub- 
yacente, lo que posiblemente refleja la tendencia del microor¬ 
ganismo a crecer a una temperatura mas baja.^^® Gupta y cols, 
comunicaron un caso de osteomielitis e infeccion cutanea en un 
paciente con SIDA, que fue tratado con exito con minocicli- 
na.'^° Kiehn y cols, informaron cuatro casos en pacientes inmu- 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-13 Mycobacterium 
haemophilum 


Los nodulos subcutaneos dolorosos, las tumefacciones y las ulceras que 
pueden progresar hasta abscesos y fistulas que drenan son presentaciones 
clinicas frecuentes de M. haemophilum. Rogers y cols, comunicaron casos 
de enfermedad diseminada en pacientes con SIDA, en los cuales las lesio- 
nes cutaneas fueron multiples, y afectaron el brazo, las manos y los pies 
(remitase a este articulo para obtener excelentes radiografias en color de 
estas lesiones).-^^ En un estudio de 13 pacientes con infecciones por M. 
haemophilum recogidos de siete hospitales metropolitanos en Nueva York, 
las manifesiaciones clinicas incluyeron lesiones cutaneas diseminadas, 
bacteriemia y enfermedades de los huesos y las articulaciones, los gan- 
glios linfaticos y los pulmones.^^* Los autores de este estudio destacan 
que las tecnicas de cultivo incorrectas pueden diferir o incluso omitir un 
diagnostico de laboratorio, y que las infecciones pueden ser mas frecuen¬ 
tes de lo que se reconoce. 

Se ban informado otros casos en pacientes con SIDA, que incluyen el 
aislamiento en la muneca y el tobillo en sitios de tenosinovitis grave, y el 
aislamiento en una lesion cutanea, un ganglio linfatico y el ojo de un 
paciente que represento el primer caso comunicado de infeccion por M. 
haemophilum en Canada (un segundo caso de linfadenitis en una nina 
canadiense de 3 anos que tambien estaba incluida en este informe 
Los pacientes con linfopenia tienen un riesgo muy alto de sufrir infeccio¬ 
nes: se ha demostrado que la dialisis renal y el tratamlento con corticoste- 
roides son trastomos predisponentes de la infeccion por M. 
haemophilum.^ 


nodeprimidos: dos teman SIDA y dos eran receptores de alo- 
trasplantes de medula osea.^^’ Debido a los requerimientos uni- 
cos de hierro y a la temperatura mas baja para el crecimiento 
optimo, estos autores sugieren que se debe considerar M. hae¬ 
mophilum cuando de las muestras de pacientes inmunodepri- 
midos con una enfermedad inexplicable no se aislan micobac¬ 
terias bajo condiciones de cultivo de rutina o cuando se obser- 
van bacilos acido-alcohol resistentes en los frotis. 

Caractensticas de laboratorio. El crecimiento optimo ocu- 
rre a 28-32 ”C; algunas cepas crecen a 20 °C; ocurre poco cre¬ 
cimiento o ninguno a 37 °C. El crecimiento es estimulado por 
una atmosfera de incubacion de CO 2 al 10%. Las colonias tipi- 
cas pueden ser rugosas o lisas despues de 2 a 4 semanas de 
incubacion a 32 en medio con huevo o agar 7H10 (con 
suplemento de hemina o sobre la superficie de la cual se ha 
colocado una “tira X”, como ya se explico). No se desarrolla 
pigmento, incluso despues de la exposicion a la luz. Bajo el 
microscopio, las celulas son cortas, curvas y fuertemente 
acido-alcohol resistentes, sin formacion de bandas ni arrosaria- 
do. Este microorgan is mo tambien es inerte desde el punto de 
vista bioqufmico, con la produccion de pirazinamidasa como 
unica reaccion positiva entre las pruebas comunes utilizadas 
para identificar las micobacterias. 

ESPECIES DE CRECIMIENTO RApIDO 

Mycobacterium fortuitum, M. chelonae y M. abscessus. M. fortui- 
tum fue descrito por primera vez en 1938 por daCosta Cruz y 
categorizado por completo en 1955 por Gordon y Smith.^^-*^ Se 
observe que este microorganismo era singular entre las mico¬ 
bacterias conocidas debido a su velocidad comparativamente 
rapida de crecimiento (3 a 5 dias). Sin embargo, en la edicion 


de 1923 del Manual de Sergey, se describio otro microorganis- 
mo de crecimiento rapido denominado M. chelonae, que tenia 
varias caracteristicas metabolicas en comun con el microorga- 
nismo de daCosta Cruz. Estos dos microorganismos son dos de 
las micobacterias de crecimiento rapido mas importantes y ais- 
ladas con mayor frecuencia. La tercera micobacteria de creci¬ 
miento rapido que merece mencionarse es M. abscessus, que 
puede considerarse parte del complejo M. chelonae. No es difi- 
cil diferenciar este microorganismo de M. chelonae, lo que es 
recomendado aqui, dado que puede causar una enfermedad 
grave y es altamente resistente al tratamiento antibioti- 
co 33.65,303,402 gg^as micobactehas son microorganismos terres- 
tres y acuaticos ubicuos que contaminan los suministros de 
agua, incluidos los reactivos y las soluciones de lavado utiliza¬ 
das en los hospitales. 

Caracteristicas de laboratorio. Se puede sospechar que un 
aislamiento desconocido es una micobacteria de crecimiento 
rapido si se observa el crecimiento del microorganismo acido- 
alcohol resistente despues de 2 a 4 dias de incubacion. Sin 
embargo, en algunos casos el crecimiento puede ser diferido. 
Las micobacterias pueden ser categorizadas como microorga¬ 
nismos de crecimiento rapido, por definicion, si crecen dentro 
de los 7 dias despues del subcultivo. Las colonias jovenes 
parecen lisas y hemisfericas, habitualmente con una consis- 
tencia untuosa o cerosa. En los casos tipicos, las colonias son 
no cromogenicas, pero pueden tener color de hueso o ligera- 
mente crema (vease lamina en color 19-2Q). M. fortuitum 
puede producir ramificacion, extensiones filamentosas de 
colonias de 1 a 2 dias en agar harina de maiz glicerol o agar de 
Middlebrook 7H1. Algunas cepas producen colonias mas 
rugosas con hifas aereas cortas, que se observan mejor bajo 
estereomicroscopia. M. chelonae carece de estas extensiones 
filamentosas. 

Estas micobacterias a menudo tienen la capacidad de crecer 
en agar de MacConkey sin violeta de genciana. Tambien apare- 
cen como colonias lisas con forma de cupula que pueden tener 
una pigmentacion rosa claro (vease lamina en color 19-2R). 
Asimismo, se puede observar crecimiento con algunas cepas en 
agar sangre de camero al 5%, que aparecen como pequenas 
colonias puntifoimes (vease lamina en color 19-2S). Los micro¬ 
biologos deben alertar sobre esta posibilidad y efectuar tincio- 
nes acido-alcohol resistentes, ademas de las tinciones de Gram, 
para que la identificacion sea correcta. 

Desde el punto de vista microscopico, en los preparados con 
tincion acido-alcohol resistente, las celulas bacterianas suelen 
ser pleomorfas y varian desde formas filamentosas largas hasta 
bacilos gruesos y cortos. No presentan ramificaciones o son 
rudimentarias; a veces las celulas pueden aparecer arrosariadas 
o tumefactas, con cuerpos ovoides que no se tihen presentes en 
un extreme. Algunas cepas de M. fortuitum pueden crecer den¬ 
tro de las 48 horas en agar sangre de camero al 5% de rutina. 
Las celulas bacterianas aparecen como bacilos grampositivos 
cortos, delgados, filamentosos y de tincion debil (vease lamina 
en color 19-2T). 

Silcox y cols, han identificado las siguientes caracteristi¬ 
cas para definir una cepa como micobacteria de crecimiento 
rapido:^^^ 

1. Acido-alcohol resistente. 

2. Ausencia de produccion de pigmentacion. 

3. Proliferacion en menos de 7 dias en su temperatura optima. 

4. Pruebas de actividad de arilsulfatasa a los 3 dias. 

5. Crecimiento a 28 °C en agar de MacConkey especial (des- 
provisto de violeta de genciana). 



1056 CAPITUL0 19 Micobacterias 


Se pueden realizar otras pruebas para las caracteristicas a fin 
de diferenciar M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus: 

1. M. chelonae y M. abscessus no reducen los nitratos (M. 
fortuitum es positivo). 

2. M. chelonae y M. abscesos son incapaces de asimilar hie- 
rro a partir de citrato amonico ferrico, propiedad que posee 
singularmente M. fortuitum (vease protocolo 19-10). 

3. M. fortuitum es sensible a la ciprofloxacina y al acido 
pipemidico, pero resistente a la polimixina B; M. chelo¬ 
nae tiene las reacciones opuestas.^^^ 

4. M. chelonei no puede crecer en el medio de LJ que con- 
tiene NaCl al 5% a 28 pero puede utilizar citrato, 
mientras que las reacciones opuestas definen a M. abs¬ 
cessus. 

Es posible identificar subespecies de M. fortuitum, pero tiene 
poca importancia clinica; sin embargo, puede ser util para cier- 
tas aplicaciones epidemiologicas. M. fortuitum existe en tres 
biovariantes: biovariante fortuitum, biovariedades: fortuitum, 
peregrinum y una biovariedad sin nombre designada “tercer 
grupo”. 

M. smegmatis es otra micobacteria de crecimiento rapido 
que se asemeja estrechamente a M. fortuitum, y solo difiere en 
su reaccion negativa en la prueba de arilsulfatasa de 3 dias, su 
capacidad para crecer a 45 °C y una produccion diferida de pig- 
mento despues de 2 semanas de incubacion.^"^^ 

Mycobacterium thermoresistible. Como lo indica el nombre de la 
especie, M. thermoresistible tiene la caracteristica singular de 
crecer a 52 °C. Este microorganismo es potencialmente pato- 
geno; sin embargo, la poca frecuencia de comunicaciones de 
casos indica que la exposicion es minima o el microorganismo 
tiene muy baja virulencia. Weitzman y cols, comunicaron un 
caso de infeccion humana por M. thermoresistible en una mujer 
blanca inmunodeprimida con fiebre, tos y perdida de peso.^^^ Se 
observe una enfermedad pulmonar cavitaria en las radiografias. 
Se aislaron microorganismos en el esputo y en una muestra de 
broncoscopio. El examen histologico de una biopsia pulmonar 
puso de manifiesto muchos microabscesos y granulomas con 
celulas gigantes de tipo Langhans, tipicas de tuberculosis. 
Wolfe y Moore informaron sobre un caso de infeccion mamaria 
en una mujer luego de una mamoplastia de aumento.^^^ 

El microorganismo puede crecer lentamente como un esco- 
tocromogeno en medio para aislamiento primario y puede ser 
confundido con M. gordonae. La mayoria de las cepas de M. 
gordonae son ureasa negativas y no crecen en el medio que 
contiene cloruro de sodio al 6.5%. 


OTRAS MICOBACTERIAS 

Mycobacterium ulcerans. La mayoria de los casos de infecciones 
por M. ulcerans ban sido comunicados en Africa Central y 
Occidental, Malasia, Nueva Guinea, Guyana, Mexico y 
Australia. Se ha utilizado el nombre “ulcera de Baimsdale” 
para las lesiones cutaneas de las infecciones por M. ulcerans, 
nombre en honor de la ciudad australiana donde Alsop y Searls 
reconocieron por primera vez el microorganismo en la decada 
de 1930.^’^ La mayoria de las infecciones humanas ocurren en 
las regiones tropicales luego de alteraciones de los bosques 
humedos.^^* Se propone que las micobacterias son transporta- 
das desde el suelo a los sistemas lacustres de drenaje, donde se 
multiplican en meses o ahos. Los seres humanos se infectan 
por el contacto con estos microorganismos en los estuarios 
contaminados. 


Caracteristicas de laboratorio. M. ulcerans crece en con- 
diciones optimas a 33 °C y en absoluto a 37 °C. Las colonias 
rugosas, color beige claro o no pigmentadas, convexas o pla- 
cas, con un borde irregular, que a menudo simulan las de M. 
tuberculosis, se desarrollan despues de 6 a 12 semanas. Desde 
el punto de vista microscopico, las celulas acido-alcohol resis- 
tentes son moderadamente largas y con forma de bacilos, sin 
formacion de bandas ni arrosariado. Mycobacterium ulcerans 
es bioquimicamente inerte y solo muestra actividad de catalasa 
termoestable entre las distintas pruebas que suelen utilizarse 
para identificar a las micobacterias. 

Mycobacterium genavense. M. genavense es una micobacteria no 
tuberculosa, no pigmentada, de crecimiento lento y de aisla¬ 
miento infrecuente que causa infeccion en los pacientes con 
SIDA. El microorganismo fue reconocido por Boettger y cols, 
por el hallazgo de un patron unico que utiliza DNA extraido de 
las micobacterias que crecen en medios de hemocultivo BAC- 
TEC 13A.^^ Se secuenciaron directamente los fragmentos 
geneticos amplificados y se determinaron los perfiles electro- 
foreticos en gel de agarosa al 0,8% tefiido con bromuro de eti- 
dio. Los autores estudiaron 16 casos cuyos microorganismos 
tenian este perfil singular de secuencia de DNA y designaron 
oficialmente el microorganismo como M. genavense por el 
paciente de 28 afios con SIDA que vivia en Ginebra del cual se 
aislo la primera cepa. Con posterioridad, Coyle y cols., utili- 
zando ensayos para secuenciar el gen para rRNA 16S que habia 
sido extraido de aislamientos no identificados de micobacterias 
de 15 hemocultivos obtenidos de siete pacientes con SIDA, 
tambien confirmaron la identidad de M. genavense como una 
especie separada.^' El patron de secuencia se relaciono mas 
estrechamente con M. simiae-, sin embargo, la presentacion cli¬ 
nica, la respuesta al tratamiento y las manifestaciones de la 
necropsia se asemejan mas a las infecciones por complejo M. 
avium}^ Desde el punto de vista histopatologico, M. genaven¬ 
se en los pacientes HIV positivos produce lesiones caracteriza- 
das por masas de histiocitos espumosos y granulomas bien 
definidos, cuyo desarrollo depende de la reactividad inmunita- 
ria del huesped.^’^ En una serie de necropsias, los mas afecta- 
dos fueron el intestino delgado, el bazo, el higado y los gan- 
glios linfaticos; se respetaron los pulmones, el miocardio y el 
rinon, una distribucion similar a la observada en los pacientes 
con enfermedad diseminada causada por un miembro del com¬ 
plejo MAI. 

Los aislamientos iniciales fueron identificados en muestras 
obtenidas de pacientes con SIDA en Suiza (de ahi el nombre 
genavense), pero se describieron infecciones diseminadas en 
Europa, Estados Unidos y Australia.^^’^^ Esta distribucion geo- 
graflca puede reflejar mas el conocimiento del personal sanita- 
rio sobre esta especie nueva que las areas seleccionadas de 
endemicidad. M. genavense puede ser subreconocido porque 
solo crece en medios de cultivo en caldo (como caldo BACTEC 
13A, en el cual fue descubierto inicialmente) y requiere una 
incubacion prolongada.^^^ Los sintomas mas frecuentes son fie¬ 
bre, perdida de peso, diarrea, hepatoesplenomegalia y anemia. 


Deteccion e identificacion de las micobacterias 
mediante metodos moleculares 

Como lo indica el algoritmo presentado antes en este capitu- 
lo, los laboratorios clmicos intentan alejarse de la tarea prolon- 
gada y tediosa de realizar las pruebas bioquimicas para hacer la 
identificacion de una especie de las micobacterias aisladas en 
cultivo. Cada vez mas a menudo se estan utilizando metodos 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-14 Bacilos de crecimiento rapido: Mycobacterium tortuitum, Mycobacterium chelonae y 
Mycobacterium abscessus 


\f. forUlitiim, M. chelonae y M. abscessus, este ultimo incluido eu el complejo de M. chelonae, son las micobacterias de crecimiento rapido de mayor impor- 
tancia clmica. Una amplia variedad de infecciones se ban asociado con estas micobacterias, entre ellas las de los pulmones, la piel, el bueso, el sistema ner- 
vioso central, las valvulas cardiacas protesicas y la enfermedad diseminada.^'^*^^ Las infecciones cut^eas son muy frecuentes y a menudo evolucionan en 
abscesos subcutaneos que drenan.*^^ Wallace y Brown revisaron 100 aislamientos de M. chelonae en la piel, el tejido blando y el hueso en un penodo de 10 
anos.-^^ Se hallo mds frecuentemente infeccion cutanea (53%), celulitis u osteomielitis localizada (35%) e infecciones de cateteres (12%). Los factores de 
riesgo subyacentes para las infecciones fueron trasplante de drganos. artritis reuraatoide y otros trastomos autoinmunitarios, traumatismo y procedimientos 
medicos invasivos. Wallace y cols, habian revisado antes 125 infecciones humanas causadas por micobacterias de crecimiento rapido.^^* El 59% de estos 
casos involucre la piel (infecciones de heridas posquirurgicas, traumatismo accidental e inyecciones con aguja). 

Se comunied un brote de infecciones cutaneas en una sala hospitalaria causado por M. fonuitum por la exposicion a una maquina de hielo contaminada y 
la contaminacion de una maquina de desinfeccion de broncoscopio autom^tico como otras fuentes de infecciones hospitalarias.^^ Se informo un smdrome 
cuianeo clmicamente definido, asociado con infecciones causadas por el entonces complejo M. chelonae {M. abscessus no era distinguido de rutina de M. 
chelonae en ese momento) en receptores de trasplantes renales, que consistio en lesiones nodulares indolentes y sensibles a la palpacidn sobre las extremida- 
des.'' La propagacion esporotricoide de estas infecciones puede ocurrir en pacientes inmunosuprimidos y, pocas veces, las infecciones cutaneas con mico- 
hacterias de crecimiento rapido pueden representar la extension de la enfermedad diseminada.'^^-^^^ 

Se informaron otras distintas entidades clmicas causadas por micobacterias de crecimiento rapido. Se comunicaron varios casos de queratitis en personas 
que usan lentes de contacto blandas o duras.^*’^^^ La mayoria de las infecciones siguen ai traumatismo y a menudo el tratamiento antibiotico topico fracasa; 
por lo tanto, suele requerirse una queratoplastia para lograr una curacion. Se recomienda realizar frotis acido-alcohol resistentes de los raspados comeanos 
en todo pacienie con ulceras corneanas crdnicas.-^-’ Los pacientes que reciben di^lisis peritoneal ambulatoria continua tambi6n est^n expuestos a adquirir 
peritonitis causada por micobacterias de crecimiento Las recomendaciones colectivas consisten en realizar cultivos para micobacterias en 

los pacientes con peritonitis asociada con dialisis peritoneal ambulatoria continua cuando los cultivos habituates no muestran microorganismos. Se deben 
considerar las micobacterias de crecimiento rapido cuando se examinan placas de cultivo y tinciones de Gram preparadas de aislamientos en Uquidos perito- 
neales o dialisis que tienen el aspecto de difteroides mal caracterizados. La extraccion del cateter, el drenaje de las colecciones Ifquidas y el uso adecuado de 
aniibioticos suelen conducir a una rapida curacion. 

Cualquiera de estos microorganismos son causas importantes de infecciones pulmonares, pero las infecciones por M. abscessus pueden ser particularmen- 
le graves.-^^ Las micobacterias de crecimiento rapido son ubicuas en muchas fuentes acuosas y muchas colonizan las vfas respiratorias de los pacientes que 
tienen los mecanismos de defensa local comprometidos, que estan debilitados o inmunodeprimidos o que padecen una enfermedad pulmonar obstructiva cro- 
nica de larga data. Los procedimientos invasivos sobre las vfas respiratorias tambien colocan a los pacientes en riesgo de sufrir una infeccion por M. absces- 
^us. Burns y cols, estudiaron un brote de cultivos positives de esputo para M. fortuitum en 16 pacientes que eran tratados en una sala de rehabilitacion para 
alcoholismo.-^"* La electroforesis de campo pulsado de grandes fragmentos de DNA genomico obtenidos con enzimas de restriccion revelo que los 16 aisla¬ 
mientos eran identicos. Se observd que la fuente era una canilla conectada a la vfa de agua que provefa a las duchas que utilizaban estos pacientes; no ocu- 
rrieron otros casos despues de desconectar y descontaminar esos artefactos. 

Se han informado varios casos de infecciones de cateteres causadas por micobacterias de crecimiento rapido. Raad y cols, revisaron 15 pacientes oncolo- 
gicos infectados en el M. D. Andersen Cancer Center. 9 causados por M. fortuitum y 6 por M. chelonae. Cuatro pacientes con bacteriemia e infecciones 
asociadas de cateter se recuperaron despues de extraido el cateter y de la institucion rapida del tratamiento antibiotico. La bacteriemia se repitid en siete 
pacientes en los cuales el cateter quedo colocado y que fueron tratados solo con antibidticos. Los pacientes con infecciones del tunel del cateter requirieron 
cirugfa para lograr la curacion. Se comunicaron tres casos de infecciones por M. chelonae en pacientes febriles con neutropenia, considerada un factor de 
riesgo definido para desarrollar una enfermedad progresiva y diseminada.^^ 

Otras infecciones causadas por las micobacterias de crecimiento rapido incluyen un brote de otitis media por M. chelonae en un centro clmico, donde la 
transferencia ocurrid entre los pacientes por instrumentos contaminados. aortitis luego de reemplazo de valvula adrtica e infeccidn de heridas estemales por 
M. fortuitum-, endocarditis por M. fortuitum en una mujer de 54 anos con insuficiencia renal crdnica que recibfa hemodialisis; una serie de infecciones rela- 
cionadas con bypass cardfaco; casos raros de hepatitis y sinovitis; un absceso retroperitoneal infectado por M. chelonae que complied una herida por arma de 
fuego en el flanco; y un caso de infeccidn diseminada por M. fortuitum en un paciente con Se comunicaron dos casos de infecciones 

postraumaticas de los tejidos blandos por M. smegmatis en un vardn de 21 ahos y en una mujer de 29 ahos que suffieron accidentes automovilisticos.^^ El 
primer paciente presentd una lesion secretante en la piema izquierda y ladenopatfa inguinal y la ultima un &:ea subcutanea de celulitis con secrecidn crdnica 
de la cara posterolateral del muslo, Los autores tambien citan 12 casos de infecciones por M. smegmatis publicados, lo que disipa cierta duda de que este 
microorganismo sea no patdgeno. Newton y Weiss informaron luego un caso de neumonia aspirativa causada por M. smegmatis}"^^ 

Las micobacterias de crecimiento rapido varian en su sensibilidad in vitro.La amikacina es predecibleraente activa; otros aminoglucdsidos, cefoxitina, 
doxiciclina y eritroraicina tambien son selectivamente activos. Los agentes mas nuevos que han mostrado actividad in vitro contra algunas cepas son imipe- 
nem-cilastatina, amoxicilina-clavulanato y ciprofloxacina.^^^ 


sin cultivo basados sobre biologia molecular para la confirma- 
cion con cultivo de las cepas de especies de Mycobacterium 
aisladas en cultivo. Por ejemplo, los ensayos de sonda de aci- 
dos nucleicos practicamente han reemplazado a las pruebas 
bioqufmicas convencionales en la identificacion de M. tubercu¬ 
losis y el complejo MAI. Tambien se han producido sondas de 


acidos nucleicos para la identificacion de M. kansasii y M. gor- 
donae. Varios grupos describieron la utilidad de estas sondas en 
el laboratorio clmico. 

Existen cuatro aplicaciones principales para las tecnicas 
moleculares cuyo uso se encuentra disponible en los laborato¬ 
ries clmicos: 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA19-15 Mycobacterium 
utcerans 


La infeccion se presenta como un “furunculo" o una masa indolora por 
debajo de la piel, que en los casos tfpicos se desarrolla en el sitio de un 
traumatismo previo y prosigue hasta una ulcera superficial que no cicatri- 
za, con una base necrotica en algunas semanas. Algunas de las lesiones 
estudiadas por Igo y Murthy fueron muy graves y la necrosis por coagula- 
cion avascular se extendib en la profundidad del tejido subcutaneoJ'*^ 
Tambien se pueden desarrollar nodulos satelite que se ulceran. Se ha 
comunicado un tratamiento exitoso con la aplicacion de calor local, esci- 
sion e injertos.^*” Igo y Murthy proporcionan las caracteristicas clmicas, 
histologicas y microbiologicas de 46 casos de infecciones por M. ulcerans 
estudiados en varies pueblos a lo largo del rio Sepik en Nueva Guinea. 

En general, las lesiones se encuentran sobre los miembros inferiores y 
consisten en ulceras poco profundas que aparecen en areas de induracion 
subcutanea en los sitios de un traumatismo previo. Se pueden desarrollar 
nodulos satelites y ulceras superficiales. En general, son indoloras a 
menos que haya una infeccion secundaria. Delaporte y cols, informaron 
sobre uno de los primeros casos de infecciones por M. ulcerans en una 
paciente con SIDA.^^ Era una mujer de Zaire de 30 anos, embarazada, con 
una lesion ulcerante cronica y dolorosa de la rodilla. Una biopsia en saca- 
bocados no dio ningun microorganismo; sin embargo, una biopsia mas 
profunda de la aponeurosis puso en evidencia muchos bacilos acido-alco- 
hol resistentes. La lesion cicatrize con un regimen de 2 meses de isoniazi- 
da, rifampicina y etambutol. A pesar de la asociacion de infeccion por M. 
ulcerans y SIDA en esta paciente, esta asociacion es demasiado infre- 
cuente como para servir como enfermedad marcadora. 


1. Confirmacion con cultivo de las cepas aisladas en mues- 
tras clinicas utilizando sondas de DNA. 

2. Identificacion de micobacterias a traves de la secuencia- 
cion de DNA. 

3. Deteccion directa de M. tuberculosis en esputo y otras 
muestras clmicas utilizando ensayos de amplificacion de 
acidos nucleicos. 

4. Determinacion de huellas moleculares de DNA y tipifica- 
cion de cepas de especies de Mycobacterium. 

La literatura medica relacionada con el diagnostico molecu- 
lar segun se aplica a la identificacion de las micobacterias es 
amplia. En este momento es dificil predecir cual de las varias 
tecnicas especiTicas soportara la prueba del tiempo; por lo 
tanto, tambien lo es determinar que referencias y aplicaciones 
deben incluirse en un libro de texto general. Aunque las herra- 
mientas moleculares precisas utilizadas en los laboratorios de 
micobacteriologfa varian, casi todos los laboratorios modemos 
utilizan en cierta medida diagnosticos moleculares. Se estan 
determinando los estandares para el uso del diagnostico mole¬ 
cular. Independientemente de su empleo en el futuro, existe la 
necesidad de una experiencia continua con las tecnicas con- 
vencionales que se siguen utilizando en la mayorfa de los labo¬ 
ratorios clmicos. El estudio de estas tecnicas tambien propor- 
ciona un conocimiento fundamental de la biologia basica de las 
micobacterias y ayuda a determinar el mejor papel para las tec¬ 
nicas mas nuevas cuando son introducidas en el laboratorio cli- 
nico. La deteccion y la caracterizacion de las micobacterias 
mediante metodos moleculares pueden separarse en metodos 
no basados sobre la amplificacion y metodos basados sobre la 
amplificacion. Despues de la amplificacion, el/los producto/s 
de la amplificacion pueden ser analizados mediante secuencia- 


cion de DNA para adquirir informacion de la identificacion o 
mediante otras tecnicas o tipiflcacion. A continuacion describi- 
mos las caracteristicas sobresalientes de estas aplicaciones. 

Metodos de amplificacion de senales 
SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS 

Las sondas de acidos nucleicos constituyeron la primera tec- 
nica basada en acidos nucleicos utilizada de rutina en el labo¬ 
ratorio de microbiologia clinica para la identificacion de mico¬ 
bacterias en cultivos positivos. Estas sondas, que al principio 
eran radiomarcadas, pero que ahora son no isotopicas, fueron 
utilizadas por primera vez y comercializadas por Gen-Probe 
(San Diego, CA). La precision, la sensibilidad y la especifici- 
dad de estas sondas son muy altas cuando se las utiliza para 
identificar las micobacterias en cultivo, segiin las instrucciones 
del fabricante y ban sido autenticadas en varios estu- 
dios.’*" ‘'^‘‘^ Existen sondas de acidos nucleicos para 

la identificacion de microorganismos del complejo M. tubercu¬ 
losis., el complejo M. avium/M. intracellulare, M. kansasii y M. 
gordonae. Tambien existen sondas separadas para M. avium y 
M. intracellulare si se desea la diferenciacion de estas mico¬ 
bacterias. 

En resumen, esta tecnica utiliza sondas de DNA monocate- 
nario marcadas con ester de acridina que forman hibridos con 
el RNA recombinante (rRNA) proveniente de la bacteria en 
estudio por accion de un agente litico, calor y sonificacion. El 
rRNA ribosomico es un punto diana genetico util para la iden¬ 
tificacion de los microorganismos, dado que a menudo contie- 
ne secuencias “firma” (signature) y esta presente en las celulas 
y el cultivo en grandes cantidades secundarias al crecimiento 
del microorganismo (amplificacion biologica). La sonda de 
DNA y el rRNA se hibridan segun el apareamiento tradicional 
de bases de Watson y Crick para un complejo DNA:RNA esta- 
ble.^^® Despues de la inactivacion de la sonda no hibridada, se 
realiza un paso de generacion de senales y se produce luz que 
es registrada por un equipo. La luz producida es proporcional a 
la cantidad de sonda presente y se utiliza un umbral predeter- 
minado para establecer la positividad. Las dos boras necesarias 
para la determinacion basada sobre sonda de la especie para la 
cual existen sondas geneticas representa un adelanto importan- 
te respecto de la identificacion mediante metodos convencio- 
nales.^^^’^®^ Los aislamientos negativos por sonda requieren aun 
la identificacion utilizando metodos fenotipicos para los labo¬ 
ratorios que no utilizan secuenciacion de DNA, pero esto repre¬ 
senta una minorfa deflnida de aislamientos, babitualmente 
< 10%. Los sistemas comerciales tienen una duracion amplia- 
da, que tambien extiende la utilidad a una gran cantidad de 
laboratorios. Vease el protocolo 19-17 para una descripcion 
detallada de este procedimiento. 

Una ventaja pronto reconocida fue el uso de estas sondas en 
los cultivos positivos en caldo, que afsla mas rapidamente las 
micobacterias que los medios solidos en la mayorfa de los 
casos. Como el aislamiento de micobacterias en cultivo requie- 
re 2 a 3 semanas, varios estudios indicaron que los ensayos de 
sonda podian realizarse en microorganismos aislados en culti¬ 
vo en caldo, especfficamente en frascos de BACTEC.®^ “^^ La 
tecnica implica la aspiracion de 1 a 1,3 mL de liquido de un 
frasco de hemocultivo despues de alcanzar por lo menos un 
fndice de crecimiento de 1()0 (GI = 999 logra el maximo nivel 
de sensibilidad). Se coloca la alfcuota de caldo de cultivo en un 
tubo de 1,5 mL con tapa de rosea y se lo coloca en una micro- 
centrffuga. Se utiliza la centrifugacion a 9 000 g durante 5 a 7 
minutos para concentrar las bacterias. Despues de descartar el 
sobrenadante, se suspende la pfldora en un reactivo de sonica- 
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cion-lisado y se completa el procedimiento como ya se descri- 
bio en este capitulo. Kiehn y Edwards combinaron el sistema 
BACTEC TB con la sonda de acidos nucleicos dirigida al 
rRNA de M. avium para identificar con rapidez esta especie 
cuando era aislada en hemocultivos de pacientes con SIDA.*^^ 
En un estudio llevado a cabo por Ellner y cols., la combinacion 
del aislamiento en BACTEC y el ensayo con sonda de DNA 
identified el 89% de 176 aislamientos de M. tuberculosis y el 
89% de 110 aislamientos de M. avium.^’^ Lo mas impresionan- 
te fue la reduccion de alrededor de 5 a 7 semanas del tiempo 
transcurrido hasta el resultado final en comparacion con los 
metodos de aislamiento y bioquimicos convencionales. 
.Asimismo, se hizo una identificacion rapida de M. tuberculosis 
con la combinacion BACTEC TB-sonda de DNA en el 83% de 
64 casos y en el 92% de los aislamientos de M. avium y el 86% 
de los aislamientos de M. intracellulare 

En un estudio de 359 aislamientos acido-alcohol resistentes 
positives en frascos BACTEC 12, se identificaron los siguien- 
tes porcentajes de microorganismos en el examen de deteccion 
directo inicial de las pildoras centrifugadas con AccuProbes 
quimioluminescentes no isotopicas especificas de especie 
I Gen-Probe): complejo M. tuberculosis, 87,2%; complejo M. 
avium, 78,6%; M. kansasii, 91,7% y M. gordonae, 85,9%.^^^ 
Los autores llegaron a la conclusion de que el menor porcenta- 
je de deteccion, cuando se compara con los estudios previos, es 
en parte el resultado de la fuerza centrifuga utilizada (3 000 g 
en lugar de 9 000 a 10 000 g). Cuando no se cuenta con centri- 
fugas de alta velocidad, la extension del tiempo de centrifuga- 
cion hasta 30 minutos puede mejorar el rendimiento. En un 
esfuerzo similar por disminuir aun mas el tiempo de deteccion, 
Forbes y cols, aplicaron amplificacion con PCR para detectar 
M. tuberculosis aislado en cultivos en caldo BACTEC 12B.^^ 
Con la PCR, se pudo hacer el ensayo de los frascos BACTEC 
12B cuando el GI alcanzaba 100 o mas. El uso de la PCR en 
este estudio condujo a un tiempo medio hasta la deteccion de 
M. tuberculosis de 9 dias, en comparacion con 14 dias utili- 
zando sondas de acidos nucleicos a partir del crecimiento de 
subcultivos BACTEC 12B en medios solidos. Kaminski y 
Hardy sugieren que la observacion de formacion de cordones 
en tinciones acido-alcohol resistentes realizadas en frascos 
BACTEC 12B positivos se puede utilizar como guia para 
seleccionar inmediatamente el ensayo por sonda de M. tuber¬ 
culosis}^^ 


HIBRIDACION IN SITU 

La hibridacion in situ es una herramienta diagnostica mole¬ 
cular utilizada durante anos en anatomia patologica, pero que 
ha tenido poca repercusion en microbiologia chnica. Esta tec- 
nica utiliza una sonda de oligonucleotidos marcada con una 
molecula detectora. Si la molecula detectora es fluorescema y 
la interpretacion se hace mediante observacion directa utilizan- 
do un microscopio de fluorescencia, se denomina hibridacion 
in situ por fluorescencia (FISH). Sin embargo, si la deteccion 
de la sonda hibridada se logra a traves de una reaccion secun¬ 
daria y el color, mas que la luz producida, la reaccion se deno¬ 
mina hibridacion in situ cromogenica (CISH). Varios investiga- 
dores han utilizado tanto las reacciones FISH como CISH para 
la deteccion de los agentes infecciosos. Mas recientemente, la 
FISH ha sido utilizada para identificar patogenos bacterianos y 
levaduras en hemocultivos positivos. Esta tecnica se ha emple- 
do para identificar M. tuberculosis en cultivos que se vuelven 
positivos y en muestras respiratorias directas que contienen 
bacilos acido-alcohol resistentes. Tambien ha sido utilizada por 


los patologos para identificar micobacterias en tejidos fijados 
con formalina e introducidos en parafma y para confirmar la 
identidad de M. leprae. Lamentablemente, no existen sistemas 
comerciales para micobacterias, pero puede haberlos, ya que 
los hay para S. aureus y C. albicans. 

Metodos de amplificacion de acidos nucleicos 
APLICACIONES COMERCIALES 

En pocas ocasiones, la cantidad de microorganismos de la 
muestra clmica es lo suficientemente grande como para lograr 
la deteccion con una sonda genica quimioluminescente. Sin 
embargo, muchas veces este metodo es muy poco sensible para 
su uso directo en muestras clmicas.^^ Se recomienda un ensayo 
basado sobre la amplificacion de acidos nucleicos si se va a 
intentar la identificacion directa de micobacterias a partir de las 
muestras clmicas. A finales de la decada de 1990 dos ensayos 
de amplificacion de acidos nucleicos comerciales para la detec¬ 
cion de M. tuberculosis recibieron la aprobacion por la FDA 
para su uso en muestras respiratorias. Estas pruebas, tanto el 
ensayo PCR para M. tuberculosis Amplicor (Roche Diagnos¬ 
tics, Indianapolis, IN) como la prueba directa para Mycobac¬ 
terium tuberculosis amplificada (Amplified Mycobacterium 
tuberculosis Direct test, AMTD), que utiliza amplificacion 
mediada por transcripcion, han sido aprobadas para uso con 
muestras con frotis positivos, mientras que solo la ultima se 
aprobo para muestras respiratorias con frotis negatives. Esta es 
la culminacion de diversos estudios del desarrollo y ensayos de 
campo en varios anos, que condujeron a los productos que 
estan estandarizados y disehados para reducir los problemas de 
contaminacion con DNA extraho e inhibicion de las reacciones 
de amplificacion por inhibidores endogenos. Los ensayos de 
amplificacion de acidos nucleicos tienen buen rendimiento en 
las muestras con frotis positivos, pero en forma suboptima en las 
muestras respiratorias con frotis negativos, cuando se compa- 
ran con el cultivo.^^'^^^'^^^ 

Escapa al alcance de este libro revisar todos los trabajos de 
otros investigadores publicados sobre la evolucion de las apli- 
caciones de AMTD y PCR en las pruebas directas para la 
deteccion de micobacterias en las muestras clmicas, pero exis¬ 
ten muchos.^^’^^^’^^^ Se describen varios de los estudios impor- 
tantes para cada una de estas tecnicas aprobadas por la FDA. 

Uno de los primeros ensayos de campo de la prueba Gen- 
Probe AMTD (GenProbe, Inc., San Diego, CA) fue publicado 
por Jonas y cols, en 1993.^^^ En un estudio de 758 sedimentos 
de esputo procesados, 119 (16%) de los cuales fueron positivos 
para M. tuberculosis, el ensayo Gen-Probe tuvo una sensibili- 
dad, una especificidad y un valor predictivo positivo y negati- 
vo del 82%, 99%, 97% y 96%, respect!vamente, que fueron 
comparables con los resultados derivados del cultivo y mejores 
que los del analisis de los frotis. 

Miller y cols, realizaron una evaluacion retrospectiva de tres 
muestras respiratorias separadas de cada uno de 250 pacientes 
utilizando el AMTD, que compare los resultados con los de la 
microscopia, el cultivo y la revision de las historias clmicas de 
los pacientes.De estos pacientes, 198 (de los cuales se reco- 
gieron 594 muestras) fueron negativos paraM. tuberculosis por 
criterios de cultivo y clmicos y 52 fueron positivos (156 mues¬ 
tras). La especificidad global del AMTD fue del 98,5%. De las 
156 muestras obtenidas de los pacientes con tuberculosis, se 
aislaron microorganismos en 142 (91%), la microscopia para 
acido-alcohol resistentes fue positiva para 105 (67,3%) y la 
AMTD fue positiva para 142 (91%). Cuando se evaluaron las 
tres muestras de cada uno de los pacientes, la AMTD indico 
que los 52 pacientes era positivos para tuberculosis. 
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En un estudio de 938 muestras respiratorias, Pfyffer y cols, 
observaron que la prueba AMTD tenia sensibilidad del 93,9%, 
especificidad del 97,6%, valor predictivo positivo del 80,7% y 
valor predictivo negativo del 99,3% despues de la resolucion de 
los resultados discrepantes por revision de la historia clinica.^^^ 
Estos autores llegaron a la conclusion de que es una prueba 
altamente sensible y especiTica para detectar microorganismos 
del complejo M. tuberculosis en algunas boras. Sin embargo, 
los resultados de otro estudio fueron menos alentadores.^"^ De 
617 muestras de las vias respiratorias, 590 tuvieron un cultivo 
y una prueba AMTD negativos. Veintiun cultivos (3,4%) arro- 
jaron M. tuberculosis; de estos, 15 (71,4%) fueron detectados 
por la prueba AMTD y 6 fueron omitidos. M. tuberculosis no 
crecio en cultivo de seis muestras con prueba AMTD positiva 
(28,6%) obtenidas de tres pacientes en tratamiento para tuber¬ 
culosis. Por lo tanto, la sensibilidad, la especificidad y los valo- 
res predictivos negativo y positivo para la prueba AMTD fue¬ 
ron del 71,4%, 99%, 99% y 71,4%, respectivamente. Estos 
autores juzgaron que la prueba era facil de realizar y altamen¬ 
te especifica, pero que carecia de sensibilidad y sugirieron que 
puede ser util la inclusion de un control de amplificacion in¬ 
terna. 

Vuorinen y cols, llevaron a cabo estudios que compararon el 
rendimiento del producto Gen-Probe con la prueba para M. 
tuberculosis Amplicor de Roche (Roche Molecular 
Diagnostics, Indianapolis, IN), antes de la aprobacion por la 
FDA del ultimo ensayo en los Estados Unidos.^^^ Evaluaron 
256 muestras respiratorias obtenidas de 243 pacientes para 
detectar la presencia del complejo M. tuberculosis, tanto con la 
prueba AMTD como con la prueba para M. tuberculosis 
Amplicor de Roche PCR (Amplicor PCR). Cuando se compa¬ 
re con los resultados del cultivo realizado en paralelo, la sensi¬ 
bilidad de la tincion. la prueba AMTD y la prueba Amplicor 
PCR fueron del 80,8%, 84,6% y 84,6%. La especificidad para 
las tres pruebas fue del 99,1%, 98,7% y 99,1%, respectivamen¬ 
te. Las conclusiones de estos autores fueron que ambos meto- 
dos de amplificacion de acidos nucleicos eran rapidos, sensi- 
bles y especificos para la deteccion de M. tuberculosis en las 
secreciones respiratorias. 

Los siguientes son resumenes de algunos otros estudios de la 
prueba para Mycobacterium tuberculosis PCR Amplicor 
Roche. Ichiyama y cols., en un estudio paralelo de 422 mues¬ 
tras de esputo obtenidas de 170 pacientes con infecciones por 
micobacterias, tambien observaron que el sistema AMTD y el 
sistema para Mycobacterium Amplicor tenfan un rendimiento 
igualmente bueno, con una concordancia del 98,7%.^"^^ 
D’Amato y cols, evaluaron la prueba Roche Amplicator en 985 
muestras de 372 pacientes.^® La sensibilidad, la especificidad y 
los valores predictivos positivos y negativos comparados con el 
cultivo y el diagnostico clmico fueron del 66,7%, 99,6%, 
91,7% y 97,7%, respectivamente, comparables con los resulta¬ 
dos del cultivo. Los autores citan la gran ventaja de que se dis¬ 
pone de los resultados de las pruebas a las 6,5 horas despues de 
que la muestra llega al laboratorio. En un estudio de 1 480 
muestras clmicas obtenidas en 1155 pacientes, Wobester y 
cols, hallaron que la sensibilidad, especificidad, valores predic¬ 
tivos positivo y negativo del ensayo Amplicator PCR fueron del 
79%, 99%, 93% y 98%, respectivamente.En muestras con 
frotis positivos, la sensibilidad fue del 98%, frente al 59% para 
las muestras con frotis negativos. La sensibilidad y la especifi¬ 
cidad de las muestras que demostraron un mdice de prolifera- 
cion positivo en el sistema BACTEC 460 fueron del 98% y del 
100%, respectivamente. Delacourt y cols., en un estudio de 68 
ninos con distintos estadios de tuberculosis, observaron que la 


PCR era positiva en el 83,3% de 199 muestras obtenidas de 
ninos con enfermedad activa, pero tambien en el 38,9% de los 
nihos sin smtomas.^* El ultimo grupo puede requerir una reno- 
vacion o una continuacion del tratamiento. 

Existen otros dos ensayos de amplificacion para M. tubercu¬ 
losis para uso fuera de los Estados Uni dos que no han sido 
aprobados por la FDA: el ensayo M. tuberculosis BD ProbeTec 
(BD Diagnostic), que utiliza amplificacion por desplazamiento 
de hebras, y el ensayo Abbott LCx M. tuberculosis (LCR; 
Abbott Laboratories, Chicago, IL), que utiliza la reaccion en 
cadena de la ligasa. El ensayo BD ProbeTec M. tuberculosis, 
que no se comercializa en los Estados Unidos, ha sido utiliza- 
do para estudiar muestras respiratorias directas y cultivos posi¬ 
tivos.Barrett y cols, estudiaron las muestras respiratorias 
directas de 205 pacientes que tenfan alta probabilidad de pre- 
sentar tuberculosis. De los 109 pacientes con tuberculosis pro- 
bada por cultivo, 101 fueron positivos por el ensayo BD 
ProbeTec, lo que dio una sensibilidad del 92,7%.^^ Hubo tres 
reacciones falsas positivas comunicadas en este estudio de 
pacientes con micobacterias no tuberculosas. lo que dio una 
especificidad del 96%. Los estudios que utilizaron el ensayo 
Abbott LCx M. tuberculosis tambien mostraron resultados 
excelentes de sensibilidad y especificidad.®^’^®^’^®^-^^^ Lindbra- 
then y cols.,^®^ en un estudio grande en Noruega, examinaron 
482 muestras de 457 pacientes con el ensayo para M. tubercu¬ 
losis Abbott LCx y hallaron una sensibilidad del 90,2% y una 
especificidad del 99,2%. 

El uso de productos comerciales no impide que los usuarios 
encuentren problemas en la aplicacion y la prueba. Los direc- 
tores y supervisores que deciden poner en practica una de estas 
pruebas para la deteccion directa de micobacterias en muestras 
clmicas deben verificar que se siguen con cuidado las reco- 
mendaciones del fabricante y se aplican con rigidez los estan- 
dares de control de calidad. Estas pruebas todavia no son un 
reemplazo del cultivo. Aun existen casos en los cuales se afsla 
M. tuberculosis del cultivo pero que no se detecta mediante 
metodos moleculares. Ademas, no contamos todavia con un 
perfil molecular completo de todos los determinantes de la 
resistencia, de modo que se deben realizar las pruebas habitua- 
les de sensibilidad. Se deben utilizar en forma simultanea los 
metodos de aislamiento de rutina para cada muestra recibida, 
controlar con cuidado los aspectos clfnicos de cada caso y man- 
tener una comunicacion constante entre los profesionales del 
laboratorio y los medicos de atencion primaria. Si se aplican 
estas provisiones, la capacidad de un diagnostico temprano de 
los nuevos casos de tuberculosis tendra un efecto importante 
sobre el tratamiento y el control de la infeccion, con prevencion 
del contagio interhumano de la enfermedad. 

ENSAYOS DOMESTICOS DE PCR, INCLUIDA LA PCR EN TIEMPO REAL 

Ademas de los ensayos aprobados por la FDA, se han crea- 
do y evaluado muchos ensayos de PCR “domesticos” y, mas 
recientemente, la PCR en tiempo real.^"^^ Si bien estas aplica- 
ciones no han sido aprobadas por la FDA, pueden ser herra- 
mientas diagnosticas importantes en las manos de operadores 
entrenados. La posibilidad de un acortamiento hasta horas, en 
lugar de dfas y semanas, y la deteccion e identificacion direc¬ 
tas de especies de Mycobacterium en distintas muestras clini- 
cas hace atractivos estos ensayos. El costo de la PCR domesti- 
ca suele ser muy inferior al de los productos comerciales com¬ 
parables, pero la validacion apropiada del ensayo reside en el 
usuario de la prueba. Quienes trabajan en diagnostico molecu¬ 
lar tienen un futuro interesante y brillante, y llegara el dfa en 
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que los tediosos y a menudo poco precisos metodos de identi- 
ncacion de especies que se detallaron en este capitulo seran 
recordados como procedimientos historicos. 

Nolle y cols, idearon uno de los primeros ensayos de PCR 
para el diagnostico rapido de la tuberculosis pulmonar; en este 
aniculo describieron informacion de fondo importante que sera 
de inieres para quienes desean aprender mas acerca del desarro- 
Uo y el establecimiento de un ensayo de Algunos de los 

po-ibles problemas que se deben encarar con los ensayos de 
implificacion basados en acidos nucleicos son la inhibicion 
de la amplificacion y la reproducibilidad del ensayo, los cuales 
fueron tratados en un estudio de multilaboratorios realizado 
por Noordhoek y cols.^*^® Estos autores hicieron circular 200 
muestras de esputo, saliva y agua que contenian cantidades 
conocidas de celulas de BCG de M. bovis junto con controles 
negativos para analisis de PCR, entre siete laboratorios que uti- 
lizaron la secuencia de insercion IS6110 como punto diana 
para la amplificacion del DNA. Cada laboratorio utilizo su pro- 
pio protocolo para pretratamiento, extraccion de DNA y detec¬ 
cion del producto de amplificacion. Se observaron altos niveles 
de resultados falsos positivos de la PCR entre los laboratorios 
participantes, que variaron entre el 3% y el 20% (con un extre- 
mo del 77% en un laboratorio). Este rendimiento relativamen- 
le bajo fue el resultado de la falta de monitorizacion de cada 
paso del procedimiento y destaca la necesidad de un control 
cuidadoso de la calidad durante todos los estadios del ensayo. 
Ademas, la inhibicion de la amplificacion y la comunicacion 
erronea de resultados falsos negativos pueden ser un problema 
con la PCR. Por esta razon, el uso de un control de amplifica¬ 
cion interna, o la documentacion y la monitorizacion de la tasa 
de falsos negativos de un ensayo, son necesarios para la acre- 
ditacion del laboratorio por el College of American Patholo¬ 
gists para los laboratorios que utilizan estas pruebas. 

La amplificacion de acidos nucleicos en tiempo real es un 
metodo mas rapido para realizar la PCR u otros metodos de 
amplificacion, donde amplificacion y deteccion ocurren en el 
mismo recipiente de reaccion. Este esta cerrado, lo que dismi- 
nuye en forma significativa la posibilidad de contaminacion 
por amplicones del laboratorio. Se han disehado varios ensayos 
para la deteccion rapida de M. tuberculosis, disponibles en una 
gran variedad de formatos. 

Se describieron varios ensayos que utilizan el sistema 
LightCycler (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Algunos 
son especificos de M. tuberculosis que usa un conjunto unico 
de sondas para transferencia de energia por resonancia de fluo- 
rescencia (FRET).^®^-^^^ Miller y cols, examinaron 135 mues¬ 
tras con tincion acido-alcohol resistente positiva, de las cuales 
105 dieron M. tuberculosis. Tanto el ensayo LightCycler como 
la prueba de PCR para M. tuberculosis Amplicor con la cual se 
compare detectaron 103 de 105, lo que dio una sensibilidad del 
98,1% para cada uno de ellos. Estos autores tambien estudia- 
ron 232 frascos de cultivo BacT/Alert MP de muestras respira- 
torias, 114 de los cuales fueron positivos para M. tuberculosis. 
Todos los cultivos positivos fueron detectados mediante el 
ensayo LightCycler.^^® 

Shrestha y cols, abordaron otro enfoque e idearon una PCR 
de amplio espectro para detectar todas las micobacterias, pero 
que no diferenciaba M. tuberculosis de las micobacterias no 
tuberculosas sobre la base de un analisis de la curva de fusion 
posamplificacion.^^^ Una vez completada la amplificacion, se 
pueden generar curvas de fusion con algunos tipos de ensayos 
de amplificacion en tiempo real. Los ensayos que utilizan 
sonda FRET producen curvas de fusion muy distintas que dis- 
tinguen incluso la diferencia en un solo nucleotido en los sitios 


de hibridacion de la sonda. Shrestha y cols, utilizaron esta carac- 
teristica para diferenciar M. tuberculosis de no tuberculosis uti- 
lizando tanto 186 aislamientos cultivados como 50 muestras cli- 
nicas que fueron positivas para M. tuberculosis. Tanto el ensayo 
LightCycler como la prueba de PCR para M. tuberculosis 
Amplicor con la cual se comparo detectaron 48 de 50 muestras. 

Los resultados de los ensayos de PCR en tiempo real son 
innatamente cuantitativos, y cuando se los utiliza con estanda- 
res se puede determinar la cantidad defmitiva de un microorga- 
nismo presente. Kramme y cols, describen un ensayo de PCR 
en tiempo real, donde no solo se detecta la presencia del micro- 
organismo, sino que se puede determinar su cantidad.*®^ 
Asimismo, Rondini y cols, crearon un ensayo basado en la 
prueba Taqman para la deteccion de otro patogeno micobacte- 
riano cutaneo importante: M. ulcerans.^"^^ 

Analisis posamplificacion 
HIBRIDACION INVERSA 

La hibridacion inversa es similar en muchas formas al 
Southern blot tradicional, en que la reaccion de hibridacion por 
sondas de amplicones ocurre sobre un sustrato de nitrocelulosa 
o similar. En esta tecnica, las multiples sondas se inmovilizan 
en una lira de nitrocelulosa y se aplica el amplicon a la lira, que 
es la inversa de un Southern blot. Se forman Imeas o puntos en 
el sitio de hibridacion de la sonda de amplicones. Cuando se 
compara este patron con una clave, es posible interpretar los 
resultados de la reaccion (fig. 19-3). La ventaja sobre el 
Southern blot tradicional es que se prueban simultaneamente 
muchas sondas y no se utilizan radioisotopos. 

La hibridacion inversa se comercializa como ensayos de 
sondas en Imea (LiPA) (Innogenetics, Gent, Belgica y Bayer 
Diagnostics, Tarrytown) o liras de transferencia inversa de pun¬ 
tos {reverse dot blot strips) (Roche). Ademas de los ensayos 
para genotipificacion de HCV, genotipificacion de HIV para 
mutaciones asociadas con resistencia a los antirretrovirales, 
subtipificacion de papilomavirus humano (HPV) y deteccion 
de hongos patogenos, existe un ensayo para la identificacion 
rapida de micobacterias, La primera version examinada del 
ensayo de hibridacion inversa fue el LiPA Mycobacteria 
(Innogenetics). Este ensayo utilizaba una PCR de amplio 
espectro dirigida contra la region espaciadora de 16S a 23S y 
sondas para el complejo M. tuberculosis, el complejo MAI 
y las siguientes especies de micobacterias: M. avium, M. intra- 
cellulare, M. kansasii, grupo de M. chelonae, M. gordonae, M. 
xenopi y M. scrofulaceum.^^^ Miller y cols, estudiaron 60 cepas 
clfnicas de micobacterias aisladas en 59 pacientes utilizando 
este producto y no observaron ninguna discrepancia con la 
identificacion de laboratorio de rutina con la mayorfa de las 
cepas, aunque algunas especies no fueron identificadas.^^® De 
los aislamientos evaluados, 26 fueron del complejo M. tuber^ 
culosis, 9 de M. avium, 3 del complejo MAI, 3 de M. kansasii, 
4 de M. gordonae y 5 del grupo M. chelonae. Las muestras de 
tres pacientes tuvieron reacciones positivas para el complejo 
MAI y luego se determine que ten fan M. intracell ulare 
mediante analisis de PCR-RFLP. Otras siete especies de mico¬ 
bacterias fueron identificadas solo en su categoria de genero 
(especies de Mycobacterium)', seis de estas fueron M.fortuitum 
y una fue M. szulgai. Otros distintos grupos han examinado 
este producto con resultados similares y durante estos estudios 
detectaron problemas menores que condujeron al desarrollo de 
una version nueva y mejorada.^^’^^^ ^^^ Tambien se ha utilizado 
la PCR seguida de hibridacion inversa en muestras clfnicas 
directas, con resultados excelentes de las muestras con frotis 
positivos. La version mas nueva, la INNO-LiPA 
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Figura 19-3 Se muestra el ensayo de hibridacion inversa INNO-LiPA 
MYCOBACTERIA V2 (Innogenetics, Gent, Belgica). Esta tira contiene una 
Ifnea de control conjugada y sondas de hibridacion para detectar el genero 
Mycobacterium y la informacion de la identificacion de 16 especies diferentes. 
(La fotograffa proviene del prospecto del envase de la compania). 


Mycobacteria v2, ha ampliado la cantidad de especies de mico¬ 
bacterias hasta 16. Tortoli y cols, evaluaron 197 micobacterias 
pertenecientes a 81 taxones con este producto y observaron una 
especificidad y una sensibilidad del 100% para 20 de 23 son¬ 
das. Las sondas especificas para el complejo M. fortiiitiim, para 
el grupo MAI-escrofulaceo y para M. intracellulare tipo 2 mos- 
traron reactividad cruzada con varias micobacterias que pocas 
veces se aislan en las muestras clmicas. La sensibilidad global 
fue del 100% y la especificidad global fue del 94,4%.^^® 

Tambien se ha mostrado que los ensayos de hibridacion 
inversa son utiles para la deteccion de los determinantes gene- 
ticos de resistencia a la rifampicina.'^’'*®’®'‘^^ ^’^’^^^ Como sucede 
con la identificacion de especie, se ha logrado la deteccion de 
los determinantes geneticos de resistencia directamente de la 
muestra clmica.‘^^ A diferencia de la secuenciacion de DNA 
descrita mas adelante, la LiPA es tecnicamente mucho mas 
facil de realizar que la secuenciacion de DNA, con un analisis 
posanalitico mas simple. 

SECUENCIACION DEL DNA 

La secuenciacion del DNA para el analisis de un produc¬ 
to amplificado es ahora un metodo frecuente de analisis 


posamplificacion. Si bien es util, es un tecnica mas compli- 
cada que la hibridacion simple con sonda y a menudo 
requiere que el usuario tenga experiencia con la alineacion 
de secuencias y el software de edicion, y las bases de datos 
geneticos. El analisis de estas regiones variables interpues- 
tas entre regiones conservadas que sirven como sitios de 
hibridacion de cebadores de amplio rango se convierte en 
una herramienta poderosa para la identificacion de los 
microorgan ism os 30,101.108,114,194,208,275,309.363,382,400 

La secuenciacion tradicional del DNA, tambien conocida 
como secuenciacion de Sanger, se utilizaba en otra epoca solo 
en laboratorios de investigacion, pero tambien se ha vuelto fre¬ 
cuente en muchos laboratorios de patologia y microbiologia 
molecular (vease la seccion “Secuenciacion del DNA” en el 
cap. 4). Estos metodos se han empleado con exito para la iden¬ 
tificacion de bacterias, micobacterias, nocardias y bongos. Los 
genes que codifican las subunidades ribosomicas de estos 
microorganismos son los puntos diana geneticos mas utilizados 
de identificacion basada sobre secuencias. 

Esta tecnica esta revolucionando la identificacion de labora- 
torio de los microorganismos de crecimiento lento, como mico¬ 
bacterias y nocardias.^® 122.167,223.254,260 regiones mas 

utiles del complejo genetico I6S para la identificacion de 
micobacterias involucra la region A hipervariable. Esto se ha 
usado para lograr una identificacion rapida y precisa basada 
sobre secuencias de las micobacterias de mayor importancia 
clmica.^^ Tambien se utilizo para ayudar a identificar y dife- 
renciar los aislamientos mas dificiles de caracterizar.^^* Esta 
region ha sido utilizada con exito para la identificacion de las 
micobacterias de mayor relevancia clinica mediante una tecni¬ 
ca mas nueva; la pirosecuenciacion o la secuenciacion por sm- 
tesis (vease cap. 4).^^^ 

MicroSeq (Applied Biosystems, Inc. [ABI], Foster City, CA) 
es un sistema comercial para la identificacion de microorganis¬ 
mos por secuenciacion de DNA. Despues del cultivo, se reali- 
za una PCR utilizando los cebadores provistos. Se determina la 
secuencia a traves del sistema de secuenciacion capilar ABI y 
se remite el producto como interrogante a una base de datos 
geneticos que es mantenida y actualizada por el fabricante. 
Hall y cols.'^^ examinaron esta base de datos utilizando 59 
cepas de la American Type Culture Collection (ATCC) y 328 
aislamientos clmicos. La identificacion basada en las secuen¬ 
cias permitio que con < 1% de la denominada puntuacion de 
distancia se reconociera el 98,3% (58 de 59) de las cepas 
ATCC, el grupo o complejo correcto y el 90,1% (219 de 243) 
de las cepas clmicas. De las cepas restantes que tuvieron pun- 
tuaciones de distancia > 1%, el 41,1% (35 de 85) se identifica- 
ron correctamente en el nivel de especie, el complejo o el 
grupo, mientras que el 15,3% (13 de 85) se identificaron en la 
categoria de especie. Lo mas importante es sehalar que el tiem- 
po de respuesta informado para la identificacion de micobacte¬ 
rias es de menos de 24 horas, lo que implica una diferencia 
enorme con respecto al tiempo de identificacion requerido por 
los metodos fenotipicos tradicionales. 

Los genes rpoB, hsp y tuf tambien fueron utilizados con 
exito como puntos diana geneticos para la identificacion sobre 
la base de secuencias de distintas bacterias.®’ 

El gen rpoB, que codifica una RNA polimerasa DNA-depen- 
diente, ha sido utilizado por varios grupos para la identificacion 
de micobacterias.’^^La secuenciacion de este punto 
diana genico tiene aceptacion porque no solo proporciona 
informacion para la identificacion. sino que tambien brinda 
informacion relativa a la sensibilidad de la cepa aislada a la 
rifampicina.^^^ 
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ANALISIS DE MICROMATRICES 

Las micromatrices, dispositivos llamados comiinmente chips 
^neticos, han sido utilizadas extensamente para la investiga¬ 
tion. Tambien se las utilizo para la identificacion de micobac- 
':enas y la deteccion de los determinates genticos de resis- 
:encia. Troesch y cols, describen el uso de un microensayo que 
evamino dos regiones geneticas: la 16S rDNA y el gen rpoB?^^ 
Estos autores examinaron 70 micobacterias que representaban 
2' especies diferentes y 15 aislamientos resistentes a la rifam- 
picina de M. tuberculosis con este microensayo y pudieron 
identificar 26 de 27 especies y todas los mutantes resistentes. 
Las micromatrices se muestran muy promisorias, pero son cos- 
losas. y actualmente siguen siendo una herramienta de investi- 
gacidn. No se ha determinado aun el papel preciso que desem- 
penaran en el laboratorio comun de micobacteriologia. 

Tlpificacion de cepas y huellas moleculares de DNA 

El advenimiento de las tecnicas moleculares permite el ana- 
bsis especifico de cepa de los aislamientos de M. tuberculosis 
a los fines de los estudios epidemiologicos. Se identified espe- 
ciTicamente la secuencia de insercidn, IS6770, como el punto 
diana de una sonda de DNA que se iba a utilizar en el antisis 
de huellas moleculares (fingerprinting) Todas las cepas de 
M. tuberculosis conservan un gran numero de copias de 
IS6I10. La tecnica especifica de huellas moleculares descrita 
requiere la digestidn del DNA gendmico con la endonucleasa 
de restriccidn BamHl, seguida de la separacidn de los frag- 
mentos mediante electroforesis en gel de agarosa, que transfie- 
re los fragmentos de DNA a una membrana de nailon y la hibri- 
dacidn de la membrana con segmentos de DNA clonados que 
representan dos porciones diferentes de IS6II0, 

Varios investigadores han utilizado la secuencia de insercidn 
IS61I0 como punto diana para llevar a cabo estudios epide- 
mioldgicos. Yang y cols, compararon los patrones de huellas 
moleculares de 68 aislamientos de micobacterias obtenidos 
de pacientes HIV seropositivos con tuberculosis en la regidn de 
Dar es Salaam de Tanzania, con 66 cepas aisladas en pacientes 
HIV negativos que vivian en la misma regidn.'*®^ Observaron 
101 patrones de huellas moleculares entre este grupo de 
pacientes, con un nivel de diversidad igual entre los dos. De 
estos aislamientos, el 8,8% mostrd resistencia al menos a un 
farmaco, nuevamente, sin ninguna tendencia a incluirse dentro 
de ninguno de los grupos. En un estudio de los patrones de hue¬ 
llas moleculares IS6770 de M. tuberculosis aislado en 64 
pacientes que vivian en la Polinesia Francesa, se identificaron 
11 grupos separados.^"^^ Se identified un grupo de cepas con 
patrones identicos entre grupos familiares, lo que indied que la 
transmisidn activa desempeha un papel tan importante como 
la enfermedad por reactivacidn en esa regidn geografica. 
Asimismo, en un estudio ulterior, se observe un alto grade de 
probabilidad en los patrones de huellas moleculares IS6I10 
entre individuos con parentesco cercano."^®^ Uno de los grupos 
prevalentes defmidos por IS6770 en Groenlandia representd el 
91% de 245 cases de tuberculosis detectados en Dinamarca 
durante el mismo periodo. La pesquisa epidemioldgica de estos 
cases condujo a un grupo de inmigrantes de Groenlandia que 
vivian en una regidn pequeha y defmida de Dinamarca. 

Van Soolingen y cols, detectaron 43 patrones diferentes de 
huellas moleculares IS6770 de 153 cepas de M. bovis origina- 
das en ganado vacuno y seres humanos en Holanda y la Ar¬ 
gentina, en varios animales de los zooldgicos holandeses y en 
un parque de vida salvaje en Arabia S audita, y de foe as y gatos 
enfermos en la Argentina.^^^ Las cepas que presentaban una 


banda linica fueron caracteristicas de las cepas aisladas en el 
ganado vacuno. De los 20 aislamientos en seres humanos en la 
Argentina, 18 mostraron una banda unica, similar a la observa- 
da en las cepas de ganado vacuno, lo que sugiere con firmeza 
una transmisidn bovina-humana. Los patrones de huellas mole¬ 
culares de los aislamientos de M. bovis humanos en Holanda 
fueron difusos, salvo por patrones similares en cinco pacientes, 
todos vivian en Amsterdam y tres de ellos proveman de la 
misma familia. Cave y cols, observaron que los patrones de 
polimorfismo de longitud de los fragmentos IS6770 entre seis 
aislamientos de M. bovis de 1 paciente y 42 aislamientos repe- 
lidos de M. tuberculosis de 18 pacientes se mantuvieron esta- 
bles por un periodo de 8 meses a 4,5 ahos y no fueron alterados 
por los cambios en los perfiles de resistencia a los farmacos.^® 
Estos estudios muestran la utilidad de los analisis de endonu- 
cleasas de restriccidn en los estudios epidemiologicos de la tu¬ 
berculosis humana y animal. 

Gran cantidad de investigadores han utilizado otros distintos 
elementos repetitivos de DNA como marcadores para la tipifi- 
cacidn de cepas de M. tuberculosis y otras especies de Myco¬ 
bacterium. El espacio permite cubrir solo algunas de estas apli- 
caciones de la pletora de manuscritos publicados en los ultimos 
diez ahos. Hermans y cols, descubrieron una insercidn de DNA 
micobacteriano especifico del complejo que hibridaba especi- 
ficamente con DNA de cepas del complejo M. tuberculosis. 

Se amplified un fragmento de 158 pares de bases no repetitivo 
de esta secuencia con PCR y se utilizd para la deteccidn selec- 
tiva de micobacterias del complejo de M. tuberculosis directa- 
mente en liquido pleural, lavados bronquiales y biopsias, hasta 
un hmite inferior de sensibilidad de 20 celulas bacterianas 
(aproximadamente 10"^ celulas en una muestra de esputo). Wild 
y cols, utilizaron el oligonucledtido GTG5 como marcador 
para la identificacidn de cepas de M. tuberculosis, que hallaron 
litil en casos en los cuales ciertas cepas tienen poco o ningun 
elemento de insercidn como 186770.^^^ Friedman y cols, utili¬ 
zaron amplificacidn con PCR de segmentos de DNA localiza- 
dos entre dos copias de elementos repetitivos \S61I0 y la 
secuencia repetitiva rica en GC polimorfo (PGRS).^^ Se utilizd 
un segmento de 439 pares de bases amplificado por PCR del 
gen de la protema del choque termico (HSP) de 65 kDa para 
desarrollar patrones de polimorfismo de longitud de fragmen¬ 
tos de restriccidn de varias especies de Mycobacterium de cre- 
cimiento rapido, que incluyeron M. fortuitum, M. chelonae. M. 
smegmatis y M. mucogenicum.^^^ El elemento de secuencia de 
insercidn repetitiva IS7245 fue utilizado en un estudio de aisla¬ 
mientos humanos y animales de M. avium. En otro estudio, 
se utilizaron las secuencias de insercidn repetitivas IS7377 y 
\T>900 como sondas de DNA en la evaluacidn del polimorfis¬ 
mo de longitud de fragmentos de restriccidn de 75 cepas clini- 
cas de M. avium. Se han utilizado dos marcadores, uno de los 
cuales codifica una protema de 40 kDa (p40) y la secuencia de 
insercidn IS907-IS902 como marcadores moleculares en la 
tipificacidn de 184 cepas de campo del complejo M. avium.^ 

Para tipificar 16 cepas de M. haemophilum se utilizd elec¬ 
troforesis de campo pulsado de los fragmentos de restriccidn 
generados por la digestidn del DNA cromosdmico y 12 de esas 
cepas mostraron patrones similares, incluidas 6 del mismo hos¬ 
pital.Esta tecnica tambien se utilizd para identificar a varios 
pacientes que estaban infectados por mas de una cepa del com¬ 
plejo MAI.^^° En el estudio de varios cebadores se utilizd DNA 
polimorfo amplificado aleatorio (random amplified polimorp- 
hic DNA, RAPD; tambien denominado PCR de cebador arbi- 
trario) para determinar cuales logran una mayor discriminacidn 
en la obtencidn de huellas moleculares reproducibles para la 
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tipificacion de las cepas de M. tuberculosis}^^ Esta tecnica 
tambien ha sido utilizada para tipificar 15 cepas de M. tuber¬ 
culosis, con una region amplificada por PCR que separa los 
genes que codifican rRNA 16S y 23S que sirven como marca- 
dor.^ Segiin estos autores, la tipificacion molecular por RAPD 
es mas rapida y menos exigente desde el punto de vista tecni- 
co que la mayoria de los otros metodos de tipificacion mole¬ 
cular. Ademas, se necesitan cantidades menores de DNA puri- 
ficado que para otros metodos, lo que permite un analisis mas 
temprano de los aislamientos primarios jovenes de M. tuber¬ 
culosis. 

Kirschner y cols, han creado colecciones de perfiles de frag- 
mentos de restriccion de subunidades de rRNA 16S extraidas 
de varias especies de Mycobacterium caracterizadas antes 
mediante pruebas bioquimicas o sondas de acidos nucleicos.^"^^ 
Se puede comparar facilmente el perfil especiTico de endonu- 
cleasas de restriccion de una especie desconocida de 
Mycobacterium con el perfil de la coleccion, lo que proporcio- 
na un medio rapido de identificacion precisa sin cultivo. 
Asimismo, Avaniss-Aghajani y cols, desarrollaron un metodo 
para identificar aislamientos de micobacterias directamente en 
agua y muestras clmicas.’^ La PCR fue utilizada primero para 
amplificar una porcion del rRNA de subunidad pequena (SSU) 
de 13 especies diferentes de micobacterias, utilizando un ceba- 
dor 5’ PCR que llevaba una marca fluorescente para permitir la 
deteccion del producto amplificado. El producto de la PCR fue 
digerido con endonucleasas de restriccion y se determinaron 
los tamanos de los fragmentos de restriccion marcados median¬ 
te un secuenciador de DNA automatico. Se ha desarrollado una 
coleccion de longitudes de los fragmentos de restriccion 5’ pro- 
ducida mediante cinco endonucleasas de restriccion que puede 
categorizar 20 especies de Mycobacterium. Cada especie de My¬ 
cobacterium tiene una longitud singular del fragmento de res¬ 
triccion 5’ para cada endonucleasa especifica, cuyas seleccio- 
nes se pueden utilizar para hacer identificaciones de especies 
desconocidas. Las ventajas de estas tecnicas sobre los metodos 
de PCR rapidos son el menor costo y la capacidad para carac- 
terizar varias especies de Mycobacterium y detectar mas de una 
especie en la misma muestra. 

Tambien se han empleado metodos de tipificacion en la 
deteccion de cepas de M. tuberculosis resistentes a los farma- 
cos. En estudios separados, Whelen y cols.^^^ y Felmlee y 
cols.^' utilizaron metodos especificos para detectar las muta- 
ciones de la subunidad beta de la RNA polimerasa de M. tuber¬ 
culosis {rpoB) que se asocian con mayor frecuencia con la 
resistencia a la rifampicina. Plikaytis y cols., en el estudio de 
un brote de tuberculosis resistente a multiples farmacos en la 
ciudad de Nueva York, utilizaron un ensayo de PCR multiple 
dirigida a una repeticion directa de 18(5/70 con una secuencia 
interpuesta de 556 pares de bases (NTF-1), para identificar a 
los pacientes que estaban infectados con lo que ellos designa- 
ron como cepas “W” de M. tuberculosis multirresistentes.^^ Su 
ensayo identified en forma correcta la totalidad de los 48 aisla¬ 
mientos de la cepa W de M. tuberculosis, entre un total de 193 
cepas estudiadas. Estos estudios son indicativos del grado de 
sofisticacion alcanzado por las tecnicas moleculares y de las 
aplicaciones practicas para las cuales se han utilizado. 


Pruebas de sensibilidad 

Desde el surgimiento de cepas multirresistentes, la necesi- 
dad de pruebas de sensibilidad a los antibioticos rapidas y pre- 
cisas para M. tuberculosis se ha convertido en un requisito. Un 


estudio nacional realizado por los CDC a comienzos de la 
decada de 1990 mostro que el 14,9% de los aislamientos en 
pacientes con tuberculosis eran resistentes al menos a uno de 
los agentes antituberculosos y el 3,3% eran resistentes tanto a 
INH como a rifampicina.^^’^^ En un punto en la ciudad de 
Nueva York, se aislaron cepas resistentes al menos a un farma- 
co, incluida la resistencia emergente a las fluoroquinolonas en 
el 33% de los casos, y la incidencia de resistencia a INH y 
rifampicina en el 19%.^"^ Ademas de la resistencia asociada 
con el mal uso de tratamientos antibioticos, la resistencia de 
las micobacterias a los farmacos puede ocurrir como un pro- 
ceso de evolucion aleatoria, independiente de la exposicion a 
los agentes. 

En un cultivo de bacilos tuberculosos, la frecuencia de los 
mutantes resistentes a los farmacos se ha calculado en alrede- 
dor de 1:10'’ bacterias para INH y en 1:10^ para estreptomicina. 
Si se administran juntos dos farmacos (INH y estreptomicina), 
la incidencia de resistencia es de la cual es la suma 

(1:10^ -I- 1:10^) de las dos tomadas por separado. El conoci- 
miento de la incidencia de mutantes se torna importante porque 
se ha determinado que los pacientes que tienen una cavidad 
pulmonar abierta pueden tener una poblacion total de bacilos 
de 10^ a 10*^ bacterias. Por lo tanto, si estos pacientes son trata- 
dos con un unico antituberculoso, sus cultivos pueden mostrar 
pronto la aparicion del fenotipo resistente a ese agente, y el tra- 
tamiento fracasa. En consecuencia, los pacientes con tubercu¬ 
losis siempre deben ser tratados con dos o, de preferencia, tres 
farmacos. Por consiguiente, si los pacientes no reciben mas de 
un farmaco, esto puede conducir al rapido surgimiento de un 
bacilo tuberculoso resistente a agentes especificos (fig. 19-4). 
Despues de seguir a un grupo de pacientes infectados simulta- 
neamente por M. tuberculosis y el virus del SIDA, Nolan 
observo que el incumplimiento del tratamiento antituberculoso 
era la razon primaria para el fracaso terapeutico.^'^^ La falta de 
cumplimiento del tratamiento instituido tambien puede contri- 
buir a la aparicion de resistencia a los farmacos. 

Un segundo principio de las pruebas de sensibilidad a los 
agentes contra las micobacterias, que es muy relevante para las 
de M. tuberculosis, se basa sobre la correlacion in vitro entre la 
respuesta clinica a un antimicobacteriano y el resultado de las 
pruebas de sensibilidad in vitro. Si mas del 1% de los bacilos 
tuberculosos presentes son resistentes a un farmaco in vitro, el 
tratamiento con ese farmaco no es clinicamente util. Por lo 
tanto, la mayoria de los metodos para las pruebas de sensibili¬ 
dad a los farmacos de las micobacterias deben ser capaces de 
determinar la proporcion de bacilos sensibles y resistentes a un 
agente dado. Cuando se utilizan los metodos de dilucion en 
agar, el inoculo debe ser adaptado de modo que la cantidad de 
mutantes espontaneamente resistentes no conduzca al error de in¬ 
terpretar el cultivo como resistente. Del mismo modo, debe 
existir una cantidad suficiente de colonias en la placa para 
poder determinar la incidencia de resistencia a los farmacos en 
el intervalo del 1%. Esto se logra mejor cuando se presentan 
100 a 300 UFC en cada cuadrante de una placa de Petri de cua- 
tro cuadrantes. Para determinar la incidencia de resistencia, 
suele ser necesario inocular dos conjuntos de placas de pruebas 
de sensibilidad, el segundo conjunto con una dilucion de 100 
veces del inoculo utilizado para el primer conjunto. Este pro- 
cedimiento se conoce como metodo de prueba de sensibilidad 
proporcional. 

La prueba se realiza en placas de Petri de plastico divididas 
en cuatro cuadrantes. Se colocan cinco mililitros de medio de 
agar en cada cuadrante: el primero, sin ningun antimicobacte¬ 
riano, se utiliza como control del crecimiento; los otros tres. 
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contienen concentraciones variadas del farmaco por evaluar. 
Aunque en el pasado los farmacos se incorporaban en medios 
e^pesados con base de huevo, el uso de agar 7H10 como base 
es el medio actual y recomendado, si se va a realizar este tipo 
de prueba.^^^ Los farmacos se agregan despues de enfriar el 
agar a 45 °C, lo que disminuye cualquier perdida de actividad 
que pueda ocurrir durante el espesamiento. Puede haber una 
perdida adicional de actividad del farmaco en los medios con 
base de huevo como resultado de algunos agentes que se unen 
a la albumina y a otras protemas. 

Debido a la necesidad de un tiempo de produccion mas rapi- 
do de los resultados y a superar ciertos problemas inherentes a 
las pruebas de sensibilidad a los antituberculosos por dilucion 
en agar in vitro, en la actualidad se recomienda una prueba 
basada sobre un cultivo en caldo porque los resultados son mas 
exactos y precisos y se obtienen antes que con las pruebas rea- 
lizadas en medios solidosJ"^^ Heifets cita tres desventajas del 
uso de los medios de agar:’^^ 

1. La actividad de algunos antituberculosos esta comprome- 
tida por la union al agar o a los componentes proteicos en 
el medio. 

2. Los resultados finales cuando se utiliza agar requieren 
tiempos de incubacion prolongados, lo que puede reducir 
la potencia de ciertos antibioticos. 

3. Por razones desconocidas, algunas especies de Mycobac¬ 
terium pierden su potencia cuando se evaluan en agar, al 
contrario de lo que sucede cuando crecen en caldo. Para 
establecer en caldo que M. tuberculosis era “sensible”, el 
parametro de inhibicion del 99% debia ser equivalente a 
la falta de aumento del indice de crecimiento en el caldo 
de prueba durante al menos 4 a 5 dias luego de la inocu- 
lacion de una dilucion 1:100 del inoculo en comparacion 
con un control en caldo no inoculado. 

En el pasado, la mayoria de las pruebas de sensibilidad a los 
antibioticos en caldo para micobacterias utilizaban el sistema 
radiometrico BACTEC, que incluye el instrumento BACTEC 
460 ajustado a una “capucha” para TB (TB hood) y frascos 
BACTEC 12B. La base de esta prueba en caldo es la deteccion 
radiometrica del ’"^C liberado del medio liquido 7H12 que con- 
tiene acido 1-[^'^C] palmitico por las bacterias metabolizado- 
ras.^^^ El instrumento BACTEC 460 ha sido adaptado en 
muchos laboratories para realizar pruebas de sensibilidad. El 
principio de operacion del instrumento implica la aspiracion 
del gas del espacio del cabezal por encima del medio de un 
frasco ampolla inoculado y la deteccion cuantitativa de la can- 
tidad de radiactividad del aspirado que, a su vez, refleja el 
grade de crecimiento en el frasco ampolla. Se comparan los 
recuentos de radiactividad del gas del cabezal con un nivel 
basal predeterminado y se puede establecer un crecimiento ini- 
cial. (Vease protocolo 19-18 para los detalles en la ejecucion 
de esta prueba). 

Varies estudios publicados confirman que el nivel de con- 
cordancia entre los metodos estandar y radiometrico de las 
pruebas de sensibilidad excede el 90%, al menos para los 
microorganismos sensibles.’^^’^*^ Los primeros problemas en la 
exactitud de la deteccion radiometrica de cepas resistentes se 
resolvieron adaptando la concentracion del antibiotico incluido 
en los frascos de cultivo.Por ejemplo, al aumentar la con¬ 
centracion de estreptomicina de 4 a 6 g/mL mejoro la correla- 
cion con 10 g/mL en el metodo 7H10; un ajuste del etambutol 
hasta 2,5 g/mL se correlaciona con 5 g/mL para las cepas resis¬ 
tentes evaluadas por el metodo convencional.^^^’^^^ En relacion 



Resistente a INH 


Resistente a SM 



Figura 19-4 Surgimiento de resistencia a los antibioticos de las micobacte¬ 
rias con el tratamiento con uno o dos farmacos. (A) El paciente es tratado solo 
con isoniazida (INH). Aunque la pequena cantidad de mutantes resistentes a la 
estreptomicina (SM) son inhibidos por la INH, los mutantes resistentes a la 
INH son refractarios y, con el tiempo, constituyen la mayoria de la poblacion. 
Esto representa un fracaso del farmaco. (B) El paciente es tratado tanto con 
estreptomicina como con INH. Los mutantes resistentes a la estreptomicina 
son inhibidos por la INH y los mutantes resistentes a la INH son inhibidos por 
la estreptomicina. Por lo tanto, ninguna de estas cepas mutantes puede crecer 
de forma exagerada y el tratamiento farmacologico es exitoso. (Extraido de 
Crofton J. Some principles in the chemotherapy of bacterial infections. BMJ 
1969;2:209-212). 


con INH en la deteccion de resistencia, Hawkins y cols, deter- 
minaron que la mayoria de las discrepancias eran causadas por 
cepas resistentes a INH a 0,2 g/mL pero no a 0,1 g/mL; por lo 
tanto, la reduccion de la concentracion del farmaco en el fras¬ 
co ampolla con INH hasta 0,1 g/mL redujo el problema.^^® 

El BACTEC MGIT 960 (BD Diagnostic) y el ESP II System 
(Trek Diagnostics) son metodos no isotopicos en caldo para 
realizar pruebas de sensibilidad en micobacterias. Estos meto¬ 
dos, asi como el BACTEC 460, son los unicos aprobados por 
la FDA para este proposito, pero se estan desarrollando otros 
metodos. 

En la actualidad, los farmacos utilizados en el tratamiento de 
las infecciones por micobacterias son los utilizados primaria- 
mente para la tuberculosis clasica, aquellos para las micobac¬ 
terias no tuberculosas y los utilizados para el tratamiento de la 
lepra."*®^ Los f^macos de primera Imea para el tratamiento de 
la tuberculosis son isoniazida, rifampicina, etambutol, estrep¬ 
tomicina y pirazinamida. Los agentes de segunda Imea son 
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acido p-aminosalicilico, cicloserina, etionamida, kanamicina, 
amikacina, viomicina y capreomicina.^^^^* Los agentes de pri- 
mera linea, excepto el etambutol, se consideran bactericidas; el 
resto incluido en la lista secundaria solo debe utilizarse cuando 
se desarrolla resistencia a los agentes primarios. En el cuadro 
19-10 se enumeran las concentraciones sugeridas de los farma- 
cos seleccionados utilizados para las pruebas de sensibilidad de 
las micobacterias del documento aprobado del Clinical 
Laboratory Standards Institute (antes, Comite Nacional para 
los Estandares de Laboratorios Clmicos, National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, o NCCLS) sobre pruebas de 
sensibilidad de las micobacterias. 

Aun si existe resistencia primaria a un farmaco, como INH, 
el tratamiento con la terapia recomendada de tres agentes pro- 
porciona una cobertura suficiente. Las pruebas de sensibilidad 
deben realizarse en todos los aislamientos iniciales de M. 
tuberculosis y en los aislamientos de pacientes que siguen 
teniendo cultivos positivos despues de 3 meses o que muestran 
pruebas clmicas de fracaso terapeutico.^^^ La probabilidad de 
resistencia inducida en los ultimos grupos de pacientes es alta. 
Si no se siguen las recomendaciones y no se efectiian las prue¬ 
bas de sensibilidad en los aislamientos obtenidos de pacientes 
que previamente no fueron vistos por un laboratorio, se debe 
guardar como minimo un cultivo durante 6 meses a un ano en 
el caso de que el paciente no responda al tratamiento. 

Las cepas de control que se utilizan en los estudios de sensi¬ 
bilidad se deben probar con cada grupo de aislamientos eva- 
luados. Los controles deben incluir una cepa sensible, una cepa 
de sensibilidad intermedia (p. ej., M. kansasii resistente a 0,2 
g/mL de INH, pero sensible a 1 g/mL de INH) y una cepa resis¬ 
tente. No existe ningun metodo estandar para evaluar los agen¬ 
tes en combinacion. Aunque no se establecen los criterios inter- 
pretativos de sensibilidad y resistencia para evaluar multiples 
agentes en combinacion, la velocidad de destruccion determi- 
nada por las curvas de tiempo/destruccion puede tener mas 
relevancia clmica que el grado de destruccion.^^® 

El linico farmaco para el cual se recomiendan pruebas de 
sensibilidad in vitro cuando se evaluan miembros del MAI es 
la claritromicina. No se puede utilizar como guia el empleo de 
los criterios de interpretacion aplicados a M. tuberculosis para 
el tratamiento de los pacientes con MAI.'"^^ Los miembros del 


MAI son previsiblemente resistentes a la isoniazida y la pirazi- 
namida y sensibles a la rifampicina y el etambutol solo con 
algunas variaciones de grado. No existe ninguna correlacion 
entre los resultados de las pruebas de sensibilidad in vitro y el 
resultado clmico de los pacientes con MAI para los farmacos 
distintos de claritromicina. Ademas, algunos autores creen que 
los perfiles de sensibilidad de los farmacos son mas variables 
cuando se evalua MAI en comparacion con M. tuberculosis. Se 
estima que las variantes de colonias translucidas son mas resis¬ 
tentes a los antibioticos que las cepas rugosas, y que las cepas 
no pigmentadas son mas resistentes que las que producen pig- 
mento. Sin embargo, las variantes pigmentadas crecen mas 
rapidamente y es posible que una cepa no pigmentada de cre- 
cimiento mas lento, aunque este presente, pueda ser enmasca- 
rada por una variante pigmentada de crecimiento mas rapido; 
por lo tanto, el examen de las cepas pigmentadas mas obvias 
puede conducir a resultados de falsa sensibilidad.^^^ 

Para las pruebas de sensibilidad de las especies de creci¬ 
miento rapido, se puede utilizar microdilucion en caldo, pero 
tambien puede ser litil el Etest (AB Biodisk North America, 
Piscataway NJ). Biehle y cols, realizaron Etests para 100 cepas 
clmicas de micobacterias de crecimiento rapido contra seis far¬ 
macos: amikacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina, 
doxiciclina e imipenem.^^ El Etest es una tira impregnada en 
antibiotico en la cual se absorbe el antibiotico de prueba para 
producir un gradiente de concentracion de la parte superior de 
la tira a la parte inferior, por lo menos a traves de 15 duplica- 
ciones de diluciones. El antibiotico que se difunde proporciona 
un gradiente de concentracion inhibitoria minima (CIM) conti¬ 
nue en el agar, que puede interpretarse mediante la lectura del 
menisco de inhibicion del crecimiento con una escala de cali- 
bracion impresa en la tira. Estos autores encontraron una con- 
cordancia del 85% entre los resultados del Etest y las CIM por 
dilucion en agar dentro de 1 log2 y una concordancia del 97% 
en dos diluciones log2. Las tasas de errores mayores y meno- 
res fueron del 2,2% y del 11,7% respectivamente; no hubo 
errores muy importantes (desacuerdo de tres o mas diluciones 
log2). La concordancia interlaboratorio entre las CIM del Etest 
determinadas en dos laboratorios separados fue del 81 % dentro 
de una dilucion log2 y del 92% dentro de dos diluciones log2. 
Estos autores llegaron a la conclusion de que Etest puede ser un 


Cuadro 19-10 

Concentracion de farmacos para las pruebas de sensibilidad mediante 
el metodo de proporcion con distintos medios de cultivo 


CONCENTRACIONES DEL FARMACO (pg/mL) 

FARMACO 

Middlebrook 7H10 

Lowenstein-Jensen 

Isoniazida 

0,2, 1 

0,2; 1 

Estreptomicina 

2 

4 

Rifampicina 

1 

40 

Etambutol 

2 

2 

Etionamida 

5 

20 

Kanamicina 

5 

20 

Capreomicina 

10 

20 

Cicloserina 

20 

30 

Pirazinamida 

50 

- 

Tornado de McClatchy JK. En: LorUm V, ed. Antibiotics in Laboratory Medicine. 

Baltimore: Williams Wilkins, 1980. 
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metodo exacto y reproducible para determinar la sensibilidad 
de las micobacterias de crecimiento rapido. 

El Clinical Laboratory Standards Institute ha publicado un 
documento que proporciona una guia considerable para las 
pruebas de sensibilidad de las micobacterias, nocardias y otros 
actinomicetos aerobios.'^^^'* Las recomendaciones de las pruebas 
de sensibilidad a los antimicobacterianos para micobacterias 
que no son cubiertas en esta seccion se explican en este docu¬ 
mento. Nosotros sugerimos que todos los laboratorios que rea- 
lizan pruebas de sensibilidad esten familiarizados con el. 

En conclusion, las pruebas de sensibilidad para M. tuberculo¬ 
sis basadas sobre caldo, cuando son realizadas segun condicio- 
nes de prueba bien controladas con las concentraciones adecua- 
das de los farmacos, son confiables para los agentes de prime- 
ra Imea.'^^ Varios sistemas comerciales hacen que esta prueba 
sea mas facil de realizar. Los resultados pueden ser determina- 
dos en 4 a 5 dias, lo que es considerablemente menor que las 3 a 
7 semanas necesarias con el uso de las tecnicas estandares. 


Tratamiento a corto plazo 

Cosset ha proporcionado una ilustracion grafica de los tres 
tipos principales de lesiones tuberculosas que albergan mico¬ 
bacterias viables y la actividad de los agentes tuberculocidas 
mas importantes en estas lesiones. Se propone que, en un 
paciente con tuberculosis pulmonar, se presentan tres poblacio- 
nes de micobacterias: 

1. Las localizadas extracelularmente en cavidades abiertas. 

2. Las localizadas intracelularmente en los macrofagos. 

3. Las que se encuentran en lesiones caseosas cerradas. 

Los microorganismos en cada sitio tienen actividades meta- 
bolicas y velocidades de replicacion diferentes. 

La tercera caracteristica mencionada es de considerable 
importancia, porque la mayoria de las micobacterias son sensi- 
bles a los efectos bactericidas de los antibioticos solo cuando 
se estan preparando para dividir. Como M. tuberculosis es un 
aerobio estricto, la actividad metabolica y la velocidad de repli¬ 
cacion varian con el aporte de oxfgeno disponible. Esta veloci¬ 
dad puede ser alta, como en una cavidad en la cual los bacilos 
estan sufriendo una division rapida o baja, solo con una repli¬ 
cacion infrecuente de bacilos, como en las lesiones caseosas 
cerradas. Una cavidad tuberculosa puede contener 10^ a 10^ 
microorganismos que se multiplican activamente en un medio- 
ambiente neutro o ligeramente alcalino. En la medida en que 
uno de cada 10"^ a 10^ micobacterias puede ser resistente a un 
unico antimicobacteriano, la cavidad puede contener hasta 10- 
a 10^ microorganismos resistentes a los farmacos. Esta pobla- 
cion potencialmente grande de bacilos resistentes a los farma¬ 
cos destaca la necesidad de utilizar al menos dos agentes bac¬ 
tericidas para el tratamiento eficaz de estas lesiones. 

El segundo grupo de microorganismos hallado en un pacien¬ 
te con tuberculosis se localiza en los fagosomas de los macro¬ 
fagos. El medioambiente intracelular en los macrofagos es 
acido (pH 5,5), lo que conduce al crecimiento lento de las 
micobacterias. Se ha calcuado que los fagosomas de los macro¬ 
fagos no contienen mas de 10^ a 10^ microorganismos y, por lo 
tanto, no es probable que contengan muchas cepas resistentes 
a los farmacos. La destruccion exitosa de las micobacterias en 
los macrofagos depende del uso de un antibiotico resistente al 
entorno acido de los fagolisosomas de los macrofagos (p. ej., 


pirazinamida). Este requisito excluye a la estreptomicina y a 
otros antibioticos aminoglucosidos que no penetran con facili- 
dad en los macrofagos y pierden rapidamente actividad en un 
entorno de pH inferior. 

La tercera poblacion de micobacterias presentes en los 
pacientes con tuberculosis cronica se encuentra en la lesion 
caseosa cerrada. Estos microorganismos estan presentes en 
zonas de necrosis, donde la irrigacion esta muy disminuida y la 
actividad metabolica de cualquier microorganismo supervi- 
viente presumiblemente es muy baja. Puede existir un total de 
10^^ a 10'’ microorganismos en las lesiones caseosas cerradas 
donde, aunque el pH es neutro, la multiplicacion es lenta o 
intermitente. 

La estreptomicina, el primero de los agentes micobacterici- 
das, es mas eficaz para destruir activamente los microorganis¬ 
mos extracelulares en multiplicacion que se encuentran en las 
cavidades. A diferencia de la INH y la rifampicina, la estrepto¬ 
micina tiene poco efecto contra los microorganismos en las 
lesiones caseosas cerradas o aquellos que se encuentran en los 
fagosomas acidos de los macrofagos. La isoniazida es activa 
contra todos los grupos de micobacterias en division rapida y 
contra las micobacterias de division lenta que se encuentran en 
el entorno acido de los macrofagos. Aunque no es tan activa 
contra la rifampicina contra los microorganismos en las lesio¬ 
nes caseosas cerradas, la INH tiene cierto efecto bactericida 
sobre este grupo de micobacterias. La rifampicina es eficaz 
contra todos los grupos de microorganismos, sobre todo aque¬ 
llos de las lesiones caseosas cerradas, donde la actividad de los 
microorganismos puede ser lenta y episodica. La rifampicina 
es el antimicobacteriano mas universal. La pirazinamida es sin¬ 
gular entre los bactericidas eficaces contra las micobacterias, 
ya que solo es activa a pH acido y, por ende, solo es eficaz con¬ 
tra aquellos microorganismos que estan en los fagosomas de 
los macrofagos. 

Al contrario de los otros agentes que se acaba de mencionar, 
el etambutol no se considera un bactericida y no puede ser uti- 
lizado solo con otro agente en un tratamiento breve. Sin embar¬ 
go, puede penetrar tanto el medioambiente extracelular como 
el intracelular de las micobacterias e impedir la seleccion de 
mutantes resistentes. Algunos estudios recientes han sugerido 
que cuando se utiliza etambutol con tres o cuatro agentes bac¬ 
tericidas, puede desempenar un papel en el acortamiento de la 
duracion del tratamiento. 

Ademas de los antituberculosos descritos, existen en los 
Estados Unidos capreomicina, kanamicina, etionamida y ciclo- 
serina. Los dos primeros son bactericidas para los microorga¬ 
nismos extracelulares de las cavidades grandes, mientras que 
los dos segundos son bacteriostaticos para los microorganis¬ 
mos intracelulares y extracelulares. Sin embargo, cuando es 
posible, se prefiere el tratamiento con estreptomicina, isoniazi¬ 
da y rifampicina, pirazinamida o etambutol o una combinacion 
de esos sobre los agentes menos utilizados. 

El regimen mas simple para el tratamiento de la tuberculosis 
pulmonar no complicada es administrar INH y rifampicina 
durante un periodo de 9 meses. Se puede agregar estreptomici¬ 
na o etambutol durante las 2 a 8 primeras semanas. La duracion 
del tratamiento de 9 meses contrasta notablemente con el peri¬ 
odo habitual previo de 18 a 24 meses, necesario cuando se uti¬ 
liza INH y etambutol. La combinacion de INH y rifampicina ha 
introducido el concepto de tratamiento de “curso breve” sobre 
la base de la capacidad de estos dos farmacos para esterilizar el 
tejido humano durante un periodo de 9 meses.^^ Otro aspecto 
importante adicional del tratamiento de curso breve es el 
hallazgo de que, luego de un mes inicial de tratamiento, se 
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puede administrar tanto INH como rifampicina dos veces por nismos resistentes a los farmacos, lo que ocurre muy a menu- 

semana en lugar de diariamente. Este esquema permite tanto un do cuando se utiliza un unico antibiotico. 

ahorro de dos tercios en el uso del costoso farmaco rifampici- 

na, como una mejor adherencia de los pacientes que reciben la Recomendaciones de la American Thoracic Society 
medicacion, sobre todo aquellos considerados poco confiables. 

Con este regimen, menos del 3% de los que completan la serie Un comite de la reunion cientiTica de la American Thoracic 
de tratamiento sufren una recaida. Un factor importante en el Society (ATS) sobre microbiologia, tuberculosis e infecciones 

tratamiento de la tuberculosis cavitaria es la rapida eliminacion pulmonares ha publicado recomendaciones para el tratamiento 

de microorganismos por la accion bactericida de INH y rifam- de la tuberculosis en adultos y ninos; estas pueden encontrarse 

picina. Esto reduce en gran medida la aparicion de microorga- en http://www.thoracic.org/statements. En el recuadro 19-5 se 


Recuadro 19-5 Recomendaciones para la prevencion y el tratamiento de la tuberculosis 

I. Tratamiento preventive de los individuos con una conversion reciente 

II. Tratamiento de los individuos con tuberculosis conocida por cepas 

de la prueba cutanea. 

sensibles a la isoniazida 

A. Los criterios para la interpretacion de una prueba cutanea positiva 

A. Un regimen de 6 meses, comenzando con isoniazida, rifampicina y 

son: 

pirazinamida durante los 2 primeros meses, seguidos de isoniazida 

1. Para los adultos y ninos con infeccidn por HIV, contactos inti- 

y rifampicina durante los 4 meses siguientes. 

mos de cases infecciosos y aquellos con lesiones fibroticas en 

B. Se debe incluir etambutol en el regimen inicial hasta contar con los 

las radiografias de torax, se considera positiva una reaccion de 

resultados de las pruebas de sensibilidad a los farmacos. 

5 mm o mas grande. 

C. El regimen recomendado se aplica tanto a los individuos infecta- 

2. Para otros adultos y ninos en riesgo. se considera positiva una 

dos por HIV como a los no infectados. El tratamiento prolongado 

reaccion de 10 mm o mas grande. 

mas alia del periodo recomendado puede ser necesario en los 

3. Para los individuos con un factor de riesgo definido para la 

individuos infectados por HIV, segun el estado clinico y 

infeccion, se considera positiva una reaccidn de 15 mm o mas 

bacteriologico. 

grande. En general no se debe realizar una prueba cutanea en 

D. Como altemativa, es aceptable un regimen de 9 meses de isoniazi- 

los individuos que no corren riesgo de infeccion. 

da y rifampicina para los individuos que no pueden o no deben 

B. En los individuos con una prueba cutanea positiva y cualquiera de 

recibir pirazinamida. 

los siguientes factores de riesgo, administrar isoniazida durante 

E. La tuberculosis multirresistente plantea problemas terapeuticos 

6-12 meses para disminuir el riesgo de tuberculosis futura: 

dificiles. El tratamiento debe ser individualizado sobre la base de 

1. Aquellos con infeccidn por HIV (se recomienda un regimen de 

los estudios de sensibilidad in vitro. 

12 meses) 

F. La tuberculosis extrapulmonar debe ser manejada segun los princi- 

2. Aquellos que corren un riesgo de una infeccidn por HIV con 

pios y con los regimenes farmacoldgicos senalados para la tubercu- 

un estado HIV desconocido 

losis pulmonar. 

3. Contactos intimos de individuos con esputo positive con tuber- 

G. Un regimen de 4 meses de isoniazida y rifampicina es una terapia 

culosis infecciosa de diagndstico reciente 

aceptable para los adultos que tienen una tuberculosis activa, pero 

4. Individuos que tienen cualquiera de los trastornos siguientes 

que tienen frotis y cultivos negativos, si existen pocas posibilidades 

que se sabe que aumentan el riesgo de tuberculosis; 

de resistencia a los farmacos. 

a. Diabetes mellitus 

III. El cumplimiento del tratamiento farmacologico es obligatorio: cual- 

b. Tratamiento adrenocorticosteroide e inmunosupresor 

quier regimen es irrelevante si el paciente no recibe los farmacos. 

c. Adictos a drogas intravenosas 

Deben considerarse las siguientes tecnicas: 

d. Neoplasias hematoldgicas y reticuloendoteliales 

A. Interrogar de rutina al paciente acerca del cumplimiento del trata¬ 

e. Enfermedad renal en estadio terminal 

miento. 

f. Perdida rapida de peso o desnutricion 

B. Se pueden utilizar recuentos de pildoras y pruebas de orina perio- 

5. En ausencia de los factores de riesgo anteriores, los individuos 

dicas para controlar la ingestion de farmacos. 

menores de 35 anos con una prueba cutanea positiva que 

C. Rastrear con cuidado a los individuos que no retoman a las visitas 

pertenecen a uno o mas de los siguientes grupos de alta inci- 

de seguimiento. 

dencia deben recibir 6 meses de tratamiento profilactico con 

D. Establecer las boras de las visitas clmicas para cubrir las necesida- 

isoniazida: 

des del paciente. 

a. Nacidos en el extranjero en un pais con alta prevalencia 

E. Proporcionar un tratamiento observado en el centre clinico, hogar. 

b. Individuos de bajos ingresos y con escasos servicios 

lugar de trabajo u otra localizacion. 

medicos provenientes de poblaciones de alta prevalencia: 

F. Ofrecer incentives como alimentos, viajes en automovil, servicios 

individuos de descendencia africana, hispanos y americanos 

de ninera o pequenos regales. 

natives. 


c. Residentes en instituciones de cuidados prolongados 


6. En los individuos may ores de 35 anos se deben controlar las 


concentraciones de las enzimas hepaticas antes de comenzar 


el tratamiento y mensualmente en adelante durante el curso del 


tratamiento. 


7. Los individuos de los cuales se presume que estan infectados 


por microorganismos resistentes a la isoniazida deben ser trata- 


dos con rifampicina. 
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resumen las recomendaciones para el tratamiento de la tuber¬ 
culosis. 


Resumen 

“La erradicacion de la tuberculosis requiere una red organi- 
zada y dinamica de servicios primarios y de derivacion susten- 
lada en la cooperacion entre medicos y funcionarios de salud 
publica, entre las instituciones de asistencia sanitaria y los pro- 
gramas de alcance comunitario, y entre los sectores privado y 
publico de atencion medica”.^ 
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L as ultimas decadas han sido una epoca de fluctuaciones en el papel de las 
espiroquetas. Por un lado. Treponema pallidum, un azote para la huma- 
nidad durante siglos, casi fue eliminado por la penicilina, pero tuvo un 
retorno inesperado que continua en este nuevo siglo. En el otro extremo del espec- 
tro. BorreUa burgdoiferi, descubierta hace solo veinte anos, se ha transformado en 
la infeccion por espiroquetas mas frecuente de los Estados Unidos.'^‘‘^ ‘*^ 

Este grupo grande y diverse de bacterias incluye patogenos y saprofitos. Hay 
microaerofilos, anaerobios estrictos, especies que solo han sido cultivadas in vivo 
y otras que nunca lo han sido en ninguna condicion. Algunos microorganismos tie- 
nen relaciones ecologicas complejas y los seres humanos solo son victimas acci- 
dentales. Otras espiroquetas infectan solo a los seres humanos y deben ser trans- 
mitidas directamente de una persona a otra. 


Taxonomfa 

El orden Spirochaetales contiene los principales patogenos para los seres huma¬ 
nos. Todos ellos son bacterias de forma helicoidal, moviles, que miden 0,1 a 3 pm 
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de diametro por 5 a 120 jim de longitud."^^ Los flagelos de la 
mayona de las espiroquetas estan incluidos dentro de la mem- 
brana externa multicapa, llamada vaina externa. Sin embargo, 
el genero Spirillum tiene flagelos externos. A diferencia de 
otras bacterias, las espiroquetas se autopropulsan por rotacion 
a iraves de un medio liquido y pueden mantener su motilidad 
incluso en liquidos de alta viscosidad. 

La clasificacion de las espiroquetas patogenas se detalla en 
el cuadro 20-1. Los patogenos se agrupan en tres generos: Tre¬ 
ponema, Borrelia y Leptospira, 


Treponema 

Los cuatro patogenos principales del genero Treponema estan 
geneticamente relacionados, infectan solo a los seres humanos y 
no ban sido cultivados en forma indefinida in vitro. A pesar de 
estas similitudes, causan enfermedades muy diferentes. 

Treponema pallidum subespecie pallidum 

T pallidum subespecie pallidum (en adelante, T pallidum) 
es el patogeno dominante entre las espiroquetas. T pallidum, la 
causa de la siTilis venerea, ha gozado de muy mala fama duran¬ 
te 500 anos. Tiene un “100%” de homologia genetica con T. 
pallidum subespecie pertenue, que causa una enfermedad cuta¬ 
nea no venerea que difiere en la mayoria de sus aspectos de la 
siTilis.*^^ Un grupo de investigadores que probaron una cepa de 
referencia de cada microorganismo informaron una diferencia 
de solo un nucleotido en el gen que codifica una proteina de 19 
kDa,'^^ pero la inmunorreactividad de esta proteina era identi- 
ca en las dos subespecies.^^* En 1998 se secuencio todo el 
genoma de T pallidum}^ 

El origen de T pallidum es incierto. La enfermedad no era 
relevante en Europa hasta el siglo xvi. Fomaciari y cols, estu- 
diaron una momia del Renacimiettto que contenfa estructuras 
identificadas por inmunofluorescencia y microscopia electroni- 


ca como T pallidum}^ Los partidarios de una escuela de pen- 
samiento creen que Colon y sus marineros llevaron la enfer¬ 
medad a su regreso del Nuevo Mundo.^^ Estos historiadores 
identifican a T pallidum como la causa del great pox (“mal 
frances”, antiguo nombre de la sifilis) en tanto que el virus de 
variola producia small pox (viruela, en ingles). Se supone que 
la siTilis evoluciono a partir de una enfermedad clmica mas leve 
de los aborigenes americanos. Hay abundantes datos de cam- 
bios oseos similares a los de la siTilis en esqueletos del Nuevo 
Mundo.^^^ Tambien se ban encontrado lesiones similares en 
esqueletos precolombinos del Viejo Mundo; la cuestion no se 
ha aclarado definitivamente, porque las lesiones oseas de la 
sifilis venerea y no venerea son dificiles de diferenciar. 
Rothschild y Rothschild han sugerido elementos discriminado- 
res entre las especies de treponemas si se dispone del material 
adecuado.^^^ Sea cual sea la fuente original, cada pais europeo 
decidio asociar la enfermedad con su vecino. Para los ingleses, 
la sifilis era la “enfermedad francesa.” Los franceses la consi- 
deraban la “varicela italiana”. Parece que ningun pais o cultura 
deseaba hacerse cargo de este azote particular. 

La presentacion clmica de la sifilis venerea es variada y 
compleja. Sir William Osier, uno de los fundadores de la medi- 
cina moderna, se refirio a la enfermedad como “el gran imita- 
dor” y decia a los estudiantes que, si conocian la sifilis, sabian 
medicina. La enfermedad clmica se ha dividido, en forma un 
poco arbitraria, en una serie de estadios que se describen a con- 
tinuacion.'*^’^^^’^^* 


PERl'ODO DE INCUBACION 

Los treponemas se introducen en el cuerpo a traves de una 
mucosa o un corte o abrasion de la piel. Se ha estimado epide- 
miologicamente que hasta el 50% de los contactos sexuales de 
personas que pueden infectar a otros no sufren la infeccion. Sin 
embargo, estudios experimentales en voluntarios humanos han 
documentado que la Df(dosis infecciosa 50, el numero de 
microorganismos necesarios para infectar al 50% de las perso- 


Cuadro 20-1 Clasificacion de las espiroquetas 


MICROORGANISMO 

LOCALIZACION GEOGRAFICA 

ENFERMEDAD 

Orden Spirochaetales 

Familia Spirochaetaceae 

Genero III. Treponema 

T. pallidum subespecie pallidum 

Mondial 

SiTilis venerea 

T. pallidum subespecie pertenue 

Asia tropical, Africa, America del Sur y Centroamerica 

Frambesia 

T. pallidum subespecie endemicum 

Africa, SE Asia, Medio Oriente, Yugoslavia 

SiTilis no venerea endemica 

T. carateum 

America Central y del Sur 

Pinta 

“Espiroquetas bucales similares a T. pallidum'' 

Mondial 

Gingivitis necro.sante 

Genero IV. Borrelia 

Especies de Borrelia 

Mondial 

Fiebre recurrente transmitida por garrapatas 

Borrelia recurrentis 

America del Sur, Europa, Africa, Asia 

Fiebre recurrente transmitida por piojos 

Borrelia burgdorferi 

America del Norte, Europa 

Enfermedad de Lyme 

Familia Leptospiraceae 

Genero I. Leptospira 

Leptospira interrogans 

Mondial 

Leptospirosis 


Adaptado de Krieg NR, Holt JR, eds.: Sergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore: Williams d. Wilkins. 1984:38-64. 
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nas expuestas) para T. pallidum son solo 57 microorganis- 
mos7^^ Poco despues de la inoculacion las espiroquetas se dise- 
minan por todo el cuerpo, donde por ultimo pueden causar 
enfermedad. El periodo de incubacion varia de 3 a 90 dias, con 
una media de 3 semanas. 


SIFILIS PRIMARIA 

Esta fase comprende el desarrollo de la lesion primaria en el 
sitio de inoculacion. La reaccion inflamatoria crea una lesion 
ulcerada denominada chancro. Este tiene una base limpia, lisa 
y hordes elevados y duros. La ulcera es casi siempre indolora, 
aunque ligeramente sensible a la palpacion. Hay poco exudado, 
a menos que el chancro luego se infecte. Es habitual un solo 
chancro primario, pero en los pacientes con el smdrome de 
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) pueden verse ulceras pri- 
marias multiples. La base contiene espiroquetas, que pueden 
visualizarse por microscopia de campo oscuro o inmunofluo- 
rescencia despues de raspar de la lesion. 

El chancro aparece en el sitio de la inoculacion, la mayor 
parte de las veces en los genitales. En ocasiones, la siTilis se 
produce sin una ulcera visible.^^^ Los ganglios linfaticos regio- 
nales estan agrandados, pero son indoloros y duros. El chancro 
se cura en 3 a 6 semanas (intervalo, I a 12). 

El diagnostico de laboratorio de la siTilis primaria depende 
de la demostracion de espiroquetas en las lesiones por micros¬ 
copia de campo oscuro o inmunofluorescencia directa, ademas 
de la serologia.*’^ Las pruebas no treponemicas para la siTilis 
son negativas en el 10% a 30% de los pacientes con siTilis pri¬ 
maria. 


SIFILiS SECUNDARIA 

La fase secundaria de diseminacion es la etapa mas mani- 
fiesta de la enfermedad y es el periodo en el cual los microor- 
ganismos son mas numerosos. Esta fase empieza 2 a 8 semanas 
despues de la aparicion del chancro y dura de algunos dias a 
meses. La presentacion mas alarmante es una erupcion cutanea 
diseminada, que puede ser macular, maculopapular o pustular, 
pero no vesicular, y que compromete en forma caracteristica 
las palmas de las manos y las plantas de los pies. En las areas 
de intertrigos, las placas anchas, hiimedas, de color bianco gri- 
saceo, llamadas condiloma lata, estan repletas de espiroquetas 
vivas que pueden visualizarse por microscopia de campo oscu¬ 
ro o inmunofluorescencia de los raspados de las lesiones. 
Asimismo, pueden hallarse lesiones tegumentarias infectadas 
llamadas parches mucosos. Puede haber perdida de pelo o adel- 
gazamiento de las cejas. 

Los smtomas sistemicos son linfadenopatias generalizadas, 
fiebre y malestar general. Cualquier organo puede estar com- 
prometido en la sifilis secundaria. Es posible que se desarrolle 
queratitis, hepatitis y osteitis. La infeccion del sistema nervio- 
so central ocurre en cualquier estadio de la sifilis, pero es mas 
frecuente en la fase secundaria.^^^ El meningismo y la cefalea 
son frecuentes. Puede presentarse una meningitis aseptica. Las 
espiroquetas tambien pueden cultivarse del liquido cefalorra- 
quideo (LCR) aun en ausencia de inflamacion y de enfermedad 
clmica.’^ 

La demarcacion entre las fases primaria y secundaria no esta 
bien definida. En ocasiones, el chancro primario todavia esta pre¬ 
sente cuando aparece la erupcion cutanea secundaria. 

El diagnostico de laboratorio de sifilis secundaria puede 
hacerse por lo general facilmente mediante tecnicas serologi- 
cas. El diagnostico de neurosiTilis es mas dificil, como se exa- 


mina mas adelante. Las anomalias del LCR en un paciente con 
diagnostico serologico de siTilis proporcionan evidencia pre- 
suntiva de que se ha comprometido el sistema nervioso. 

SIFILIS LATENTE 

Despues de la fase secundaria, la enfermedad se hace sub- 
clmica, aunque no necesariamente inactiva. La fase latente se 
ha dividido en forma arbitraria en un periodo inicial de 4 anos, 
llamado fase latente temprana, y un periodo latente tardio pos¬ 
terior.^** Durante la latencia temprana puede haber recidivas y el 
paciente puede transmitir la infeccion. El 90% de las recidivas 
ocurren dentro del primer aho. El periodo latente tardio es de 
duracion indefinida y las complicaciones pueden no aparecer 
nunca. Durante el estadio latente de la siTilis la presencia de la 
enfermedad puede detectarse solo serologicamente. 

SIFILIS TARDIA 

Las complicaciones tardias de la siTilis son la enfermedad 
del sistema nervioso central, las anomalias cardiovasculares y 
los tumores, llamados gomas, en cualquier organo. La sifilis 
neurovascular tardia puede ser sintomatica o asintomatica.^'"^ 
La enfermedad asintomatica se caracteriza por las anomalias 
del LCR en ausencia de smtomas. Suelen encontrarse en el 
LCR pleocitosis, concentraciones elevadas de protema o con- 
centraciones de glucosa reducidas. Una prueba serologica 
positiva en el LCR, clasicamente la prueba VDRL, define la 
enfermedad, aunque las espiroquetas rara vez pueden demos- 
trarse por cultivo o, en los liltimos ahos, por metodos molecu- 
lares. La infeccion sintomatica es meningovascular o paren- 
quimatosa, pero hay una superposicion considerable en las 
categorias. La sifilis meningovascular se parece a la meningi¬ 
tis aseptica del estadio secundario. Cualquier nervio craneal 
puede verse afectado por la inflamacion, y la sordera o las 
alteraciones visuales pueden ser el resultado. La enfermedad 
parenquimatosa puede comprometer las neuronas del cerebro 
o de la medula espinal. El compromiso cerebral se manifiesta 
como una amplia variedad de trastornos neuropsiquiatricos, 
que incluyen cambios fisicos, como paralisis, y problemas psi- 
quiatricos, entre ellos la megalomania (“demencia paralitica’'). 
Las columnas posteriores (los haces sensitives) de la medula 
espinal son los mas afectados, lo que causa dolores intensos e 
incapacidad para percibir los impulses sensitives de las extre- 
midades. La enfermedad, llamada tabes dorsal, tiene como 
caracteristicas una peculiar marcha ‘‘taconeante” y la defor- 
macion de las rodillas (articulaciones de Charcot), que son 
causadas por la falla del circuito de retroalimentacion que, en 
condiciones normales, indica al cuerpo el mode cuidadoso de 
desplazar las articulaciones. 

El intervalo entre la enfermedad primaria y la complicacion 
neurologica es de 5 a 10 anos para la sifilis meningovascular, 
de 15 a 20 anos para la paralisis general y de 25 a 30 anos para 
la tabes dorsal. 

SifUis cardiovascular. La lesion cardiovascular de la sifilis, la 
aortitis sifilitica, ocurre en alrededor del 10% de los casos no 
tratados. Es causada por la inflamacion de los vasos pequenos 
que irrigan la aorta (endarteritis sifilitica) y afecta sobre todo la 
aorta ascendente. Puede causar dos complicaciones: un aneu- 
risma aortico y la dilatacion del anillo aortico, que causa insu- 
ficiencia y regurgitacion de la sangre a traves de la valvula aor- 
tica. Los aneurismas aorticos pueden crecer hasta alcanzar un 
tamaho tal que erosionan el estemon y se visualizan bajo la piel 
del torax. 
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Sffllls tardfa *‘benlgna”. Esta fase se caracteriza por la formacion 
de lesiones granulomatosas inespeciTicas llamadas gomas. Esta 
lesion es la complicacion mas frecuente de la siTilis tardfa y 
ocurre en un 15% de los pacientes no tratados. La formacion 
del granuloma indica que existe una respuesta inmunitaria 
celular totalmente activa. Sin embargo los gomas pueden des- 
truir el tejido circundante a medida que aumentan de tamano.^^^ 
Clmicamente, los gomas son lesiones ocupantes, destructivas, 
que se encuentran casi en cualquier organo y pueden confun- 
dirse al principio con carcinomas. 

El diagnostico de laboratorio de la sifilis tardfa requiere la 
demostracion de reactividad serologica con una prueba trepo- 
nemica o no treponemica. La unica prueba universalmente 
reconocida como demostracion de la neurosffilis es la prueba 
no treponemica VDRL, adaptada para el Ifquido cefalorraquf- 
deo. Lamentablemente, es muy poco sensible, pero otras prue- 
bas serologicas son propensas a la inespecificidad. Se ha suge- 
rido usar la prueba treponemica de inmunofluorescencia con 
absorcion del suero (FTA-ABS) como prueba de cribado mas 
sensible para descartar por completo sffilis en pacientes con 
Ifquido cefalorraqufdeo no reactivo, pero no hay ninguna prue¬ 
ba aprobada en los Estados Unidos para este proposito. 

5/7/7/s congenita. Una de las consecuencias mas tragic as de la 
sffilis es la infeccion intrauterina del feto.^^^ Como reflejo del 
aumento en la poblacion general, la sffilis congenita ha aumen- 
tado en forma constante desde 1983.^*^ La infeccion transpla- 
centaria tiene mas probabilidades de ocurrir durante el esta- 
dio primario o secundario de la sifilis (vease lamina en color 
20-1 A). Las espiroquetas pueden infectar al feto en cualquier 
momento durante el embarazo, pero la probabilidad de que se 
produzca enfermedad clfnica aumenta a medida que este pro- 
gresa. 

Muchos de los fetos infectados mueren. En algunas zonas de 
los Estados Unidos, la sffilis congenita es la causa mas fre¬ 
cuente de hidropesfa fetal no inmunitaria, una enfermedad de 
la placenta que causa muerte del feto.^' De los que sobreviven, 
la mitad son asintomaticos y el resto tiene las lesiones de la 
sffilis secundaria, sin lesiones primarias detectables, porque no 
tienen ninguna puerta primaria de entrada. La infeccion se 
caracteriza por hepatoesplenomegalia, meningitis, plaquetope- 
nia, anemia y lesiones oseas.^*’'^ La infeccion intrauterina del 
hueso puede causar anomalfas visibles de huesos y dientes, 
como tibias deformadas (tibias en sable) o dientes anomalos 
(molares en forma de mora). Para evitar esta consecuencia tra- 
gia, se han recomendado las pruebas de cribado en las mujeres 
durante el embarazo. En las poblaciones de alto riesgo es nece- 
sario ademas hacer pruebas en suero materno y del recien naci- 
do para buscar anticuerpos en el momento del parto. La sangre 
del cordon es menos adecuada que el suero del recien nacido.^^ 

La interpretacion de las pruebas serologicas en la infeccion 
congenita es diffcil. Los lactantes sintomaticos nacidos de 
madres seropositivas no tratadas requieren tratamiento antimi- 
crobiano. Si la madre ha recibido un tratamiento adecuado con 
penicilina, la infeccion congenita es improbable y se ha reco¬ 
mendado el seguimiento estrecho del lactante.*^^® La prueba 
VDRL suele retornar a la normalidad en el termino de 6 meses 
y la prueba FTA-ABS se normaliza al ano.'^^^ Las pruebas tradi- 
cionales para detectar anticuerpos IgM en el lactante no se uti- 
lizan por su falta de sensibilidad y especificidad. 

Sin embargo, las nuevas estrategias y las variaciones de los 
metodos tradicionales proporcionan medios adicionales para la 
evaluacion de los lactantes nacidos de madres con serologfa 
positiva para sffilis. Se han empleado modificaciones de los 
metodos para la deteccion de IgM, pruebas de inmunotransfe- 


rencia con antfgenos defmidos,^^ deteccion de espiroquetas por 
inmunofluorescencia directa y deteccion de acidos nucleicos 
con tecnicas de amplificacion.^^^ Puede demostrarse funisitis 
(inflamacion del cordon umbilical) con necrosis o sin ella en un 
poco menos de la mitad de las madres con evidencia serologi¬ 
ca de sffilis.La etiologfa treponemica puede demostrarse por 
inmunohistoqufmica, pero pocos laboratorios tienen la capaci- 
dad para hacer este diagnostico. 

Una combinacion de serologfa y deteccion de antfgeno o su 
genoma en el lactante de una madre infectada ofrece la mejor 
probabilidad de demostrar la sffilis congenita, incluso la neu- 
rosifilis.^"^® Si no hay pruebas claras de que la madre ha sido 
tratada de manera adecuada, esta indicado el tratamiento 
empfrico del lactante hasta que se cuente con pruebas con la 
sensibilidad suficiente para eliminar la posibilidad de infeccion 
intrauterina. 


EPIDEMIOLOGIA 

La sffilis puede transmitirse solo a traves de unas pocas vias: 
contacto sexual,introduccion directa en el sistema vascular 
por utilizacion compartida de agujas compartidas o a traves de 
transfusiones,"^^ contacto cutaneo directo con las lesiones in- 
fecciosas o transferencia transplacentaria de espiroquetas (cua- 
dro 20-2). 

A pesar del tratamiento antitreponemico exitoso y del cono- 
cimiento de la epidemiologfa durante decadas, el problema de 
la sffilis persiste y la incidencia de la infeccion esta en aumen¬ 
to. Entre 1981 y 1989 la incidencia de sffilis primaria y secun¬ 
daria en los Estados Unidos credo de 13,7 a 18,4 casos por 
100 000 personas, un aumento del 34%.^^"^ En 1987 la inciden¬ 
cia de sffilis congenita aumento el 21%.“^^ Durante esta decada, 
la prostitucion y el abuso de la cocafna se reconocieron como 
factores de riesgo. Despues de una reversion aparente de estas 
tendencias en la decada de 1990, la tasa aumento de nuevo en 
2001, causada principalmente por la reaparicion de practicas 
sexuales no protegidas entre varones homosexuales/bisexua- 


Cuadro 20-2 Transmision de las espiroquetas 

MICROORGANISMO 

TRANSMISION 

Treponema pallidum 

Venerea 

pallidum 

Transfusion sanguinea (solo seres humanos) 

T. pallidum pertenue 

Contacto directo con la piel (solo seres 
humanos) 

T. carateum 

Contacto directo con la piel (solo seres 
humanos) 

T. pallidum endemicum 

Contacto directo con las mucosas (solo seres 
humanos) 

Recipientes de comida o bebida 
contaminados 

Borrelia recur rent is 

Huesped humano, vector: el piojo humano 
(Pediculus humanus hiimanus) 

Especies de Borrelia 

Roedores, primates, huesped humano; 
vector: garrapatas (Ornithodoros, 
Rhipicephalus) 

B. hurgdotferi 

Roedores, huesped: ciervo; vector: 
garrapata {Ixodes) 

Leptospira interrogans 

Huesped: rata; aguas contaminadas 
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les.^ Persisten otros bolsones recalcitrantes de enfermedad. En 
1997, las mujeres que fueron encarceladas varias veces en la 
ciudad de Nueva York tuvieron una incidencia de sifilis mas de 
1 000 veces mayor que todas las demas mujeres de la ciudad.^^ 

Un estudio epidemiologico nacional de serorreactividad para 
la sifilis indico que la raza, la edad, la educacion, los ingresos 
y el lugar de residencia se correlacionaban con la positivi- 
dad.^^^ En los varones el diagnostico suele realizarse durante el 
estadio primario, en tanto que la lesion primaria a menudo no 
se detecta en las mujeres, que son diagnosticadas durante la 
fase latente tempranaJ*^^ Se ha calculado que, en un periodo de 
6 ahos, se detectaron 1 200 casos de sifilis insospechada me- 
diante las pruebas de cribado en sangre donada, casi el 60% de 
la cual provenia de voluntarios.^^ Lo mas alarmante es que el 
81% de los dadores voluntarios y el 64% de los donantes paga- 
dos no informaron ningun factor de riesgo para la sifilis. 

Como reflejo de los cambios importantes producidos en la 
sociedad norteamericana en los ultimos cincuenta anos, un 
estudio de sifilis prenatal realizado en el Boston City Hospital 
demostro un desplazamiento de las mujeres blancas casadas en 
1951 a las mujeres de razas minoritarias solteras en 1991. Una 
prueba serologica positiva se asociaba con la drogadiccion y la 
presencia de otras enfermedades de transmision sexual.Una 
manifestacion muy diferente de la influencia de la vida moder- 
na sobre una enfermedad vieja fue la observacion de que por lo 
menos en un grupo de casos de sifilis la pesquisa epidemiolo- 
gia condujo hasta los contactos establecidos a traves de un sitio 
de chat por Internet. 

Las tecnicas epidemiologicas tradicionales de notificacion 
del companero sexual han resultado inadecuadas para los cam¬ 
bios en las condiciones socioeconomicas de la America moder- 
na.'"^’^"^ Entre 1983 y 1984 Alejandro-Rodriguez y cols, estudia- 
ron a 285 ninas y 2 236 nihos de 9 a 18 ahos que ingresaron en 
una institucion de detencion.'* La tasa de prevalencia para la 
gonorrea fue del 3% en los nihos y del 18,3% en las nihas. Para 
la sifilis la tasa fue del 0,63% en los varones y del 2,5% en las 
mujeres. 

En teoria, las herramientas moleculares modernas deberian 
hacer que el rastreo de contactos y la identificacion de focos 
locales fueran mas sofisticados. Sin embargo, en algunos 
informes de aplicacion de la epidemiologia molecular se han 
identificado numerosos subtipos geneticos en una zona geo- 
grafica.^^®-^®"^ 

T. pallidum y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) 
interactuan de varias maneras. Se ha sugerido que las ulceras 
genitales producidas por diversas etiologias facilitan la adquisi- 
cion del HIV.^”^' La inmunosupresion que acompaha a la infec- 
cion por HIV puede afectar la respuesta serologica a la sifilis. 
En los individuos inmunocompetentes, las pruebas serologicas 
son uniformemente positivas durante la fase secundaria de la 
sifilis. Sin embargo, Haas y cols, observaron 109 varones homo¬ 
sexuals que habian sido tratados para la sifilis.'®^ Todos los que 
no habian sido infectados por el HIV mantuvieron su reactivi- 
dad al antigeno treponemico. En cambio, el 7% de los que 
tenian una infeccion por HIV subclmica y el 38% de los que te- 
nfan enfermedad por el HIV habian perdido la reactividad a los 
antigenos treponemicos. Para empeorar las cosas, las reaccio- 
nes biologicas falsas positivas en las pruebas no treponemicas 
parecen ser mas frecuentes en los pacientes infectados por el 
HIV que en los que no tienen esa infeccion.El mecanismo 
de esta asociacion es incierto y hay muchos posibles factores 
de confusion en estos pacientes complicados. Por ejemplo, 
tambien se describio una asociacion de reacciones biologicas 
falsas positivas en pacientes infectados por el virus de la hepa¬ 


titis No obstante, la mayoria de las pruebas no trepon^mi- 
cas positivas en los pacientes infectados por el HIV indican la 
presencia de sifilis y se ha sugerido que los resultados confir- 
matorios con FTA-ABS pueden ser falsos negativos.^^ 

Los pacientes infectados por el HIV tienen mas probabilida- 
des de presentar una siTilis secundaria y chancros persistentes 
que los pacientes no infectados.’^® Si bien algunos investigado- 
res han sugerido que la epidemia de HIV se ha acompahado por 
un aumento de la neurosifilis,’®^ otros no han identificado el 
virus como un factor de riesgo para la infeccion del sistema ner- 
vioso. En todo caso, los pacientes se detectan casi siempre en 
los estadios tempranos de la neurosiTilis.^ Varios investigadores 
informaron que el tratamiento de la sifilis es infructuoso en los 
pacientes infectados por el HIV.^^ 

La norma de tratamiento para la siTilis sigue siendo la peni- 
cilina. La demostracion de fracases del tratamiento, sobre todo 
en los pacientes infectados por el HIV, ha hecho surgir la pre- 
ocupacion de que el regimen conveniente con penicilina ben- 
zatmica de efecto prolongado puede ser inadecuado en algunos 
enfermos.”'^^®^ En ciertas situaciones puede ser adecuado 
administrar antibioticos recientemente desarrollados.’'’ Una de 
las complicaciones raras del tratamiento es la reaccion de Ja- 
risch-Herxheimer, que es local y generalizada. Esta reaccion, 
que se asocia con endotoxinas circulantes liberadas de los 
microorganismos,®^ se describio clasicamente en el tratamiento 
de la fiebre recurrente transmitida por piojos. 

INMUNIDAD 

Los estudios experimentales han demostrado la importancia 
del sistema inmunitario celular en la resistencia a T. palli- 
Hay pruebas firmes en los seres humanos de que la 
inmunidad contra T pallidum es parcial o de aparicion tardfa. 
Algunos lactantes con infeccion congenita se han reinfectado 
al llegar a la adolescencia.^’ Asimismo, se logro reinfectar con 
exito a voluntarios humanos que antes habian padecido sifilis. 
La probabilidad de que ocurra una reinfeccion disminuye con 
el tiempo transcurrido despues de la infeccion primaria.®^ 
Existe un periodo de resistencia parcial, durante el cual puede 
ocurrir reinfeccion sin formacion de un chancro. Al llegar al 
estadio tardio, el paciente es completamente inmune a la rein¬ 
feccion. 

Treponema pallidum subespecie pertenue 

T. pallidum subespecie pertenue (de ahora en adelante, T. 
pertenue) es la causa del pian o frambesia, una enfermedad tre- 
ponemica cronica, no venerea (vease cuadro 20-1).’^^ El pian es 
endemico en Africa central y partes del subcontinente de la 
India, America del Sur y el sudeste asiatico. La enfermedad 
tiene estadios primario, secundario y terciario. La piel y los 
huesos son los principalmente afectados. La enfermedad 
empieza en la nihez y se transmite por contacto con lesiones 
cutaneas infecciosas (vease cuadro 20-2). En la fase terciaria 
las lesiones pueden ser similares a sifiliticos. La penicilina ben- 
zatinica es curativa, aunque las lesiones pueden tardar meses en 
desaparecer. Los anticuerpos contra T. pertenue son indistin- 
guibles de los anticuerpos contra T. pallidum. 

Treponema pallidum subespecie endemlcum 

T pallidum subespecie endemicum (de ahora en adelante, T. 
endemicum) es la causa de la sifilis no venerea endemica o 
bejel (vease cuadro 20-1). Es endemico en partes de Africa, 
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Medio Oriente, India y Asia. La infeccion ocurre en la infancia, 
en zonas rurales con higiene deficiente. Se transmite por con- 
tacto con lesiones de las mucosas o a traves de utensilios para 
beber y comer contaminados (vease cuadro 20-2). La lesion 
primaria de la sifilis endemica se ve rara vez, pero la enferme- 
dad es por lo demas similar a la sifilis venerea. La penicilina 
benzatinica es el tratamiento de eleccion. La correccion de las 
condiciones sanitarias y de higiene puede ser preventiva. Los 
anticuerpos de los pacientes con sifilis endemica reaccionan en 
forma cruzada con T. pallidum. 

Treponema carateum 

T carateum, agente etiologico de la pinta, es tal vez el mas 
antiguo de los treponemas humanos. La enfermedad se carac- 
leriza por lesiones cutaneas ulcerosas o papuloescamosas, que 
a menudo pierden su pigmentacion. La pinta es endemica en 
partes de America del Sur y Central (vease cuadro 20-1) y se 
disemina por contacto con las lesiones cutaneas infectadas 
I vease cuadro 20-2). No hay ningun efecto a largo plazo sobre 
la salud general, pero el deterioro estetico es considerable. Los 
antisueros de los pacientes con pinta reaccionan en forma cru¬ 
zada con los antigenos especificos de T. pallidum.^^ 

Diagnostico de laboratorio de las enfermedades 
treponemicas 

El diagnostico de laboratorio de la sifilis ha sido amplia- 
mente revisado por Larsen y cols.,*"^^ y Hart ha elaborado una 
estrategia de diagnostico y tratamiento eficaz en relacion con 
los costos.*^^ 

El procedimiento de referencia para el diagnostico de sifilis 
es el cultivo, que debe realizarse in vivo, casi siempre mediante 
inoculacion intratesticular de conejos con el material clinico 
(cuadro 20-3). El procedimiento es caro y engorroso, y requie- 
re varios meses para el subcultivo del material testicular si el 
animal original no presenta conversion serologica. Por razones 
obvias, el cultivo sigue siendo una herramienta de investigacion. 

En la sifilis primaria, antes de la aparicion de los anticuer¬ 
pos, la deteccion directa de espiroquetas en el chancro es el 
unico medio de diagnostico (protocolo 20-1). El metodo tradi- 
cional ha sido la microscopia de campo oscuro del material ras- 
pado de la superficie de una lesion (fig. 20-1). La observacion 
de la motilidad de la espiroqueta es fundamental para diferen- 
ciar T. pallidum de las espiroquetas saprofitas, por lo que la 
observacion microscopica debe llevarse a cabo inmediatamen- 



Figura 20-1 Examen en campo oscuro positive para Treponema pallidum. 
La forma espiralada con espiras muy apretadas de los microorganismos es 
evidente. El fondo contiene detritos y algunos eritrocitos, lo que indica que 
la muestra es adecuada. lOOOx. (Microfotografia cortesia de los CDC, Atlan¬ 
ta GA). 


te despues de obtener la muestra, lo cual es muy dificil de lo- 
grar en la mayoria de los laboratorios clinicos. El examen de 
las lesiones bucales no se recomienda debido a la presencia fre- 
cuente de treponemas saprofitos en la boca. Las lesiones cuta¬ 
neas y viscerales de la sifilis secundaria suelen contener gran- 
des cantidades de espiroquetas que pueden demostrarse por 
microscopia de campo oscuro de raspados o improntas. 

Un enfoque alternativo, mas satisfactorio que la microscopia 
de campo oscuro, es demostrar la presencia de espiroquetas en 
las lesiones, por inmunofluorescencia (vease lamina en color 
20-1B). Se han creado reactivos monoclonales con mayor espe- 
cificidad.^^^ Hook y cols.^*^ demostraron la presencia de trepo¬ 
nemas fluorescentes en 30 de 30 pacientes con sifilis primaria, 
29 de los cuales tambien tenian examenes de campo oscuro 
positivos. En algunos casos de gingivitis necrosante^^^ se des- 
cribio una espiroqueta bucal antigenicamente relacionada con 
T. pallidum, por lo que existe la posibilidad de encontrar resul- 
tados falsos positivos cuando se evaluan las lesiones bucales, 
incluso con un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo monoclo- 


Cuadro 20-3 Cultivo de espiroquetas 


MICROORGANISMO 

IN VIVO 

IN VITRO 

Treponema pallidum pallidum 

Testiculos de conejo; hamster; cobayo 

Ninguno 

T pallidum pertenue 

Testiculos de conejo; hamster; cobayo 

Ninguno 

T pallidum endemicum 

Testiculos de conejo; hamster; cobayo 

Ninguno 

T carateum 

Ninguno (chimpance ±) 

Ninguno 

Borrelia recurrentis 

Diversos 

Medio de Kelly modificado 

Especies de Borrelia 

Diversos 

Medio de Kelly modificado 

B. burgdorferi 

Diversos 

Medio de Kelly modificado 

Leptospira interrogans 

Diversos 

Medio de Fletcher; medio de Korthof; 
medio Tween 80-albumina 
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nal conjugado con fluorescema se puede obtener en los Cen¬ 
ters for Disease Control and Prevention (CDC) (numero de 
catalogo: BE3051). 

Para realizar la prueba de fluorescencia directa para T. palli¬ 
dum (DFA-TP), se obtiene material de una lesion o tejido como 
se describio para el examen de campo oscuro, solo que el mate¬ 
rial se deja secar en el portaobjetos (protocolo 20-1). En forma 
altemativa, los frotis secos pueden enviarse a un laboratorio de 
referenda o pueden obtenerse secreciones en tubos capilares 
que se sellan y guardan a 4 °C para mandarlos por correo. El 
metodo de inmunofluorescencia directa ha sido eficaz para T. 
pertenue, asi como para T. pallidum 

Las espiroquetas presentes en tejidos fijados con formol pue¬ 
den demostrarse con una de las muchas variaciones de una tin- 
cion por impregnacion argentica, como los procedimientos de 
Steiner, Warthin-Starry o Dieterle (vease lamina en color 20- 
1Aunque el hallazgo de espiroquetas en la situacion cli- 
nica apropiada es evidencia presuntiva de sifilis, la tincion en si 
misma es inespecifica. La aplicacion de un anticuerpo fluores- 
ceinado proporciona especificidad, ademas de sensibilidad. Ito 
y cols, han demostrado T. pallidum en tejidos fijados en formol 
mediante antisueros policlonales^^^ o anticuerpos monoclona- 
les despues del tratamiento con NH^OH o tripsina para exponer 
los sitios antigenicos. 

PRUEBAS SEROLOGICAS 

Las pruebas serologicas para la sffilis pueden dividirse en 
dos grupos: pruebas no treponemicas y pruebas treponemicas. 
Ambos grupos tienen caracteristicas distintivas que los hacen 
utiles para diferentes propositos. Estos grupos son complemen- 
tarios, no mutuamente excluyentes. Las pruebas no treponemi¬ 
cas son muy utiles como estudios de cribado. Las pruebas tre¬ 
ponemicas deben reservarse como estudios conflrmatorios 
cuando una prueba no treponemica es positiva o cuando la sos- 
pecha clmica de sffilis es alta, a pesar de que una prueba no tre¬ 
ponemica sea no reactiva. Hart’®^ senalo que la “mayor” espe- 
cificidad de las pruebas treponemicas obedece a un artificio 
derivado de su uso actual como pruebas de confirmacion des¬ 
pues de efectuar una prueba no treponemica. Cuando las prue¬ 
bas se comparan como procedimiento serologico inicial, la 
prueba no treponemica VDRL realmente es tan especifica o 
mas que la prueba treponemica FTA-ABS.^"^ Las caracterfsti- 
cas generates de estas pruebas se resumen en el cuadro 20-4. 

Los procedimientos para la realizacion de estas pruebas se 
han estandarizado y han sido publicados con gran detalle por el 


U.S. Public Health Service. Algunos de ell os se resumen en 
los cuadros con fines didactios. Cuando estas pruebas se reali- 
zan en el laboratorio, es indispensable que se consulte y se siga 
exactamente el manual o las instrucciones del fabricante. 
Pruebas no treponemicas Las pruebas no treponemicas utilizan 
los anticuerpos contra un Ifpido tisular, llamado cardiolipina, 
que se produce como un subproducto de la infeccion trepone¬ 
mica. La asociacion se reconocio a principios del siglo pasado 
cuando se crearon diversas pruebas de fijacion del complemen- 
to. Los procedimientos actuates son predominantemente prue¬ 
bas de floculacion. Us an cardiolipina en forma de complejo 
con colesterol y lecitina. Los procedimientos habituates son las 
pruebas del Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL) y 
la reagina plasmatica rapida (RPR). Las pruebas RPR en tarje- 
ta alcanzaron popularidad porque la prueba de VDRL es tecni- 
camente muy engorrosa y diffcil. Cuando se dejaron de fabri- 
car los frascos requeridos para la preparacion del antfgeno 
VDRL se desato una lucha por una altemativa aceptable.^^^ 
Otras pruebas usadas son la prueba de deteccion de reaginas 
(reagin screen test, RST), la prueba de reaginas en suero no 
calentado (unheated serum reagin, USR) y la prueba de rojo de 
toluidina en suero no calentado (toluidine red unheated serum 
test TRUST). 

Las pruebas no treponemicas tienen una sensibilidad del 
70-99%, segun el estadio de la enfermedad. Las pruebas pue¬ 
den no ser positivas en la sffilis primaria, por lo que deben 
repetirse despues de 1 semana, 1 mes y 3 meses si se obtiene 
un resultado negativo en un paciente con presunta sffilis. La 
sensibilidad de estas pruebas es cercana al 100% durante la 
fase secundaria de la enfermedad. El plasma y la sangre del 
cordon no deben usarse, porque pueden obtenerse reacciones 
fronterizas.^"^^ 

Las pruebas no treponemicas son afectadas por el tratamien¬ 
to antitreponemico. Como resultado, son utiles para seguir la 
progresion de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. Los 
resultados de cualquier prueba positiva deben ser titulados 
hasta una dilucion de punto final. Ademas, el suero de los 
pacientes con grandes cantidades de anticuerpos puede produ- 
cir un fenomeno de prozona. Cuando ocurre este fenomeno, las 
concentraciones relativas de anticuerpo y antfgeno no estan en 
equilibrio, y la precipitacion o la floculacion no tienen lugar. 
Los resultados falsos negativos causados por el fenomeno de 
prozona siguen siendo un problema clfnico. La existencia de un 
fenomeno de prozona a menudo produce un aspecto “rugoso” 
del antfgeno no floculado. Cualquier suero que produzca este 
aspecto rugoso debe ser titulado. Ademas, el suero debe ser 


Cuadro 20-4 Caracteristicas de las pruebas serologicas para la sffilis 


% POSITIVIDAD EN EL ESTADIO INFECCIOSO 


PRUEBA TIPO Primario Secundario Tardio 


VDRL 

No treponemica 

70 

99 

1 

RPR 

No treponemica 

80 

99 

0 

FTA-ABS 

Treponemica 

85 

too 

98 

TPHA 

Treponemica 

65 

too 

95 

TPI 

Treponemica 

50 

97 

95 


Adaptado de Tramont EC. Treponema pallidum (syphilis). En: Mandell GL, Douglas RG, Bennett JE (eds). 
Principles and Practice of Infectious Diseases. 3 ed. Nueva York: Churchill Livingstone, 1990. 
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diluido y probado nuevamente si la sospecha clmica de que un 
paciente con resultados negativos de la prueba tiene sifilis es 
fuerte. En la poblacion general la frecuencia de reacciones de 
prozona es tan baja que la dilucion rutinaria del suero no es efi- 
caz en relacion con los costos^^ 

Si el titulo de anticuerpos no disminuye en forma progresiva 
con el tratamiento, debe considerarse la posibilidad de un fra- 
caso de este. Debe haber una disminucion de por lo menos cua- 
tro veces en el titulo de anticuerpos despues de 3 meses de tra¬ 
tamiento antitreponemico. En los pacientes que son tratados en 
los estadios tardios de la sifilis o que se ban reinfectado, los 
titulos disminuyen muy lentamente o permanecen estables. 
Algunos de estos “persistentes” cronicos pueden mantener las 
pruebas no treponemicas positivas toda la vida. 

Las pruebas no treponemicas no pueden usarse para diagnos- 
ticar la sifilis tardia, sobre todo si esta tratada, porque el titulo 
de anticuerpos disminuira por ultimo a niveles no detectables. 

La prueba de VDRL se ha transformado en la prueba no tre- 
ponemica estandar. La preparacion del antigeno debe hacerse 
con gran precision y prestando atencion a los detalles. Es la 
unica prueba serologica con aceptacion universal para el diag- 
nostico de neurosifilis. En la figura 20-2 se muestran ejemplos 
de reacciones VDRL. El procedimiento se resume en el proto¬ 
col 20-2. 



I 



A 





Figura 20-2 Prueba VDRL: las reacciones en esta prueba se evaluan micros- 
copicamente. (A) Suero no reactivo. Las particulas de antigeno VDRL se 
encuentran dispersas de forma uniforme, sin agruparse. (B) Suero reactivo: las 
particulas de antigeno VDRL estan fuertemente aglutinadas por este suero sifi- 
litico. Las particulas aisladas se agrupan en cumulos y grandes grumos. lOOx. 
(Cortesia de Burton Wilcke. PhD y Mary Celotti.) 




Reactivo (minimo 
a moderado) 


Figura 20-3 Prueba RPR en tarjeta: las reacciones en esta prueba se leen a 
simple vista, usando iluminacion con luz incandescente. Esta tarjeta control 
contiene sueros Reactivo (R), Debilmente reactivo (D) y No reactivo (N). El 
antigeno VDRL modificado se hace visible al formar complejos con particulas 
de carbon. Las particulas de carbon-antigeno estan dispersas en forma unifor¬ 
me y finamente distribuidas en el suero no reactivo y forman grumos visibles 
en el suero reactivo. El suero con actividad minima a moderada produce 
pequenos agregados y grumos de las particulas de carbon- antigeno VDRL. 


La prueba RPR es una adaptacion del principio de flocula- 
cion a un formate en tarjeta. La visibilidad de la floculacion 
aumenta por la incorporacion de particulas de carbon. Los usos 
de la prueba RPR son similares a los de la prueba VDRL, solo 
que la primera no puede utilizarse en LCR. La simplicidad 
de la prueba RPR ha llevado a que la mayoria de los laborato¬ 
ries la adopte como prueba primaria de cribado (fig. 20-3). El 
procedimiento se describe en el protocolo 20-3. 

La especificidad de las pruebas no treponemicas alcanza en 
promedio el 98%, con un range de 93% a 99%. La falta de 
especificidad es un problema sobre todo cuando las pruebas se 
usan para el cribado en poblaciones con baja prevalencia de si- 
filis, en las que es probable que las reacciones positivas scan 
falsas. Las reacciones falsas positivas ocurren en los pacientes 
que tienen otras infecciones treponemicas, pero tambien en 
aquellos con enfermedades que producen anticuerpos anticar- 
diolipina. Estos “falsos positivos” biologicos pueden ser transi- 
torios, causados casi siempre por infecciones virales, o pueden 
ser persistentes, relacionados con enfermedades mediadas por 
mecanismos inmunitarios. Se han informado reacciones falsas 
positivas biologicas en drogadictos, una poblacion con riesgo 
aumentado de contraer sifilis.Como ya se explico, los 
pacientes con infeccion por HIV tambien tienen mayor fre¬ 
cuencia de resultados falsos positivos en las pruebas biologi¬ 
cas. En un estudio, estas reacciones positivas estaban asociadas 
con la infeccion por el virus de la hepatitis C. Tambien se ha 
sugerido que un determinante importante de los resultados fal¬ 
sos positivos en las pruebas biologicas es el uso de drogas ili- 
citas por via intravenosa.^’^ Por consiguiente, una reaccion 
positiva en una prueba no treponemica debe confirmarse con 
una prueba treponemica mas especifica. Sin embargo, cabe 
hacer notar que debe considerarse la posibilidad de obtener 
resultados falsos negativos con las pruebas treponemicas. 

Se han introducido diversas variaciones en las pruebas no 
treponemicas, pero no han reemplazado a las pruebas tradicio- 
nales. 

Pruebas treponemicas. Las pruebas treponemicas incorporan 
antigenos treponemicos especificos en el sistema. La prueba de 
referencia tradicional era la prueba de inmovilizacion de T 
pallidum (TPI), en la que se inhibe la motilidad de treponemas 
vivos, virulentos, por la presencia de anticuerpos especificos. 
Esta prueba cara y engorrosa se ha reemplazado por la prueba 
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FTA-ABS. Luego se creo otra prueba especiflca para los anti- 
genos treponemicos: la prueba de microhemaglutinacion para 
T pallidum (MHA-TP). 

La prueba FTA-ABS se resume en el protocolo 20-4. La 
especificidad del ensayo se aumenta por la absorcion del suero 
por probar con una espiroqueta no patogena: la cepa Reiter de 
T. phagedenis. La prueba FTA-ABS tiene mayor tasa de positi- 
vidad en la sffllis temprana que las pruebas no treponemicas 
(vease cuadro 20-4). La tasa de positividad es cercana al 100% 
en el estadio secundario y persiste toda la vida. No es afectada 
por el tratamiento antitreponemico. Por consiguiente, la prueba 
FTA-ABS es buena para la deteccion sistematica de la sifilis 
tardia, pero no puede usarse para seguir el tratamiento. El 
grado de positividad de la prueba FTA-ABS no tiene ningun 
significado biologico, por lo que no se informa la intensidad de 
la fluorescencia y los sueros positives no se titulan. La especi¬ 
ficidad de la prueba FTA-ABS es alta. Con pocas excepciones, 
no tiene los resultados falsos positives de las pruebas biologi- 
cas no treponemicas. El suero de algunos pacientes, sobre todo 
los que padecen lupus eritematoso sistemico u otras enferme- 
dades del tejido conectivo, puede producir una reaccion de tin- 
cion en cuentas de collar poco frecuente.*"^^ Se ha calculado que 
el 1% de la poblacion normal tiene una prueba FTA-ABS posi- 
tiva. Existen reacciones cruzadas con otros treponemas patoge- 
nos. Si la prueba FTA-ABS se usa para el cribado en poblacio- 
nes con prevalencia muy baja de sifilis, las reacciones falsas 
positivas pueden ocurrir incluso con esta prueba tan especifica. 

Una variacion de la prueba FTA-ABS es el procedimiento de 
doble tincion. Esta prueba es muy similar a la FTA-ABS, solo 
que se usan anticuerpos IgG antitreponemicos conjugados con 
rodamina para localizar las espiroquetas. En la prueba FTA- 
ABS clasica, se usa la iluminacion en campo oscuro para esta 
localizacion. Los resultados de los procedi mien to s tradicional 
y de doble tincion son comparables.^^^ 

La prueba FTA-ABS puede adaptarse para detectar anticuer¬ 
pos IgG o IgM. Una ventaja de la deteccion de anticuerpos IgM 
es demostrar una infeccion in utero. Las inmunoglobulinas 
clase G atraviesan la placenta y entran en la circulacion fetal, 
pero los anticuerpos IgM no atraviesan la placenta. Los anti¬ 
cuerpos IgM son producidos por el feto in utero; por consi¬ 
guiente, la deteccion de anticuerpos IgM antitreponemicos 
especiTicos en un recien nacido indica la existencia de infec¬ 
cion intrauterina.*^ Sin embargo, existen problemas potenciales 
con los analisis de IgM y debe tenerse mucho cuidado para 
validar una prueba determinada antes de usarla. Si en el suero 
fetal existen antiglobulinas, como el factor reumatoide o anti¬ 
cuerpos antiidiotipo, se obtendran resultados falsos positivos. 
Si estan presentes en cantidades excesivas, los anticuerpos IgG 
pueden bloquear los sitios antigenicos y dar resultados falsos 
positivos. Rosen y Richardson demostraron un buen rendi- 
miento con un ensayo experimental, pero tuvieron dificultades 
cuando usaron reactivos comerciales.^^® 

La prueba de microhemaglutinacion, que usa antigenos espe- 
cificos de T pallidum, es mucho menos complicada y no requie- 
re un microscopio de fluorescencia. El rendimiento es similar 
al del procedimiento de fluorescencia, pero es menos sensible en 
la sifilis temprana. La prueba FTA-ABS debe estar disponible 
para hacer pruebas en sueros que dan reacciones equivocas.^^^ 

INNOVACIONES: PRUEBAS PROVISIONALES Y EN EASE 
DE INVESTIGACION 

El desempeno insatisfactorio de la prueba FTA-ABS para 
IgM ha conducido a la investigacion de otros metodos. La 


prueba FTA-ABS para IgM 19S incluye el fraccionamiento del 
suero para obtener la especificidad de la IgM, en lugar de 
depender de los reactivos antiglobulina.^^^ Esta prueba parece 
evitar los problemas de inespecificidad, por lo que puede usar¬ 
se como procedimiento confirmatorio, pero su falta de sensibi- 
lidad impide su uso como prueba de cribado. La evaluacion 
secuencial con pruebas cuantitativas no treponemicas sigue 
siendo una parte importante de la evaluacion de laboratorio de 
la sifilis congenita. 

Se han ideado inmunoanalisis enzimaticos y de aglutinacion 
de particulas para la deteccion de antigenos treponemicos espe- 
Estas pruebas tienen sensibilidad y 
especificidad comparables con las de las pruebas de referenda, 
pero a menudo se presentan en formatos mas faciles de usar. A 
medida que aumente su uso, aumentara sin duda la facilidad 
para abandonar los metodos tradicionales. 

Las tecnicas moleculares modernas pueden ayudar en situa- 
ciones problematicas. Sanchez y cols, usaron el Western blot 
(transferencia Western o inmunoelectrotransferencia; vease 
cap. 3) para identificar un antigeno de 47 kDa que no se 
encuentra en los pacientes control y se relaciona con la infec¬ 
cion intrauterina.^^^ La sensibilidad de la inmunoelectrotransfe¬ 
rencia para la deteccion de anticuerpos IgM en 14 recien naci- 
dos sintomaticos fue del 92%, en tanto que el 83% de 12 recien 
nacidos asintomaticos que luego resultaron estar infectados 
fueron detectados por Western blot. Veintisiete de 30 (90%) 
nihos no infectados fueron clasificados en forma correcta.'^^ 
Dobson y cols.^^ demostraron reactividad contra antigenos pro- 
teicos de 47 y 37 kDa en el suero de nihos con infeccion con¬ 
genita. Aunque el factor reumatoide puede en teona causar pro¬ 
blemas en los ensayos de electroinmunotransferencia, su elimi- 
nacion del suero no afecta los resultados. La inmunoelectro¬ 
transferencia tambien se ha usado con exito como prueba con- 
firmatoria para la sifilis.Una ventaja de esta tecnica es que el 
antigeno purificado puede usarse como sustrato y el patron de 
reactividad de los sueros puede usarse para determinar la posi¬ 
tividad. Sin embargo, si no se estandarizan los criterios para 
determinar la positividad de las pruebas de inmunoelectro¬ 
transferencia, las variaciones de interpretacion entre laborato- 
rios pueden causar problemas de diagnostico. A medida que 
avanzan los conocimientos acerca de la naturaleza de los anti¬ 
genos proteicos de T. pallidum ,es indudable que aumentaran 
el numero y la calidad de las pruebas en los proximos ahos. 

Las tecnicas moleculares tambien se han aplicado a la detec¬ 
cion directa de espiroquetas en los tejidos y liquidos corpora- 
les. Los investigadores han centrado su atencion en la infeccion 
intrauterina y del sistema nervioso central, porque las tecnicas 
serologicas no son adecuadas para estos importantes problemas 
clmicos.^^^^^ Las sondas de DNA no han sido suficientemente 
sensibles, por lo que los esfuerzos se han enfocado en las tec¬ 
nicas de amplificacion, como la reaccion en cadena de la poli- 
merasa.^^^ Aunque las nuevas tecnicas son un agregado va- 
lioso al arsenal diagnostico, la presencia de inhibidores en las 
muestras clmicas puede producir resultados falsos negatives de 
las pruebas, sobre todo en el LCR. El DNA treponemico en el 
liquido cefalorraquideo parece ser estable, de modo que es pro¬ 
bable que los resultados negatives no sean consecuencia del 
deterioro de los acidos nucleicos en las muestras. 

En los protocolos de investigacion hubo muy pocos resulta¬ 
dos falsos positivos producidos por contaminacion, pero en un 
estudio fue necesario solucionar los problemas de inespecifici¬ 
dad. Sin embargo, la estrecha correlacion entre la reaccion en 
cadena de la polimerasa y las pruebas muy poco practicas de 
infecciosidad utilizadas en otros estudios con conejos sugieren 
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que aquel metodo permitira en el future la solucion de los pro- 
blemas de diagnostico dificil. 


Borrelia 

Las especies de Borrelia son bacterias helicoidales que 
miden 0,2 a 0,5 pm de diametro y 3 a 20 pm de largo, con 3 a 
10 espiras flojas y 15 a 29 flagelos periplasmicos (vease lami¬ 
na en color 20-1C, D y F). Las especies cultivadas in vitro son 
microaerofilas (vease cuadro 20-3). Las bacterias son gramne- 
gativas y se tinen bien con la coloracion de Giemsa.^^"^ Los 
patogenos humanos se transmiten por insectos vectores (vease 
cuadro 20-2). La fiebre recurrente transmitida por piojos es 
causada por B. recurrentis, la fiebre recurrente transmitida por 
garrapatas es causada por una variedad de especies, y la enfer- 
medad de Lyme es causada por B. burgdorferi y especies rela- 
cionadas. Las borrelias tambien causan infeccion en los anima- 
les y algunas especies todavia no se ban relacionado con ningun 
proceso patologico. Las relaciones entre las diversas especies 
ban sido evaluadas por la caracterizacion de sus genes de la fla- 
gelina.^^ 

Fiebre recurrente 

La fiebre recurrente es una enfermedad clmica caracteristica, 
que es muy probable que ya baya sido reconocida por Herodoto 
en la antigua Grecia. Existen dos formas: 1) la enfermedad epi- 
demica transmitida por piojos y 2) la enfermedad endemica 
transmitida por garrapatas. Las caracteristicas epidemiologi- 
cas, ecologicas y clmicas se comparan en el cuadro 20-5. Hay 
varias revisiones, antiguas, pero todavia validas.^^’^^’^^^ 

EPIDEfVIIOLOGiA 

La fiebre recurrente transmitida por piojos es una enferme¬ 
dad relacionada con la pobreza, el hacinamiento y la carencia 
de servicios sanitarios, como lo es el tifus transmitido por pio¬ 
jos. Se ba observado en Africa, Medio Oriente y Asia, pero no 
en el Nuevo Mundo. El piojo del cuerpo bumano solo parasita 
a los seres bumanos y B. recurrentis no se transmite vertical- 
mente a las generaciones siguientes de piojos. El microorga- 
nismo debe mantenerse por el pasaje del piojo a un buesped 
bumano y despues de nuevo a otro piojo. El piojo permanece 


infectado toda su vida. La enfermedad epidemica ocurre por lo 
tanto solo en condiciones de extrema miseria. En la primera 
mitad del ultimo siglo las epidemias ocurrieron alrededor de 
cada 20 anos. En epocas mas recientes, Etiopia ba sido el linico 
sitio geografico de infeccion importante. 

La fiebre recurrente transmitida por garrapatas tiene distri- 
bucion mundial. Muebas garrapatas de cuerpo blando del gene- 
ro Omithodoros son portadoras de borrelias que las diferen- 
cian. En los Estados Unidos, los taxonomos ban intentado usar 
el mismo nombre para una garrapata y su espiroqueta asociada. 
Asi, O. hermsii es el vector de B. hermsii. Las caracteristicas 
epidemiologicas de la fiebre recurrente transmitida por garra¬ 
patas dependen de los babitos del vector local. O. hennsii es el 
vector mas frecuente y B. hermsii la borrelia mas frecuente en 
California, el noroeste del PaciTico y Canada.^^ O. hermsii vive 
en los restos de arboles muertos y parasita roedores, que a 
menudo la transportan a las cabanas de cazadores. O. parkeri 
babita en cuevas y madrigueras de ardillas y perros de la pra- 
dera en el este de los Estados Unidos. Es un patogeno poco fre¬ 
cuente de los seres bumanos debido a la inaccesibilidad de su 
vector. O. turicata babita cuevas y madrigueras de animates en 
el oeste de los Estados Unidos, Mexico y America del Sur, pero 
tambien se ba encontrado en asociacion mas cercana con los 
seres bumanos, bajo los cimientos de casas en Texas. Las 
borrelias transmitidas por garrapatas tienen un nicbo ecologico 
estables, casi sin ninguna posibilidad de erradicacion. Las espi- 
roquetas pueden pasarse de una generacion de garrapatas a otra 
sin la intervencion de un buesped vertebrado. Se ba informado 
que O. turicata sobrevive sin comer durante 5 anos, y tambien 
se sabe que la supervivencia de las borrelias en las garrapatas, 
sin perdida de infecciosidad, alcanza basta 12 anos. 

La fiebre recurrente transmitida por garrapatas es fundamen- 
talmente endemica y afecta a las infortunadas personas que se 
transforman en un buesped accidental. Sin embargo, en condi¬ 
ciones adecuadas, la enfermedad puede bacerse epidemica. En 
1968 bubo un brote de fiebre recurrente transmitida por garra¬ 
patas en 42 escultistas y sus lideres que estaban acampando 
cerca de Spokane, Washington.La enfermedad clmica se 
desarrollo en 1 de las 42 personas en riesgo. En 9 casos pudo 
calcularse el periodo de incubacion exacto, porque solo estu- 
vieron en riesgo durante una noebe (promedio, 6,9 dias; rango, 
3 a 9). La tasa de ataque fue mas alta entre los que durmieron 
en las cabanas abandonadas que entre los que lo bicieron en 
carpas, beebo tambien notado por Horton y Blaser en Colo- 


Cuadro 20-5 Caracteristicas de la fiebre recurrente 

CARACTERfSTICA 

TRANSMITIDA POR PIOJOS 

TRANSMITIDA POR GARRAPATAS 

Epidemiologia 

Epidemica 

Habitualmente endemica 

Agente etiologico 

B. recurrentis 

Diversos: B. hermsii, B. turicatae, B. parkeri en EE.UU. 

Vector 

Pediculus humanus spp. humanus 

Diversos; Omithodoros hermsii, 0. turicatae, 0. parkeri 



en EE.UU. 

Duracion promedio del ataque primario 

5,5 dias 

3,1 dias 

Duracion promedio (rango) del intervalo asintomatico 

9,25 dias (3-27) 

6,8 dias (1-63) 

Numero promedio (rango) de recidivas 

3 (0-13) 

1 (0-3+) 

Duracion promedio de la recidiva 

1,9 dias 

2,5 dias 

Adaptado de la referencia^^^. 
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rado.^^® Los autores senalaron el “resarcimiento” en la distribu- 
cion de casos de la enfermedad, con mas afectados entre los 
lideres y los exploradores mas antiguos, que se reservaron las 
cabanas para ellos y dejaron a los exploradores mas jovenes “al 
raso.” 

En zonas en las que no existen espiroquetas de la fiebre recu- 
rrente autoctonas, la importacion de la enfermedad desde las 
regiones endemicas representa un desafio diagnostico.^' La 
infeccion transmitida por garrapatas es mas probable que la 
transmitida por piojos para los turistas que visitan Africa. Los 
parasitologos deben tener presente esta posibilidad de diagnos- 
tico cuando examinan frotis obtenidos para la deteccion de 
parasitos del paludismo. 

ENFERMEDAD CUNICA 

La presentacion clmica de los dos tipos de fiebre recurrente 
es similar. Las diferencias en la frecuencia y en el momento de 
las recaidas se presentan en el cuadro 20-5. Las garrapatas del 
genero Ornithodoros se alimentan en forma muy poco eviden- 
te de los seres humanos y durante periodos cortos. Por consi- 
guiente, la mayoria de los pacientes no recuerda haber sufrido 
una picadura de garrapata. El comienzo tipico de la enferme¬ 
dad es abrupto, con fiebre alta, de alrededor de 40 ®C, escalo- 
frios intensos, delirio, intenso dolor muscular y dolor en los 
huesos y articulaciones. Puede haber hepatoesplenomegalia y 
dolor a la palpacion y el paciente puede estar icterico. Las com- 
plicaciones neurologicas, como meningitis linfocitica y parali- 
sis facial, se parecen a las de la infeccion por B. burgdorferi^^ 
Es caracteristico que haya una crisis despues de la cual la fie¬ 
bre desaparece y el paciente se siente bien. La muerte es muy 
rara. Cuando hay recidivas, cada ciclo tiende a ser menos grave 
que el precedente. Puede presentarse una erupcion cutanea 
durante el ataque inicial, pero no suele aparecer en las recidi¬ 
vas. Un brote de fiebre recurrente transmitida por piojos en 
tropas etiopes que se registro despues de terminada la guerra 
civil proporciono hace poco la desafortunada oportunidad de 
revisar las caracteristicas clinicas.^^ La mortalidad fue del 
3,6%, y el 1,8% de los pacientes tuvieron recrudescencia de la 
enfermedad. 

Aunque la penicilina es eficaz contra las borrelias, las tetra- 
ciclinas o la eritromicina son mas eficaces para eliminar las 
espiroquetas. Durante el tratamiento pueden ocurrir reacciones 
de Jarisch-Herxheimer (JH). En la reciente epidemia etiope de 
enfermedad transmitida por piojos, el 43% de los pacientes 
experimentaron esta complicacion. El uso de penicilina en 
dosis bajas conduce a recidivas mas frecuentes, pero con 
menos reacciones de JH que con tetraciclina o dosis mas altas 
de penicilina.La administracion de paracetamol e hidrocor- 
tisona modifica los cambios de los signos vitales observados 
durante la reaccion de JH, pero no previenen el intenso escalo- 
frio.^® Existen aumentos transitorios del factor de necrosis 
tumoral y de las interleucinas 6 y 8 que se relacionan tempo- 
ralmente con la reaccion,’^® aunque no todos los investigadores 
han podido detectar las elevaciones de estas citocinas. El con¬ 
trol del vector es tambien esencial para el control de la infec¬ 
cion epidemica transmitida por piojos.^^^ 

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 

Las borrelias de la fiebre recurrente pueden cultivarse en una 
modificacion^® del medio de Kelly para borrelias,'pero el ais- 
lamiento no es un medio practico de diagnostico en la mayoria 
de las situaciones. En forma similar, aunque se han creado 


varias pruebas serologicas, no son utiles desde el punto de vista 
del diagnostico. Alrededor del 5% de los pacientes tienen una 
prueba VDRL positiva. 

El principal apoyo del diagnostico es la demostracion de las 
espiroquetas en los liquidos corporales, casi siempre en los fro¬ 
tis de sangre periferica (vease lamina en color 20-1C). El diag¬ 
nostico a menudo se hace en el laboratorio de hematologia, 
porque la presentacion clmica puede ser enigmatica para los 
medicos no familiarizados con la enfermedad. Horton y 
Blaser"® informaron un caso en el que las espiroquetas fueron 
pasadas por alto por un escaner diferencial automatizado, pero 
fueron vistas por un tecnico atento que reviso el frotis. A dife- 
rencia de otras espiroquetas, las borrelias de la fiebre recurren¬ 
te se tinen bien con los colorantes de anilina acidos, como las 
tinciones de Wright o de Giemsa. Los borrelias son microorga- 
nismos delgados, ondulados o francamente espiralados, muy 
visibles cuando se encuentran entre los eritrocitos (vease lami¬ 
na en color 20-1C). Felsenfeld^^ propone la tincion de Wright 
seguida de la aplicacion de una solucion de violeta de gencia- 
na al 1% durante 10 a 30 segundos. 

Es probable encontrar borrelias en la sangre durante los epi- 
sodios febriles. Se calcula que la sensibilidad de los frotis de 
sangre periferica tefiidos es del 70%. Es improbable detectar 
las espiroquetas durante los intervalos afebriles entre los ata- 
ques, aunque todavia estan presentes en el cuerpo. Deben 
hacerse extensiones “de gota gruesa” y frotis de gota fma como 
para el paludismo, porque en algunos casos las espiroquetas 
solo se detectaran por el examen de los preparados de gota 
gruesa. 

Goldschmid y Mahomed usaron una tecnica de centrifuga- 
cion de microhematocrito para concentrar las borrelias en la 
capa rica en leucocitos y sobre ella.^® Este procedimiento no se 
ha usado ampliamente, pero ha sido comprobado en un estudio 
realizado en Africa Occidental, que incluyo el aislamiento de 
B. crocidurae}^^ Sciotto y cols, usaron la tecnica de fluores- 
cencia con naranja de acridina para demostrar la presencia de 
borrelias en los frotis de sangre periferica (vease lamina en 
color 20-ID).^"^ El procedimiento de fluorescencia aumenta 
en gran medida la visibilidad de las espiroquetas. 

Se describio un anticuerpo monoclonal para la identificacion 
de B. hemsii en los frotis de sangre periferica y tecnicas de am- 
plificacion para la identificacion del acido nucleico de las borre¬ 
lias, pero estos procedimientos no estan al alcance de todos los 
laboratorios.^''® 

Enfermedad de Lyme 

En 1977, Steere y cols., de la Universidad de Yale, informa¬ 
ron que habia ocurrido una epidemia de artritis en los residen- 
tes de varias comunidades de Connecticut circundantes, desde 
por lo menos 1972.^^^ La alarma fue dada por dos madres aten- 
tas. En 1975 una madre de Old Lyme, Connecticut, informo al 
Departamento de Salud Estatal sobre 12 casos de artritis en 
nihos ocurridos en su pequefia comunidad de 5 000 personas. 
Una segunda mujer concurrio a la Division de Reumatologia de 
la Universidad de Yale con una historia de artritis aguda en ella, 
su marido, dos hijos y varios vecinos. La enfermedad se habia 
diagnosticado en todos los nifios como artritis reumatoide juve- 
nil, diagnostico clinico que depende de la exclusion de causas 
conocidas de artritis. Los investigadores de Yale creyeron que 
estaban tratando con una nueva enfermedad que denominaron 
artritis de Lyme. 

Steere y cols, encontraron que la artritis casi siempre era pre- 
cedida por una erupcion cutanea muy caracteristica, una papu- 
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la eritematosa que evolucionaba a una lesion anular de exten¬ 
sion rapida. Muchos de los medicos que examinaron las lesio- 
nes cutaneas creyeron que una picadura de insecto habia empe- 
zado el proceso, pero se reconocio un artropodo (en ese caso 
una garrapata) en solo un paciente. La naturaleza de la lesion 
primaria y la ocurrencia de casos en el verano y principios del 
otono hicieron pensar en un artropodo vector. En el trabajo 
publicado inicial los autores hacen notar el parecido de la erup- 
cion cutanea con una lesion llamada eritema cronico migrato- 
rio que se habia descrito en Europa, sobre todo en los paises 
escandinavos. 

Las dos madres no imaginaron las grandes olas que produci- 
ria la piedra que arrojaron en su pequena piscina de Connec¬ 
ticut. En lugar de descubrir una nueva enfermedad, habian 
hecho iniciar una investigacion que descubriria la causa de una 
enfermedad de siglos de antigiiedad de alcance mundial. La 
larga historia de las investigaciones europeas se resume en el 
recuadro 20-1.^^^ La enfermedad de Lyme se ha revisado por 
complete en los ultimos anos.^^^’^^"^ Los sitios web pertinentes 
han sido resumidos por Sood.^^ 

En 1982, solo 5 ahos despues de la descripcion original de la 
ariritis de Lyme, Burgdorfer y cols, determinaron su etiologia 
al aislar una espiroqueta en la garrapata vector implicada, con 
lo que demostraron que las espiroquetas causaban las lesiones 
cutaneas en los conejos y que el suero de los pacientes con 
artritis de Lyme contenia anticuerpos contra la espiroqueta.^’ El 
aho siguiente, Steere y cols, concluyeron el problema al aislar 
una espiroqueta en sangre, lesiones cutaneas o LCR de pacien¬ 
tes infectados, asi como en garrapatas.^’^ Poco despues se ais- 
laron espiroquetas en las lesiones del eritema cronico migrato- 
rio y el smdrome de Bannwarth en Europa.’^^"^ 

La espiroqueta recientemente aislada esta relacionada con 
otras especies de Borrelia,^^^ pero no presenta casi ninguna 
homologia con las especies de Treponema y Leptospira Se ha 
denominado Borrelia burgdorferi en honor de Willy Burgdorfer 
que aislo el microorganismo por primera vez.'^’ B. burgdorferi 
es la mas larga y delgada de las borrelias. Actualmente se reco- 
nocen tres genoespecies como patogenos humanos definidos 
dentro del complejo de B. burgdorferi {B. burgdorferi sensu 
lato): B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii y B. afzelii. Se ha 
demostrado la existencia de un numero creciente de otras espe¬ 
cies. algunas aun sin denominacion, dentro del complejo de 5. 
burgdorferi sensu lato;^*^’^^® la magnitud de su asociacion con la 
enfermedad humana no esta todavia aclarada. La evidencia de 


Recuadro 20-1 Investigaciones europeas sobre la 
enfermedad de Lyme 

I 

I 1921-1923 

Afzelius en Suecia y Lipschiitz en Austria describen el 
eritema cronico migratorio. Mas tarde, la lesion cuta¬ 
nea atrofica cronica descrita por Herxheimer en 1902 
se reconocio como parte del mismo proceso. 

1944 

Bannwarth describio una radiculitis cronica, a veces 
precedida por eritema, acompanada por meningitis 
linfocitaria cronica y neuritis craneana o periferica. 

Luego la enfermedad se asocio con las garrapatas. 

1948 

Lennhotf describio la presencia de espiroquetas en la 
lesion del eritema cronico migratorio. 

1951 

Hollstrom describio el tratamiento exitoso del eritema 
cronico migratorio con penicilina. 


relacion con la enfermedad humana es mas fuerte para B. bis- 
settii sp. nov. y para B. valaisiana. Ademas, una enfermedad 
humana parecida a la enfermedad de Lyme se ha asociado con 
una espiroqueta no cultivable, denominada B. lonestari. que se 
encuentra en la garrapata “estrella solitaria” {lone star en ingles, 
Arnblyomma americanum)P^ Esta especie puede ser respon- 
sable de muchos de los casos de enfermedad de Lyme encon- 
trados en el sudeste de los Estados Unidos. 

Se ha determinado la secuencia genetica completa de B. 
burgdorferi}^ Contiene numerosos antigenos que pueden ser 
importantes para la patogenia y el diagnostico, incluso nume- 
rosas protemas de superficie externa, las mas importantes de 
las cuales son OspA y OspF, que se localizan sobre plasmidos, 
y una protema flagelar de 41 kDa. B. burgdorferi sensu stricto 
tiene distribucion mundial. Las otras dos especies patogenas se 
encuentran en Europa^’ y Asia.’®^ B. garinii parece estar parti- 
cularmente asociada con la neuroborreliosis, en tanto que B. 
afzelii se asocia con la artritis y las lesiones cutaneas croni- 
cas.^^ Una significativa minoria de las garrapatas /. ricinus en 
Europa estan infectadas con mas de un miembro del complejo 
B. burgdorferi}^^ Las cepas encontradas en los Estados Unidos 
son relativamente homogeneas y cumplen la definicion de B. 
burgdorferi sensu stricto. La homogeneidad inmunitaria de la 
mayoria de las cepas norteamericanas fue demostrada por el 
analisis de anticuerpos borrelicidas in vitro.Sin embargo, 
dentro de las cepas de B. burgdorferi sensu stricto, algunos 
investigadores han notado una variacion mayor en las cepas de 
los Estados Unidos que en las de Europa. Un hallazgo poten- 
cialmente importante para los estudios de homogeneidad gene¬ 
tica es la demostracion de una mayor variacion de B. burgdor¬ 
feri cuando se comparan productos de amplificacion de las 
lesiones cutaneas con las espiroquetas aisladas en las mismas 
lesiones, lo que sugiere que las tecnicas de cultivo actuales 
pueden seleccionar ciertos tipos geneticos.*^^ 

Las protemas A y C de la superficie externa son muy impor¬ 
tantes en la biologia de la enfermedad de Lyme. OspA se 
expresa sobre todo en el intestine medio de las garrapatas, 
donde es responsable de la adherencia al epitelio.^®^ Despues de 
que la garrapata ingiere la sangre, las espiroquetas migran a 
traves del hemocele hasta las glandulas salivales. En el proce¬ 
so, la expresion de OspA se regula negativamente y la cantidad 
de OspC producida aumenta en forma notable.^*’ Aunque se 
produce una respuesta inmunitaria mediada por celulas y 
humoral contra multiples antigenos, la respuesta de anticuerpos 
temprana predominante esta dirigida contra OspC. Tambien 
parece que OspC es un determinante importante de la enfer¬ 
medad clmica; ciertas variantes se asocian con la infeccion 
diseminada, otras con la enfermedad limitada o localizada y 
otras mas solo se encuentran en las garrapatas.Lin y cols.*^^ 
han sugerido que los aislamientos predominantes de B. burg¬ 
dorferi sensu stricto encontrados en el sudeste de los Estados 
Unidos contienen variantes de OspC que no estan asociadas 
con la enfermedad invasora, lo que tal vez explica, por lo 
menos en parte, la escasez relativa de casos bien documentados 
de enfermedad de Lyme clasica en esta region. 

El estudio retrospective de garrapatas Ixodes ricinus conser- 
vadas en museos hungaros y austriacos desde 1884 y 1888, res- 
pectivamente, demostro la presencia de DNA de un miembro 
del complejo B. burgdorferi}'^^ Asimismo, las secuencias de 
OspA de B. burgdorferi fueron demostradas por tecnicas mole- 
culares en ratones de patas blancas capturados en 
Massachusetts en 1894.^’® Por consiguiente, parece que los 
focos americano y europeo estuvieron presentes en forma inde- 
pendiente durante por lo menos cien anos. 
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EPIDEMIOLOGIA 

La enfermedad de Lyme es la infeccion actual transmitida 
por artropodos mas frecuente en los Estados Unidos (fig. 20-4). 
De 1982 a 1989 hubo un aumento de 18 veces en los casos 
informados a los CDC. De 1986 a 1989 el numero de casos se 
duplico por afio despues de que la incidencia parecia haber 
alcanzado una meseta. Sin embargo, en 1994 se informaron 
13 083 casos provenientes de 44 estados, un aumento del 58% 
con respecto a 1993 (fig. 20-4). Se han informado casos en casi 
todos los estados, pero se concentran en el nordeste, la region 
central norte y, en menor grado, en la Costa oeste (fig. 20-5). 
La infeccion se encuentra en todo el hemisferio norte, incluso 
en las repiiblicas sovieticas.^^ 

En los Estados Unidos, la distribucion de la enfermedad de 
Lyme coincide con la de las garrapatas del genero Ixodes. En 
las regiones del noreste^^^ y central del norte^^ el vector suele 
ser /. scapularis (vease lamina en color 20-IE), en tanto que /. 
pacificus es la portadora de las espiroquetas en el noroeste.^"^* 
En Europa, /. ricinus es el vector mas frecuente, en tanto que /. 
persulcatus es el huesped artropodo principal en Asia. Estas 
especies comparten muchas caracteristicas y tambien se cono- 
cen como garrapatas de patas negras o del ciervo. Ha habido 
controversias acerca de la nomenclatura de las garrapatas de 
patas negras encontradas en el este de los Estados Unidos. La 
mayoria de los investigadores consideran en este momento que 
/. dammini es sinonimo de /. scapularis 

Se ha informado una enfermedad clinica parecida a la artri- 
tis de Lyme en Australia.*^^ Ni el vector ni el agente infeccioso 
responsable se han identificado todavia, a pesar de las numero- 
sas pruebas realizadas en garrapatas por cultivo y reaccion en 
cadena de la polimerasa.^^^ 

La frecuencia de infeccion de las garrapatas en algunas 
zonas alcanza el 75%,^^ y el rango de carga de espiroquetas en 
garrapatas adultas capturadas en varias zonas endemic as vario 
de 950 a 4 350 espiroquetas por garrapata en un estudio.^^ 

Babesia microti y Ehrlichia de granulocitos humanos recien- 
temente reconocida, Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophila, 
tambien son transmitidas por la garrapata del ciervo del este y 
tienen una distribucion geografica que coincide con la de 1. 


scapularis. El ciclo de B. burgdorferi^^^ y de Babesia microtf^^ 
en la naturaleza se mantiene por varios roedores pequefios, 
notablemente el raton de patas blancas iPeromyscus leucopus) 
que mantiene una parasitemia o espiroquetemia asintomatica. 
Otros mamiferos pequehos, como la rata de Noruega de la Isla 
de Monhegan en Maine, tambien pueden servir como reservo- 
rios.^^^ Los ciervos de cola blanca son importantes para la 
supervivencia de la garrapata. Aunque no intervienen de modo 
directo en la transmision de la infeccion, la reduccion de las 
poblaciones de ciervos disminuye el numero de garrapatas vec- 
toras, despues de lo cual la incidencia de la infeccion disminu¬ 
ye.No es sorprendente que se haya demostrado la infeccion 
con diversas combinaciones de Babesia microti, A. phagocy- 
tophila y B. burgdorferi en un mismo paciente.*^® Aunque al 
hablar de garrapatas, ratones y ciervos se evocan imagenes 
campestres, o por lo menos de los suburbios, se han encontra- 
do todos los componentes necesarios, incluso los agentes infec- 
ciosos, en el Van Cortlandt Park de la ciudad de Nueva York.^'^ 
La importancia de los factores medioambientales para el 
desarrollo de la enfermedad humana es ilustrada por la varia- 
cion geografica en la frecuencia de la enfermedad de Lyme cli¬ 
nica. Lo mas notable es que existe un ciclo enzootico de infec¬ 
cion por B. burgdorferi entre la garrapata I. spinipalpus y la 
rata arboricola del norte de Colorado, una zona en la que no se 
ha registrado la enfermedad de Lyme.^^'^ La falta de contacto 
entre los seres humanos y esta especie de garrapatas parece la 
explicacion mas probable de la ausencia de infeccion humana. 
Aunque la enfermedad clinica se encuentra en el noroeste del 
Pacifico, donde el vector es I. pacificus, es mucho menos fre¬ 
cuente que en los estados centrales del norte y el noreste. Una 
posible explicacion es cual es el huesped animal pertinente. En 
los estados del centro y del este, el raton de patas blancas per- 
mite una gran proliferacion de espiroquetas y proporciona 
abundante material para un nuevo estadio de garrapatas ham- 
brientas. En los estados del Pacifico, en cambio, las garrapatas 
se alimentan con sangre de lagartos, en los que las borrelias se 
multiplican poco, lo que limita la intensidad de la infeccion en 
las poblaciones de garrapatas.Un producto quimico borre- 
licida no identificado que producen los lagartos puede ser la 
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Figura 20-4 Numero casos de enfermedad de Lyme informados por ano en los Estados Unidos, 1982-2000. (Adaptado de la referenda^). 
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Zonas segun el riesgo 
de transmision de la 
enfermedad de Lyme 

Riesgo alto 
Riesgo moderado 

Riesgo bajo 
Riesgo minimo 
0 inexistente 


Figura 20-5 Representacion geografica del riesgo de contraer enfermedad de Lyme en los Estados Unidos, compilado por los CDC. http://www.cdc.gov/nci- 
dod/dvbid/lyme/riskmap.htm 


explicacion biologica de este fenomeno. Se ha visto que I. sca- 
piilaris en los estados del sudeste tambien se alimentan prefe- 
rentemente con sangre de lagartos, en lugar de ratones, lo que 
quiza contribuye a la poca frecuencia de enfermedad de Lyme 
clasica en esta region. 

El ciclo vital de las garrapatas ixodideas comprende tres 
estadios bien defmidos, con una vida de 2 anos de duracion. 
Las garrapatas se alimentan a fines del verano como larvas y el 
ano siguiente como ninfas (principio de la primavera) y adultos 
I fin del verano). Es necesario que ingieran sangre para la muda 
de larva a ninfa y de ninfa a adulto, asi como para la postura de 
huevos en la hembra adulta. Los estadios de larva y ninfa son 
lan pequenos que muchos pacientes no recuerdan haber sido 
picados. Sin embargo, para poder transmitir la infeccion, una 
garrapata tiene que haberse alimentado con la sangre de un roe- 
dor infectado. B. burgdorferi no se transmite verticalmente de 
los padres a la descendencia, por lo que los estadios larvales 
de las garrapatas nunca estan infectados y no pueden transmi¬ 
tir la infeccion. El estadio de la garrapata mas eficaz para la 
transmision es la ninfa, que es prevalente durante el fin de la 
primavera y principios del verano, cuando se registra la mayo- 
ria de los casos de enfermedad humana. Una de las razones que 
explica la eficacia de la transmision de las ninfas es sin duda su 
tamano pequeno, que les permite pasar inadvertidas durante 
mas tiempo que las garrapatas adultas. El macho adulto tiene el 
potencial para transmitir la infeccion, pero rara vez se alimen- 
ta con sangre humana, porque no necesita ingerir sangre como 
la hembra adulta antes de poner sus huevos. 

Segiin datos experimentales, las garrapatas deben permane- 
cer prendidas durante por lo menos 24 horas para transmitir las 
espiroquetas con eficacia.^®^ Durante las primeras 12 horas des¬ 
pues de la picadura, el cuerpo de la garrapata permanece piano. 


Tras alimentarse durante 24 horas, cuando alrededor del 5% de 
las garrapatas infectadas transmiten espiroquetas, el cuerpo 
posterior de la ninfa empieza a expandirse. Despues de 48 
horas de alimentarse, la parte posterior del cuerpo se dilata por 
completo y parece opalescente; en este momento, cerca del 
50% de las garrapatas infectadas transmiten Borrelia. Despues 
de 4 dias de alimentarse, casi todas las garrapatas infectadas 
transmitiran espiroquetas, momento en el que las garrapatas 
estan opacas y tan hinchadas que el cuerpo es tan grueso como 
ancho.^^^ Los intentos para cultivar espiroquetas de la piel 
inmediatamente despues de desprender una garrapata infecta- 
da, realizados en una zona hiperendemica, tuvo exito en solo 2 
de 48 pacientes en los que la garrapata habia estado prendida 
durante unas 24 horas. 

La valoracion del grado de ingurgitacion de una garrapata es 
siempre subjetiva. Se ha propuesto un metodo para hacer mas 
objetiva esta determinacion, denominado “mdice del escudo” 
(vease cap. 22).^"^’^^^’^^^ Este mdice se basa en que el cuerpo de 
una ninfa o una hembra adulta se hinchara a medida que ingie- 
re sangre, pero el escudo rigido no se modificara. Por consi- 
guiente, la relacion de tamanos entre el escudo y el cuerpo es 
una indicacion aproximada del grado de ingurgitacion. El 
requisito de que debe haber una alimentacion prolongada para 
que ocurra la transmision se debe a varios factores: las espiro¬ 
quetas deben pasar del intestino medio al hemocele, de alli a 
las glandulas salivales y regular en forma negativa la produc- 
cion de OspA y en forma positiva, la produccion de OspC. 

Estudios epidemiologicos cuidadosos realizados en varias 
zonas endemicas han demostrado la magnitud del problema. 
En Fire Island, Nueva York, el 0,7-1,2% de los residentes vera- 
niegos sufrieron enfermedad sintomatica.^^"^ Cuatro (3,1%) de 
129 personas estudiadas serologicamente al principio y el fm 
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del verano produjeron anticuerpos, pero solo 2 de el las teman 
sintomas. En Great Island, Massachusetts, la enfermedad de 
Lyme se desarrollo en alrededor del 3% de la poblacion todos los 
anos y afecto al 1 6% de la poblacion durante el periodo de 4 anos 
del estudio4^^ Historicamente, el primer caso ocurrio en 1962. 
La lasa de enfermedad clmicaisubclfnica se calculo en 1:1. 

La prevencion es la mejor manera de proceder con cualquier 
enfermedad. La prevencion de la exposicion a los artropodos 
vectores es el modo logico de evitar una infeccion transmitida 
por garrapatas.^^^ La recomendacion de evitar las zonas arbola- 
das es logica, pero tal vez ineficaz, porque la mayoria de las per¬ 
sonas contraen la infeccion en el jardin de su casa. Las medidas 
que indica el sentido comiin, como usar camisas de manga 
larga, pantalones largos y repelentes de insectos, son razonables 
(http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/lyme/prevent.htm), pero no 
han resultado eficaces en estudios controlados. Se recomienda 
la extraccion inmediata de las garrapatas prendidas con pinzas 
de punta fma; deben asirse con firmeza tan cerca de la piel del 
huesped como sea posible y se extraen con cuidado e intactas, 
pero si el aparato bucal queda prendido no es tan grave porque 
las espiroquetas estan en la glandula salival. No se recomienda 
el uso de un fosforo caliente, esmalte de uhas, vaselina u otros 
instrumentos de agresion. Despues de extraer la garrapata, se 
limpia la zona con un antiseptico (http://www.cdc.gov/ncidod/ 
dvbid/lyme/prevent.htm). 

El paso logico siguiente para la prevencion era una vacuna. 
Se eligio OspA como antigeno inmunizante, porque los anti¬ 
cuerpos borrelicidas que se producirian podrian matar las espi¬ 
roquetas en la glandula salival de la garrapata o en el sitio de la 
picadura antes de que se diseminara la infeccion. Dos estudios 
controlados demostraron una eficacia del 49-68% en el primer 
aho despues de dos dosis de vacuna. Al segundo ano, despues 
de una tercera inyeccion, la eficacia fue del 76-92%.^^^’^^^ 
Lamentablemente, se hizo evidente que era necesaria una 
inyeccion de refuerzo a intervalos regulares para mantener la 
eficacia. Un panel de revision nacional recomendo limitar el 
uso de la vacuna a los individuos de entre 15 y 70 anos que 
estuvieran expuestos en zonas de riesgo alto o moderado 
durante periodos considerables.^ Aunque los efectos secunda- 
rios de la vacuna parecian mmimos en los informes originates, 
comenzaron a acumularse informes anecdoticos de varios pro- 
blemas y la preocupacion credo. El fabricante anuncio en 
febrero de 2002 que suspenderia la fabricacion de la vacuna. 
Quiza sea un reflejo de nuestra sociedad el hecho de que una 
busqueda en Internet de referencias sobre la vacuna para la 
enfermedad de Lyme conduzca predominantemente a sitios 
webs de abogados especializados en lesiones personates. 

La profilaxis con antibioticos despues de una picadura de 
garrapata sigue siendo motivo de controversias. Magid y cols., 
que intentaron cuantificar el analisis, recomendaron que los 
pacientes no se traten si el riesgo de desarrollar enfermedad de 
Lyme es de menos de 0,01.^^^ Los factores como el contacto 
prolongado con una garrapata en proceso de alimentacion en 
una region endemica aumentarian la probabilidad de transmi- 
sion. Si se cuenta con la garrapata para el examen y no es una 
especie de Ixodes, o si la enfermedad de Lyme no es endemica 
en la zona, esta claro que la profilaxis no esta indicada. La 
deteccion de B. burgdorferi por culivo o por metodos molecu- 
lares proporciona un posible metodo para tomar una decision 
racional sobre la profilaxis. Sin embargo, pueden plantearse 
argumentos de peso contra este curso de accion. La evaluacion 
de la garrapata en forma lo suficientemente rapida como para 
permitir tomar una decision clinica sobre el tratamiento es difi- 
cil en la mayoria de las zonas. Si la garrapata no contiene 


borrelias, no hay ninguna seguridad de que otra gaiTapata que 
paso inadvertida no estuviera infectada. Una garrapata infecta- 
da con espiroquetas puede no haber transmitido la enfermedad, 
como ya se explico. En un estudio de contacto con garrapatas, 
Sood y cols.^^^ encontraron que la duracion del contacto y el 
grado de ingurgitacion medido por el indice del escudo eran 
factores de prediccion de la probabilidad de transmision de B, 
burgdorferi, pero la evaluacion por PCR de la garrapata no pre- 
dijo la transmision. 

Des Vignes y cols, investigaron la transmision de B. burg¬ 
dorferi en garrapatas infectadas extraidas de pacientes en una 
zona endemica.Las garrapatas extraidas se alimentaron en 
ratones que luego fueron evaluados para ver si estaban infecia- 
dos. Se calculo una tasa de transmision global del 4,6% de 
estas garrapatas infectadas. 

La demostracion de que una sola dosis de doxaciclina, admi- 
nistrada dentro de las 72 horas posteriores a la picadura de I. 
scapularis, es tan eficaz como los tratamientos mas largos con 
antibioticos para evitar el desarrollo de la enfermedad de Lyme 
proporciono un nuevo impetu a la prevencion rutinaria despues 
de sufrir picaduras de garrapata en las zonas endemicas.^^^ La 
eficacia del tratamiento comparado con un placebo fue del 
87%. Por otro lado, los efectos secundarios, aunque leves, fue¬ 
ron mas frecuentes en los pacientes que recibieron una sola 
dosis de doxaciclina que en los que recibieron el placebo, de tal 
forma que la profilaxis sigue siendo una cuestion de aprecia- 
cion personal. 

ENFERMEDAD CLINICA 

Las manifestaciones clmicas de la infeccion con B, burgdor¬ 
feri son proteiformes. Esta espiroqueta ha sido denominada el 
“ultimo gran imitador”, despues de su pariente T. pallidum. 
Como sucede en el caso de la siTilis, las manifestaciones de la 
enfermedad de Lyme pueden catalogarse en tres estadios, que 
se describen a continuacion. 

El estadio uno es en el que la picadura de la garrapata pro¬ 
duce la lesion clasica, el eritema (cronico) migratorio. La 
lesion cutanea eritematosa expansiva se presenta en localiza- 
ciones anatomicas multiples y con extension variable.^'^ En 
Nueva Jersey, el eritema migratorio se observe en el 93% de los 
pacientes y alrededor de la mitad tenian sintomas sistemicos, 
incluso linfadenopatias.^* Asimismo, el 90% de los nines infec- 
tados en Connecticut tenian la erupcion cutanea.^-** Se ha desta- 
cado la presencia de edema periferico con curacion central de 
la lesion, pero el enrojecimiento homogeneo o central fue mas 
caracteristico en una serie grande de cases microbiologica- 
mente confirmados.^^^ La curacion central fue mas frecuente en 
pacientes eslovenos infectados por B. afzelii que en neoyorqui- 
nos infectados por B. burgdorferi sensu stricto.^^'^ La espiro¬ 
queta se cultiva con mayor facilidad en este estadio de la infec¬ 
cion y puede visualizarse en hasta el 40% de las muestras de 
biopsia por tecnicas de impregnacion argentica. 

El segundo estadio de la enfermedad de Lyme es el resulta¬ 
do de la diseminacion de las espiroquetas por todo el organis- 
mo.^’*' La reaccion en cadena de la polimerasa fue alrededor de 
tres veces mas sensible para detectar espiroquetemia que el cul- 
tivo. Se demostro la presencia de DNA de Borrelia en el suero 
de 14 de 76 pacientes (18,4%) con eritema migratorio. La can- 
tidad de sintomas clmicos fue el factor de prediccion indepen- 
diente mas preciso de espiroquetemia.^^ Parece que la espiro¬ 
quetemia es de bajo nivel e intermitente.^^’ El examen del LCR 
de pacientes con eritema migratorio cronico mostro DNA de 
Borrelia en 8 de 12 pacientes, 4 de los cuales no tenian ningu- 



Borrelia 1091 


na anomalia neurologica ni smtomas. Se demostro la presencia 
de DNA de espiroquetas en el LCR extraido de 4 de 9 pacien- 
tes con smtomas neurologicos.^^^ Las lesiones mas frecuentes 
fueron la artritis aguda-^^ y la meningitis.^^’ Bowen y cols.^^ 
encontraron artritis en el 26% de sus pacientes, meningitis en 
el 10% y paralisis de pares craneales en el 8 %. La meningitis 
puede ser purulenta.^® Puede haber lesiones cutaneas secunda- 
rias, infeccion ocular, hepatitis y dano del miocardio. 

La tercera fase, cronica, de la enfermedad se caracteriza por 
las lesiones cutaneas y los smtomas neurologicos y artritis cro- 
nicos. Los episodios recurrentes de artritis disminuyen en fre- 
cuencia y gravedad cada ano, pero algunos pacientes tienen 
sinovitis cronica e invalidez permanente. 

Como sucede en la siTilis, B. burgdorferi puede transmitirse 
de la madre al feto,^"^®’^®^ pero todavia no se conocen todos los 
efectos de la infeccion congenita. Se ha demostrado experi- 
mentalmente que las espiroquetas sobreviven hasta 45 dias en 
eritrocitos almacenados, por lo que la transmision por transfu- 
siones sangumeas es posible.^^ Sin embargo, hasta ahora ese 
riesgo sigue siendo teorico. No se encontro ningun caso de 
enfermedad de Lyme asociada con transfusiones en 149 
pacientes que recibieron mas de 600 unidades de sangre en una 
zona endemica para la enfermedad de Lyme. Un paciente con- 
trajo babesiosis, lo que representa un riesgo del 0,17%.^^ 

Las manifestaciones de la enfermedad de Lyme en Europa 
son similares a las de los Estados Unidos, pero la artritis puede 
ser algo menos frecuente y la meningitis cronica algo mas fre- 
cuente, debido quizas a la presencia de la especie neurotropica, 
B. garinii, en Europa. A la inversa, la diseminacion amplia de 
la infeccion parece ser mas frecuente en los Estados Unidos 
que en Europa. Como ya se explico, se han notado diferencias 
clinicas entre los pacientes infectados en Nueva York por B. 
burgdorferi sensu stricto y los pacientes eslovacos infectados 
por B. afzelii. 

El tratamiento antimicrobiano inmediato en los estadios ini- 
ciales de la enfermedad de Lyme es casi siempre eficaz para 
controlar los smtomas y evitar la progresion de la enfermedad. 
La Infectious Diseases Society of America ha publicado pautas 
de practica.^®^ No se sabe con tanta certeza si el tratamiento 
antimicrobiano es util en los estadios mas tardios de la enfer¬ 
medad. 

Aunque en apariencia son raros, hay ejemplos bien compro- 
bados de reinfeccion con una nueva cepa de B. burgdorferi 
(determinada por analisis molecular de aislamientos secuencia- 
les) en pacientes que han sido tratados por un eritema migrato- 
rio.'^^ No esta aclarado si las reinfecciones ocurren despues de 
una enfermedad natural no tratada. 

Aparentemente, los animales silvestres no tienen infeccion 
sintomatica, pero los animales domesticos pueden sufrir la 
enfermedad. Komblatt y cols, describieron la artritis de Lyme 
en perros.*'^ Duray detallo la anatomia patologica quirurgica de 
la enfermedad de Lyme.^^ 

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 

La enfermedad de Lyme puede diagnosticarse por cultivo de 
las espiroquetas, por demostracion de la presencia de espiro¬ 
quetas en los tejidos mediante tecnicas inmunologicas o mole- 
culares, o por la deteccion de una respuesta serologica. Las 
recomendaciones sobre metodos de diagnostico que proporcio- 
no un grupo de consenso 1997^*292 cambiado de manera 

apreciable. Se recomienda efectuar las pruebas solo cuando la 
probabilidad de enfermedad de Lyme antes de hacer las prue¬ 
bas, de acuerdo con los smtomas clmicos y antecedentes de 


exposicion, varie entre 0,2 y 0,8. Por supuesto, el problema 
reside en la dificultad de calcular la probabilidad previa a las 
pruebas en un paciente determinado. Los smtomas indefmidos, 
como la fatiga o las artralgias, no son razones suflcientes en si 
mismas para comenzar las pruebas. La eficacia comparativa de 
varias tecnicas de laboratorio para el diagnostico de 47 pacien¬ 
tes con eritema se resume en el recuadro 20-2. El diagnostico 
de laboratorio de la enfermedad de Lyme ha sido revisado por 
Reed.2’9 

Aunque la lesion del eritema migratorio no es patognomoni- 
ca, se observa en un porcentaje muy alto de infecciones agudas 
y se encuentra en algunas otras enfermedades. Por consiguien- 
te, la enfermedad de Lyme puede diagnosticarse con confianza 
si esta lesion esta presente y tal vez no es necesario efectuar 
pruebas adicionales. Incluso despues de mas de dos decadas de 
experiencia, el uso inadecuado de pruebas de diagnostico y el 
tratamiento antimicrobiano innecesario siguen causando pro- 
blemas.*^’^*^’^*^ 

Cultivo. B. burgdorferi se ha aislado en medios acelulares (vea- 
se cuadro 20-3). El proceso es bastante facil cuando se trituran 
y cultivan garrapatas infectadas (vease lamina en color 20-IE). 
El subcultivo de caldo en agar produce la formacion de colo- 
nias de espiroquetas de morfologia variable.’"'^ El medio de 
eleccion es una modificacion del medio de Kelly para espiro¬ 
quetas, creado por Barbour (recuadro 20-3). Se han sugerido 
modificaciones a ese medio.^^® 

El cultivo es muy eficaz en la enfermedad de Lyme tempra- 
na y rara vez positive en los estadios mas tardios. Sin embargo, 
incluso en el estadio primario solo se aislaron espiroquetas en 
las lesiones cutaneas en el 51% y en sangre en el 45% de 47 
pacientes adultos con diagnostico clinico de enfermedad de 
Lyme.^^"^ El rendimiento del cultivo parece ser mayor cuando 
las lesiones son grandes y multiples, como en la fase secunda¬ 
ria diseminada de la enfermedad.Debe cultivarse sangre 
citratada. Los tubos se incuban a una temperatura de entre 
34 °C y 37 °C en la oscuridad. Se examinan en microscopio de 
campo oscuro despues de una incubacion de 2 a 3 semanas. La 
identidad de cualquier microorganismo espiralado detectado 
debe confirmarse por inmunofluorescencia con reactivos espe- 
ciTicos. 

Deteccion morfologica. La visualizacion de espiroquetas en los 
tejidos por metodos morfologicos tambien carece de sensibili- 
dad en la mayoria de las muestras y estadios de la enfermedad. 
Puede usarse cualquiera de los metodos de impregnacion 


Recuadro 20-2 investigaclon de laboratorio de 47 pacien¬ 
tes adultos con eritema migratorio 



PCR cuantitativa de biopsia cutanea 

80,9 

Pruebas serologicas en dos etapas de 
muestras de suero de convaleciente 

66 

PCR “anidada” (nested) convencional 

63,8 

Cultivo de piel 

51,1 

Hemocultivo 

44,7 

Pruebas serologicas en muestras agudas 

40,4 


Adaptado de la referenda'^. 
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Recuadro 20-3 Medio de Barbour-Stoenner-Keliy para 
el cultivo de Borrelia burgdorferi (medio 
BSK ll) 


1. Lavar todo el material de vidrio con detergente, enjuagar cuidadosa- 
mente con agua destilada en vidrio y esterilizar en autoclave. 

2. A 900 mL de agua destilada en vidrio agregar 100 mL de concentrado 
lOx del medio CMRL 1066 sin glutamina. 

3. Agregar al medio CMRL 1066 en el orden siguiente: 

5 g de neopeptona (Difco Laboratories, Detroit Ml) 

60 g de albumina serica bovina, fraccion V (Miles Laboratories. Elkhart 
IN N” 81-003) 

2 g de Yeastolate (Difco) 

6 g de acido A-2-hidroxietilpiperazina-A-2-etanesulf6nico (HEPES: 
Sigma Chemical Co., St. Louis MO) 

5 g de glucosa 

0,7 g de citrato de sodio 

0,8 g de piruvato de sodio 

0,4 g de N-acetilglucosamina (Sigma) 

2,2 g de bicarbonato de sodio 

4. Ajustar el pH del medio, a 20 a 25 °C, a 7,6 con NaOH 1 N. 

5. Agregar 200 mL de gelatina al 7% (Difco) disuelta previamente en 
agua hirviendo, 

6. Esterilizar por filtracion con presion de aire (filtros de nitrocelulosa de 
0,2 fm, Millipore Corp., Bedford MA). Almacenar el medio a 4 °C. 

7. Antes de usar. agregar suero de conejo no calentado (“con trazas de 
hemolisis”, Pel-Freez Biologicals, Inc.. Rogers AR) hasta una concen- 
tracion final del 6%. 

8. Fraccionar en tubos o frascos de vidrio o poliestireno. Llenar los reci- 
pientes hasta el 50 a 90% de su capacidad y cerrarlos hermeticamente. 


De la referenda-'^ 


argentica para la (Jemostracion de espiroquetas en los tejidos 
(Warthin-Starry, Steiner, Dieterle) para tenir los microorganis- 
mos, pero la identificacion especiTica debe confirmarse con 
antisueros, porque las tinciones argenticas detectan cualquier 
tipo de bacteria. 

Deteccion molecular Las tecnicas de amplificacion ban demos- 
trado tener mayor sensibilidad que el cultivo o la deteccion 
morfologica en las lesiones cutaneas de eritema migratorio,^^^ 
en sangre periferica y en liquido articular.Los resultados de 
la deteccion molecular en LCR y orina ban sido desalentado- 
res.^^ La sensibilidad de la reaccion en cadena de la polimera- 
sa (PCR) es menor en LCR que en orina de los pacientes con 
enfermedad neurologica sintomatica.^'^^ Bergmann y cols, ban 
formulado recomendaciones para aumentar el rendimiento de 
la PCR en orina.^^ Las pruebas de PCR en tiempo real ban sido 
validadas en diversos materiales clmicos.'®^-'^^ 

Scbmidt efectuo una revision extensa de los metodos de 
amplificacion molecular para el diagnostico de la enfermedad 
de Lyme.^*^ Las tecnicas moleculares tienen cierta importancia 
para demostrar una infeccion aguda o para resolver casos difi- 
ciles, pero las pruebas de amplificacion completamente valida¬ 
das no estan disponibles en la mayoria de los laboratorios. Las 
pruebas de amplificacion tienden a tener resultados falsos posi- 
tivos por la contaminacion cruzada o por la presencia de 
secuencias de acido nucleico compartidas con otros microorga- 
nismos. Se ba registrado una PCR positiva falsa para B. burg¬ 
dorferi en un laboratorio privado.^*^ Las pruebas de amplifica¬ 
cion no tienen valor agregado significativo para el diagnostico 


de enfermedad de Lyme temprana, pero pueden ser de gran 
ayuda en los estadios mas tardios de la infeccion, sobre todo 
para el diagnostico de neuroborreliosis. La deteccion de DNA 
de Borrelia en LCR puede ser muy util, debido a la dificul- 
tad de interpretacion de los anticuerpos presentes en el sistema 
nervioso central. Sin embargo, la especificidad de las pruebas 
moleculares puede aumentarse evaluando primero si el pacien- 
te posee anticuerpos IgG, que deben estar casi siempre presen¬ 
tes en el suero en ese estadio de la infeccion. 

Se ha creado un equipo comercial para la deteccion de anti- 
geno de la espiroqueta en la orina, pero ha recibido serias cri- 
ticas.^^* 

Deleccion serotogica. El metodo de eleccion de diagnostico pre- 
determinado es el analisis serologico. Los CDC recomiendan 
un procedimiento de dos pasos para el diagnostico. Debe usar- 
se como prueba inicial un enzimoinmunoanalisis o una prueba 
de inmunotluorescencia con sensibilidad alta. Los sueros nega- 
tivos no necesitan estudiarse mas, pero debe obtenerse suero 
durante la convalecencia si esta clinicamente indicado. Los 
resultados positivos deben confirmarse con electroinmuno- 
transferencia de IgM e IgG."^^ 

Las pruebas de inmunofluorescencia y los enzimoinmunoa¬ 
nalisis son los usados con mayor frecuencia. Se ha recomenda- 
do la inmunotluorescencia indirecta,'^^ el inmunoanalisis de 
tluorescencia cuantitativo-^ y un fluoroinmunoanalisis,'" pero 
muchos investigadores encontraron que el enzimoinmunoana¬ 
lisis es mas satisfactorio.**^’^^^ Los anticuerpos pueden estar 
ausentes al principio de la infeccion, pero casi siempre se 
detectan despues de varias semanas. La respuesta contra OspA 
tiende a ser tardia, pero puede detectarse en titulos bajos o 
complejado a espiroquetas al comienzo de la infeccion si se 
usan tecnicas especiales.^^^ La respuesta a la protema OspC o 
al antigeno menos especiTico de la tlagelina es mas frecuente 
en sueros tempranos.'^ Para obtener la sensibilidad maxima en 
la enfermedad de Lyme temprana, se ha recomendado el uso de 
un ensayo de IgM, ya sea por inmunofluorescencia'^^ o tecni¬ 
cas de inmunoelectrotransferencia.^ Los titulos de IgM especi- 
fica pueden permanecer elevados durante toda la enfermedad e 
incluso anos despues del tratamiento, por lo que la presencia de 
IgM no puede usarse para establecer una infeccion aguda.Se 
ha recomendado la obtencion de una segunda muestra 8 a 14 
dias despues de la primera, para demostrar la seroconversion en 
la enfermedad de Lyme temprana. Si solo se detecta IgM un 
mes o mas despues de la infeccion, es probable que el resulta- 
do de la IgM sea falso positivo. 

Para el diagnostico de neuroborreliosis se ha usado el exa- 
men de liquido cefalorraqufdeo en busca de anticuerpos produ- 
cidos intratecalmente. La presencia de titulos mas altos de anti¬ 
cuerpos en LCR que en sangre periferica demuestra en teoria la 
infeccion del sistema nervioso.^®^ En vista de las numerosas 
dificultades con el analisis serologico en sangre periferica, 
estos enfoques deben reservarse para laboratorios de referencia 
experimentados que hay an demostrado la eficacia de las prue¬ 
bas que realizan. 

La mayoria de los ensayos disponibles en este momento 
usan espiroquetas enteras sonicadas y los reactivos no estan 
estandarizados. Como resultado, hubo problemas serios de 
reproducibilidad y exactitud, lo que aumenta las dificultades 
del diagnostico clmico. En un programa de control de calidad, 
el 21% de los participantes pasaron por alto la presencia de 
anticuerpos en titulos de 512 o mas."' Con concentraciones mas 
bajas de anticuerpos, el 55% de los participantes no pudieron 
reconocer el suero como positivo. A la inversa, la tasa de falsos 
positivos alcanzo el 7% con un conjugado polivalente y llego al 
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27% con un conjugado de IgG. La reproducibilidad de los 
resultados cuando el mismo suero se envio como suero pro- 
blema en diferentes momentos tambien fue deficiente. El 
hecho de que estos problemas de rendimiento de las pruebas 
existe en el mundo real fue puesto en evidencia por el informe 
de un centro de referencia para la enfermedad de Lyme: el 
45% de los pacientes que habian sido enviados con un diag- 
nostico incorrecto de enfermedad de Lyme habian tenido prue¬ 
bas serologicas positivas para B. burgdorferi que no pudieron 
confirmarse en el laboratorio de referencia.^^^ Ademas, en 
cierto laboratorio pudo confirmarse por electroinmunotransfe- 
rencia solo el 16,3% de los resultados positivos obtenidos con 
un enzimoinmunoanalisis.^^ Los autores sostienen que la falta 
de sensibilidad de la electroinmunotransferencia no explica 
los resultados, porque se detectaron mas casos de eritema 
migratorio con la electroinmunotransferencia que con el enzi- 
moinmunoanalisis. 

Nuestros colegas clmicos tampoco han tenido exito en el 
manejo de esta enfermedad enigmatica. En una clmica univer- 
sitaria para enfermedad de Lyme, en el 38% de los ninos se 
hizo un diagnostico positivo equivocado y en el 8% se paso por 
alto el diagnosticof^ La cuarta parte de los pacientes que ha¬ 
bian sido diagnosticados correctamente fueron tratados des¬ 
pues de manera incorrecta. En un estudio de pruebas de diag¬ 
nostico efectuado en un sistema prepago de atencion sanitaria 
de California, solo el 19% de las pruebas de laboratorio se 
pidieron porque el medico sospechaba enfermedad de Lyme3^^ 
El 60% de estas pruebas se solicitaron como parte de un con- 
junto de pruebas para pacientes con smtomas poco precisos. 
En una zona en la que la enfermedad de Lyme es rara, esta 
forma indiscriminada de pedidos conspira aun mas contra 
pruebas serologicas que ya tienen problemas mas que sufi- 
cientes por si mismas. 

Se han encontrado reacciones cruzadas con diversos agentes 
infecciosos en el suero de pacientes en los que se sospecha 
enfermedad de Lyme. El suero de pacientes con otras infeccio- 
nes causadas por borrelias,‘^^ infecciones treponemicas,^^’^^^'^*^ 
HIV, virus de Epstein-Barr e infecciones producidas por rickett- 
sias puede reaccionar en las pruebas para B. burgdorferi. Los 
informes sobre reacciones cruzadas con sueros antileptospira 
son contradictorios. Aunque se desarrollan reacciones cruzadas 
con antigenos treponemicos especiTicos, la prueba de VDRL no 
es positiva en los pacientes con enfermedad de Lyme. Se ha 
informado en varias oportunidades que las reacciones inespeci- 
ficas se concentran en la clase IgG2 de anticuerpos.^^"^ 

Como pasa a menudo, la interpretacion de los resultados 
serologicos es mas sencilla cuando menos se necesita, es decir, 
cuando se encuentra la erupcion cutanea del eritema migrato¬ 
rio cronico clasica. Cuando la presentacion es atipica, el diag¬ 
nostico suele ser serologico y la posibilidad de obtener resulta¬ 
dos engahosos aumenta, con graves consecuencias. Steere^^^ 
senalo que la evidencia serologica de infeccion puede ser 
correcta, pero que la enfermedad de Lyme puede ser subclmi- 
ca y los problemas del paciente pueden estar causados por otro 
agente. 

Kaell y cols, describieron cuatro pacientes provenientes de 
una zona endemica para la enfermedad de Lyme, que tenian 
una enfermedad multisistemica confusa que se atribuyo al prin- 
cipio a B. burgdorferi .Los cuatro pacientes tenian anticuer- 
pos contra la espiroqueta y en tres de ellos los resultados eran 
positivos en las pruebas de Western blot; sin embargo, el estu¬ 
dio posterior revelo que la causa de la enfermedad en los cua¬ 
tro casos era una endocarditis bacteriana subaguda. Mas tarde, 
estos investigadores observaron un aumento de los anticuerpos 


contra B. burgdorferi en 13 de 30 pacientes (43%) con endo¬ 
carditis no causada por espiroquetas.^^® La especificidad de la 
serologia para la enfermedad de Lyme en esta poblacion fue 
solo del 60%. Cuando se realizaron las pruebas de inmunoe- 
lectrotransferencia, solo un paciente tenia un patron de reacti- 
vidad que sugeria una exposicion anterior a la espiroqueta. Los 
autores proponen la hipotesis de que las reacciones cruzadas 
con la bacteria infectante podrian ser responsables de la alta 
frecuencia de resultados inespecificos. 

Los problemas serologicos se han focalizado en dos formas 
principals: el desarrollo de inmunoelectrotransferencia 
(Western blot) y una busqueda de antigenos defmidos, y por 
consiguiente reproducibles, que reaccionen con el suero de la 
mayoria de los pacientes infectados. 

El hallazgo de reacciones Western blot positivas en los 
pacientes con endocarditis bacteriana indica que la inmunoe¬ 
lectrotransferencia no es una garantia de especificidad per se. 
Como sucede en la infeccion por el HIV, la inmunoelectro¬ 
transferencia puede usarse para mejorar la especificidad de 
otras pruebas inmunologicas. Dressier y cols, propusieron cri- 
terios para definir las inmunoelectrotransferencias positivas en 
un estudio retrospective.^* La mejor discriminacion se obtuvo si 
se exigia la deteccion de dos de las ocho bandas mas frecuen- 
tes de IgM (18, 21, 28, 37, 41, 45, 58 y 93 kDa) para conside- 
rar el resultado positivo en la enfermedad temprana y la detec¬ 
cion de por lo menos 5 de las 10 bandas mas frecuentes de IgG 
(18, 21, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 y 93 kDa) para el diagnosti¬ 
co despues de las primeras semanas de infeccion. La aplicacion 
de estos criterios a mas de 300 pacientes en un estudio pros- 
pectivo tuvo como resultado una sensibilidad del 32% y una 
especificidad de 100% para la prueba de IgM. La sensibilidad 
y la especificidad de la prueba de IgG fueron 83% y 95%. 
Engstrom y cols, han sugerido criterios algo diferentes.”^^ Sus 
criterios de positividad para las inmunoelectrotransferencias de 
IgM son el reconocimiento de por lo menos dos de las protei- 
nas siguientes: 24 kDa (OspC), 39 kDa y 41 kDa (flagelina). La 
sensibilidad de las inmunoelectrotransferencias de IgG e IgM 
en 55 pacientes con eritema migratorio demostrado fue 58,5% 
y 54,6% respectivamente, en el momento del diagnostico, y 
100% despues de 8 a 12 dias mas. Ma y cols, han subrayado la 
importancia de los anticuerpos contra el antigeno de 39 kDa 
para hacer un diagnostico especifico.*^* 

Los CDC y la Association of State and Territorial Public 
Health Laboratory Directors recomiendan actualmente los cri¬ 
terios de IgM de Engstrom y los criterios de IgG de Dressier. 
Usando estos criterios, Aguero-Rosenfeld y cols.**^ observaron 
inmunoelectrotransferencias de IgM positivas en el momento 
del estudio inicial en el 43% de un grupo de 46 pacientes con 
eritema migratorio positivo por cultivo y en el 84% de los 
pacientes de 8 a 14 dias despues. Aunque el 89% de los pacien¬ 
tes formaron anticuerpos contra B. burgdorferi, las inmunoe¬ 
lectrotransferencias de IgG fueron positivas, segun los criterios 
recomendados, en solo el 22% de los sueros tornados en la 
etapa de convalecencia. Despues de un aho, el 38% de las 
inmunoelectrotransferencias de IgM eran todavia positivas. 
Los anticuerpos IgM reactivos con los antigenos de 39, 58, 60, 
66 y 93 kDa se vieron con mayor frecuencia durante el primer 
mes despues del diagnostico, y estos investigadores proponen 
que la presencia de estas bandas puede ser util para sugerir una 
infeccion reciente en los pacientes de las zonas endemicas. 

Hilton y cols, sugieren que se agreguen dos antigenos a los 
criterios para positividad de IgG: los antigenos de 31 kDa 
(OspA) y de 34 kDa (OspB).**^ De 136 pacientes evaluados 
para determinar la presencia de enfermedad de Lyme, 4 (8%) 




1094 CAPfTULO 20 infecciones producidas por espiroquetas 


solo habnan sido considerados positivos si se incluian estos 
dos antigenos entre los criterios. Estos 4 pacientes tenian erite- 
ma migratorio o artritis y vivian en zonas endemicas. Es obvio 
que los criterios para la interpretacion de las inmunoelectro- 
transferencias todavia estan en evolucion. 

Sin duda, los criterios para considerar positivas las pruebas 
serologicas continuara perfeccionandose, pero la confirmacion 
de un resultado indeterminado o cuestionable obtenido con un 
enzimoinmunoanalisis debe intentarse mediante una prueba de 
inmunoelectrotransferencia realizada en un laboratorio experi- 
mentado. Sin embargo, Wormser y cols, ban hecho notar que 
las propiedades confirmatorias de la inmunoelectrotransferen¬ 
cia se ven reducidas porque los dos ensayos no son completa- 
mente independientes.^^^ 

Los intentos para mejorar la especificidad del diagnostico 
serologico tambien incluyen el desarrollo de antigenos recom- 
binantes para los enzimoinmunoanalisis, sobre todo OspA,^° 
OspB y OspC.^* El reconocimiento de la diversidad antigenica 
entre cepas puede ser importante para obtener mayor sensibili- 
dad en ciertas regiones.^^^ 

La vacuna contra la enfermedad de Lyme, que contiene la 
protema de superficie externa OspA, ha planteado un nuevo 
problema. Si una prueba serologica detecta OspA, sera imposi- 
ble decir si un individuo inmunizado tambien ha tenido una 
infeccion. El suero de personas vacunadas puede causar reac- 
ciones positivas en los enzimoinmunoanalisis, pero no produce 
un numero suficiente de bandas en los Western blots como para 
dar resultados positivos.*® El desarrollo de enzimoinmunoana¬ 
lisis que no contengan OspA tambien deberia ayudar a resolver 
este dilema.'^^ 


Leptospira 

Los microorganismos del genero Leptospira son bacilos 
moviles, helicoidales, aerobios estrictos, que miden 0,1 |im de 



Figura 20-6 Examen en campo oscuro de un cultivo de Leptospira interro¬ 
gans. La conformacion en espiral, que no se ve con claridad, aparece como 
zonas brillantes y oscuras alternadas. El extreme superior muy brillante del 
microorganismo puede representar el extreme curve que tienen muchas lep- 
tospiras. Es facil, para los observadores inexpertos, confundir detritos celula¬ 
res y artefactos con leptospiras en las muestras clmicas. lOOOx. (Microfoto- 
grafia cortesia de David Miller. DVM. MS). 


diametro y 6 a 12 pm de longitud. Son gramnegativos y solo se 
tihen debilmente con los colorantes de anilina. Para visualizar 
leptospiras sin tincion debe usarse microscopia de campo oscu¬ 
ro (fig. 20-6). Se reconocen dos especies tradicionales de 
Leptospira: L interrogans, que contiene todos los patogenos 
humanos, y la especie saprofita, L. hiflexa. L. interrogans con¬ 
tiene muchos serotipos diferentes que causan enfermedad en 
los seres humanos. Las serovariedades antigenicamente rela- 
cionadas se reunen en serogrupos a los fines de la clasificacion. 
La cepa prototipo es L. interrogans serovariedad icterohae- 
morrhagiae,*^^ y la enfermedad clmica es la leptospirosis. 
Existen varias revisiones amplias, que aunque son antiguas, 
todavia reflejan el estado del conocimiento actual en muchos 
aspectos.^^'^^'*®^ **® 

Yasuda y cols, estudiaron el parentesco del DNA entre sero¬ 
grupos y serovariedades de Leptospira?^^ Por razones geneti- 
cas, estos autores propusieron por lo menos cinco nuevas 
especies entre los patogenos humanos. El analisis de acidos 
nucleicos no se correlaciona bien con la clasificacion serologi¬ 
ca. Una sola serovariedad puede encontrarse en varias especies. 
No es sorprendente que el numero de genoespecies continue 
ampliandose.**^^ Las genoespecies y los serogrupos correspon- 
dientes reconocidos en la actualidad se presentan en detalle en 
el cuadro 20-6. 

Leptospirosis 

Levett**^^ ha publicado una revision excelente de todos los 
aspectos de la leptospirosis. 

EPIDEMIOLOGIA 

Las leptospiras tienen distribucion mundial e infectan 
muchos tipos de animales domesticos y salvajes. Los seres 
humanos son huespedes accidentales, “callejones sin salida”, 
porque no existe la transmision del hombre a los animales o a 
otros seres humanos. Clasicamente las ratas se asocian con esta 
enfermedad, pero tambien pueden infectarse ovejas, vacas, 
perros y otros animales domesticos. En la naturaleza, los 
zorros, mapaches, mofetas, arpias y erizos son portadores de 
leptospiras. Existen asociaciones entre serovariedades (sv.) y 
las especies de animales, como L interrogans sv. icterohae- 
morrhagiae y las ratas, o L. interrogans sv. canicola y los 
perros. Sin embargo, un determinado genero de animales puede 
ser portador de varias serovariedades diferentes de Leptospira, 
y una determinada serovariedad puede asociarse con mas de un 
huesped animal. En general, los huespedes animales no son 
sintomaticos y no desarrollan anticuerpos, a pesar de la infec¬ 
cion masiva. 

La leptospirosis se ha considerado siempre una enfermedad 
ocupacional, concentrada en las personas que trabajan en las 
cloacas. los sembradios de arroz o de cana de azucar y los 
mataderos. Sin embargo, en la decada de 1970 en los Estados 
Unidos, solo el 30% de las personas con infeccion informada a 
los CDC tenian exposicion laboral. Habia ninos, amas de casa 
y jubilados o desempleados entre las personas infectadas. Se ha 
sugerido que la mayor cantidad de tiempo libre y las excursio- 
nes mas frecuentes al campo han aumentado la probabilidad de 
exposicion casual. Se han informado casos de leptospirosis 
relacionados con la navegacion en kayak.Las asociaciones 
con las actividades recreativas continiian en aumento. Se regis- 
tro enfermedad epidemica durante un triatlon realizado en 
Illinois, donde se relaciono con una exposicion brevisima al 
agua de un estanque.*^^ y entre un grupo que practicaba rafting 
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Cuadro 20-6 Genoespedes y serogrupos de Leptospira 

GENOESPECIES 

SEROGRUPO 

L interrogans 

Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, 
Australis, Autumnalis, Pyrogenes, 
Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, 
Sejroe, Bataviae, Ranarum, Louisiana, 

Mini, Sarmin 

L noguchii 

Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, 
Bataviae. Tarassovi, Australis, Shermani, 
Djasiman, Pomona 

L. Santarosai 

Shermani, Hebdomadis. Tarassovi, 

Pyrogenes. Autumnalis, Bataviae, Mini, 
Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, 
Sarmin, Cynopteri 

L. meyeri 

Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica 

L wolbachii* 

Codice 

L. biflexa* 

Semaranga, Andamana 

L. fainei 

Hurstbridge 

L. borgpetersenii 

Javanica, Ballum. Hebdomadis, Sejroe, 
Tarassovi. Mini, Celledoni. Pyrogenes, 
Bataviae, Australis, Autumnalis 

L kirschneri 

Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, 
Hebdomadis. Australis, Pomona, 

Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, 
Bataviae 

L weilii 

Celledoni. Icterohaemorrhagiae, Sarmin, 
Javanica, Mini. Tarassovi. Hebdomadis, 
Pyrogenes. Manhao, Sejroe 

L. inadia 

Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, 
Tarassovi, Manhao, Canicola, Panama, 
Javanica 

L par\'a* 

Turneria 

L. alexanderi 

Manhao, Hebdomadis. Javanica, Mini 

* No hay ningun serogrupo patogeno asociado con esta especie hasta la fecha. 

Adapt ado de la referenda'"' 


en Costa Rica.^ El episodic mas celebre fue el registrado entre 
los parlicipantes de una carrera Eco-Challenge realizada en 
Borneo, que experimentaron un “desafio ecologico” (eco-cha- 
llenge, en ingles) mucho mayor del que suponian, ya que con- 
trajeron leptospirosis aguda durante la carrera.'^La enfermedad 
se asocio con la navegacion en kayak, la espeleologia y la nata- 
cion o la ingestion de agua en el rio Segama. 

Los factores epidemiologicos asociados con la leptospirosis 
en Hawaii fueron la recoleccion de agua de Iluvia para uso 
domestico, el contacto con ganado bovino y su orina, o la 
manipulacion de tejidos de animales.^^^ Feigin y cols, registra- 
ron una pequena epidemia en University City, Missouri, un 
suburbio de clase media alta de St. Louis.Estos autores 
pudieron aislar Leptospira interrogans sv. icterohaemorrhagiae 
en ratas y animates domesticos y en la tierra de los jardines de 
las casas. Algunos de los perros a partir de los cuales aislaron 
leptospiras habian sido inmunizados con vacunas contra 
Leptospira que se adquieren en el comercio. La enfermedad 
epidemica puede ocurrir a partir de una fuente comiin, como se 
encontro hace poco en un brote transmitido por agua en Italia."^^ 
En esa epidemia se sugirio que el brote asociado con una fuen- 
te del pueblo fue causado por un erizo atrapado en un deposito 
de agua. La pesquisa epidemiologica de un brote reciente en 


Illinois condujo hasta un estanque contaminado; se adelanto la 
hipotesis de que una epoca de sequia habia aumentado el ries- 
go de exposicion a excretas de animates infectados.*^"^ 
Leptospira dene distribucion mundial, por lo que la enferme¬ 
dad importada debe considerarse en los viajeros.^^^ 

ENFERMEDAD CUNICA 

La leptospirosis clasica es una enfermedad bifasica que con- 
siste en una fase septicemica inicial y una fase inmunitaria 
secundaria. La gravedad varfa desde la infeccion subcimica 
hasta la enfermedad sistemica mortal, conocida como enferme¬ 
dad de Weil, por el primero que describio la fiebre icterohemo- 
rragica en 1886. En los casos graves, las dos fases se confun- 
den y no existe un intervalo asiniomatico. 

Los estudios serologicos realizados en trabajadores con ries- 
go profesional han demostrado la presencia de anticuerpos, sin 
un episodic reconocido de leptospirosis, en el 5-16% de ellos. 
En una revision clasica, se describio la enfermedad de Weil en 
el 5-10% de los casos de pacientes con una infeccion conocida 
por leptospiras. Sin embargo, mas recientemente, la ictericia se 
observo en el 39% de los casos producidos en Hawaii entre 
1974 y 1998. La inyeccion conjuntival se encontro en el 28% 
de los pacientes.'^’ 

La fase septicemica inicial de la enfermedad es de comienzo 
abrupto, precedido por fiebre alta, dolor intense de cabeza, 
malestar general y dolores musculares. En forma caracleristica, 
hay dolor de ojos, fotofobia e inyeccion conjuntival o incluso 
hemorragias. Debe subrayarse que no hay inflamacion o ver- 
dadera conjuntivitis visible. Los infiltrados pulmonares son 
relativamente frecuentes. La enfermedad es por lo general leve, 
pero la leptospirosis puede presentarse como un smdrome de 
dificultad respiratoria del adulto^* i69.i96 y describio hemorra- 
gia pulmonar.^^' 

Los pacientes pueden presentar erupcion cutanea macular, 
maculopapular, urticariana o hemorragica. Una erupcion cuta¬ 
nea pretibial caracteristica acompaho una infeccion epidemica 
de L. interrogans sv. autumnalis, que se denomino fiebre de 
Fort Bragg. Esta erupcion cutanea pretibial se ha visto asocia- 
da con infecciones por otras serovariedades. 

Despues de un intervalo asintomatico de 1 a 3 dias, comien- 
za la fase inmunitaria de la infeccion. Se han informado reac- 
ciones de Jarisch-Herxheimer despues del tratamiento tempra- 
no. Las leptospiras se eliminan con rapidez de la sangre y del 
LCR. y comienza un proceso intlamatorio. El 90% de los 
pacientes presentan pleocitosis del LCR durante la segunda 
semana de la enfermedad, pero solo la mitad de ellos tienen 
smtomas de meningitis aseptica. L interrogans fue responsable 
del 5-13% de los casos de meningitis aseptica en una serie. 

Las caracteristicas distintivas de la enfermedad de Weil son 
la ictericia y la insuficiencia renal aguda. La ictericia y otros 
signos de disfuncion hepatica aparecen ya en la tercera semana 
y pueden demorarse hasta la novena semana despues de la 
infeccion. 

El diagnostico de infeccion clasica es bastante sencillo, pero 
es mucho mas dificil en el caso promedio sin exposicion ocu- 
pacional. Schmid y cols, informaron un caso muy raro de lep¬ 
tospirosis en el que los smtomas clmicos imitaban la enferme¬ 
dad de Lyme. El agente etiologico fue una leptospira antes no 
reconocida, que estos autores denominaron “L. inadai" sv. 
lyme.^"*^ 

DuPont y cols, evaluaron los factores pronosticos en 68 
pacientes de las Antillas francesas.^'^ Por analisis de multiva- 
rianza, hay cinco factores asociados con la mortalidad: disnea, 
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oliguria, recuento leucocitario superior a 12 900/mm^ altera- 
ciones de la repolarizacion en los electrocardiogratnas e infil- 
trado alveolar en las radiografias de torax. 

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 

La leptospirosis puede diagnosticarse por cultivo de la espi- 
roqueta, por la demostracion de los microorganismos en las 
muestras, por la deteccion de antigenos o de acidos nucleicos, 
o por serologia. 

Deteccion directa. La demostracion directa de Leptospira puede 
intentarse por examen de campo oscuro de sangre, LCR u 
orina. Se ha recomendado la centrifugacion a baja velocidad de 
sangre oxalatada o heparinizada para eliminar los elementos 
celulares, y despues a velocidad alta para concentrar las lep- 
tospiras. Lamentablemente, el diagnostico por examen directo 
suele ser rapido pero erroneo, porque las fibrillas eritrociticas o 
los eritrocitos crenados se interpretan equivocadamente como 
espiroquetas. Aunque el examen del LCR y la orina es un poco 
menos erroneo, puede tener dificultades similares.^^^ Se descri- 
bio la identificacion directa de leptospiras con antisueros mar- 
cados, pero los reactivos no se comercializan. 

Cuitivo. Los medios de cultivo habituales son el medio semi- 
solido de Fletcher, el medio liquido de Korthof y el medio 
albumina serica bovina-Tween 80, que puede ser liquido o 
solido. Los medios pueden almacenarse a temperatura 
ambiente durante periodos largos. Casi siempre se agregan 
antibioticos cuando hay probabilidades de que las muestras 
como la orina esten contaminadas con bacterias, pero algunos 
de los antibioticos, en la concentracion requerida, tambien 
inhiben las leptospiras. Se ha encontrado que la combinacion 
de fosfomicina y 5-fluorouracilo es eficaz para usar con el 
medio de Korthof, pero los autores advierten que los resulta- 
dos no pueden extrapolarse automaticamente a otros medios 
para Leptospira 

Leptospira puede aislarse con facilidad en sangre y LCR 
durante la primera semana de enfermedad. Durante el estadio 
inmune los microorganismos desaparecen de la sangre y del 
LCR. Sin embargo, el rinon es un sitio privilegiado y 
Leptospira se excreta en la orina hasta durante un mes (vease 
lamina en color 20-IG). 

Se recomienda sembrar por lo menos cuatro tubes de 5 mL 
de medios de cultivo con dos porciones diferentes de la mues- 
tra clinica. Para el aislamiento de serotipos con requerimientos 
nutricionales especiales, puede agregarse 0,4% a 1 % de suero 
de conejo esteril al medio albumina serica bovina-Tween 80. 
Deben sembrarse solo volumenes pequenos de sangre u orina, 
porque los mas grandes pueden introducir sustancias que inter- 
fieren en el desarrollo. Los medios deben sembrarse con una a 
dos gotas de muestra por tubo. Si el procedimiento no puede 
hacerse a la cabecera del paciente, puede enviarse sangre oxa¬ 
latada o heparinizada al laboratorio. Tambien puede sembrarse 
un coagulo desmenuzado, pero la sangre citratada puede ser 
inhibitoria. Cuando se realiza el cultivo de orina, debe sem¬ 
brarse una muestra pura y otra diluida al decimo. Cuando se 
usa LCR, deben sembrase 0,5 mL a 5 mL. 

Los cultivos se incuban en la oscuridad a 28 °C a 30 °C hasta 
6 semanas y se examinan semanalmente por microscopia de 
campo oscuro para buscar leptospiras (vease fig. 20-6). A 
menudo el desarrollo tarda varias semanas pero ocurre mucho 
mas temprano en el medio Tween 80-albumina. Leptospira se 
desarrolla tipicamente como una banda, 0,5 a 1 centimetros 
debajo de la superficie del medio de cultivo semisolido (vease 
lamina en color 20-1H). 


Manca y cols, informaron el aislamiento de L interrogans en 
muestras simuladas y en sangre humana mediante un sistema 
de hemocultivo radiometrico comercial. Usaron el medio de 
Stuart y de Middlebrook para TB (12A) con el agregado de al¬ 
bumina serica bovina, catalasa e hidrolizado de caseina marca- 
do con acidos grasos C. El tiempo de aislamiento en sangre 
humana fue de 2 a 5 dias.^^^ 

Seroiogia, El cultivo establece un diagnostico de certeza de lep¬ 
tospirosis, pero requiere tecnicas especializadas y dificiles de 
mantener en la mayoria de los laboratorios si la prevalencia 
de la enfermedad es baja. Por consiguiente, el procedimiento 
principal para el diagnostico en la mayoria de los hospitales es 
el analisis serologico, y la tecnica de referenda es la prueba de 
microaglutinacion, con leptospiras vivas. La dificultad de man¬ 
tener un gran numero de cultivos de Leptospira es obvia. En la 
practica se usan leptospiras muertas por formol, pero tienen 
una sensibilidad algo menor. La prueba de referencia de micro¬ 
aglutinacion, a menudo considerada especiTica para serovarie- 
dades es, de hecho, especiTica para serogrupos. No obstante, 
debe probarse un gran numero de antigenos contra los sueros 
para detectar las serovariedades locales con certeza. Se usan 
antigenos de leptospiras especiTicos de serogrupo disponibles 
en el comercio, en una prueba de aglutinacion macroscopica 
que puede usarse para la deteccion sistematica. Las reacciones 
positivas deben confirmarse en laboratorios de referencia con 
la prueba de microaglutinacion. 

Varias versiones de una prueba de hemaglutinacion se usan 
con menos frecuencia. Seki y cols, describieron una prueba 
rapida de aglutinacion de microcapsulas,^*^^ pero no ha sido 
evaluada por otros investigadores. Varios grupos han publicado 
enzimoinmunoanalisis que parecen prometedores.^’^®^ Los 
anticuerpos IgM son los mas especiTicos para detectar infec- 
cion actual. La prueba parece funcionar bien y puede reempla- 
zar en el futuro la engorrosa microaglutinacion, pero hay reac¬ 
ciones cruzadas. Se requieren mas investigaciones antes de 
aceptarlas como nuevos procedimientos de referencia, como lo 
demuestran dos informes recientes. Los investigadores de las 
Anti lias hallaron una sensibilidad del 100% para una prueba de 
hemaglutinacion indirecta comercial,'^® pero los investigadores 
de Hawaii observaron una sensibilidad de solo el 68% en 
pacientes infectados con la serovariedad icterohaemorhagiae y 
una sensibilidad del 47% en pacientes infectados con la sero¬ 
variedad Australis.^^ Las diferencias de sensibilidad entre los 
dos estudios puede representar las diferencias de serovarieda¬ 
des en las dos localidades. Esta experiencia es un llamado de 
atencion para todos aquellos que intenten el diagnostico sero¬ 
logico de las infecciones por Leptospira. 

Se han informado otras tecnicas serologicas, como la agluti¬ 
nacion del latex,^^^ la aglutinacion de particulas"^^ y una prueba 
de inmunotransferencia en tiras por inmersion.^®^ Estos ensayos 
no se comercializan o no han sido ampliamente evaluados. Los 
investigadores de los CDC observaron que una prueba con tiras 
por inmersion comercial (Dip-S, PanBio INDX, Inc., 
Baltimore, MD) producia mas resultados positives (al parecer 
verdaderos positives) que el enzimoinmunoanalisis en fase 
solida comercial para IgM (P Brisbane, Australia). 

Los CDC sugieren un titulo superior a 1:200 en una muestra 
aislada de suero por la prueba de microaglutinacion como evi- 
dencia presuntiva de leptospirosis en un paciente con una 
enfermedad clinica compatible, pero otros expertos proponen 
un titulo de 1:800 o 1:1 600 como mejores valores de corte. Los 
titulos pueden alcanzar niveles sumamente altos y tardan meses 
o anos en disminuir, por lo que la magnitud del titulo no puede 
usarse para determinar infeccion reciente.^^^ 
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Deieccion de antfgeno y acidos nucleicos, Se han usado anticuer- 
pos monoclonales para detectar antfgeno de leptospiras en orina 
en muestras de Thailandia, con resultados prometedores.^^^ 

Las tecnicas de amplificacion molecular se han utilizado con 
exito para el diagnostico de leptospirosis.*^ El DNA de 
Leptospira estaba presente en orina incluso en los estadios tem- 
pranos de la infeccion, cuando predomina la espiroquetemia. 
Se encontro que un porcentaje alto de pacientes con meningitis 
aseptica tema DNA de leptospiras en el LCR, pero no se hide- 
ron cultivos ni analisis serologicos de las muestras de sangre en 
este estudio, por lo que es diffcil interpretar los resultados.^^^ 
Estas pruebas no estan ampliamente disponibles, pero pueden 
ser de importancia en los laboratorios de referenda. 


Spirillium minor (fiebre pormardedura de rata) 

Spirillum minor es un bacilo corto, grueso, espiralado, con 
espiras muy juntas, que mide 0,2 pm a 0,5 pm de diametro por 
3 pm a 5 pm de longitud. Causa gran parte de los cuadros de 
fiebre por mordedura de rata en Asia, pero es raro en los 
Estados Unidos. La transmision es, como su nombre lo indica, 
por la mordedura de ratas. No se ha demostrado la transmision 
interhumana. Una a cuatro semanas despues de la mordedura, 
comienza una enfermedad sistemica caracterizada por escalo- 
frfos, cefalea y fiebre. El sitio de la mordedura, que habia cura- 
do, se reactiva y se acompana por linfadenitis regional y una 
erupcion cutanea macular. La fiebre recurrente puede durar 
semanas, meses o anos. La complicacion mas seria es la endo¬ 
carditis infecciosa.^^^ Aunque rara, esta infeccion todavia es una 
amenaza cuando la exposicion a las ratas es una posibilidad.*^^ 

Spirillum minor no puede cultivarse in vivo y no hay ningu- 
na prueba serologica especifica. Hasta el 50% de los pacientes 
infectados tienen resultados falsos positivos en las pruebas 
serologicas para sffilis. Las espiroquetas pueden visualizarse 
en sangre, exudados o tejidos mediante la tincion de Giemsa o 
de Wright o por microscopia de campo oscuro. 
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E l diagnostico de una infeccion micotica requiere la 
colaboracion entre el medico de atencion primaria, 
el anatomopatologo quirurgico y el microbiologo. 
El medico de atencion primaria es responsable de evaluar los 
signos y los sintomas de las infecciones micoticas, y de 
investigar el tipo de muestras adecuadas para recolectar y 
transportar al laboratorio en condiciones optimas sin retraso. 
El anatomopatologo quirurgico debe estar alerta a las reac- 
ciones del tejido que hacen pensar en una infeccion micotica 
o debe poder reconocer los elementos micoticos en cortes 
tenidos de tejido. El micdlogo del laboratorio es responsable 
de llevar a cabo las tecnicas de laboratorio para el aislamien- 
to optimo de bongos por cultivo y realizar las identificacio- 
nes precisas de genero y especie. 


Pacientes con riesgo de contraer infecciones micoticas 

• Individuos inmunodeprimidos o que presentan reduccion de 
la cantidad o alteraciones de la funcion de los leucocitos 
polimorfonucleares circulantes. 

• Receptores de trasplantes de organos, en especial durante el 
perfodo de inmunosupresion posterior al trasplante. 

• Pacientes con neoplasias malignas, en especial los afectados 
por leucemia y linfoma, mas aiin durante los periodos de qui- 
mioterapia. 

• Pacientes con diversos trastornos inmunitarios y metabolicos 
debilitantes, como lupus eritematoso sistemico y otras cola- 
genopatias, diabetes mellitus, alteraciones de las y-globuli- 
nas, alcoholismo y drogadiccion intravenosa. 

• Pacientes que recibieron tratamientos con corticosteroides, 
agentes citotoxicos o antibioticos durante un tiempo prolon- 
gado. 

• Residentes o viajeros hacia regiones del mundo conocidas 
como endemicas de ciertas infecciones micoticas. 

• Participantes en actividades u ocupaciones que implican el 
contacto directo de la piel con animales infectados, con 
materiales contaminados o ambos, o que presentan riesgo de 
ingestion o inhalacion de aerosoles o polvo contaminados 
con esporas de bongos. 

Sobre esta base, una revision reciente de Nucci'^^ bace hin- 
capie en que la incidencia de infecciones por bongos filamen- 
tosos que no pertenecen al genero Aspergillus ba aumentado 
durante la ultima decada, en especial en los receptores de tras¬ 
plantes. Segun sugieren los datos epidemiologicos recientes, 
una causa fundamental parece ser la profundidad mayor de la 
inmunosupresion en los protocolos cambiantes de trasplantes. 
Estas infecciones micoticas tienden a diseminarse y el pronos- 
tico suele ser desfavorable porque los bongos son resistentes a 
la mayoria de los agentes antimicoticos disponibles. 

Signos y smtomas generales que sugieren infeccion micotica 

• Los smtomas de presentacion tempranos que suelen llevar a 
la sospecba de una infeccion micotica son atipicos, vagos e 
inespeciflcos, lo que reduce la posibilidad de realizar el diag¬ 
nostico clinico correcto. 

• Algunos smtomas frecuentes son fiebre de baja intensidad, 
sudores noctumos, perdida de peso, lasitud, fatiga facil, tos y 
dolor toracico. 

• Las micosis profundas o diseminadas pueden asemejarse a 
otras infecciones, como tuberculosis, brucelosis, sifilis, sar¬ 
coidosis y carcinomatosis diseminada. 


• Siempre debe realizarse el examen cuidadoso de la piel y las 
mucosas, ya que las micosis sistemicas a menudo se acom- 
panan de lesiones mucocutaneas. 

• Las lesiones ulcerosas del intestino, la laringe, la faringe, 
los organos genitales y la lengua pueden complicar la his¬ 
toplasmosis diseminada basta en el 50% de los casos. 

• Los pacientes con blastomicosis pueden presentar al 
comienzo lesiones cutaneas verrugosas o pustulosas o gra¬ 
nulomas ulcerados de las mucosas larmgea,^^ esofagica y 
bucal, incluso con afectacion de la lengua.^^^ 

• La coccidioidomicosis en el SIDA puede presentarse como 
lesiones cutaneas papulares o maculares.^^^ 

• En el cuadro 21-1 se mencionan los signos, los smtomas y 
los agentes probables de las micosis pulmonares. 

• Los signos, los smtomas y los agentes probables de las mico¬ 
sis extrapulmonares se resumen en el cuadro 21-2. 

• Los ballazgos de laboratorio inespeciTicos, como el aumento 
de la velocidad de eritrosedimentacion, el aumento de la pro- 
tema C-reactiva, las elevaciones de la y-globulina, o las ele- 
vaciones de baja intensidad y persistentes de los neutrofilos, 
los monocitos o ambos de sangre periferica pueden propor- 
cionar los indicios iniciales para sospecbar una infeccion 
micotica. 


Clasificacion cifnica de las infecciones micoticas 

Desde una perspectiva amplia, las micosis pueden denomi- 
narse “superficiales” o “profundas” (o “sistemicas”). Sin 
embargo, esta clasificacion ya no sirve para las necesidades de 
la practica clmica, dado que varias especies de bongos consi- 
derados productores de enfermedad “superficial” pueden cau- 
sar enfermedad diseminada. Por eso fueron surgiendo varios 
terminos especificos con los que los medicos y los micologos 
se comunican mejor. 

Los terminos profundo y sistemico clasicamente se referian 
a un grupo de micosis causadas por agentes que en esencia pue¬ 
den ser muy virulentos, invadir profundamente los tejidos y los 
organos y diseminarse por todo el cuerpo. Hasta bace poco, la 
mayoria de estas infecciones eran ocasionadas por bongos 
dimorfos, es decir, las especies que existen en la forma de bon¬ 
gos filamentosos en el ambiente (“la temperatura de incubacion 
ambiente”), pero como levaduras cuando se incuban a 35-37 
(la temperatura del cuerpo). En la actualidad, debido al aumen¬ 
to del numero de individuos inmunosuprimidos o que presen¬ 
tan una afeccion intensa de la inmunidad celular, otros agentes 
micoticos, considerados antes solo como “saprofitos” o “con- 
taminantes” son abora agentes de enfermedad sistemica. Un 
excelente ejemplo es el bongo filamentoso bialino Penicillium 
marneffii, que causa infeccion reticuloendotelial diseminada 
que se asemeja desde el punto de vista clmico y anatomopato- 
logico a la histoplasmosis. 

El termino oportunista se utiliza abora para describir a los 
bongos “no patogenos” que pueden causar infecciones subcu- 
taneas y diseminadas. Estos bongos presentan una capacidad 
de virulencia baja o limitada; no obstante, pueden causar enfer¬ 
medad local o diseminada en los drogadictos intravenosos, los 
debilitados, los inmunodeprimidos o los portadores de disposi- 
tivos intravasculares o protesicos. Las especies de Aspergillus, 
de Candida y de Zygomyces (mucormicosis) son los tres gru- 
pos de bongos considerados clasicamente oportunistas. En los 
ultimos tiempos, las infecciones localizadas y profundas se ban 
atribuido a varias otras especies de bongos filamentosos claros 
(hialinos) y oscuros (dematiaceos) de crecimiento rapido antes 
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Cuadro 21-1 Signos y smtomas de las micosis pulmonares 

TIPO DE INFECCION 

SIGNOS Y SfNTOMAS 

General 

Smdrome gripal transitorio o neumonia localizada en un lobulo o diseminada a otros en la infeccion temprana 

Tos, produccion minima de esputo, disnea, taquipnea, hemoptisis 

Dolor toracico, con frecuencia de naturaleza pleuritico 

En la auscultacion pueden detectarse estertores, roncus y frote pleural 

La radiografia de torax puede revelar infiltrados pulmonares pequenos y adenopatias hilares u opacidades mas difusas y 
confluentes 

Broncopulmonar alergica 

Smtomas caracteristicos del asma: tos no productiva, sibilancias, opresion en el torax 

Episodios de broncoespasmo 

Atelectasia segmentaria causada por el taponamiento de los bronquiolos por el moco 

Crisiales de Charcot-Leyden y eosinofilos en el esputo; eosinofilia de sangre periferica 

Reaccion de hipersensibilidad cutanea a los antigenos de especies de Aspergillus 

Concentracion elevada en suero de IgE y anticuerpos IgG contra Aspergillus. 

Bola micotica 

Crecimiento de la colonia del hongo dentro de una cavidad preexistente 

Hemoptisis, a pesar de la escasa o ninguna invasion de la pared de la cavidad 

La diseminacion es rara, incluso en los pacientes que reciben corticosteroides 

Invasora 

Smtomas de neumonia aguda. Fiebre ondulante de baja intensidad 

La tos puede ser productiva o no; el dolor toracico suele estar presente 

Disnea progresiva La hemoptisis puede indicar infarto y necrosis del parenquima 

La radiografia de torax puede revelar un infiltrado difuso que se irradia desde los hilios, fibrosis nodulillar fina, abscesos 
multifocales o cavitacion, lo que depende de la especie del hongo. Indicios de agentes especificos: 

Fibrosis como “semillas de mijo”: histoplasmosis 

Lesion perifericas numulares: coccidioidomicosis 

Lesiones cavitarias: histoplasmosis o coccidioidomicosis 

Bolas micoticas: aspergilosis, seudoalesqueriasis, zigomicosis 

Enfermedad broncopulmonar alergica: Aspergillus fumigatus, A.flavus 


consideradas contaminantes. Con la comprension de que diver- 
sas especies micoticas pueden causar casi todas las formas clf- 
nicas de micosis, Ajello ha sugerido los terminos genericos 
de feohifomicosis y hialohifomicosis en referenda a los hon* 
gos saprofitos que aparecen oscuros o negros en los cultivos 
(dematiaceos) y que producen hifas incoloras y transparentes 
(hialina), respectivamente. Esta terminologia evoluciono para 
eliminar la necesidad de usar los terminos peniciliosis, fusario- 
sis y curvulariosis en referencia a cada una de la miriada de 
especies oportunistas de bongos que en ocasiones actuan como 
agentes de infecciones micoticas. Asi, los tdminos globales de 
feohifomicosis y hialohifomicosis tambien liberan al medico 
de tener que recordar los nombres de muchos agentes micoti- 
cos especificos que solo se encuentran rara vez en la practica 
cimica. 

Terminos comunes en micologia 

Antes de continuar, deben definirse algunos otros terminos 
que se utilizan en este libro. La palabra micologia proviene del 
griego mykes, la contraparte directa de la palabra latina/wngw^, 
que a su vez se considera una modificacion de las palabra grie- 
ga sponges, de la cual proviene “esponja”. Zigomicosis ha 
reemplazado el termino ficomicosis mas antiguo para hacer 
referencia a las enfermedades micoticas causadas por este 


grupo importante de bongos oportunistas. El prefijo “zigo” 
proviene del griego zygon, para indicar una fusion o union a la 
manera de un yugo. Esta derivacion se refiere a la fase sexual 
de reproduccion en la que hay una union o fusion de las dos 
celulas sexuales independientes para formar la zigospora. La 
designacion anterior, ficomiceto (del griego phykos para signi- 
ficar “alga marina”) para este grupo de bongos se ha reempla¬ 
zado mas correctamente por el termino zigomiceto. La mucor- 
micosis tambien es un termino mas antiguo para este grupo de 
enfermedades micoticas, derivado del termino utilizado para el 
orden ”Mucorales” del latm rnucere, que significa “mohoso”. 
El termino anamorfo se refiere a la reproduccion asexual de 
los bongos, mientras que teleomorfo alude a la forma sexual 
de reproduccion en que cada celula nueva se origina de la union 
de dos celulas separadas. La mayoria de los micologos consi- 
deran que cada hongo tiene una fase sexual que puede mani- 
festarse si se le proporcionan las condiciones medioambienta- 
les y nutricionales adecuadas. 

En un contexto amplio, los bongos son miembros del reino 
vegetal que estan desprovistos de hojas, tallos o raices. Los 
bongos son eucariontes, es decir, cada celula tiene un nucleo, 
membrana nuclear, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y 
mitocondrias. Tambien tienen una pared celular rfgida com- 
puesta por quitina (A^-acetil-D-glucosamina unida por enlaces 
glucosidicos pi-4), mananos (polimeros de glucosa en los 
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Cuadro 21-2 Signos, slntomas y agentes etiologicos probables de las micosis extrapulmonares 


TIPO DE INFECCION 


SIGNOS Y SINTOMAS 


Cutanea 


SNC 


Urinaria 


Ocular 

Endocarditis 

Sinusitis 


Lesiones superficiales descamativas, que varian en tamano, forma y color, del torax o de la espalda: tina versicolor secunda¬ 
ria a la infeccion por Malassezia furfur 

Prurito, lesiones descamativas conocidas como tina: dermatofitosis 

Afeccion fungoide exofitica e hiperqueraiosica que produce engrosamiento y costras conocida como tina favica: 
Trichophyton tonsurans, T violaceum y T. schoenleinii 

Lesiones descamativas o con costras limitadas a las zonas intertriginosas humedas de piel sugieren infecciones por levadu- 
ras: Candida albicans 

Infeccion pustular subcutanea primaria en el sitio de inoculacion, con diseminacion proximal y evolucion de ulceras cutane- 
as secundarias a lo largo de los trayectos linfaiicos: Sporothrix schenckii. 

Pustulas que no curan, ulceras o fistulas: enfermedades micoticas diseminadas por bongos dimorfos y micetomas secunda- 
rios a una diversidad de bongos 

Lesiones purpuricas y quistes subcutaneos: feobifomicosis 

Lesiones fungoides, bemorragicas y con cambio de coloracion: cromomicosis 

Comienzo insidioso de cefaleas que aumentan en frecuencia e intensidad, acompanado por nauseas, irritabilidad y torpeza; 
criptococosis 

Meningitis y meningoencefalitis: zigomicosis, en especial en diabeticos. Abscesos cerebrales: Xylophyla bantiana, otros 
bongos dematiaceos; especies de Aspergillus 

Pielitis y pielonefritis asociadas con la adminisiracion prolongada de antibioticos, corticosteroides, inmunosupresores, far- 
macos antineoplasicos y la insercion durante periodos prolongados de sondas urinarias, en especial en mujeres may ores: 
candidiasis 

Piuria limitada, dolor abdominal en bipogastrio, polaquiuria: cistitis no bacteriana en mujeres de mediana edad: Torulopsis 
g lab rata 

Conjuntivitis, infecciones de la cornea y queratoconjuntivitis: especies de Fusarium, Aspergillus, Cladosporium, 
Acremonium y otros. Las infecciones intraoculares, por lo general secundarias a traumatismo o cirugia ocular: Candida 
albicans, especies de Aspergillus o de Zygomyces 

Fiebre de baja intensidad, soplos cardiacos, vegetaciones en la ecocardiografia: especies de Candida, de Aspergillus, de 
Paecilomyces 

Dolor facial e biperemia cutanea, cefalea, fiebre de baja intensidad, evidencia radiografica de senos paranasales ocupados o 
con niveles liquidos: Aspergillus fumigatus, Sporothrix schenckii, especies de Altemaria y Pseudallescheria boydii 


enlaces glucosidicos a o (il-4) y a veces celulosa. Estos cons- 
tituyentes de la pared adsorben varios colorantes, lo cual per- 
mite la aplicacion de diversas tinciones especiales por las que 
pueden identificarse en las preparaciones en fresco y en los 
cortes de tejidos en el laboratorio. 

Las formas de bongos que tienen una sola celula se conocen 
como levaduras; las que presentan multiples celulas que for- 
man un micelio filamentoso se denominan bongos filamento- 
sos (mohos). Los bongos se reproducer por esporas. ya sea de 
modo sexual o asexual, que pueden originarse directamente del 
micelio vegetativo (artrosporas, clamidosporas, blastospo- 
ras) o de la superficie de cuerpos de fructificacion aereos espe¬ 
ciales (conidios). La morfologia, la disposicion y el modo de 
origen de las esporas sirven como criterios importantes por los 
cuales puede bacerse la identificacion de genero y especie. En 
el recuadro 21-1 se presentan otros terminos utilizados en el 
proceso diagnostico del laboratorio para los bongos. 


Procedimientos de laboratorio para el diagnostico 
de infecciones micoticas 

Una vez que se reconoce un bongo en el cultivo, primero se 
realiza una identificacion presuntiva basada en el examen 


visual de la morfologia de la colonia o de las observaciones 
microscopicas de una preparacion directa en fresco. Con la 
identificacion presuntiva presente, puede consultarse al medico 
de cabecera para determinar si la bistoria clinica exige la iden¬ 
tificacion completa de genero o especie. 

Aunque la mayoria de las identificaciones de los bongos se 
basa sobre todo en la evaluacion de la morfologia de la colonia 
y de las caracteristicas microscopicas, pueden requerirse prue- 
bas bioquimicas especiales para diferenciar entre generos o 
especies estrecbamente relacionadas dentro de un grupo dado. 
Cada vez con mas frecuencia se estan utilizando ensayos con 
sondas de acidos nucleicos para proporcionar una confirmacion 
temprana del cultivo en los casos sospecbosos de micosis pro- 
fundas. En algunos casos se requieren estudios serologicos 
para establecer el diagnostico clinico definitivo, evaluar el esta- 
do de una micosis diagnosticada con anterioridad o determinar 
la eficacia del tratamiento. Por consiguiente, en este capitulo se 
estableceran pautas para ayudar al micologo a realizar estas 
diversas tareas y ampliar las observaciones del laboratorio para 
incluir evaluaciones de los parametros clinicos y los criterios 
bistopatologicos que deben entrecruzarse para realizar el diag¬ 
nostico definitivo. 

La identificacion definitiva de un bongo en el laboratorio 
depende de la visualizacion de la morfologia de la colonia y las 
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Recuadro 21-1 Terminos utiles en el examen de los hongos 


La unidad microscopica fundamental de un hongo es la estructura en forma de hebra denominada hifa. Varias hifas se combinan para formar la marana de 
crecimiento conocida como micelio. Las hifas que se subdividen en celulas individuales por paredes o tabiques transversales se denominan tabicadas; las 
que no los tienen se denominan sin tabiques. Las seudohifas se forman a partir de un alargamiento de las celulas levaduriformes que emiten un brote 
(blastoconidio) y muestra estrechamientos similares a una ristra de salchichas entre los segmentos (fig. 21-1). 

La porcion del micelio que se extiende en el sustrato del medio de cultivo y determina la absorcidn del agua y los nutrientes es el micelio vegetative; la 
porcion que se proyecta sobre el sustrato es el micelio aereo, tambien denominado micelio reproductor, ya que de esta porcion se originan esporas espe- 
ciales o cuerpos de fructificacion productores de conidios. 

La identificacion y la clasificacion de los hongos se basan sobre todo en las diferencias morfologicas en las estructuras reproductivas y en la manera en que 
las esporas o los conidios se forman a partir de celulas especializadas denominadas celulas conidiogenas. 

En las especies de hongos de importancia medica suelen observarse tres tipos generales de reproduccidn: espomlacion vegetativa, esporulacion aerea y 
esporulacidn sexual. 


Reproduccion vegetativa 


Tres tipos de esporas o conidios pueden formarse directamente del micelio vegetative: blastoconidios, clamidioconidios y artroconidios (el termino anti- 
guo para las esporas vegetativas era talosporas). El termino espora debe reservarse para los elementos reproductivos que se originan por meiosis (repro- 
duccidn sexual), como ascosporas, oosporas o zigosporas, o por mitosis (reproduccion asexual) dentro de un esporangio (como en los zigomicetos). El 
termino endospora tambien se usa para las esporas producidas dentro de un espacio confinado (la forma tisular de Coccidioides immitis, por ejemplo). 
Todas las otras esporas “asexuales" son conidios. 

Blastoconidios son las formas tan conocidas que producen brotes de las levaduras. En el punto en el cual el conidio se desprende queda una cicatriz del 
brote (disyuntor). 

Los clamidioconidios (clamidosporas) se forman a partir de celulas preexistentes en la hifa, que se engrosa y a menudo se agranda. Aunque clamidioconi¬ 
dios es el termino correcto, se utiliza clamidosporas en la mayorfa de los circulos de laboratorio clinicos. Las clamidosporas puede encontrarse dentro de 
la hifa (intercalar), junto a uno de sus lados (sesil) o en su extremo (terminal). Este tipo de conidiacion es caractenstico de Candida albicans. 

Los artroconidios tambien se forman de celulas preexistentes en las hifas que se agrandan y engrosan. Cuando maduran. estos conidios se liberan por la 
lisis de las celulas adyacentes de la hifa. Este tipo de esporulacidn es caracteristico de la forma filamentosa de Coccidioides immitis y de especies de 
Geotrichum, entre otros. 


Reproduccion aerea i 


De las hifas se originan y se extienden por la superficie del micelio cuerpos de fructificacion especializados que dan lugar a una variedad de esporas o coni¬ 
dios. Los cuerpos de fructificacion pueden formar bolsas cerradas denominadas esporangios, dentro de los cuales se producen las esporas conocidas 
como esporangiosporas. El segmento especializado de la hifa que sostiene o sirve de apoyo al esporangio se denomina esporangioforo (el sufijo “foro" 
[del griego phoros], “que sostiene”) (fig. 21-2). Este tipo de esporulacion es caracteristico de Zigomycetes. Muchos otros hongos producen cuerpos de 
fructificacion elaborados que dan origen a las esporas formadas desde la superficie, para las cuales se aplica el termino conidios (polvo). El segmento 
especializado de la hifa que sostiene la cabeza de fructificacion que tiene los conidios se llama conidioforo (fig. 21-2). 

Los conidioforos pueden ramificarse en segmentos secundarios denominados metulas, que a su vez forman segmentos productores de conidios: las fialides* 
Esta propiedad de ramificarse en metula y fialides es caracteristica del cuerpo de fructificacion digitiforme de las especies de Penicillium. Las fialides por 
definicibn son celulas conidiogenas que producen conidios desde un locus dentro de su apice, que no aumenta de ancho ni de longitud durante la conidio- 
genesis. Esto es diferente de la formacibn del anelido. en el cual la punta de la fidlide se extiende y se retrae ciclicamente cuando se forman los conidios, 
lo que deja una sucesibn de cicatrices o anillos. Los conidios de las especies de Scopulariopsis. por ejemplo, son anelidoconidios: es decir, se forman en 
una secuencia basipeta en la cual la parte conidibgena de cada conidio se alarga en el momento en el que se forma uno nuevo, luego se contrae para for¬ 
mar una cicatriz anular, anillo o collar en la base truncada. Los conidios pueden ser individuales, en cadenas largas (catenulados) o en grupos firme- 
mente unidos. Acropeta es un termino para describir el proceso de formacibn de la cadena en que cada nuevo conidio se origina a continuacibn del ante¬ 
rior, de modo que la celula mas joven este en el apice (especies de Penicillium, por ejemplo), en contraste con la esporulacion basipeta, en el que cada 
conidio nuevo se forma en la base de la cadena y empuja a los otros conidios de la cadena hacia adelante, de modo que la celula mas vieja queda en el 
apice (especies de Paecilomyces). 

Una linica celula diminuta de los conidios, originada directamente de los lados de la hifa o sujeta por un conidibforo del tipo de un pelo, se denomina 
microconidio, en contraposicibn al macroconidio, mucho mas grande y multicelular que asume diversos tamanos y formas. Un macroconidio que se 
encuentra dividido por tabiques transversales y longitudinales, que da un aspecto de mosaico, es una dictiospora, denominado con mas frecuencia muri- 
forme (porque recuerda a una pared de piedra). El termino aleuriospora se refiere a un conidio, por lo general un macroconidio, que esta adherido a la 
hifa por una celula de apoyo que se fractura cuando el conidio se libera (p. ej., Microsporwn cams). 


(Continua) 
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Recuadro 21-1 Terminos utiles en el examen de los hongos (cont.) 


Esporulacidn sexual 


El esporulacion sexual requiere la fusion y la recombinacion nuclear de dos celulas feniles especializadas (cada una de las cuales ha sufrido el proceso de 
meiosis) que se origina sobre las hifas aereas. Si las celulas reproductivas se originan por la fusion de celulas morfologicamente identicas, a menudo de la 
misma hifa (homotalica), la espora se denomina zigospora. caracteristica de Zigomycetes. Si la fusion de las celulas reproductivas proviene de dos celulas 
diferentes, a menudo originadas de segmentos separados de hifas, la espora resultante se denomina oospora (fig. 21-3). 

Las esporas sexuales de varios miembros de la clase Ascomycetes ya mencionados, que tienen impoitancia medica se denominan ascosporas. Por ejemplo, 
ciertas cepas de las especies de Aspergillus, notableraente de los grupos A. nidulans y A. glaucus, producen estructuras ceiTadas y grandes, como una 
bolsa, denominadas cleistotecios, que a su vez contienen estructuras mas pequenas, con forma de sacos, conocidas como ascos (fig. 21-3). Dentro de cada 
asco se observan cuatro ascosporas, producto de la division meiotica. Los hongos importantes desde el punto de vista medico, distintos de las especies de 
Aspergillus, en los que puede observarse la esporulacion sexual incluyen especies de Saccharomyces y Pseudaliescheria boydii (fig. 21-3). 

La forma sexual de un hongo se conoce como teleomorfo. en contraste con el termino ananiurfo, que se refiere a las diversas formas reproductivas asexua- 
les o estructuras producidas por un hongo imperfecto (como ftalides, anelidos o cadenas ramificadas). Asi, por ejemplo. Pseudaliescheria boydii es el tele¬ 
omorfo de esta especie y pueden observarse varias formas “perfectas” como cleistotecios, ascos y ascosporas. Scedosporium monosporium es la forma 
imperfecta de esta especie. que produce principalmente conidios unicelulares anamorfos. 


caracteristicas microscopicas, que se trataran despues con 
mayor detalle. Deben llevarse a cabo varias practicas y proce- 
dimientos previos para asegurar que el aislamiento en el culti- 
vo sea Optimo. Cualquier interrupcion en la cadena de eventos, 
comenzando con la recoleccion inadecuada de la muestra, la 
falta de conservacion durante el traslado, el retraso del proce- 
samiento una vez recibida en el laboratorio y, por ultimo, la 
inoculacion a medios de cultivo primarios para hongos selec- 
cionados de modo incorrecto ponen en peligro las posibilida- 
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Figura 21-1 Esquema que ilustra las estructuras basicas de los hongos. 


des de hacer la identificacion final. Tambien deben implemen- 
tarse pautas para el estudio microscopico de un aislamiento 
desconocido y la seleccion apropiada de pruebas diferenciales 
cuando sean necesarias para hacer una identificacion importan- 
te de genero y especie. Los parrafos que siguen detallan estos 
pasos. 

Cuando sea adecuado, tambien se incluiran secciones breves 
para describir los metodos que no usan cultivos para establecer 
la identidad de especies determinadas de hongos, mediante 
tecnicas que utilizan anticuerpos y antigenos, ya sea por meto¬ 
dos convencionales como por otros mas nuevos basados en la 
biologia molecular. Con vista al futuro, cabe mencionar que la 
secuenciacion de acidos nucleicos es promisoria para conver- 
tirse en el metodo estandar para la identificacion de los hongos 
en los “laboratorios de referencia.*^^ En este momento, debido 
a la especializacion tecnica requerida y al costo de instrumen- 



Figura 21-2 Esquemas que ilustran las estructuras del micelio aereo y la re- 
produccion asexual. 
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Figura 21-3 Esquemas que ilustran las estructuras de la reproduccion sexual. 


tacion y suministros, esta tecnica no se implementa en los labo- 
ratorios mas pequenos en los que solo se realizan practicas 
basicas. 

El unico sistema que se comercializa en la actualidad es el 
equipo para secuenciacion de la subunidad grande del rDNA de 
los bongos Applied Biosystems (Foster City, CA) MicroSeq 
D2. Un estudio del uso de la secuenciacion de acidos nucleicos 
para la identificacion de levaduras revelo que permitia identifi- 
car el 98% de 19 especies diferentes de Candida observadas en 
el laboratorio clinico en comparacion con la identificacion por 
metodos fenotipicos.**^ La secuenciacion de DNA identified 32 
aislamientos de levaduras que pertenecen a nueve generos, 
incluso Trichosporon, Cryptococcus y otros. Alrededor del 
81% se identified correctamente y la principal razdn para la 
mayoria de las identificaciones incorrectas fue el resultado de 
la falta de entradas de datos en la genoteca que contiene las 
secuencias de muchas levaduras. 

En otro estudio realizado en la Clmica Mayo para determi- 
nar la utilidad de la secuenciacidn para la identificacidn de los 
bongos filamentosos, la secuenciacidn del acido nucleico y los 
metodos fenotipicos identificaron 234 aislamientos (67,5%) al 
nivel correcto de genero o especie.^^^ Las identificaciones inco¬ 
rrectas se debieron sobre todo a la lista incompleta de secuen¬ 
cias en la base de datos. Cada laboratorio puede construir una 
base de datos personalizada de secuencias, lo que incrementa 
en gran medida la precisidn del diagndstico. Esta tecnica es 
muy promisoria para simplificar la identificacidn de levaduras 
y bongos filamentosos aislados en muestras clmicas, asi como 
de los que son importantes para la industria y la agricultura. Sin 
duda, en el futuro puede convertirse en el estandar para la iden¬ 
tificacidn de los bongos. 

Recoleccion y transporte de la muestra 

En el capitulo 2 se dieron las pautas generales para la reco- 
leccidn y el transporte de muestras para el cultivo. En el cuadro 
21-3 se presentan las pautas para la recoleccidn de diversos 
tipos de muestras. Medicos, enfermeras, personal de guardia y 
tecnicos del laboratorio deben trabajar juntos en la elaboracidn 
de protocolos que aseguren la recoleccidn adecuada y el trans¬ 
porte rapido de muestras remitidas para cultivos de bongos. La 


seleccidn correcta de los dispositivos para la recoleccidn y de 
los recipientes de transporte, el pegado de etiquetas que inclu- 
yan la informacidn pertinente del paciente y el establecimiento 
de un medio de comunicacidn para solicitudes especiales son 
tal vez las consideraciones mas importantes para asegurar el 
diagndstico exacto de las infecciones micdticas. 

Las muestras deben remitirse al laboratorio rapidamente. 
Las que no se procesan de inmediato deben mantenerse a tem- 
peratura ambiente. Cryptococcus neoformans, Histoplasma 
capsulatum y Blastomyces dermatitidis no sobreviven bien en 
muestras congeladas o en bielo. Varias especies de bongos, 
incluso las especies antediebas y las especies de Aspergillus 
pueden aislarse en muestras que ban estado en transito durante 
16 dias siempre que no sufran desecacidn; por consiguiente, 
siempre debe bacerse el intento de aislar los bongos aun cuan- 
do el procesamiento se retrase.^"^^ Deben usarse recipientes de 
transporte esteriles y sellados para todas las muestras liquidas 
o biimedas. Los raspados de piel, los fragmentos de unas y los 
pelos pueden transportarse en seco en un sobre, caja de Petri u 
otro vebiculo conveniente. Para reducir el crecimiento de bac- 
terias comensales posiblemente presentes en las muestras no 
esteriles en las que puede retrasarse el procesamiento o deben 
enviarse por correo a un laboratorio de referencia, puede agre- 
garse penicilina (20 U/mL), estreptomicina (100 000 pg/mL) 
o cloranfenicol (0,2 mg/mL). En el capitulo 2 se describen las 
directivas para el envase y rotulado adecuados de las muestras 
que deben transportarse o enviarse por correo. 

Los criterios por los que una muestra se considera inacepta- 
ble para el cultivo y se reebaza deben registrarse en el protoco- 
lo del laboratorio. En el recuadro 21-2 se presentan criterios de 
reebazo seleccionados y las acciones para tomar cuando se pro¬ 
cesan muestras inaceptables. Estos criterios tambien deben ser 
considerados por medicos, enfermeras y el personal asignados 
para recolectar la muestra, ya que no solo se aborrara tiempo y 
dinero en el laboratorio de micologia, sino que puede evitarse 
un retraso inaceptable para establecer el diagnostico. Deben 
determinarse criterios individuales dentro de cada ambito de 
practica para adaptarse a la situacion local. Con experiencia, el 
individuo que obtiene la muestra puede bacer una observacion 
preliminar del material obtenido y recolectar de inmediato una 
segunda muestra si lo cree necesario. 
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Cuadro 21-3 Recomendadones de la American Thoracic Society para la recoleccion de muestras para el cultivo de bongos 

MUESTRA 

PROCEDIMIENTO RECOMENDADO 

Esputo 

Debe recolectarse la primera muestra de la manana despues de levantarse, pero antes del desayuno. Se les indica a los 
pacientes que se enjuaguen en forma vigorosa la boca con agua inmediatamente antes de expectorar 15 a 30 mL de espu¬ 
to en un recipiente esteril, con tapa a rosea. Si no puede obtenerse una muestra suficiente puede ser necesaria la induccion 
del esputo con una nebulizacion con solucion salina tibia 

Broncoscopia 

Las muestras de cepillado bronquial. biopsia o liquido de lavado broncoalveolar deben transportarse enseguida al laborato¬ 
rio en recipientes esteriles y con cierre hermetico 

En algunos laboratorios se utiliza el caldo Middlebrook 7H11 como medio de transporte porque tambien se conservaran las 
micobacterias. Cuando sea posible debe recolectarse una muestra de esputo posterior a la broncoscopia 

Liquido cefalorraqufdeo 

Para el cultivo de bongos debe usarse tanto liquido cefalorraqufdeo (LCR) como sea posible. Si se retrasa el procesamiento, 
las muestras deben dejarse a temperatura ambiente porque el LCR es un medio de cultivo liquido adecuado en el que los 
elementos micoticos pueden sobrevivir hasta que scan subcultivados 

Orina 

Se prefiere la primera muestra de orina de la manana; son aceptables muestras al azar. Las muestras deben recolectarse de 
modo aseptico en recipientes esteriles, con tapa a rosea y enviarse de inmediato para su procesamiento. Si se preve un 
retraso para el procesamiento de mas de 2 boras, la muestra de orina debe refrigerarse a 4 °C para inbibir la proliferacion 
de bacterias de crecimiento rapido 

Secreciones prostaticas 

Algunas micosis profundas, en especial blastomicosis y, con menos frecuencia, histoplasmosis o coccidioidomicosis, pue¬ 
den diagnosticarse mediante la recoleccion de secreciones prostaticas. Primero se vacia la vejiga, seguido por el masaje 
prostatico. Las secreciones deben inocularse directamente en los medios de cultivo para bongos apropiados; tambien, 
deben recolectarse 5-10 mL de orina en un recipiente separado 

Exudados 

Debe desinfectarse la piel que recubre las lesiones pustulosas y los exudados aspirados mediante una aguja y jeringa esteri¬ 
les. La jeringa tambien puede servir como recipiente de transporte si la aguja se tapa. Puede ser necesaria la biopsia de la 
lesion si el aspirado no muestra la presencia de bongos 

Piel, unas y pelos 

Primero, limpiar el area de la piel con alcohol al 70% para eliminar de la superficie los contaminantes bacterianos. La 
muestra se toma del borde de crecimiento periferico y eritematoso de las lesiones tipicas de la tina,raspando con el borde 
de un portaobjetos o de una hoja de bisturi. Las muestras de las unas infectadas deben tomarse de la parte inferior de la 
una para obtener el material ablandado del lecho ungular. Si esto no es posible, debe rasparse lejos de la superficie de la 
una antes de recolectar rasurados colectivos de las porciones mas profundas. Los pelos deben recolectarse de las areas de 
descamacion o alopecia, u obtener aquellos que presentan fluorescencia cuando se observan con la lampara ultravioleta de 
Wood (longitud de onda larga) 

Biopsias de tejidos 

Las biopsias del tejido de sitios sospechosos de infeccion deben transportarse en una gasa esteril humedecida con solucion 
fisiologica esteril no bacteriostatica en un recipiente con tapa a rosea. La muestra no debe congelarse ni debe permitirse 
su deshidratacion antes del cultivo 

Sangre 

Los frascos con medio bifasico agar-caldo, disenados especificamente para los cultivos de bongos son superiores a los frascos 
utilizados habitualmente para el aislamiento de patogenos bacterianos. Tambien se recomiendan los sistemas de lisis-centri- 
fugacion, como el Isolator (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ), en especial para aislar H, capsidatum y otras levaduras 


Procesamiento de la muestra de bongos. No solo puede brindar un diagnostico presuntivo 

inmediato al medico; tambien puede ayudar en la seleccion de 
Una vez recibida por el laboratorio, la muestra debe exami- los medios de cultivo adecuados. La preparacion en fresco con 

narse lo antes posible. Las muestras de bisopados suelen ser tinta cbina y KOH/calcofluor, las preparaciones con cintas 

inadecuadas para el aislamiento de bongos filamentosos y tarn- transparentes tenidas con el colorante de anilina azul de lacto- 

bien son suboptimas para las levaduras: debe procurarse recibir fenol y los cortes obtenidos por congelacion de biopsias de teji- 

material aspirado o biopsias de tejido. Deben realizarse prepa- dos son distintos metodos que se utilizan para los examenes 

raciones directas en fresco o frotis, si se considera convenien- microscopicos directos rapidos. 

te, y transferir una porcion de la muestra a los medios de culti- El microscopio con contraste de fase es un valioso auxiliar 

VO para bongos. Este ultimo paso tambien es importante en la en el examen directo de las muestras. Las ventajas son: 1) pue- 

recuperacion final de bongos y no puede descuidarse o dele- den bacerse las preparaciones en fresco y exami narse rapida- 

garse al personal sin la capacitacion suficiente. En el cuadro mente, 2) no bay necesidad de realizar la tincion directa y 3) los 

21-4 se presentan pautas adicionales para el procesamiento y el objetos pueden visualizarse con claridad. 

examen directo de muestras clmicas. 

Examen directo PREPARACION EN FRESCO PARA ESTUDIO 

La preparacion en fresco por diseccion, la preparacion con 
Es muy recomendable realizar el examen microscopico cinta transparente y la tecnica de microcultivo en portaobjetos 

directo de la mayoria de las muestras remitidas para el cultivo son los tres metodos que suelen utilizarse para el examen micros- 
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Recuadro 21-2 Criterios para el rechazo de la muestra 

Situacion: falta de identificacion del paciente en el recipiente o una diferencia entre el formulario de solicitud y el rotulo del recipiente. 

Accion: retomar al remiiente para la resolucion. 

Situacion: muestra de esputo con > 25 celulas epiteliales pavimentosas por campo de bajo aumenio (criterios para el rechazo de muestras respiratorias 
remitidas paia el cultivo bacteriano). 

Accion: los criterios para el rechazo de muestras remitidas para el cultivo bacteriano no necesariamente pueden pertenecer a las muestras para hongos. 
Pueden aislarse hongos patogenos en estas muestras a pesar de la contaminacion oral, en especial si se utilizo un medio de cultivo selective que contiene 
antibiotico. Sin embargo, el informe final debe indicar que habia contaminacion oral significativa, lo que deja al medico la opcion de hacer una interpreta- 
cion basada en la informacion clinica u obtener una muestra de mejor calidad si se necesita una diferenciacion mas clara entre infeccidn respiratoria alta o 
baja. 

Situacion: se recibe un hisopo seco o el material recolectado presenta un volumen insuficiente. 

Accion: informar a la persona que remite la muestra para que envie una segunda muestra si es posible. Como criterio general, las muestras con hisopo no 
son convenientes paia el aislamiento de hongos y deben rechazarse, excepto en circunstancias ocasionales. En cambio, puede ser necesaria la aspiracion 
profunda o la biopsia del sitio afectado. lo cual depende de la presentacion clinica. 

Situacion: la muestra se remite en un recipiente inadecuado o en una condicion incorrecta (evidencia de secado, perdida o falta de esterilidad). 

Accion: notificar al individuo que remite la muestra acerca de que se ve afectada la posibilidad de obtener resultados relevantes. Si no puede obtenerse una 
segunda muestra de modo adecuado, la muestra puede procesarse, pero debe indicarse en el informe final que la calidad de la muestra era deficiente y que 
el resultado solo puede interpretarse considerando la presentacion clinica. 

Situacion: se recibe una muestra de esputo o de orina de 24 horas para el cultivo de hongos. 

Accion: en el protocolo de rechazo debe aclararse que las muestras de esputo y de orina de 24 horas son suboptimas para el aislamiento y la identificacion 
de hongos. Las posibilidades de contaminacion con bacterias y hongos filamentosos ambientales son alias, lo que presta a confusion cualquier resultado 
que pueda obtenerse. Establecer en el protocolo que las muestras de la manana deben obtenerse en tres dias sucesivos. Como sucede con las micobacte- 
rias. los hongos tambien tienden a eliminarse en las secreciones a intervalos interraitentes, lo cual aumenta la posibilidad de aislamiento si se recolectan 
muestras sucesivas durante 3 dias. 


copico de los hongos filamentosos.''^’ En cada caso, una porcion 
de la colonia del hongo se coloca con una gota de la anilina 
azul de lactofenol (colorante azul de algodon) sobre un portaob- 
jetos y se examina con el microscopio. La tecnica para llevar a ca- 
bo la preparacion por diseccion se presenta en el recuadro 21-3; 
para la preparacion con cinta transparente, en el recuadro 21 -4, y 
para el procedimiento de microcultivo, en el recuadro 21-5. En 
el recuadro 21-1 se presentan otros terminos utilizados durante 
la secuencia diagnostica del laboratorio para los hongos. 

SELECCION E INOCULACION DE MEDIOS DE CULTIVO 

La serie de medios de cultivo para el aislamiento de hongos 
en muestras clmicas no necesita ser detallada. Aunque la tasa 
de aislamiento puede aumentarse en cierta medida mediante 
diversos medios, las consideraciones respecto del costo, el 
espacio para el almacenamiento y la incubacion, y las deman- 
das de tiempo del tecnico microbiologo por lo general deter- 
minan, en la mayoria de los laboratorios, un enfoque mas con- 
servador. 

Dos tipos generales de medios de cultivo son esenciales para 
asegurar el aislamiento primario de los hongos clmicamente 
importantes en las muestras clmicas. Un medio no debe ser 
selectivo (como el agar de infusion de cerebro y corazon), es 
decir, que permitira el crecimiento de casi todas las especies de 
hongos importantes en clinica. Se desalienta el uso del agar 
dextrosa de Sabouraud como medio de aislamiento primario 
porque es insuficientemente enriquecido para aislar ciertas 
especies patogenas con requerimientos nutricionales especia- 
les, sobre todo la mayoria de los hongos dimorfos. Se reco- 
mienda el uso de agar con laminas de patata (potato flake agar. 


PFA), el agar inhibidor de hongos filamentosos {inhibitory 
mold agar, IMA) o la combinacion de agar dextrosa de 
Sabouraud con infusion de corazon (SABHI),^'^’El agar dex¬ 
trosa de Sabouraud es suficiente para el aislamiento de derma- 
tofitos de muestras cutaneas o de levaduras de los cultivos vagi- 
nales. Los agares Mycosel o Mycobiotic, que en esencia son 
agar dextrosa de Sabouraud con el agregado de cicloheximida 
y cloranfenicol, pueden considerarse para el aislamiento de 
dermatofitos. 

El agar dextrosa de Sabouraud (2%) es muy util como medio 
para el subcultivo de hongos aislados en un medio enriquecido 
para aumentar la esporulacion tipica y proporcionar la morfo- 
logia de la colonia mas caracteristica. Si la morfologia de la 
colonia es un criterio de identificacion importante para cual¬ 
quier aislamiento desconocido de especies de Aspergillus debe 
usarse el subcultivo en agar de Czepak. 

Para el aislamiento de los hongos dimorfos con requeri¬ 
mientos nutricionales espeiales, como Blastomyces dermatiti- 
dis e Histoplasma capsulatiim, debe utilizarse un agar base 
enriquecido como el agar inhibidor de hongos filamentosos, 
SABHI (agar dextrosa de Sabouraud mas agar infusion de 
corazon) o infusion de cerebro y corazon (con cicloheximida y 
cloranfenicol). En el cuadro 21-5 se detallan los medios de ais¬ 
lamiento para hongos utilizados con mayor frecuencia, los 
ingredientes importantes de cada formula y las aplicaciones 
especiTicas para las cuales esta disehado cada uno. Para el ais¬ 
lamiento optimo de algunas especies con requerimientos nutri¬ 
cionales especiales, sobre todo Histoplasma capsulatum, se 
recomiendan medios de cultivo con el agregado de 5-10% de 
sangre de carnero. Si se utilizan estos medios enriquecidos 
con sangre puede ser necesario subcultivar en un medio menos 
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Cuadro 21-4 Pautas para eJ examen directo y el procesamiento de muestras remitidas para cultivos de bongos 

Respiratorias 

El sistema de graduacion de la calidad del esputo descrito en el capitulo 2 no es aplicable a las muestras remitidas para culti¬ 
vos de bongos. Seleccionar las partes mas purulentas o manchadas de sangre de la muestra. Si la muestra es muy viscosa, 
debe homogeneizarse mediante el agregado de una pequena cantidad de N-acetil-L-cistina cristalina a la muestra. No deben 
usarse NaOH u otros agentes que digieren el material utilizado para el procesamiento de muestras para el aislamiento de 
micobacterias. Realizar la preparacion en fresco de la muestra homogeneizada para el examen microscopico directo e ino¬ 
cular alrededor de 0,5 mL a cada uno de los medios de cultivo que se van a usar 


Como las secreciones respiratorias a menudo estan contaminadas con bacterias, deben usarse medios de cultivo que conten- 
gan antibioticos. Se recomienda una combinacion de agar no selectivo, como agar inhibidor de bongos filamentosos o agar 
SABHI y agar inbibitorio, como infusion de cerebro y corazon con cloranfenicol y cicloheximida 

Liquido cefalorraquideo 

Las muestras de LCR pueden centrifugarse a 1 500-2 000 g durante 20 min y el sedimento inoculado en la superficie de 
medios de cultivo no inhibidores, como agar inhibidor de bongos filamentosos o agar SABHI. Si se dispone de mas de 2 
mL de Ifquido es preferible filtrar el liquido a traves de una membrana de 0,45 pm, mediante el empleo de una jeringa 
Swinnex. Colocar el lado filtrado del papel de filtro boca abajo en la superficie del medio de cultivo apropiado. El papel 
debe colocarse en otros sitios con una pinza esteril utilizando un esquema de dia por medio. Si solo se dispone de una can¬ 
tidad escasa de Ifquido, inocular tipo mancha la superficie del agar directamente en alicuotas de tres o cuatro gotas 


Las preparaciones en fresco con tinta china (la nigrosina es un sustituto aceptable) son utiles cuando se sospecha 

Cryptococcus neofonnans. Para realizar la preparacion se mezcla una gota del sedimento centrifugado o una cantidad 
pequena de material de la superficie de la membrana con una gota de tinta china en un ponaobjetos. Se aplica un cubre- 
objetos y se lo observa con el microscopio para determinar la presencia de formas levaduriformes encapsuladas con brotes 

Orina 

Centrifugar alrededor de 10 mL de muestra de orina, inocular 0,5 mL del sedimento en un agar no inhibidor, como agar 
inhibidor de bongos filamentosos o agar de SABHI y a un medio inhibidor, como el agar de infusion de cerebro y corazon, 
que contenga cloranfenicol y cicloheximida. Pueden realizarse preparaciones directas en fresco y examinarse con el 
microscopio para determinar la presencia de levaduras o formas filamentosas 

Pi el, unas y pelo 

Las escamas de piel, los raspados de unas y los pelos deben examinarse despues del tratamiento con KOH. Esta preparacion 
se realiza emulsionando la muestra en una gota de KOH al 10% sobre un portaobjetos. El proposito del KOH es eliminar 
cualquier resto de escamas o las membranas celulares que pueden confundirse con las hifas de bongos. El aclarado de la 
muestra puede acelerarse calentando la mezcla suavemente sobre la llama de un mechero Bunsen. Se aplica un cubreobje- 
tos y la muestra se examina para determinar la presencia de hifas angostas y regulares que de modo caracterfstico terminan 
en artroconidios. La visualizacion de las hifas se mejora mediante el agregado de bianco de calcofluor al reactivo de hidro- 
xido de potasio y la observacion con un microscopio de fluorescencia adaptado con filtros de longitudes de onda apropia- 
dos. En el caso de los pelos puede observarse la disposicion en mosaico de las esporas sobre la superficie del tallo (infec- 
cion ectotrix) o los fragmentos de hifas y artroconidios en el interior (infeccion endotrix) 


Las escamas de piel, los raspados de unas o los pelos pueden colocarse directamente sobre la superficie del medio de culti¬ 
vo, como agar infusion de cerebro y corazon con cloranfenicol y cicloheximida (disponible comercialmente como agares 
Mycosel o Mycobiotic). Con un alambre recto de inoculacion se sumerge uno de los fragmentos debajo de la superficie del 
agar. Examinar en las areas de inoculacion a intervalos frecuentes para determinar la aparicion de colonias en la superficie. 
Los cultivos deben incubarse durante un mmimo de 30 dfas antes de desecharlos como negativos 

Tejido 

Cuando se procesan tejidos para el aislamiento de bongos, debe evitarse el uso de morteros u homogeneizadores de tejidos. 

Las hifas pueden destruirse con facilidad por la molienda, lo que dificulta el aislamiento de microorganismos viables en el 
cultivo (en especial si hay hifas no tabicadas de alguno de los zigomicetos). Es mejor desmenuzar el tejido en cubos de 1 
mm con tijeras esteriles o una hoja de bisturi” afilada y colocar los fragmentos diminutos directamente sobre el agar, sumer- 
giendolos apenas debajo de la superficie con una aguja de inoculacion 


Una muestra de 5 a 10 mL de tejido homogeinado, medula osea o sedimento de la muestra Ifquida debe colocarse sobre la 
superficie de medios de cultivo apropiados. Los medios de cultivo no selectivos, sin antibioticos, como agar inhibidor de 
bongos filamentosos o SABHI. son probablemente adecuados, ya que estas muestras suelen ser esteriles y no es necesaria 
la inhibicion por antibioticos 

Sangre 

Los fiascos comerciales para hemocultivos disefiados para el aislamiento de bacterias de sangre no son conveniences para la 
recuperacion de muchas especies de bongos. El sistema Isolator (Wampole Laboratories, Cranbury, NJ) resulto promisorio 
para el aislamiento mas directo de bongos en muestras de sangre obtenidas de pacientes con sepsis por bongos. Si se utili- 
za este sistema, deben seguirse estrictamente las instrucciones del fabricante. En particular, debe tenerse cuidado durante 
la fase de subcultivos para evitar la contaminacion con microorganismos ambientales. Durante este procedimiento se acon- 
seja trabajar en una camara con flujo laminar 


enriquecido, como el agar dextrosa de Sabouraud o el agar dex- cos, como penicilina (20 U/mL), estreptomicina (40 U/mL), 

trosa patata de manera que pueda observarse la morfologia gentamicina (5 |ig/mL) o cloranfenicol (16 ug/mL) puede utili- 

caracteristica de la colonia y los modos de esporulacion. zarse para inhibir el crecimiento de bacterias. La cicloheximida 

Tambien debe usarse un segundo medio mas selectivo para (Acti-Dione®) en una concentracion de 0,5 ug/mL, tambien 

el aislamiento de bongos. El agregado de uno o mas antibioti- puede agregarse para evitar el sobrecrecimiento de ciertos hon- 
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Recuadro 21-3 Procedimiento: preparacion en fresco por 
diseccion 


• Con un par agujas de diseccion o palillos aplicadores puntiagudos, des- 
prender una porcion pequena de la colonia por examinar, incluso las 
porciones del agar por debajo de la superficie. 

• Colocar el fragmento de la colonia en un portaobjetos con una gota del 
colorante de anilina azul de lactofenol. disgregar la colonia con las agu¬ 
jas de diseccion (fig. 21-4) y cubrir con un cubreobjetos, 

• Ejercer una presion suave sobre la superficie del cubreobjetos con el 
extremo de goma de un lapiz puede ayudar a dispersar la preparacion, 
en especial si hay pequenos trozos cortos y gruesos de agar. 

• Examinar la preparacion con el microscopic, primero con objelivo de 
bajo aumento (lOx) y luego de gran aumento (40x) o con inmersion 

I lOOx) si se observan estructuras sospechosas de bongos. 

• A1 disgregar la colonia a menudo se rompen las delicadas estructuras de 
fructificacion de los bongos filamentosos, lo que en algunos casos difi- 
culta visualizar las disposiciones caracteristicas de las esporas o las 
uniones a las hifas necesarias para la identificacion definitiva. En estos 
casos puede requerirse la preparacion con cinta transparente o micro- 
cultivo en portaobjetos. 


gos filamentosos ambientales de crecimiento rapido. Los bongos 
patogenos oportunistas, como Cryptococcus neoformans y As¬ 
pergillus fumigatiis, pueden ser inhibidos de modo parcial o 
total por la cicloheximida; por consiguiente, siempre debe 
usarse en paralelo un medio no seiectivo. 


Recuadro 21-4 Procedimiento: preparacion con cinta 
transparente 


• El metodo de preparacion de cultivos con cinta transparente para el exa- 
men microscopico suele ser util porque se conserva bien la dispo.sici6n 
de las esporas de los bongos filamentosos mas delicados. 

• Presionar el lado adhesive la cinta de celofan clara no esmerilada. en 
forma suave pero firme sobre la superficie de la colonia, recogiendo 
una porcion del micelio aereo (fig. 21-5A). Este procedimiento siempre 
debe realizarse bajo una campana de seguridad biologica. Tambien debe 
tenerse cuidado de que los dedos expuestos no entren en contacto con 
la superficie del bongo filamentoso. Para maxima seguridad, deben 
usarse guantes. 

• La preparacion se realiza colocando una gota del colorante de anilina 
azul de lactofenol sobre un portaobjetos. 

• Pegar un extremo de la cinta a la superficie del portaobjetos adyacente 
a la gota del colorante. 

• Extender la cinta sobre el colorante. bajandola suavemente para que el 
micelio se embeba con aquel (fig. 21-5B). 

• Estirar de modo tirante la cinta y pegar el extremo opuesto al vidrio, 
evitando todo lo posible el atrapamiento de burbujas de aire. 

• Puede necesitarse cierta practica para retirar la superficie pegajosa de la 
cinta si se usan guantes. 

• La preparacion puede examinarse ahora al microscopio de la misma 
manera como se describio para la preparacion en fresco por diseccion. 
con excepcion de que el uso de aceite de inmersion no es satisfactorio 
debido a la interferencia de la sustancia de la cinta. 

• El metodo de la cinta transparente es economico. rapido, simple de rea- 
lizar y, con algunas excepciones, permite una identificacion exacta. 


INCUBACION DE LOS CULTIVOS PARA HONGOS 

En la actualidad se recomienda la incubacion de todos los 
cultivos para bongos a la temperatura controlada de 30 °C. La 
incubacion de un segundo conjunto de placas a 35 °C para el 
aislamiento de las formas levaduriformes de los bongos dimor- 
fos no es rentable. La practica anterior de intentar convertir los 
aislamientos sospeebosos de bongos filamentosos dimorfos a 
su forma levaduriforme fue reemplazada en gran medida por 
los ensayos con sondas de acidos nucleicos. Este ultimo meto¬ 
do puede realizarse en cuanto se visualizan las colonias en los 
medios de aislamiento primarios, antes de la observacion de la 
esporulacion diagnostica. 

Todos los cultivos para bongos deben incubarse durante un 
mmimo de 30 dias antes de desecbarlos como negativos, aun 
cuando las placas parezean contaminadas por bacterias u otros 
bongos. Las colonias de H. capsulatum, por ejemplo, pueden 
observarse creciendo en la superficie de colonias de C. albi¬ 
cans o en la parte superior de bongos filamentosos contami- 
nantes. 

La eleccion entre el uso de tubos o placas es opcional. Para 
los laboratorios con bajo volumen de trabajo, con personal que 
puede no estar familiarizado con el manejo de los bongos o en 
los casos en que puede escasear el espacio en la estufa de incu¬ 
bacion y para el almacenamiento se recomienda el uso de 
tubos, en especial de tubos de cultivos grandes (150 x 25 mm) 
con tapas a rosea, firmemente ajustadas. Los medios deben ver- 
terse en forma de agar inclinado grueso para evitar la desbidra- 
tacion durante el periodo prolongado de incubacion. Despues 
de inocular el medio, bay que asegurarse de no ajustar dema- 
siado la tapa porque es necesario que los bongos “respiren” 
para poder sobrevivir. Una ventaja adicional de los cultivos en 
tubo es la facilidad para su transporte. La desventaja principal 


es la dificultad para realizar las preparaciones tenidas para el 
examen microscopico. 

Las placas de Petri tienen la ventaja de proporcionar una 
superficie de crecimiento mas grande, lo que produce mejor 
separacion de las colonias y facilita la observacion y la realiza- 
cion de subcultivos. Las colonias de bongos en cultivos mixtos 



FIgura 21 -4 Preparacion en fresco que ilustra la diseccion del fragmento con 
agujas en una gota del colorante de anilina azul de lactofenol antes de la colo- 
cacion del cubreobjetos. 
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Figura 21-5 A. Preparacion con cinta transparente: el lado adhesivo de la cinta se presiona en la superficie de la colonia del hongo. B. Preparacion con cinta trans- 
parente: la cinta inoculada se estira sobre una gota del colorante azul de lactofenol en la superficie de un portaobjetos. 


son mas faciles de separar y trabajar como colonias individua- 
les. Las preparaciones por diseccion o con cinta transparente se 
efectuan de modo eficaz de los cultivos en placas, lo que tal vez 
determina mejores posibilidades de realizar la identificacion 
presuntiva en menos tiempo. Como los cultivos en placa pue- 


den deshidratarse durante el periodo de incubacion prolongado, 
pueden sellarse, colocarse en bolsa de poliester hidratada o el 
borde de la placa de Petri puede sellarse con cinta permeable al 
oxigeno. Si se utiliza una estufa de incubacion solo para los 
cultivos de bongos, la colocacion en el ultimo estante del piso 


Recuadro 21-5 Procedimiento: tecnica de microcultivo en portaobjetos 


En los casos en que ni la preparacion en fresco por diseccion ni la de la cinta transparente permitan establecer una identificacion exacta. o cuando se deseen 
preparaciones permanentes para el estudio ulterior o para el uso con fines didacticos, se recomienda la tecnica de microcultivo. Aunque algo tediosa para 
realizar, pueden hacerse preparaciones de alta calidad en las que se conservan a la perfeccion las estructuras y las disposiciones de las esporas. La tecnica es 
la siguiente: 

1. Colocar un trozo redondo de papel del filtro o de gasa en el fondo de una placa de Petri esteril. Colocar un par de varillas de vidrio delgadas o palillos 
de un aplicador cortados a la longitud necesaria para poner encima del papel del filtro y que sirva como apoyo a un portaobjetos de 7,5 x 2,5 cm (fig. 
21-6A). 

2. Colocar un bloque o tapon de agar harina de maiz o agar dextrosa patata (fig. 21-6B) en la superficie del poitaobjetos (fig. 21-60. Si se desea mas de 
una preparacion, pueden colocarse dos bloques, separados por cerca de 2.5 cm. 

3. Inocular los margenes del tapon de agar en tres o cuatro lugares con una porcion pequena de la colonia por estudiar, usando un alambre de inoculacion 
recto o la punta de una aguja de diseccion (fig. 21-6D y E). 

4. Calentar en forma suave un cubreobjetos pasandolo con rapidez a craves de la llama de un mechero Bunsen y colocarlo de inmediato directamente en 
la superficie del bloque del agar inoculado. Al calentar el cubreobjetos se produce un sellado firme entre su fondo y la superficie de agar que se funde 
breveniente por el vidrio caliente. 

5. Pipetear una cantidad pequena de agua en el fondo de la placa de Petri para saturar el papel del filtro o la gasa. Colocar la tapa de la placa de Petri e 
incubar a temperatura ambiente (o 30 °C) durante 3 a 5 dias. 

6. Cuando el crecimiento parece estar maduro a simple vista (fig. 21-6F). el cubreobjetos pueden levantarse con suavidad de la superficie del agar con un 
par de pinzas. Debe tenerse cuidado para no romper el micelio que se adhiere al fondo del cubreobjetos mas de lo necesario (fig. 21-6G). 

7. Colocar el cubreobjetos en una gota pequena del colorante azul de lactofenol aplicada a la superficie de un segundo portaobjetos de 7,5 x 2,5 cm (fig. 
2I-6H). La preparacion puede consei'varse para el estudio sellando los hordes externos del cubreobjetos con liquido de montar o esmalte de unas ciaro. 
Esta actividad debe realizarse bajo una capucha de seguridad biologica. 

8. Despues de retirar el cubreobjetos del bloque (o bloques) de agar, este puede sacarse del portaobjetos mediante el palillo de un aplicador. Esto se reaii- 
za sobre un recipiente que contenga liquido de desinfeccion con fenol al 5% donde se dejan caer los bloques de agar. El micelio que queda adherido a 
la supeificie del portaobjetos original despues de haber retirado el bloque tambien puede tenirse con azul de lactofenol y cubrirlo con un cubreobjetos, 
lo cual sirve como segunda prepaiacion en fresco. De nuevo. esta preparacion puede conserv^arse para el estudio futuro sellando el cubreobjetos con 
liquido de montar o esmalte de unas ciaro, como ya se describio. 

No hay que preocuparse si los bloques de agar estan completamente secos antes de cosechar el cubreobjetos. Aun cuando este este firmemente adherido a la 
superficie del vidrio, puede colocarse una gota de azul de lactofenol adyacente a un borde del portaobjetos. Por accion capilar el colorante se difundira entre 
la superficie inferior del cubreobjetos y el portaobjetos. De hecho, a menudo hay menos rotura de los elementos del micelio y se obiienen preparaciones de 
mejor calidad. 







Figura 21-6 Serie de fotografias que describen la preparacidn de un microcultivo. Para los detalles. vease el recuadro 21-4. 
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Cuadro 21-5 Medios de cultivo para el aislamiento primario de bongos comunes e indicaciones para su uso 

MEDIOS DE CULTIVO 

INGREDIENTES ESENCIALES 

INDICACIONES PARA EL USO 

Agar infusion de cerebro y corazon 

Infusiones de cerebro de ternero y corazon de 
vaca; proteosa peptona, NaCl, fosfato disodico y 
agar 

(Pueden agregarse cicloheximida y cloranfenicol 
para el aislamiento selective de bongos filamen- 
tosos dimorfos) 

Aislamiento primario de bongos saprofitos y 
dimorfos 

Agar inhibidor de bongos filamentosos (IMA) 

Triptona. extracto de came, extracto de levadura, 
dextrosa, almidon. dextrina, cloranfenicol, gen- 
tamicina y tampones (buffers) salinos 

Aislamiento primario de bongos patogenos dimor¬ 
fos. No se aislaran bongos saprofitos y dermato¬ 
fitos 

Agares Mycosel/Mycobiotic 

Peptona de fitona, dextrosa, agar, ciclobeximida, 
cloranfenicol. 

Aislamiento primario de dermatofitos 

Agar SABHI (agar infusion de corazon de 
Sabouraud) 

Laminas de patata, dextrosa, agar 

Aislamiento primario de bongos saprofitos y 
dimorfos, en especial las cepas con requerimien- 
tos nutricionales especiales 

Agar dextrosa de Sabouraud 

Dextrosa, neopeptona, agar 

No recomendado como medio de aislamiento pri¬ 
mario. Es mejor para la secuencia diagnostica 
secundaria de los cultivos 

Agar patata 

Laminas de patata, dextrosa, agar 

Aislamiento primario de bongos saprofitos y 
dimorfos, en especial las cepas con requerimien- 
tos nutricionales especiales y de crecimiento 
lento 


de un recipiente piano y abierto con agua sirve para proporcio- 
nar la humedad necesaria para el aislamiento optimo. Sin 
embargo, debe tenerse cuidado de controlar el crecimiento de 
bongos filamentosos ambientales en el agua. 


Procedimientos de laboratorio para la identificacion 
presuntiva de aislamienlos de bongos 

Una vez que la observacion de la placa de cultivo revela el 
crecimiento probable de un bongo, pueden evaluarse varias 
caracteristicas de la colonia para determinar a que grupo prin¬ 
cipal puede pertenecer el aislamiento. En el cuadro 21-6 se 
presenta una guia para la identificacion de genero y especie de 
los bongos importantes en medicina basada en la morfologia 
de la colonia y las caracteristicas microscopicas mediante la 
observacion de los cultivos primarios incubados a 30 °C. Si el 
bongo se presenta con un micelio aereo velloso o algodonoso 
caracteristico debe considerarse una de las varias especies de 
bongos filamentosos. Si el bongo filamentoso tiene creci¬ 
miento rapido, que llena la placa de Petri sin un borde exter- 
no en el transcurso de 48-72 boras, debe considerarse uno de 
los bongos zigomicetos (vease diagrama 21-1 al final de este 
capitulo). 

Los bongos filamentosos que crecen en 3-5 dias, con un 
borde distintivo y de color bianco o pastel en la superficie, a 
menudo con una zona blanca de crecimiento nuevo en la peri- 
feria, lo mas probable es que pertenezcan al grupo hialino de 
los bongos filamentosos. En el diagrama 21-2 se presentan las 
claves para la identificacion de los bongos filamentosos biali- 
nos y en el diagrama 21-3 para la identificacion de los bongos 
filamentosos aislados en raspados de piel, unas o pelos, que 
con posibilidad pertenezcan al grupo de dermatofitos. 


En el caso de los bongos filamentosos que suelen presentar 
crecimiento mas lento (7-14 dias) o que presentan un micelio 
aereo delicado o similar a una telarana, gris o gris castano, debe 
considerarse una de las especies dimorfas. Los bongos fila¬ 
mentosos dimorfos se encuentran en la forma filamentosa 
cuando se incuban a temperatura ambiente (25-30 °C) y en la 
forma levaduriforme cuando se incuban a la temperatura cor¬ 
poral (35-37 °C). A veces, las colonias de ciertos bongos fila¬ 
mentosos dimorfos aparecen focalmente como levaduriformes 
cuando se incuban a 30 °C. Los bongos dimorfos pueden con- 
vertirse, a veces con dificultad, de la forma filamentosa a la 
levaduriforme cuando el subcultivo en agar enriquecido se 
incuba a 35-37 °C. El enfoque para la identificacion de especie 
de este tipo se presenta en el diagrama 21-4. 

En las colonias que desarrollan un micelio gris oscuro o 
negro, especialmente notorio cuando se observa el reverso de la 
colonia, debe considerarse uno de los bongos filamentosos 
dematiaceos. En el diagrama 21-5 se muestra la diferenciacion 
de genero y especie de bongos saprofitos de crecimiento mas 
rapido. Las claves para la identificacion de las especies de 
dematiaceos patogenos de crecimiento lento se muestran en el 
diagrama 21-6, asociadas con cromomicosis y micetomas. 

Si la colonia tiene un aspecto liso, cremoso, viscoso y pastoso 
debe considerarse una levadura. Para la identificacion de genero 
y especie de las levaduras comunes y menos comunes encontra- 
das con mayor frecuencia, incluso las especies levaduriformes 
productoras de artroconidios que pueden producir un micelio 
aereo bajo y las ’’levaduras negras”, vease el diagrama 21-7. 

Una vez realizadas las observaciones iniciales descritas en el 
cuadro 21-6 y ubicado el bongo dentro de uno de los grupos 
indicados alli, se requeriran estudios adicionales para hacer la 
identificacion final de genero y especie. utilizando los siguien- 
tes criterios microscopicos: 




Cuadro 21-6 Identificacion de bongos importantes desde el punto de vista medico, crecimiento inicial a 30 °C 


HIALINO 


COLONIAS FILAMENTOSAS 


DEMATIACEOS 


Crecimiento < 3 dias 
Hifas anchas y sin 
tabiques 
Sospccha de 
zigomicetos 
Rhizopus 
Ahsidia 

Syncephalastrum 

Circinella 

CimninghamelUi 

Miicor 


Vease diagrama 21-1 
para las caracteris- 
ticas de identillca- 
cion de especic 


Crecimiento de 3-5 dias 
Hifas hialinas y tabica- 
das 

Sospecha de agentes 
productores de hia- 
lohifomicosis 
Conidios en cadenas: 
Aspergillus 
Peniciliium 
Paecilomyces 
Scopiilariopsis 
Conidios en grupos: 
Acremonium 
Fusariuni 
Trichoderma 
Gliocladium 
Conidios que se 
disponen indivi- 
dualmente: 
Scedosporium 
apiospermum 
Scedosporium 
prolificans (inflatum) 
Chrysosporium 
Sepedonium 


Vease diagrama 21-2 
para las caracteristi- 
cas de identificacion 
de especie 


Crecimiento de 3-5 dias 
Colonias a menudo gra- 
nulares y pigmenta- 
das; hifas tabicadas, 
hialinas 
Sospecha de 
dermatofito 
Genero Microsporum 
Frecuentes: 

Mic rosporum can is 
Microsporum gypseum 
Infrecuentes: 
Microsporum audouinii 
Microsporum nanum 
Genero Trichophyton 
Frecuentes: 
Trichophyton ruhrum 
Trichophyton menta- 
grophytes 

Trich ophyton ton suran s 
Trichophyton verruco- 
sum 

Infrecuentes: 

Trichophyton violaceum 
Trichophyton 
schoenleinii 

Genero 

Epidermophyton: 

Ep iderm ophyton 
jloccosum 

Vease diagrama 21-3 
para las caracteristi- 
cas de identificacion 
de especie 


Crecimiento > 5 dias 
Hifas hialinas y delga- 
das 

Crecimiento en agar 
cicloheximida 
La levadura se forma 
cuando se incuba 
a 35 °C 

Sospecha de hongos 
dimorfos: 

Blastomyces 
dermatitidis 
Coccidioides immitis 
Histoplasma 
capsulatum 
Sporothrix schenckii 
Paracoccidioides 
hrasiliensis 


Vease diagrama 21-4 
para las caracteristi- 
cas de identificacion 
de especie 


Crecimiento de 3-5 dias 
Colonia oscura; negra 
en el reverse; hifas 
pigmentadas de ama- 
rillo y tabicadas 
Sospecha de agentes 
de feohifomicosis: 
Conidios muriformes: 
Alternaria 
Ulocladium 
Stemphylium 
Epicoccum 
Conidios divididos 
solo por tabiques 
transversales: 
Curvularia 

Bipolaris (Drechslera) 
Exserohilum 

Produccion de 
picnidios: 

Phoma 

Chaetomium 


Vease diagrama 21-5 
para las caracteristi- 
cas de identificacion 
de especie 


Crecimiento > 5 dias 

Colonia oscura; negra 
en el reverse; hifas 
pigmentadas de ama- 
rillo y tabicadas 

Sospecha de agentes 
de cromomicosis o 
micetomas 

Esporulacidn tipo cla- 
dosporio: 

Cladoph ialophora 
carrion a 

Cladophialophora han- 
tiamim 

Esporulacidn tipo fia- 
Idfora: 

Phialophora verucosa 

Phialophora 

richardsiae 

Exophiala Jeanselmei 

Esporulacidn tipo 
acroteca: 

Fonsecaea pedrosoi 

Fonsecaea compacta 


Vease diagrama 21-6 
para las caracteristi- 
cas de identificacidn 
de especie 


COLONIAS 
DE LEVADURAS 


Crecimiento de 2-5 
dias 

Colonias lisas, pasto- 
sas o mucoides 
Sospecha de 
levaduras 
Frecuentes: 

Candida albicans 
Cryptococcus 
neoformans 
Cryptococcus 
Rhodotorula 
Infrecuentes: 
Hansenula anomala 
Malassezia furfur 
Saccharomyces 
cerevisiae 
Raros: 

Especies de 
Basidioholus 
Especies de 
Conidiobolus 
Levaduras negras; 
Pullularia pullulans 
Phaeoannellomyces 
werneckii 
Especies de 
Phaeococcomyces 
Formas de levaduras 
de ios hongos 
dimorfos (incuba- 
cidn a 35 °C) 

Vease diagrama 
21-7 para las 
caracteristicas de 
identificacidn de 
especie 


COLONIAS 

LEVADURIFORMES 


Crecimiento de 2-5 dias 
Colonias parecidas a las 
levaduras con bajo 
micelio aereo 
Produccidn de 
artroconidios 
Sospecha: 

Geotrichum candidum 
Complejo Trichosporon 
beigelii 

Blasioschizomyices 

capitus 


Vease diagrama 21-7 
para las caracteristi¬ 
cas de identificacidn 
de especie 
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• Si se observan hifas, determinar su estructura. Son: 

• ^.tabicadas o no tabicadas? 

• ^ramificadas (en ese caso, en que angulos) o no rami- 
ficadas? 

• ^pigmentadas o no pigmentadas? 

• ^con un ancho regular o irregular? 

• ^compuestas por artroconidios o seudohifas? 

• Determinar la estructura y el origen de los cuerpos de fructi- 
ficacion. 

• Visualizar el tipo de conidiacion: 

• El tamano y la forma de las esporas o los conidios. 

• El tamano, la forma y la disposicion de las esporas. 

• Buscar la presencia de estructuras diagnosticas especiales: 
picnidios, cleistotecios, celulas de Hiille. 

• Si solo se observan levaduras: 

• Considerar su tamano, forma y disposicion. 

• Buscar la presencia o la ausencia de capsulas. 

• Determinar el tipo de celulas hijas de la blastoconidiacion; 
^son linicas o multiples? 

En el cuadro 21-7 se presentan otras pautas para la identifi- 
cacion presuntiva de bongos basada en el examen microscopi- 
co directo de muestras clmicas. 

Importancia de la identificacion del genero o la especie 
en el laboratorio 

El cuadro 21-6 tambien puede usarse como una guia de hasta 
que punto se requieren las identificaciones de genero y especie 
en la mayona de las situaciones clmicas. Como casi cualquier 
bongo filamentoso aislado en cultivo puro de los sitios del 
cuerpo normalmente esteriles puede representar un patogeno 
oportunista, antes de descartar el aislamiento como insignifi- 


cante se recomienda realizar las correlaciones clmicas. Las 
identificaciones de especie no necesitan ir mas alia de las men- 
cionadas en el algoritmo; otros aislamientos no identificados 
especificamente deben informarse con el nombre del genero 
adecuado y anteponiendo especies de (p. ej., especies de Asper¬ 
gillus). 

Dado que las levaduras suelen aislarse como comensales de 
muestras de piel y respiratorias, la secuencia diagnostica defi- 
nitiva debe ser limitada y solo debe realizarse cuando esta indi- 
cada por la cl mica. Las cepas clmicas relevantes aisladas en te- 
jidos (en especial si se observan los elementos micoticos en 
cortes tenidos de tejido), liquidos corporales normalmente este¬ 
riles y aspirados deben identificarse en cuanto a genero y espe¬ 
cie. La identificacion de ciertas especies, Candida krusei por 
ejemplo, predice la resistencia para seleccionar agentes antimi- 
coticos, como los imidazoles. Si tambien se aislan otros micro- 
organismos, debe considerarse la posibilidad de contaminacion 
y se recomienda la correlacion clmica antes de proceder con la 
secuencia diagnostica extensa. Los bongos aislados en bisopos 
o beridas superficiales deben evaluarse acerca de su importan¬ 
cia clmica. Se siguen los criterios por los cuales pueden identi¬ 
ficarse los bongos que figuran en el cuadro 21-6. La presenta- 
cion de los diversos grupos de bongos seguira el orden de las 
columnas del cuadro 21-6, con enlaces a los diagramas 21-la 
21 -7 (que figuran al final de este capitulo) para los criterios de 
identificacion mas detallados. 

Identificacion del genero y la especie de los principales 
grupos de bongos 

ESPECIES DE ZKGDMKCfS Y ZIGOMICOSIS 

Los bongos que pertenecen a la subclase Zygomycetes son 
babitantes del medioambiente y estan extensamente distribui- 
dos en el suelo, el estiercol y la materia organica. Los seres 


Cuadro 21-7 Identificacion presuntiva de bongos basada en la observacion niicroscopica directa del material proveniente 
de muestras clmicas 

OBSERVACIONES MICROSCOPICAS DIRECTAS 

IDENTIFICACION PRESUNTIVA 

Hifas relativamente pequenas (3-6 jim) de tamano regular que se ramifican en forma dicotomica en 
angulos de 45° con labiques diferenciados transversales 

Especies de Aspergillus 

Hifas de tamano irregular (6-50 pm), en forma de cintas y desprovistas de tabiques 

Zygomicetes (Phycomycetes) 

Rhizopus-Mucor-A hsidia 

Hifas pequenas (2-3 pm) y regulares, algunas ramificadas con artrosporas rectangulares a veces vistas; 
se encuentran solo en piel, raspados de una y pelo 

Grupo de dermatofitos 

Especies de Microsporum 

Especies de Trichophyton 

Especies de Epidermophyton 

Hifas de diametro regular (3-6 pm), paredes paralelas. bifurcacion irregular, tabicadas, amarillo oscuro, 
castanas o hialinas 

Especies de Phaeohyphomyces 

Especies de Hyalohyphomyices 

Hifas con punios separados de contraccion que Simula la union de una ristra de salchichas (seudohifas); 
a menudo se observan formas de levaduras que emiten brotes (blastosporas) 

Especies de Candida 

Formas de levadura, celulas esfericas y de tamano irregular (5-20 pm), clasicamente con una capsula 
polisacarida gruesa (no todas las celulas son encapsuladas), con uno o mas brotes adheridos por una 
union estrecha 

Cryptococcus neoforrnans 

Especies de Cryptococcus, no encapsulados 

Levadura pequena que emite brotes, de tamano relativamente uniforme (3-5 pm), con un solo brote 
unido por una base estrecha, extracelular o dentro de macrofagos 

Histoplasma capsulatum 

Formas de levadura, grandes (8-20 pm), con celulas que parecen tener una pared gruesa, con doble 
contomo y un solo brote unido por una base ancha 

Blastomyces dermatitidis 

Grande, de tamano irregular (10-50 pm), esferulas de pared gruesa muchas de las cuales contienen 
endosporas pequenas (2-4 pm) y redondas 

Coccidioides immitis 
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Figura 21-7 Microfotografia de las hifas anchas y acintadas de especies de Zv- 
gomyces. Notense el endoplasma claro y la ausencia de tabiques transversales. 


humanos suelen sufrir infecciones de las vias respiratorias altas 
a traves de la inhalacion de esporas transportadas por el aire, 
aunque la ingestion de productos alimenticios contaminados 
puede causar enfermedad gastrointestinal primaria. La inocula- 
cion directa por Iraumatismos de la piel y las mucosas puede 
producir infeccion mucocutanea primaria. La mayoria de los 
miembros de los zigomicetos tiene una proclividad para produ¬ 
cir la invasion por hifas de las paredes de los vasos sangumeos 
una vez que se ha establecido la infeccion primaria, lo que a 
menudo causa la diseminacion de trombos micoticos y el desa- 
rrollo de focos metastasicos en muchos organos. 

Los hongos importantes desde el punto de vista medico den- 
tro de la subclase Zygomycetes incluyen varios generos, de los 
cuales seis se presentan aqui, como figura en el diagrama 21-1. 
Las especies de Rhizopus, de Absidia, de Syncephalastrum, de 
Circinella, de Cunninghamella y de Miicor pueden identificar- 
se por los criterios indicados. Rhizornucor pusillus, Saksenaea 
vasifonnis, Apophysomyces elegans y los agentes del orden 
Entomoftorales eniomophthoromycotic, Conidioboliis corona- 
tus y especies de Basidiobolobus, raras veces se aislan en los 
laboratories clmicos y no se presentaran aqui. 

Como se describe en el diagrama 21-1, el indicio inicial en el 
diagnostico de las zigomicosis es el aislamiento de una colonia 
de crecimiento rapido en el medio de cultivo primario, por lo 
general dentro de las 48-72 horas, con la superficie del agar 
cubierta con un micelio velloso que se extiende de un borde al 
otro de la placa de Petri (“levantador de tapa”) {vease lamina en 
color 21-1A y B). El examen microscopico de la preparacion 
en fresco de la colonia revela hifas anchas, irregulares, como 
cintas, no tabicadas (con escasos tabiques en los cultivos mas 
viejos) (fig. 21-7) y las esporas producidas en estructuras con 
forma de bolsa conocidas como esporangios (fig. 21-8). El pri¬ 
mer paso para realizar la identificacion del genero es observar la 
presencia o la ausencia de rizoides similares a raices (fig. 21-9). 

Las identificaciones del genero pueden entonces hacerse 
siguiendo los criterios descritos en el diagrama 21-1; a conti- 
nuacion se presentan las descripciones y las referencias a la 
figura. 

Especies de Rhizopus. La clave para la identificacion de las espe¬ 
cies de Rhizopus es la produccion de rizoides caracteristicos, 
similares a raices. Los rizoides que de modo tipico se originan 
de la hifa inmediatamente adyacente al esporangioforo se de- 





Figura 21-8 Microfotografia de un esporangio de especies de Mucor, el 
organo reproductor asexual de los zigomicetos. Notense la extension de la 
columela en el esporangio y la agregacion de esporangiosporas. 


nominan “nodal” (fig. 21-10). Los esporangioforos que miden 
hasta 1 000 pm terminan en una columela concava que se ex¬ 
tiende al interior del esporangio sacular. El colapso en forma 
de paraguas del esporangio posmaduro se ilustra mejor en la 
imagen detallada de la figura 21-11. Este colapso se observa a 
menudo como un rasgo secundario en los cultivos mas viejos, 
particularmente util para identificacion preliminar cuando los 
rizoides estan desarrollados de manera insuficiente. 

Especies de Absidia. Las especies de Absidia comparten con las 
especies de Rhizopus la produccion de rizoides. Sin embargo, 
los rizoides de las especies de Absidia difieren, ya que suelen 
ser mas delicados y se originan de hifas entre los conidioforos, 
un origen conocido como “internodal” (fig. 21-12). Los espo¬ 
rangioforos pueden ramificarse. Una caracteristica secundaria 
de importancia, en especial en cepas en que los rizoides se 
desarrollan de modo deficiente, es la expansion en forma de 
embudo del conidioforo terminal en una estructura conocida 
como apoflsis (fig. 21-13). 

Especies de Syncephalastrum. Las especies de Syncephalastrum 
difieren de los otros zigomicetos en la forma y la disposicion 
de los esporangios. En lugar de fonnar una esfera, los ‘‘meros- 



Figura 21-9 Microfotografia de los rizoides similares a raices de especies de 
Rhizopus, caracteristicos de los zigomicetos. 
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Figura 21-10 Microfotografia de la estructura de finetificacion de especies 
de Rhizopus. Notese el origen de los esporangioforos adyacentes a los rizoides 
similares a raices (flecha), denominado “nodal”. 


porangios” de Syncephalastrum son cilmdricos y dispuestos 
como “petalos de margarita” alrededor de una columela esferi- 
ca, relativamente pequena (10-50 pm) (fig. 21-14). Las espo- 
rangiosporas estan alineadas en serie, una detras de la otra, 
dentro de cada esporangio. Este aspecto hace recordar a 
Aspergillus flavus\ sin embargo, cuando se examina la morfo- 
logia de la colonia y la estructura de las hifas, la diferenciacion 
se realiza con rapidez. En ocasiones se visualizan rizoides rudi- 
mentarios. 

Especies rfeCircinella. La caracteristica de identificacion impor- 
tante de las especies de Circinella es la curva hacia atras dis- 
tintiva de los esporangioforos. Estos nacen lateralmente de la 
hifa, se curvan directamente en sentido inverso y terminan en 
un esporangio globuloso que suele estar repleto de esporan- 
giosporas (fig. 21-15). Las especies de Circinella no producen 
rizoides. 

Especies de Cunninghamella, La esporulacion de las especies de 
Cunningharnella difiere de la de otros zigomicetos porque pro¬ 
duce esporas esfericas especializadas, denominadas esporan- 



A 


Figura 21 -12 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de 
especies de Absidia, que muestran el origen internodal caracteristico de los 
conidioforos. 



Figura 21-11 Imagen con mayor aumento de un esporangio posmaduro de 
especies de Rhizopus que ilustran el colapso caracteristico en forma de paraguas. 


giolas. a partir de la superficie de una columela grande, globulo- 
sa, sin estar envueltas por un esporangio (fig. 21-16). Cuando se 
ajusta el foco del objetivo del microscopio, puede observarse que 
cada esporangiola esta adherida a la columela por una estructura 
diminuta, similar a un pelo, que se denomina denticulo. 
Especies de Mucor. La identificacion de especies de Mucor a 
menudo se realiza despues de que se ha descartado cada una de 
las especies anteriores. Las especies de Mucor no producen 
rizoides. Los esporangioforos se originan individualmente del 
micelio, que puede ser ramificado o no. Cada esporangioforo 
acaba en una columela ligeramente bulbosa que se extiende 
dentro de un esporangio esferico de pared lisa (fig. 21-17). Las 
esporangiosporas son esfericas o elipsoidales y pueden ser hia- 
linas o pigmentadas de color amarillo castano. 

HISTOPATOLOGiA DE LAS INFECCIONES CAUSADAS 
POR ZIGOMICETOS 

Las hifas no tabicadas, anchas, en forma de cinta de los zigo¬ 
micetos suelen ser distintivas de otros hongos productores de 
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hifas en cortes de tejido. Las hifas varian de 3 a 25 |im de 
ancho, con parades no paralelas que a menudo tienden a rom- 
perse en fragmentos pequenos (fig. 21-18). Con frecuencia las 
hifas no se tinen bien, incluso con las tinciones para hongos, 
como acido peryodico de Schiff (PAS) o metenamina argentica 
de Gomori. La reaccion del tejido es tipicamente purulenta y se 
observ'an tanto hifas intactas como fragmentadas en medio de 
una enorme cantidad de neutrofilos segmentados. Pueden 
obser\'arse tabiques ocasionales. En cortes transversales de las 
hifas, estas tambien pueden imitar esporas o esferulas inmadu- 
ras pequenas de Coccidioides immitis, por lo que existe la posi- 
bilidad de arribar a una conclusion incorrecta. Los zigomicetos 
tambien tienen prediieccion por invadir los vasos sangumeos, 
lo que causa infarto hemorragico (una razon por la que el teji¬ 
do infectado suele aparecer como carbonizado). Los zigomice¬ 
tos tambien pueden presentarse como una bola micotica en las 
cavidades del cuerpo y, de vez en cuando, se observan las cabe- 
zas de fructificacion tipicas y completas con el esporangio y las 
esporangiosporas. 

Los smdromes clinicos producidos por los zigomicetos se 
presentan en la recuadro de correlacion clmica 21-1. 





Figura 21-13 Imagen con mayor aumento de la apofisis de especies de 
Absidia-, se observa la expansion del extreme terminal del esporangioforo en 
forma de embudo. 


Hongos filamentosos hialinos y hialohifomicosis 

AJello^ acuno originalmente el termino “hialohifomicosis” 
para representar un grupo de infecciones micoticas oportunis- 
tas causadas por una variedad de hongos filamentosos saprofi- 
tos de crecimiento rapido. Este autor supuso que esa designa- 
cion seria menos confusa para los medicos que utilizar los 
nombres individuales, como peniciliosis, paecilomicosis o 
escopulariopsis. Sin embargo, desde ese momento el personal 
de laboratorio se puso mas habil para realizar las identificacio- 
nes de genero de los diversos hongos incluidos en el grupo y 
los medicos han tenido la experiencia adicional en las aplica- 
ciones clinicas de informes del laboratorio que mencionan el 
nombre del genero o de la especie de los hongos filamentosos 
hialinos aislados con mayor frecuencia. En particular, debe rea- 
lizarse la identificacion por cultivo de Scedosporium apiosper- 
mum (y tambien su teleomorfo, Pseudallescheria boydii) y de 
especies de Fusarium. Es importante distinguir estos hongos, 
muchas de cuyas cepas son resistentes a la anfotericina B, de 


las especies de Aspergillus y otros hongos filamentosos hialinos 
que pueden parecer similares en cortes de tejido. Cada micolo- 
go debe determinar hasta que punto debe extenderse la identifi¬ 
cacion de genero y especie que se informa para adaptarse mejor 
a las necesidades de los medicos con los cuales trabaja. 

Especies de Aspergillus y ^s[ie\q\\QS\s 

Debido a su ubicuidad en la naturaleza y la frecuencia con 
que se aislan en los laboratorios clinicos como agentes de 
enfermedades micoticas, las especies de Aspergillus suelen tra- 
tarse como un subconjunto separado de hongos filamentosos 
hialinos. 

Las especies de Aspergillus estan extensamente distribuidas 
en la naturaleza; se encuentran en el suelo, en la vegetacion en 
descomposicion y en una amplia variedad de materia organica. 
La inhalacion de polvo contaminado por esporas es el modo 
mas frecuente de infeccion para los seres humanos y causa 







A 

Figura 21 -14 Microfotografia y esquema de la estruciura de fructificacion de 
especies de Syncephalastrum, que muestran los esporangios dispuestos en 
forma radiada alrededor de una columela esferica. 
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Figura 21-15 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de 
especies de Circinella, que muestran la curva dirigida hacia atras caractensti- 
ca de los esporangioforos. 


B 


sinusitis o enfermedad broncopulmonar. Para la rinosinusitis 
micotica, Schubert^"^® describe tres formas invasoras (necrosan- 
te aguda» invasora cronica e invasora granulomatosa) y dos no 
invasoras (granuloma micotico y alergica). 

Durante los periodos de mayor construccion edilicia, en espe¬ 
cial en las zonas lindantes a los hospitales, suele ser un au- 
mento en la tasa de infeccion. Es oportuno mencionar un infor¬ 
me de hace muchos anos de un brote de aspergilosis en pacientes 
con cancer, relacionado con la realizacion de pruebas contra 
incendio en un hospital."^ Los estudios de vigilancia siempre 
deben incluir el muestreo de los filtros de aire hospitalarios que 
normalmente revelan recuentos elevados de esporas del 
hongo.^^® Los conductos de ventilacion pueden contaminarse 
con suciedad y fragmentos de materia organica que son trans- 
portados por el aire provenientes de la descomposicion del 
suelo y las malezas.^®^ La incidencia de aspergilosis intrahospi- 



Figura 21-16 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacidn de 
especies de Cmninghamella^ que muestran la esporangiola esferica a partir de 
la superficie globular de la columela. 


talaria gucirda relacion directa con la media del recuento de 
esporas transportadas por el aire ambiental, que es maxima 
cuando se liberan rafagas mmimas de esporas al aire por agita- 
cion de ropas contaminadas o por el movimiento de polvo con- 
taminado acumulado en suelos u otras superficies durante las 
tareas de limpieza.^^' Los pacientes inmunodeprimidos o los 
que reciben farmacos inmunosupresores, en especial los recep- 
tores de trasplantes de medula osea y de organos, y los que pre- 
sentan procesos malignos hematicos tienen una susceptibilidad 
especial a la infeccion. 

PRESENTACION EN EL LABORATORIO 

Las especies de Aspergillus que con mayor frecuencia se 
encuentran en los laboratorios clmicos son Aspergillus fumiga- 
tus, A. flavus, A. niger y A. terreus. Casi todas las infecciones 
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Figura 21-17 Microfotografia de la estructura de fructificacion de especies 
de Mucor. Notese la falta de rizoides y conidioforos que terminan en una colu- 
mela globular dentro de los esporangios que contienen las esporangiosporas. 



Figura 21-18 Microfotografia de un corte de tejido que muestra las anchas 
hifas fragmentadas, no tabicadas, de tamano irregular, caractensticas de una de 
las especies de Zygomyces (H-E, 400x). 


graves estan causadas por A. furnigatus A. nidulans tambien 
se menciona en esta seccion porque la mayoria de las cepas 
producen con facilidad formas sexuales o teleomorficas, es 
decir, cleistotecios que encierran ascosporas especiTicas de 
especie. 

MORFOLOGIA DE LA COLONIA 

El desarrollo de colonias de especies de Aspergillus puede 
sospecharse si se observa en el cultivo una proliferacion rapida 
(dentro de 3-5 dias) con un margen exterior distintivo, a menu- 
do con una zona blanca de crecimiento nuevo. El aspecto como 
se describe debajo puede variar, lo que depende del medio de 
cultivo que se utilice. Las colonias tempranas pueden presentar 
una consistencia algodonosa; sin embargo, cuando maduran la 
superficie adquiere una consistencia azucarada o granular a 
medida que se producen los conidios. A continuacion figuran 
las descripciones de las colonias cuando crecen en agar dextro- 
sa de Sabouraud, caracteristicas de cada una de las especies. 

CARACTERjSTICAS MICROSCOPICAS 

Observadas con el microscopio, las especies de Aspergillus 
se caracterizan por la produccion de hifas tabicadas hialinas, 
uniformes, de 4-6 pm de diametro, con paredes paralelas. La 
ramificacion dicotomica en angulo de 45", tan caracteristica 
del micelio invasor vista en los cortes de tejidos, suele obser- 
varse con menos frecuencia en las preparaciones microscopicas 
en fresco hechas a partir de placas de cultivo. Un segmento 
especializado de la hifa, conocido como celula pie o basal, 
sirve como base de origen del conidioforo (fig. 21-19). Los 
conidioforos terminan en una vesicula dilatada, a partir de 
cuya superficie nace una (uniseriada) o dos (biseriada) hile- 
ras de Halides (tecnicamente, la hilera interna de celulas se 
denomina metula), que dan lugar a cadenas de conidios pig- 
mentados (fig. 21-20). La longitud y el ancho de los conidiofo¬ 
ros, el tamano y el contorno de la vesicula, la disposicion de las 
fialides, y el color, el tamano y la longitud de la cadena de coni¬ 
dios son caracteristicas utilizadas para realizar las identifica- 
ciones de especie. Algunas especies producen cleistotecios 
teleomorfos que contienen ascosporas (fig. 21-21). 


ASPERGILLUS FUMIGATUS 

Las colonias de A. furnigatus son granulares a algodonosas y 
suelen tener cierto tono de pigmentacion azul verdoso, verde 
grisaceo o verde castano (vease lamina en color 21-1C). 

En la microscopia debe buscarse especiTicamente la produc¬ 
cion de una sola hilera de fialides sobre la mitad superior de 
una vesicula con forma de maza (fig. 21-22). Los conidios 
son esfericos, por lo general lisos y dispuestos en cadenas lar- 
gas que tienden a inclinarse hacia adentro, hacia un eje cen¬ 
tral. Pueden presentar pigmentacion amarillo verdosa o verde. 
Los conidioforos son relativamente largos (300-500 pm) y ca¬ 
da uno se origina de un segmento especial de una hifa tabicada 
conocido como celula pie o basal (vease fig. 21-18). 


ASPERGILLUS FLAVUS 

Las colonias de A. flavus son granulares a vellosas y presen- 
tan cierto tinte amarillo, amarillo verdoso o amarillo casta¬ 
no (vease lamina en color 21-ID). 

En el examen microscopico, lo que capta el ojo de inmedia- 
to es la disposicion en petalos de margarita de las cadenas de 
conidios, de las cuales se origina una sola hilera o dos de Ha¬ 
lides que recubre la circunferencia completa de una vesicula 
esferica (fig. 21-23). El conidioforo es relativamente largo 
(500-800 pm), con una parte que presenta una rugosidad carac¬ 
teristica de la pared solo proximal a la union de la vesicula. Los 
conidios son esfericos, lisos o ligeramente asperos cuando 
maduran y presentan una pigmentacion amarillo castano. 

ASPERGILLUS NIGER 

La superficie de una colonia madura de A. niger esta cubier- 
ta por un agregado denso de conidios negro azabache, lo que 
le da un aspecto caracteristico como sazonada con pimienta 
(vease lamina en color 21-IE). El reverso de la colonia es de 
color beige o amarillo grisaceo, en contraste con la pigmenta¬ 
cion mas oscura gris a negra de los hongos dematiaceos que se 
describen mas adelante. 

La observacion microscopica revela esporulacion profusa, 
con agregados densos de conidios individuales o en cadenas 
cortas negro azabache que suelen cubrir la superficie de la 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-1 Zigomicosis 


Los hongos que pertenecen a los zigomicetos son habitantes ambientales extensamente distribuidos en el suelo, el estiercol y la materia organica. Los seres 
humanos suelen sufrir infecciones respiratorias altas a traves de la inhalacion de esporas transportadas por el aire, aunque la ingestion de productos alimen- 
ticios contaminados puede provocar enfermedad gastrointestinal primaria o la inoculacion directa por traumatismos de la piel y las mucosas puede causar 
infeccion mucocutanea primaria. La proclividad de las hifas para invadir las paredes de los vasos sanguineos una vez que se ha establecido la infeccion pri¬ 
maria produce la diseminacion de trombos micoticos y el desarrollo de focos metastasicos en muchos organos. 

La zigomicosis afecta con mayor frecuencia en forma de infecciones oportunistas a huespedes inmunodeprimidos. Los factores de riesgo del huesped 
son la diabetes mellitus, en especial durante los periodos de acidosis; la neutropenia; el tratatniento inmunosupresor sostenido (como puede suceder en los 
trasplantes de medula osea);'^'* el uso prolongado de antibioticos y la alteracion de la integridad de la barrera cutanea secundaria a traumatismo, heridas qui- 
rurgicas, punciones con aguja o quemaduras.-’- Estos autores tambien indican que la enfermedad angioinvasora es una complicacion comun y causa trom- 
bosis vascular, infarto del tejido afectado y destruccion tisular por accion de proteasas, lipasas y micotoxinas. La liberacion de trombos micoticos desde los 
sitios primarios puede conducir a la enfermedad diseminada. Las formas de la enfermedad mas frecuentes son la rinocerebral. la pulmonar, la cutanea y la 
diseminada. 

Una revision realizada por Prabhu y Patel-^^ reitera la mayorla de los factores de riesgo de base ya mencionados. En particular, los procesos malignos de 
la sangre, el trasplante de mMula osea o de celulas madre de sangre periferica, la neutropenia, el trasplante de organos solidos, la diabetes mellitus con 
cetoacidosis o sin ella, el uso excesivo de corticosteroides y el tratamiento con deferoxamina para la sobrecarga de hierro se citan como causales de predis- 
poner a los pacientes a la infeccion. El interes esta en reducir la elevada mortalidad que puede alcanzar al 100%, de acuerdo con las enfermedades subya- 
centes. Los resultados exitosos dependen del diagnostico temprano, el tratamiento de la enfermedad medica de base, la cirugfa cuando esta indicada y el 
tratamiento con anfotericina B. Las formulas de anfotericina B con dosis elevadas de lipidos y el uso de oxigeno hiperbarico son estrategias particulares 
que han mostrado valor potencial en el tratamiento de la zigomicosis, como lo senalan Gonzalez, Rinaldi y Sugar.^^ 

Rhizopus es el genero de Zygomyces aislado mas a menudo por cultivo en las infecciones humanas, seguido en incidencia de las especies de Mucor. 

Otras especies de Zygomyces se aislan con menor frecuencia. No es habitual aislar especies de Cunmnghamella en los laboratories clmicos. No obstante, 
varies informes de casos indican que se ha aislado este microorganismo como agente causal de cada una de las formas mas comunes de zigomicosis: rino¬ 
cerebral, pulmonar, cutanea y enfermedad diseminada. Kontoyianis y cols.'***^ describen las predisposiciones clinicas comunes de las infecciones por 
Cunninghamella bertholetiae\ a saber, corticoterapia previa, granulocitopenia intensa prolongada y diabetes mellitus. La fiebre y la neumonia fueron las 
presentaciones clinicas mas comunes en esta serie de pacientes. por lo general una indicacion de enfermedad diseminada. Las infecciones por 
Cunninghamella suelen ser rapidamente progresivas y el resultado en la mayoria de los casos informados en la bibliografia ha sido casi siempre mortal. El 
tratamiento energico con anfotericina B, la reseccion de los tejidos infectados y el control de la enfermedad subyacente pueden revertir esta tendencia. 

Enfermedad rinocerebral 

Esta forma de infeccion comienza a menudo como sinusitis, que progresa a la enfermedad local invasora, con edetna de parpados, proptosis, anestesia 
malar y oftalmoplejia interna y externa. En muchos casos. la infeccion es rapidamente progresiva. aunque tambien se informaron formas con progresion 
lenta."*^ Puede observarse secrecion nasal espesa, oscura, tenida con sangre; los materiales correspondientes a detritos del seno pueden parecer tenidos de 
negro y hemorragicos debido a la invasion vascular y al infarto. La meningitis y la encefalitis pueden ocurrir por diseminacion directa y suelen ser mortales. 
La enfermedad cerebral localizada es rara, pero mas frecuente en drogadictos intravenosos.'^^ Nenoff y cols.'*^^ informaron un caso de infeccion cerebral 
ascendente en un paciente despues del trasplante en quien se manifesto amaurosis total bilateral (ceguera). La enfermedad cerebral tambien se ha informado 
en pacientes con SIDA, relacionada tal vez con la inyeccion de drogas. La confusion y las perturbaciones del estado de animo son los signos de presenta- 
cion mas comunes del compromiso cerebral. En los drogadictos tambien se ven masas ocupantes y abscesos cerebrales. Una vez que se manifiestan los sin- 
tomas cerebrales, el proceso suele ser rapidamente mortal, como sucedio en el caso de Nenoff ya citado. Tambien pueden verse infecciones con granulomas 
micoticos no invasores de los senos nasales. 

Enfermedad pulmonar 

En las radiografias pueden verse infiltrados difusos o fmamente nodulares mal defmidos.*^'^ Tambien puede observarse afectacion por bolas micoticas en 
lesiones naturales preexistentes o posinfeccidn. El dolor toracico, la hemoptisis y la tos productiva purulenta o tenida con sangre del esputo son presenta¬ 
ciones clinicas frecuentes. La enfermedad pulmonar subaguda suele ser intrabronquial, con la formacion de tapones de mucina. En ocasiones se afecta la 
pleura. 

Enfermedad cutanea 

La enfermedad cutanea suele ser secundaria al traumatismo y la contaminacion con tierra,-^^ en pacientes con quemaduras,^* y episodica, por la implanta- 
cion directa de vendas adhesivas Elastoplast®.-^* En ocasiones, el compromiso subcutaneo por la diseminacion hematica complica la enfermedad disemina¬ 
da. Las lesiones varian de placas violaceas pequenas hasta celulitis, ulceracion y gangrena. En los ultimos tiempos se citaron casos de enfermedad subcuta- 
nea por zigomicetos que pertenecen al orden Entomophthorales, en especial en ninos y adultos jovenes. Gugnani‘^ha revisado infecciones causadas por 
Basidiobolus ranarum, que se presentan sobre todo como lesiones granulomatosas fluctuantes de las piernas y el tronco, secundarias a traumatismo, picadu- 
ras de insectos o ambos. El yoduro de potasio, la anfotericina B y los azoles se utilizaron con exito en el tratamiento de estos casos. 

Enfermedad diseminada 

Casi cualquier organo puede estar afectado. a partir de la diseminacion de infecciones primarias en pulmon, senos paranasales y aparato digestivo.^’^ Los 
individuos afectados con mayor frecuencia son los inmunodeprimidos debido a su edad (muy pequenos y ancianos), al tratamiento con farmacos o a enfer¬ 
medades subyacentes, como procesos malignos hematicos (en especial durante los periodos de leucopenia), diabetes mellitus y lupus eritematoso.-^' 

Aunque no define al SIDA, la enfermedad diseminada sucede con mas probabilidad en los pacientes HIV positives, como lo analizaron Van den Saffele y 
Boelaert.^’^ La diseminacion metastasica ocurre por la propension de las hifas para invadir la vasculatura, lo que causa trombosis y la liberacion de embolos 
micoticos a la circulacion. La zigomicosis tambien se ha informado en casos de sobrecarga de hierro. especificamente en pacientes que sufren hemodiali- 
sis secundaria al tratamiento con deferoxamina.-^ El crecimiento de muchos microorganismos, incluso los miembros de los zigomicetos, se refuerza por 
el aumento de las concentraciones de hierro. La relacion entre zigomicosis y el tratamiento con deferoxamina depende de la accion quelante primaria del 
farmaco, lo que origina un aumento de la concentracidn local de hierro que estimula la proliferacion del hongo. 
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vesicula (fig. 21-24, recuadro superior). En la madurez, los 
conidios se toman asperos (equinulados). Las vesiculas des- 
nudas, cuando se observan, son globulosas y cubren la superfi- 
cie completa con una hilera doble de Oalides similar en el 
aspeclo 2L Aspergillus flavus) (fig. 21-24, recuadro inferior). 


ASPERGILLUS TERREUS 

Las colonias de A. terreus son granulares, con rugosidad 
radial y de color beige a canela, castano o anaranjado castano 
:- ease lamina en color 21-IF). 

.A primera vista, las cabezas de fructiflcacion de A. terreus 
aparecen microscopicamente similares a las dc A. fumigatus (la 
esporulacion desde la mitad superior de una vesicula con 
forma de maza). El examen mas detallado revela que las vesi¬ 
culas de A. terreus son mas pequefias y las fialides son mucho 
mas largas, que de hecho representan una hilera doble e inter- 
digitada de modo que la Imea de division entre las dos suele 
ser oscura (fig. 21-25). Las fialides primarias (metulas) son 
mas cortas (5-8 pm) que las terminales (8-12 pm), las que a su 
vez dan lugar a cadenas largas de conidios lisos, casi esfericos. 
La identificacion de A. terreus puede confirmarse mediante la 
demostracion, en preparaciones de la zona de excavacion del 
agar o por diseccion del micelio subyacente, de los microconi- 
dios lisos y esfericos adheridos lateralmente a las hifas vegeta- 
livas (fig. 21-26). 


ASPERGILLUS NIDULANS 

A. nidulans rara vez se aisla en los laboratories clinicos, pero 
se incluira aqui una descripcion breve porque esta especie suele 
producir estructuras reproductivas sexuales (telomorfa) (cleis- 
toiecios y ascosporas) que se describiran a continuacion. Las 
colonias suelen ser blancas o bianco grisaceas, con consisten- 
cia algodonosa a granular y pueden tener pliegues radiales 
J vease lamina en color 21-2G). En las colonias maduras apare- 
ce un moteado oscuro cuando se producen los cleistotecios. 
Aspergillus glaucus tambien pueden producir cleistotecios y 
ascosporas. La colonia suele ser algodonosa a granular y pre- 
senta pigmentacion multicolor verde y amarilla (vease lamina 
en color 21-lH). 

Los aspergilos, que pertenecen a la clase Ascomycetes, pue¬ 
den reproducirse “sexualmente” a traves de la union de dos 
celulas con la formacion de estructuras saculares conocidas 



Figura 21-20 Microfotografia y esquema de una cabeza de fructiflcacion de 
des, a partir de las cuales se producen cadenas de conidios. 



Figura 21-19 Microfotografia de la estructura de fructiflcacion de una espe¬ 
cie de Aspergillus que muestra el conidioforo originado de una “celula pie” o 
basal. 


como cleistotecios (vease fig. 21-21). Dentro de cada cleisto- 
tecio se encuentran miriadas de ascos en el cada uno contiene 
cuatro u ocho ascosporas (infinidades de estructuras saculares 
pequenas ilustradas en la fig. 21-27). Algunas cepas tambien 
producen cuerpos hialinos y esfericos conocidos como celulas 
de Hulle, mostradas en la figura 21-28 (cuerpos esfericos gran¬ 
der arriba y a la izquierda). Estas estructuras ‘‘telomorfas” 
raras veces se observan en las muestras clmicas. Aspergillus 
nidulans y Aspergillus glaucus son dos especies asiladas con 
poca frecuencia en los laboratorios clinicos que de modo carac- 
teristico producen cleistotecios y ascosporas. Las ascosporas 
son mas grandes que los conidios, se tinen de modo mas inten- 
so y tienen una morfologia exclusiva para cada especie que 
puede ser reconocida por los especialistas en la disciplina. 

Histopatologfa 

Las hifas de las especies de Aspergillus, como se observan 
en los cortes tenidos de tejidos, son hialinas, tabicadas, con 
contorno regular y paredes paralelas. Miden de 3 a 6 um de dia- 
metro y estan divididas por tabiques transversales (fig. 21-29). 



especies de Aspergillus, que muestran la vesicula dilatada que da origen a las fiali- 
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Figura 21-21 Microfotografia de un cleistotecio (flecha) de Aspergillus 
glaucus, que muestra la forma de reproduccion sexual o teleomorfa. A la 
izquierda se observa una cabeza de fructificacidn anamorfa tipica. 


La ramificacion dicotomica regular en angulos de 45° es litil 
para diferenciar a estos hongos de otros que tambien forman 
hifas. Estas ultimas no se tinen bien en los cortes tenidos con 
hematoxilina y eosina (H-E), pero se visualizan bien con las 
tinciones de PAS y metenamina argentica de Gomori. La reac- 
cion del tejido en huespedes inmunocompetentes infectados 
por estos hongos puede ser primero purulenta y luego granulo- 
matosa. Con mas frecuencia la invasion de las hifas a los teji- 
dos no se acompaha por una respuesta celular y solo se obser- 
van grados variables de necrosis. Las especies de Aspergillus 


tienen una predileccion particular para invadir los vasos san- 
gumeos y causar trombosis e infarto hemorragico. Como cier- 
tas cepas producen acido oxalico, en el tejido invadido pueden 
observarse depositos locales de oxalato de calcio, que aparecen 
como cristales birrefringentes. 

Cuando una colonia del hongo crece dentro de una cavidad 
preexistente, como en un seno nasal o dentro de un quisle pul- 
monar congenito o inflamatorio, la lesion se conoce como 
“bola micotica” o aspergiloma. Con frecuencia, las hifas son 
amorfas y se tinen de modo deficiente. Pueden verse las cabe- 
zas de fructificacidn con vesiculas bien formadas y cadenas de 
conidios dentro de cavidades que estan conectadas para abrirse 
a los bronquios y quedar expuestas al aire (fig. 21-30). El 
revestimiento de la cavidad suele estar intacto, sin evidencia de 
extension en el tejido circundante. En la aspergilosis bronco- 
pulmonar, los bronquios y los bronquiolos suelen dilatarse y 
se Henan con material viscoso, mucinoso, en el que quedan 
atrapados detritos celulares, muchos eosindfilos, neutrdfilos 
esparcidos, linfocitos, plasmocitos y fragmentos de hifas. La 
ramificacidn a 45° tipica de estos fragmentos puede verse en las 
preparaciones directas en fresco del esputo que, cuando se 
acompaha por eosindfilos y cristales de Charcot-Leyden, pro- 
porciona la evidencia suficiente para hacer un diagndstico pre- 
suntivo de aspergilosis. 


DIAGNOSTICO MEDIANTE TECNICAS SIN CULTIVO 

El sistema de prueba Platelia Aspergillus® es un equipo para 
el ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) en sand¬ 
wich que en la actualidad esta disponible en muchos laborato- 
rios de referenda y que proporciona un medio para la deteccidn 
del galactomanano circulante de Aspergillus temprano en el 
curso de la enfermedad progresiva.^^^^ Aunque en ensayos clini- 



Figura 21 -22 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacidn de 
Aspergillus fumigatus, que muestran una sola hilera de fialides proveniente de la 
mitad superior de una vesicula a partir de la cual se producen cadenas de coni¬ 
dios. 



B 
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Figura 21-23 Microfotografia y esquema de la estructura de fnictificacion de Aspergillus flavus, que muestran una vesicula esferica central que sostiene una hile- 
ra doble de fialides provenience de toda la superficie. 






B 


Figura 21-24 Microfotografias y esquema de la estructura de fructificacion 
de Aspergillus niger. La esporulacion suele ser tan densa que cubre toda la 
superficie de la vesicula (A). Las cabezas de fructificacion desnudas consisten 
en una vesicula esferica a partir de la cual se origina una doble hilera de fiali¬ 
des que cubre toda la superficie (B). 
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Figura 21-25 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de Aspergillus terreus que revela conidioforos que terminan en una vesicula dilatada 
desde la mitad superior de la cual se origina una hilera doble de esterigmas que da lugar a las cadenas de conidios. 



Figura 21-26 Microfotografia y esquema del micelio vegetativo profundo de Aspergillus terreus, que muestran los microconidios esfericos caracteristicos de las 
especies. 



Figura 21-27 Microfotografia de varios cleistotecios de Aspergillus nidulans 
que incluyen ascos saculares mas pequenos que contienen ascosporas. 



Figura 21-28 Microfotografia de un cleistotecio de Aspergillus nidulans en 
cuya adyacencia se encuentran grupos de celulas de Hiille esfericas, hialinas y 
con paredes delgadas. 
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Fig Lira 21-29 Microfotografia de la ramificacion dicotomica de las hifas de 
especies de Aspergillus como se observan en un corte de tejido tenido con H-E. 



Figura 21-30 Microfotografia del material proveniente de la infeccion con 
bolas micoticas de Aspergillus (aspergiloma) que ilustra las vesiculas con for¬ 
ma de maza con la esporulacion solo en la mitad superior de las vesiculas, 
caracteristicas de Aspergillus fumigatus (H-E, 400x). 


COS y estudios de investigacion diferentes se ha encontrado 
variacion en la sensibilidad y la especificidad de este procedi- 
miento, representa un adelanto fundamental en el tratamiento 
de los pacientes con riesgo de enfermedad diseminada, en es¬ 
pecial en los que padecen SIDA. Se estan investigando los posi- 
bles factores que afectan la liberacion del antigeno de 
Aspergillus, la naturaleza del epitopo que reacciona con el anti- 
cuerpo monoclonal utilizado en el ELISA, su escape desde el 
sitio de infeccion y la manera como se une a sustancias pre- 
sentes en la sangre. Una vez resueltos estos problemas, este sis- 
tema de ELISA ofrece gran esperanza para el futuro. 

Musher y cols.^^^ evaluaron el rendimiento del ensayo de 
galactomanano (GM EIA, Bio-Rad, Benicia, CA) en la detec- 
cion del antigeno o del DNA de Aspergillus o en liquido de 
lavado broncoalveolar obtenido de pacientes con aspergilosis 
pulmonar invasora. En el estudio de 47 pacientes con esta 
forma de la enfermedad y 46 pacientes de control, el ensayo 
GM EIA mostro una sensibilidad del 76% y una especificidad 
del 94%. Estos autores citan el costo relativamente bajo, la 
facilidad del proceso y los resultados rapidos obtenidos con 
este ensayo que usa la broncoscopia como una alternativa via¬ 
ble a una biopsia para establecer un diagnostico de aspergilosis 
invasora, en especial en pacientes de alto riesgo. 

En el recuadro de correlacion clmica 21-2 se muestran las 
diversas presentaciones clmicas de la aspergilosis. 

Otros hongos filamentosos hialinos de crecimiento rapido 
CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS 

Como se muestra en el diagrama 21-2, puede sospecharse un 
hongo filamentoso hialino que pertenece al grupo general 
conocido como hialohifomicetos, si se aislan colonias de creci¬ 
miento rapido, algodonosas, vellosas o granulares en el cultivo 
dentro de los 3-5 dias y que por lo general presentan una diver- 
sidad de colores pasteles palidos en la superficie. Las colonias 
tienen tipicamente un borde extemo liso, salvo las de especies 
de Gliocladium y Trichoderma, cuyas colonias cubren toda la 
superficie y forman un crecimiento confluente (“en cesped”) 
verde o amarillo. Las colonias parecen mas granulares en la 
superficie, lo cual depende del grado de esporulacion. El rever¬ 
se de las colonias sigue siendo de tinte gris palido o beige. 


Aunque suelen considerarse saprofitos no perjudiciales, 
durante las ultimas dos decadas algunos de los hongos fila- 
menlosos hialinos han surgido como agentes de micosis opor- 
tunistas con la morbimortalidad consiguiente en los pacientes 
con enfermedades de base graves y compromise de las defen- 
sas. Las ultimas tendencias epidemiologicas indican un cambio 
en el aumento de las infecciones causadas por hongos oportu- 
nistas antes considerados infrecuentes, como las especies de 
Fusarium, de Acremonium, de Paecilomyces. Pseudallescheria 
boydii y Scedosporium prolificans. El aumento llamativo en los 
procedimientos de trasplantes de organos y los nuevos trata- 
mientos inmunosupresores mas energicos son los principales 
determinates de este cambio. 

Los hongos filamentosos hialinos de importancia medica y 
aislados con mayor frecuencia en los laboratories clmicos se 
dividen en tres subgrupos, de acuerdo con si los conidios son: 

• producidos en cadenas desde las fialides 

• producidos en grupos desde los conidioforos o 

• nacen de mode individual y directo desde las hifas (vease 
diagrama 21-2) 

Estos subgrupos se presentan en los parrafos siguientes. 

Generos de hongos filamentosos hialinos productores 
de conidios en cadenas 

Los hongos filamentosos hialinos descritos aqui se caracte- 
rizan por la produccion de conidios en las cadenas. 

Especies de importancia en el laboratorio 

Especies de Penicillium 
Especies de Paecilomyces 
Especies de Scopulariopsis 

Las especies que se describen aqui estan caracterizadas por 
la produccion de conidios en cadenas. En el diagrama 21-2 se 
brindan las pautas para la separacion de estas tres especies. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-2 Aspergilosis 


La infeccion puede presentarse como sindromes clmicos bien detinidos que afectan varies sitios y organos: aspergilosis pulmonar, diseminada, del sistema 
nervioso central, cutanea, endocardica y nasoorbitaria. La aspergilosis pulmonar puede dividirse ademas en subgrupos: colonizacion saprofita, micetomas o 
infeccion por '^bolas micoticas” o aspergilomas; forma broncopulmonar alergica; e invasora.-^'^ Eslas formas clinicas de la enfermedad pulmonar constitu- 
yen un espectro continuo, que varia desde la enfermedad invasora en el paciente gravemente inmunodeprimido hasta las reacciones de hipersensibilidad en 
pacientes con respuesta inmunitaria hiperactiva a la colonizacion no invasora del arbol bronquial en personas por lo demas normales con dreas antes enfer- 
mas del pulmon. La aspergilosis diseminada ocunre con mayor frecuencia en pacientes gravemente inmunosuprimidos y puede estar afectado cualquier 
organo. 

Aspergilosis broncopulmonar alergica 

Esta forma afecta sobre todo los bronquios y los bronquiolos. Las caractensticas distintivas consisten en inflamacion peribronquiolar, con infiltrados de 
eosinofilos y cristales de Charcot-Leyden atrapados dentro de los tapones de mucina expectorados en las muestras de esputo. Lee y cols.^^^ sugieren que 
para hacer un diagnostico de aspergilosis broncopulmonar alergica deben seguirse los siguientes criterios: 

• obstruccion bronquial episodica 

• eosinofilia en sangre periferica 

• react!vidad cutanea frente al antigeno de A. fumigatus 

• anticuerpos precipitantes en suero contra A. fumigatus 

• elevacion de IgE total en suero 

• antecedentes de infiltrado pulmonar 

• elevacion de IgE e IgG especiTicas en suero contra A. fumigatus 

• bronquiectasia proximal 

En los casos de aspergilosis broncopulmonar, las concentraciones de IgE e IgG contra Aspergillus fumigatus pueden estar elevadas tanto en suero como en 
muestras de lavado broncoalveolar. Las especies de Aspergillus que con mayor frecuencia causan la enfermedad broncopulmonar alergica son A. flavus y A. 
fumigatus. 

Infecciones con bolas micoticas (aspergilomas) 

Las infecciones con formacion de aspergiloma se desarrollan en cavidades preexistentes, ya sean naturales (senos paranasales) o adquiridas (neumoquistes 
inflamatorios, por lo general secundarios a una tuberculosis antigua). El aspergiloma a menudo consiste en una masa enredada de hifas, casi siempre muer- 
tas. En los aspergilomas pulmonai'es, cavidades provistas de aire a traves de un bronquio abierto que pueden contener las cabezas de fructificacion viables, 
la deteccion de estas puede llevar al diagndstico definitivo. En la mayoria de los casos, el aspergiloma permanece limitado a la cavidad sin invasion del 
parenquima circundante. Sin embargo, Nolan y cols.*^^ advierten que los aspergilomas no deben considerarse un cuadro inactivo, ya que se ban informado 
casos de henioptisis intermitentes o exangiies y, en ocasiones, la erosion de las estructuras adyacentes causa enfermedad o muerte. 

Aspergilosis pulmonar invasora 

Esta forma aparece casi con exclusividad en los pacientes inmunodeprimidos o neutropenicos. en especial en los que padecen leucemias y linfomas.-'^- La 
enfermedad a menudo se presenta como neumonia (tos, fiebre, signos de dificultad respiratoria). La invasion pleural puede producir causar dolor toracico y 
frote pleural. Debido a la propension de las hifas por crecer e invadir los vasos sangumeos, es posible la enfermedad diseminada con focos metastasicos en 
el sistema nervioso central y otros organos. 

Aunque Aspergillus fumigatus y, con menor frecuencia, Aspergillus flavus, son las dos especies mas implicadas,'-'’’^ en los ultimos tiempos tambien se 
menciono la participacion de Aspergillus terreus. Woods y Goldsmith^'” informaron cuatro casos de enfermedad diseminada causados por A. terreus y 
encontraron cinco casos mas publicados en la literatura medica. En una revision mas recienle de infecciones invasoras por A. terreus. Iwen y cols.‘^^ selec- 
cionaron 13 pacientes de la literatura, 10 de los cuales fallecieron como consecuencia de la diseminacion a distancia de la enfermedad. Casi todas las cepas 
implicadas eran resi.stentes a la anfotericina B. 

Aspergilosis diseminada 

Como las especies de Aspergillus son propensas a invadir los vasos sangumeos. la diseminacion extensa a casi cualquier tejido u organo sigue .siendo una 
amenaza en todo ca.so de enfermedad localizada. Denning y Stephens,^' en una revision de mas de 2 000 casos de aspergilosis escogidos de la literatura. 
encontraron que la aspergilosis en los receptores de trasplante de medula osea es especialmente devastadora. con una mortalidad del 94% en los casos 
informados, a pesar del tratamiento. La tasa global de respuesta al tratamiento con anfotericina B de todos los casos revisados en esta serie fue del 55%. 

Ho y Yuen‘-^ postularon que la elevada mortalidad causada por la aspergilosis invasora entre los receptores de trasplante de medula osea se debe al retra- 
so en el diagnostico porque disminuye la respuesta inflamatoria por la inmunosupresion. 

Aunque el smdrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) no se considera por si un factor de riesgo para la aspergilosis pulmonar invasora, los facto- 
res de riesgo de base, como la neutropenia, el uso de corticosteroides y el abuso de drogas intravenosas, expone a estos pacientes a un riesgo particular. En 
una revision de una serie de pacientes de SIDA con aspergilosis realizada por Singh y cois.,^^'^ se encontro que el 79% presentaba uno o mas de estos facto- 
res de riesgo predisponentes conocidos. La aspergilosis invasora es mas frecuente en las fases mas tardias del SIDA, cuando el recuento de linfocitos CD4+ 
es bajo y cuando se lo diagnostica tiene un prondstico desfavorable. S61o el diagnostico temprano puede mejorar el pronostico.'^^ 

Otra enfermedad asociada con las infecciones poi Aspergillus es la otitis externa (“oido del nadador”, una inflamacion local crdnica del conducto auditi¬ 
ve caracterizada por prurito, dolor y descamacion) que en su mayoria puede estar causada por A. niger. Casi todos los pacientes pueden curarse con el trata¬ 
miento con antimicoticos topicos y evitando la exposicion al agua. La sinusitis por Aspergillus, a menudo indistinguible por la clmica de la sinusitis viral, 
bacteriana o alergica y que aparece en huespedes inmunocompetentes, ha sucedido al menos en 29 casos informados desde 1987 Se han informado varies 
casos aislados de aspergilosis que afectan casi cualquier organo, con enfermedades predisponentes en estos estudios relacionados a menudo con neutrope¬ 
nia prolongada, procesos malignos hematicos. traumatismo o cirugia de la columna vertebral y uso prolongado de corticosteroides. 
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ESPECIES DE PENICILLIUM 

Las colonias de las especies de Penicillium son granulares, 
de hordes lisos, por lo general con varias tonalidades de verde, 
aunque a veces se encuentran variantes amarillas y amarillo 
castanas (lamina en color 21-2A). Una especie implicada 
recientemente en infecciones sistemicas es Penicillium marnef- 
fei y puede sospecharse si se observa un pigmento rojo vino 
que se difunde en el agar (vease lamina en color 21-2B). 

Como se observa con el microscopio, el “penicilio” (cepillo) 
se produce por la bifurcacion del conidioforo en la metula pri- 
maria y las Halides secundarias, a partir de cuyos extremes se 
originan cadenas de conidios (fig. 21-31). Es importante obser- 
var que los extremes de las fialides son romos, es decir, como 
si el corte fuera transversal con un elemento cortante, en lugar 
de largos y adelgazados. Los conidios son esfericos, de tama- 
no regular y con una tincion uniforme, lo que representa un 
tipo de conidiacion acropeta en la cual se forman conidios 
identicos en secuencia desde los extremes de los conidios ya 
formados (vease recuadro 21-1). 


ESPECIES DE PAECILOMYCES 

Las colonias de las especies de Paecilomyces pueden pare- 
cer similares a las de las especies de Penicillium, aunque sue- 
len tener un color pastel mas claro y se encuentran con mayor 
frecuencia las variantes amarillo castanas o castanas. La 
superficie tiende a ser bastante granular debido a la produc- 
cion de enorme cantidad de conidios (vease lamina en color 
21-2C). 

Dos observaciones microscopicas importantes conducen a la 
identificacion de las especies de Paecilomyces. Las puntas de 
las Halides son largas y adelgazadas y terminan en un “pun- 
to”, a diferencia de los extremos finos y romos de las fialides 



Figura 21-31 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de 
especies de Penicillium, que muestran la ramificacion de las fialides a panir de 
las cuales se producer! cadenas de conidios esfericos. 


observadas en las especies de Penicillium (fig. 21-32). La se- 
gunda es que los conidios son ovales a elipticos, de tamano 
irregular y tincion no uniforme, lo que representa la conidia¬ 
cion basipeta en la que cada conidio nuevo se forma directa- 
mente de la punta de la fialide, lo cual empuja al conidio ante¬ 
rior delante de el. Los conidios “mas viejos” en las puntas son 
mas grandes y con una tincion mas oscura que los producidos 
con anterioridad. Por lo tanto, incluso en ausencia de fialides 
caractensticas, la morfologia de los conidios descrita permite 
la identificacion. 


ESPECIES DE SCOPULARIOPSIS 

Las colonias presentan de modo caracteristico una colora- 
cion amarillo castana a beige, son granulares y tienen pliegues 
radiales que surgen desde el centro a la periferia (vease lamina 
en color 21-2D). 

La identificacion de las especies de Scopulariopsis puede 
hacerse por la microscopia mediante la observacion del tama¬ 
no y la morfologia de los conidios. Estos son dos a tres veces 
mas grandes que los de las especies de Penicillium y de 
Paecilomyces, con forma de “limon” y tienen una base trun- 
cada y plana. Se disponen en cadenas, con la base truncada de 
cada conidio sucesivo adherida al extremo redondo del anterior 
(fig. 21-33). En un comienzo los conidios son lisos; sin embar¬ 
go, cuando la colonia madura, la pared externa se toma aspera 
(equinulada). El ajuste del foco del objetivo del microscopio 
puede evidenciar una conexion en forma de baston entre los 
conidios adyacentes. La produccion de conidios en las especies 
de Scopulariopsis es anelogena; es decir, cada conidio nuevo 
se forma a partir de una extension del anterior, seguido de una 
contraccion, lo que deja la base truncada engrosada o cicatriz 
conocida como anelido. 
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FiQura 21-32 Microfotograffa y esquema de la estructura de fructificacion de especies de Paecilomyces, que muesiran las fialides largas, adelgazadas, de cuyas 
puntas se producer! cadenas de conidios elipticos. 


Identificacion de hongos filamentosos hialinos productores 
de conidios en racimos 

Especies de importancia 
en el laboratorio 

Especies de Acremonium 
Especies de Fusarium 
Especies de Gliocladium 
Especies de Trichoderma 

Este grupo de hongos hialinos se caracteriza por la foima- 
cion de conidios en racimos. Los conidios pueden ser alargados 
o elipticos, como en las especies de Acremonium y de 
Fusarium, o esfericos, como en las especies de Gliocladium y 
de Trichoderma. Las especies de Fusarium tienen la caracte- 
rfstica exclusiva de producir microconidios y macroconidios. 
En el diagrama 21-2 se muestran las pautas para la diferencia- 
cion de estas tres especies. 


ESPECIES DE ACREMONIUM 

Las colonias de las especies de Acremonium suelen aparecer 
menos vellosas o granulares que las de otros hongos filamen- 
tosos hialinos; mas bien presentan un aspecto liso y sin vello 
debido a la produccion de un micelio muy delicado. Las colo¬ 
nias pueden ser blancas o con varias tonalidades de verde pas¬ 
tel palido y amarillo (vease lamina en color 21-2E). 

Cuando se observan con el microscopio, los conidios de las 
especies de Acremonium son alargados y dispuestos en racimos 
laxos con formacion entrecruzada, simulando las letras chi¬ 
nas o “patron difteroide” (fig. 21-34). Cada racimo nace del 
extremo de un conidioforo delicado, largo y delgado, que ter- 
mina en una punta roma. No se observan macroconidios. 


ESPECIES DE FUSARIUM 

Las colonias son casi siempre algodonosas o vellosas y tie¬ 
nen una superficie lavanda, rosada a roja o magenta distintiva 
y pigmentacion en el reverso (vease lamina en color 21-2F). 



Figura 21-33 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de especies de Scopulariopsis, que muestran las cadenas de aneloconidios grandes, con 
forma de limon caracteristica. 
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Figura 21-34 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de especies de Acremonium, que muestran el conididforo delicado que sostiene un raci- 
mo laxo de conidios elipticos dispuestos en un patron “difteroide”. 


De los hongos filamentosos hialinos, las especies de Fusa- 
rium son las unicas que producen microconidios y macroconi- 
dios. Los microconidios son similares a los producidos por las 
especies de Acremonium, de hecho, algunos micologos consi- 
deran que ambas especies estan geneticamente relacionadas y 
es probable que sean especies variantes dentro del mismo 
genero. La clave para la identificacion de las especies de 
Fusarium es la observacion de macroconidios multicelulares 
largos, con forma de hoz, cuyas celulas estan separadas por 
tabiques transversales (fig. 21-35). Estos macroconidios a veces 
se describen como “canoas” o “barcos”. El ajuste exacto del 
foco del microscopio sobre las celulas que forman filamentos 
revela una extension similar a un pelo, denominada “celula 
pie”. La formacion de esta estructura es util para la diferencia- 
cion de las especies de Fusarium (con celula pie) de las espe¬ 
cies de Cylindrocarpon (sin celula pie), este ultimo un microor- 
ganismo del suelo rara vez asilado en los laboratorios clinicos. 


ESPECIES DE GLIOCLADIUM 

Las colonias de las especies de Gliocladium son verdes o 
verde amarillentas y se extienden de un borde al otro de la 



placa de agar como una “alfombra”, sin un margen. La super- 
ficie suele ser pulverulenta (vease lamina en color 21-2H). 

Los conidios de tamano regular y esfericos de las especies 
de Gliocladium, cuando se observan con el microscopio, estan 
agrupados de modo compacto y se asemejan a los producidos 
por las especies de Trichoderma. Sin embargo, a diferencia de 
estos ultimos, en los cuales cada “ovillo” de conidios se origi- 
na en la punta de un solo conidioforo, cada racimo de las espe¬ 
cies de Gliocladium esta sostenido a las puntas de tres o cua- 
tro conidios adelgazados, como si un racimo de moras estu- 
viese sujeto en las puntas de tres dedos y el pulgar de la mano 
humana (fig. 21-36). 


ESPECIES DE TRICHODERMA 

Las colonias, similares a las de las especies de Gliocladium, 
tambien producen un crecimiento confluente (“en cesped”) 
granular que se extiende de un borde al otro de la placa. El 
color tiende a ser mas amarillo que verde. 

En la microscopia, los conidios de las especies de 
Trichoderma presentan un tamano regular, son esfericos y 
firmemente arracimados (fig. 21-37). Se considera que la 



Figura 21-35 Microfotografia y ei^qucmu dc los macroconidios largos, multicelulares. con forma de canoa. caracteristicos de las especies de Fusarium. 
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Figura 21-36 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de especies de Gliocladium, que muestran las fialides digitiformes que sostienen gru- 
pos compactos de conidios esfericos. 


adhesion de estos “ovillos” de conidios es secundaria a la pro- 
duccion simultanea de una sustancia mucinosa que los man- 
tiene unidos. Los “ovillos” de conidios tambien son similares a 
los producidos por las especies de Gliocladium\ sin embargo, 
en las especies de Trichoderma estos racimos estan ubicados en 
las puntas de fialides adelgazadas (similares a los de las espe¬ 
cies de Paecilomyces) que se originan lateralmente de las hifas. 

Identificacion de los generos de hialohifomicetos productores 
de conidios aislados 

Especies de importancia en el laboratorio 

Especies de Scedosporium 
Especies de Chrysosporium 
Especies de Sepedonium 
Especies de Beauveria 

La morfologia de las colonias de este grupo de bongos fila- 
mentosos hialinos no es caracteristica, salvo por el color gris de 
las colonias maduras de Scedosporium apiospermum, semejan- 



te al del raton domestico. Las colonias de las otras especies 
tiene hordes continuos, son blancas a grises, lisas a ligeramen- 
te granulares y a menudo rugosas. Para realizar la diferencia- 
cion del genero se requiere el examen microscopico. 

Vistos con el microscopio, este grupo de bongos hialinos se 
caracterizan por la formacion de conidios individuals a partir 
de los extremos de conidioforos individuales, rectos o ramifi- 
cados. A continuacion se describen las caracteristicas micros- 
copicas particulares de cada una de estas especies, como se 
destaca en el diagrama 21-2. 


ESPECIES DE SCEDOSPORIUM 

Scedosporium apiospermum (forma anamorfa), tambien 
conocido como Pseudallescheria boydii (forma sexual o “tele- 
omorfa”), es la especie de este grupo de bongos filamentosos 
hialinos que se encuentra con mayor frecuencia en la practica 
clmica, Scedosporium prolificans (inflatum), una especie 
recientemente designada, tambien causa infecciones humanas. 
Ambos producen una superficie sedosa de la colonia, de un 
caracteristico color gris como el del raton domestico, sobre la 



Figura 21-37 Microfotografia y esquema de la estructura de fructificacion de especies de Trichoderma, que muestran las fialides adelgazadas ubicadas lateral¬ 
mente que sostienen grupos compactos de conidios esfericos. 
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Figura 21-38 Microfotografia y esquema de los conidioforos largos, rectos, delicados, cada uno de los cuales sostiene un solo conidio ovalado, con tincion oscu- 
ra, caracteristicos de Scedosporium apiospermum. 


cual tienden a agregarse gotas diminutas de agua (vease lami¬ 
na en color 21-2G). El pigmento oscuro puede extenderse al 
reverso de la superficie, lo que sugiere un hongo dematiaceo. 

En la microscopia, las hifas de ambas especies son hialinas 
y tabicadas. La caracteristica es la produccion de conidios de 
pared lisa y delgada, ovoides, de 3-5 pm de diametro a partir 
de los extremos de conidioforos no ramificados, espaciados de 
modo irregular (similares a “chupachils”) (fig. 21-38). Los 
conidioforos de 5. apiospermurn son rectos y angostos, a dife- 
rencia de los de S. prolificans. en el cual la base esta caracte- 
risticamente dilatada y da el aspecto de una uma (fig. 21-39). 
Los conidios maduros asumen una pigmentacion oscura con el 
tiempo, por lo que producen el color gris de la colonia descri- 
to antes. Las puntas de los conidioforos en realidad se extien- 
den cuando se produce la espora, con la formacion de anelidos 
que son dificiles de observar con el microscopio optico, pero 
que se evidencian con facilidad en las microfotografias por 
barrido. En ciertas especies puede observarse el entrelazado 
paralelo de los conidioforos, el morfotipo graphium (fig. 21- 



Figura 21-39 Microfotografia dc conidios de Scedosporium prolificans, que 
muestra la caracteristica dilatacion de la base del conidioforo con forma de 
urna (vease la flecha). 


40). Los conidios aislados tambien pueden agregarse en raci- 
mos laxos. 


ESPECIES DE CHRYSOSPORIUM 

Las colonias de las especies de Chrysosporium no son dis- 
tintivas. Despues de 2 a 4 dfas de incubacion se forma el mice- 
lio algodonoso o velloso, bianco o grisaceo. Con el microsco¬ 
pio se observan conidios subglobulosos o piriformes que nacen 
de modo individual a partir de las puntas de los conidioforos 
laterales largos (“chupachiis”), que se asemejan mucho a los 
conidios de Blastomyices dermatitidis (fig. 21-41). Las bases 
de los conidios pueden parecer aplanadas y con cicatrices. Las 
colonias de las especies de Chrysosporium suelen crecer con 
mas rapidez que las de B. dermatitidis, no crecen en medios de 
cultivo selectivos con cicloheximida y no pueden convertirse a 
una forma de levadura tras la incubacion a 35-37 °C. En la 



Figura 21-40 Microfotografia de especies de Scedosporium, que muestra la 
forma graphium en la que la cabeza de fructificacion se dispone en haces como 
abanicos que simulan las espigas del trigo. 
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Figura 21-41 Microfotografia de especies de Chrysosporium, que ilustra los 
conidios esfericos u ovales. cada uno sostenido por un conidioforo corto y 
recto (“chupachus”). 


practica, pueden realizarse ensayos de exoantigeno o con son- 
das de acidos nucleicos sobre los extractos de la colonia para 
establecer una identificacion rapida y descartar blastomicosis. 

ESPECIES DE SEPEDONIUM 

Las colonias de las especies de Sepedonium son similares a 
las de las especies de Chrysosporium y no pueden distinguirse 
a simple vista. En la microscopia, es caracteristica la observa- 
cion de macroconidios grandes, esfericos, claramente espicula- 
dos, que simulan a los de Histoplasma capsulatum (fig. 21-42). 
Las colonias de las especies de Sepedonium crecen con mas 
rapidez que las de H. capsulatum, se inhiben en medios selec- 
tivos que contienen cicloheximida y no puede convertirse a una 
forma de levadura con la incubacion a 35-37 En algunas 
cepas tambien pueden observarse conidios mas pequenos, 
ovoides, que nacen individualmente de conidioforos cortos. En 
los casos de sospecha de histoplasmosis, pueden realizarse 
pruebas con sondas de acidos nucleicos o ensayos de exoanti¬ 
geno sobre extractos miceliales de colonias jovenes para esta¬ 
blecer una identificacion rapida. 



Figura 21-42 Microfotografia que ilustra los conidios grandes, esfericos, 
fmamente espiculados de especies de Sepedonium. 


ESPECIES DE BEAUVERIA 

Las colonias tienen una superficie blanca, algodonosa o 
vellosa. El reverso de la colonia es beige claro. La microsco¬ 
pia revela microconidios diminutos y globulosos que se agre- 
gan densamente alrededor de conidioforos ramificados, cortos 
y delicados que se incurvan de una manera singular con des- 
vios en zigzag (aspecto geniculado o en forma de rodillas) 
(fig. 21-43). Cada conidio se origina en un piano, despues del 
cual el conidioforo gira antes de que se presente otro conidio 
en otro piano y asf sucesivamente. Este tipo de conidiacion se 
denomina simpodial. 

En el recuadro de correlacion clmica 21-3 se presentan 
diversas manifestaciones clmicas de las infecciones oportunis- 
tas por bongos filamentosos hialinos. 


Identificacion de los dermatofitos 

Los dermatofitos son un grupo separado de bongos que 
infectan la piel, el pelo y las unas de los seres humanos y los 
animales, y causan diversas infecciones cutaneas, familiarmen- 
te conocidas como “tinas”. Cualquier bongo filamentoso aisla- 
do en cultivo de muestras de piel, unas o pelos debe ser eva- 



Figura 21-43 Microfotografia y esquema que ilustran los delicados conidioforos en zigzag de especies de Beauveria, cada uno de los cuales sostiene un solo coni¬ 
dio ovalado. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-3 Hialohifomicosis 


Los micetomas, las onicomicosis‘^ y las queratitis’^-^ niicoticas suelen ser las infecciones mas comunes causadas por este grupo de bongos filamentosos. 
Informes de otras infecciones, como sinusitis (incluso la formacion de bola micotica), meningitis, osteomielitis, endocarditis y otomicosis son infrecuentes 
en la literatura medica. Rippon realize un resumen de varies de los primeros informes.^^"^ 

Quizas la notoriedad mas reciente ha side la emergencia de Penicillium marnejfei como patdgeno humane importante. Blum-**revise 155 casos informa- 
dos y concluyd que P. marnejfei es la tercera infeccion oportunista mas comun en los pacientes infectados por el HIV en ciertas partes del sudeste asiatico, 
donde la infeccion es endemica. P. marnejfei puede causar dos tipos de enfermedad: focal y una forma progresiva y diseminada mortal que Simula por la 
clfnica a la histoplasmosis.’^’ La propension de este hongo para invadir y diseminarse se basa en su propiedad “dimoifa” exclusiva de converiirse en una 
entidad levaduriforme cuando se encuentra en el tejido enfermo o se lo cultiva a 37 En un informe de cinco casos, Kurup y cols.’^^ encontraron que la 
fiebre, la perdida de peso, la anemia y las lesiones cutaneas papulares eran las manifestaciones clmicas mas frecuentes. La capacidad de aislar el microorga- 
nismo en cultivos de sangre fue un rasgo exclusive adicional en los pacientes de esta serie. 

La clave para establecer el diagnostico de peniciliosis mameffei es el reconocimiento de cuerpos intracelulares pequenos que se asemejan a las formas 
de levadura de Histoplasma capsuiatum en los cortes histologicos obtenidos de las lesiones focaies tipicas. Kaufman y cols., en los Centers for Disease 
Control and Prevention.elaboraron anticuerpos monoclonales contra antigenos obtenidos por filtrado del cultivo levaduriforme de P marnejfei, despues 
de la absorcion con la forma de levadura de H. capsuiatum, lo que produjo un reactivo sensible para la realizacion de la tecnica de inmunofluorescencia 
indirecta. Asi, los autores pudieron detectar la forma levaduriforme de P marnejfei en 43 aislamientos y en los cortes de tejidos de seis seres humanos con 
peniciliosis mameffei. No se encontro ningun resultado falso positivo en el estudio de cortes de tejido que contenian levaduras de H, capsuiatum. Cooper y 
McGinnis,^® en una revision global, mostraron la presentacion clmica, el diagnostico diferencial, la micologia, la histopatologia. la serologia diagnostica, las 
pruebas de sensibilidad in vitro (antifungigrama) y el tratamiento de las infecciones por P. mameffei en pacientes con SIDA. 

Las especies de Penicillium distintas de P. mameffei solo raras veces causan infecciones humanas oportunistas. Chan y cols.^^ informaron dos casos de 
peritonitis relacionada con dialisis peritoneal causados por Paecilomyces variotii. Cada uno de estos pacientes habfa recibido multiples antibidticos como 
tratamiento para la peritonitis bacteriana, lo que tal vez contribuyo a la aparicion de la infeccion oportunista por Paecilomyces. 

Las infecciones relacionadas con especies de Paecilomyces tambien han sido informadas por Chan-Tack y cols.'’” {fungemia en un receptor adulto de 
trasplante de medula osea), Gucalp y cols.^** (sinusitis resistente a la anfotericina B en un adulto inmunodeprimido). Okhravi y cols.^”’ (endoftalmitis secun¬ 
daria a una queratoplastia penetrante) y Westenfeld y cols.^** (un caso de infeccion subcutanea con bursitis prerrotuliana). Castro y cols.’’ informaron un 
caso de infeccidn subcutanea profunda del antebrazo izquierdo por Paecilomyces lilacinus en un receptor de trasplante renal que respondio al tratamiento 
oral con griseofuivina. Estos autores revisaron 42 casos de micosis humana debida a especies de Paecilomyces, por lo general junto con injertos protesicos 
o inmunosupresion. Casi todas las cepas de P. lilacinus son resistentes a la anfotericina B; la mayoria de las cepas P. variotii presentan sensibilidad. 

Se informo que las especies de Scopulariopsis causan infecciones de unas. tejido subcutaneo y pulmones.-’^ Phillips y cols.’^- informaron varies casos 
humanos de micosis por S. brevicaulis que afectan la ufia del pie en receptores de alotrasplantes de medula osea. Otras infecciones citadas fueron neumoni- 
tis por hipersensibilidad, formacion de bola micotica en el pulmon e infecciones subcut^neas profundas en huespedes inmunodeprimidos. Las infecciones 
por otras especies de Scopulariopsis incluyen casos aislados de sinusitis micotica invasora informados por Ellison y cols.” y por labor y cols.;'^*en este 
ultimo caso la invasion produjo la destruccion nasal en un huesped no inmunodeprimido; un caso mortal de endocarditis relacionada con valvuloplastia por 
S. brevicaulis informado por Migrino y cols.’*”; y un caso de infeccion subcutanea recurrente en un paciente de 6 anos despues del trasplante hepatico, 
informado por Sellier y cols.'^” 

Schell y Perfect’'’^ publicaron un caso de infeccion diseminada por Acremonium strictum en un paciente con neutropenia. En este caso. el aislamiento del 
microorganismo en los cultivos de sangre tras la recuperacion anterior de muestras de heces indica al tubo digest!vo como la fuente primaria de infeccion. 
Vajpayee y cols.^” determinaron que las especies de Fusarium eran la causa mas comun de queratilis micotica en 156 pacientes con ulcera de cornea mico- 
tica, con mas frecuencia como complicacion de conjuntivitis alergica y una combinacion de antibioticoterapia y corticoterapia. Una revision global de la 
taxonomfa, la micologia, las caracteristicas de laboratorio y los sfndromes clfnicos relacionados con las especies de Fusarium tambien fue publicada por 
Niel.sen y cols.’^'’ Estos autores citan las especies de Fusarium como la causa mas comun de queratitis micotica en los Estados Unidos, por lo general tras el 
traumatismo de cornea secundario a la implantacion ocular de fragmentos vegetales o materia del suelo durante las actividades al aire libre. La queratitis 
micotica se ha informado en 4-27% de usuarios de lentes de contacto, en los que las especies de Fusarium son las que se aislan con mayor frecuencia.’^'’ 
Low y cols.'^ informaron un caso de queratitis relacionado con Beauveria que se euro con la diseccion profunda. Las causas predisponentes incluyen el 
cuidado inadecuado de las lentes. la presencia de una infeccion de cornea subyacente como infeccion por herpes simple y el uso prolongado de medicacion 
local con corticosteroides y antibioticos. 

En un estudio retrospective de 10 anos (1986-1995) de pacientes con procesos malignos hematicos. Boutati y Anaissie’*’encontraron infeccion disemina¬ 
da por especies de Fusarium en 43 pacientes, 40 con enfermedad diseminada y 3 con infeccion pulmonar invasora. Aunque la farmacoterapia resulto eficaz 
en 13 de estos pacientes, en uno la recuperacion de la infeccidn solo ocurrio con la reversion de la mielosupresion y la neutropenia. Krcmery y cols.”” 
informaron el aislamiento de especies de Fusarium en el torrente circulatorio de pacientes con diversos procesos malignos. 

Las infecciones cutaneas pueden ser secundarias a la penetracion directa de la piel por vegetales contaminados. El autor actuo como consultor de un 
caso no comunicado de micetoma postraumatico por Fusarium en una mujer de 35 anos. Inicialmente, se habfa recuperado de una biopsia superficial de la 
lesion una especie de Alternaria. sensible a la anfotericina B en los estudios in vitro. Como la paciente no mejoro con el tratamiento con anfotericina B. se 
realize una biopsia mas profunda de la que se aislo una cepa de .especie de Fusarium resistente a la anfotericina. La enfermedad remitio con la administra- 
cion de itraconazol. 

Scedosporium apiospermum es una de las causas mas comunes de micetomas subcutaneos en los Estados Unidos. Las infecciones pulmonares por este 
microorganismo suelen ser similares a las infecciones por especies de Aspergillus y las hifas tienen un aspecto semejante en los cortes tenidos de tejido. La 
presencia de granos esfericos, blandos a firmes, blancos a amarillos indica la infeccion por una especie de Scedosporium. Rippon”'’ realizo una revision 
amplia de otras infecciones causadas por Scedosporium, como sinusitis, incluso las infecciones por granulomas micoticos, meningitis, osteomielitis, endo¬ 
carditis, queratitis micotica, endoftalmitis y otomicosis. Perez y cols,”’’ informaron un caso de absceso cerebral por Pseudallescheria boydii asociado con 
un cateter venoso central infectado. 


( Contimia) 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-3 Hialohifomicosis (cont) 


Tamm y cols.^’‘ informaron infecciones por Scedosporium apiospefmum [Pseudallescheria boydii) en siete receptores de trasplantes pulmonares en 
quienes se manifestaron infecciones pulmonares. En todos los pacientes se confirmd la presencia de Scedosporium apiospermum en las muestras de lavado 
broncoalveolar. Todos los pacientes manifestaron problemas de las vias aereas, como estenosis isquemica temprana de la via aerea en uno y sindrome de 
bronquiolitis obliterante en los otros seis. El tratamiento combinado con itraconazol y fluconazol no erradico a Scedosporium. Cuatro de los siete pacientes 
fallecieron por la bronquiolitis obliterante avanzada 3-35 meses despu^s del diagnostico de infeccion pulmonar por Scedosporium. 

Salkin y cols.-"*® citan a Scedosporium prolificans (inflatum) como patogeno emergente e informaron 15 casos de infeccion en seres humanos. Wilson y 
cols.^^* agregaron otros 11 casos de infeccion por el mismo hongo. casi siempre en pacientes que habian sufrido traumatismo penetrante o cirugia. Las 
especies de Scedosporium, en particular 5. prolificans, resultan resistentes a la anfotericina B. el miconazol. el ketoconazol y otros antimicoticos, una razon 
importante para diferenciarlos de las especies de Aspergillus. Sin embargo. Pickles y cols.^^-^ comunicaron el tratamiento exitoso con curaciones mediante el 
empleo de fluconazol. 

Alvarez y cols.'® informaron un brote intrahospitalario de cuatro casos mortales por Scedosporium prolificans {infiatum) en pacientes con neutropenia 
intensa secundaria a la quimioterapia contra la leucemia. Las infecciones sucedieron de modo secuencial dentro de un periodo de un mes en dos habitacio- 
nes durante una fase de reconstruccion del hospital cuando los pacientes se alojaban en una unidad provisoria de hematologia. Los autores concluyeron que. 
a pesar de la incapacidad para aislar S. proliferans en las habitaciones de los pacientes o en los corredores adyacentes, la evidencia circunstancial indico un 
brote intrahospitalario. Los antifungigramas realizados de los aislamientos revelaron resistencia a anfotericina B, ketoconazol y miconazol, lo que confirma 
el peiTil de resistencia observado por otros autores. 

Siraarro y cols.^^ comunicaron dos casos relacionados similares. Ambos pacientes se internaron en la guardia hematologica en salas cercanas durante el 
trabajo de construccidn en el hospital. Tras una sepsis bacteriana previa en la fase neutropenica, que mejord con el tratamiento antibiotico. el estado respira- 
torio de ios pacientes se deterioro y presentaron disnea aguda, con infiltrado pulmonar en uno de ellos. Despuds de algunas horas ambos pacientes fallecie¬ 
ron. Los cultivos de sangre resultaron positives para 5. prolificans. 

De Battle y cols.’^ describieron un caso de infeccion diseminada por S. prolificans en un paciente con leucemia durante el periodo de neutropenia indu- 
cido por la quimioterapia. El hongo se aislo en los cultivos de cuatro muesti'as de sangre. En la necropsia, se hallo infeccion micotica generalizada, con 
trombosis intravascular multiple micotica en pulmones, hfgado. bazo y otros drganos. Los autores insisten en que se realicen todos los intentos posibles 
para proteger a los pacientes con leucemia de la invasion de hongos saprofitos durante los periodos de neutropenia inducida por el tratamiento. 

Un cuadro reconocido en los ultimos tiempos que implica a los hongos filamentosos hialinos se ha designado “smdrome del edificio enfermo”.'"" Se les 
esta solicitando a los medicos que evaluen en los pacientes las enfermedades relacionadas con el medioambiente, que suelen manifestarse como estomatitis, 
rinitis, conjuntivitis, pancitopenia y trastomos neurologicos, tanto aisladas como combinadas.Tambien se informo la muerte de caballos y de otros anima- 
les. Stachybotrys chartarum se ha implicado como un hongo filamentoso hialino asociado con este sindrome. Este hongo es importante porque produce 
micotoxinas (tricotecenos), que son biologicamente activas y pueden causar la diversidad de cuadros patologicos citados tanto en los seres humanos como 
en los animales. Pueden aislarse en cereales contaminados, tabaco, espuma aislante y paredes de edificios danadas por el agua con gran humedad. 

Pieckova y Jesenska^'* publicaron una revision de la incidencia cuantitativa y cualitativa de hongos filamentosos en las moradas, los problemas de salud 
de los ocupantes de estas "casas humedas” y los enfoques para la deteccion y el aislamiento de estos hongos como agentes etiologicos. Perfect y SchelF'^ 
abordaron varies problemas relacionados con la patogenia. la epidemiologia, el diagnostico y el tratamiento de la exposicion frecuente y prolongada de 
pacientes inmunodeprimidos a estos hongos filamentosos en diversas condiciones medioambientales. 


luado para determinar la presencia de un dermatofito. Sin 
embargo, es necesario estar alerta, ya que otros hongos patoge- 
nos, incluso los hongos filam'tntosos dimorfos, tambien pue¬ 
den afectar la piel y tener caracteristicas microscopicas simila¬ 
res a los dermatofitos. Ademas, pueden aislarse muchos hongos 
filamentosos medioambientales saprofitos, sobre todo en las 
unas. Los errores diagnosticos podrian tener consecuencias 
importantes. La observacion de segmentos tipicos de hifas en 
las preparaciones en fresco directas de las escamas de piel tra- 
tadas con KOH (fig. 21-44) o la invasion ectotrix o endotrix de 
pelos infectados son hallazgos preliminares utiles (fig. 21-45). 
Como las colonias de las diversas cepas de dermatofitos varian 
considerablemente en la velocidad de crecimiento, la morfolo- 
gia y la produccion de pigmento, incluso dentro de las mismas 
especies, las designaciones del genero y de la especie dependen 
de la observacion de las caracteristicas microscopicas. Sin 
embargo, algunas caracteristicas de las colonias, cuando estan 
presentes, pueden ser utiles para identificar una especie dada. 
Las colonias representativas de los dermatofitos se ilustran en 
la lamina en color 21-4. Las especies de importancia medica 
que se afslan con mayor frecuencia en los laboratorios clmi- 
cos son: 


Microsporum can is 
Miewsporum gypseum 
Trichophyton mentagrophytes 
Trichophyton rubrum 
Trichophyton tonsurans 
Trichophyton verrucosum 
Epidermophyton floccosum 

En un estudio de infecciones por dermatofitos realizado en 
los Estados Unidos entre 1993 y 1995 por Weitzman,-^"' Tricho¬ 
phyton tonsurans fue la especie de dermatofito aislado con 
mayor frecuencia (44,5% de casos) seguido de Trichophyton 
rubrum (41,3%) y, en menor proporcion, por Trichophyton men¬ 
tagrophytes (8,5%), Microsporum canis (3,5%) y Epidermo¬ 
phyton floccosum (1,1%). 

Los dermatofitos se dividen en tres generos: Microsporum, 
Trichophyton y Epidermophyton, sobre la base de las diferen- 
cias en la morfologfa microscopica y los modos de esporula- 
cion. Un enfoque para la identificacion de generos y especies 
de dermatofitos se presenta en el diagrama 21-3. 

El genero Microsporum se caracteriza por la produccion de 
muchos macroconidios y escasos o ningun microconidio. Los 
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Figura 21-44 Microfotografia de una preparacion en fresco con KOH de ras- 
pado de piel que ilustra un segmento de la hifa de uno de los bongos dermato¬ 
fitos. Notese que el fragmento de la hifa esta rompiendose en artroconidios 
diminutos (objetivo de inmersion). 


macroconidios son multicelulares, de pared gruesa, equinulada 
o verrucosa. La identificacion de especie se basa en las dife- 
rencias de la morfologia de los macroconidios. Los microconi- 
dios son pequenos, hialinos y con forma de lagrima o elipticos 
y adheridos directamente a los lados de las hifas. 

El genero Trichophyton se caracteriza por la produccion de 
muchos microconidios y alguno o ningun macroconidio. Los 
macroconidios, cuando se forman, al contrario de los de las 
especies de Microsporum, son de paredes delgadas y lisas. El 
tamano y la disposicion de los microconidios son importantes 
para la identificacion de la especie. La produccion de pigmen- 
to, la actividad de la ureasa, el modo de afeccion al pelo y los 
pairones de crecimiento diferencial en los medios de cultivo 
con tiamina y niacina, y sin estos componentes (agares dife- 
renciales para Trichophyton) tambien son utiles para la identi¬ 
ficacion de la especie. 

El genero Epidermophyton se caracteriza por la produccion 
de macroconidios constituidos por dos a cuatro celulas, con 
forma de clava y paredes lisas que nacen, ya sea de modo ais- 
lado de las hifas, o mas caracteristicamente, en grupos de dos 



Figura 21-45 Microfotografia tomada a traves de un corte longitudinal del 
tallo del pelo en un caso de dermatofitosis. Notese la invasion del endotrix con 
hifas tabicadas en el centro y conidios en la periferia. (Objetivo de inmersion. 
tincion de metenamina argentica de Gomori, 400x). 


o tres. De fundamental importancia en la identificacion de 
Epidermophyton es la ausencia de microconidios. 

Identificacion de especies de Microsporum 
MICROSPORUM CANIS 

El crecimiento es rapido, en 3 a 5 dias. Al comienzo las colo- 
nias son blancas y sedosas; mas tarde desarrollan una pigmen- 
tacion amarilla limon en la periferia (lamina en color 21-4A). 
El reverso de la colonia se torna amarillo castano cuando la 
colonia madura. 

Microscopicamente, pueden observarse macroconidios y 
microconidios, con predominio de los primeros. La produccion 
de macroconidios multicelulares, fusiformes, puntiagudos y 
con el extremo algo doblado sobre un lado, es caracteristica de 
Microsporum canis (fig. 21-46). Los microconidios pueden 
estar esparcidos y nacer directamente del lado de las hifas. En 
las infecciones del pelo, se disponen en grupos, con forma de 
mosaico por fuera del tallo (ectotrix). 






# 
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Figura 21-46 Microfotografia y esquema de un macroconidio multicelular de Microsporum canis, que muestran el aspecto fusiforme, con pared equinulada grue¬ 
sa, tabiques transversales y extremos afmados. 
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Figura 21-47 Microfotografia y esquema de un macroconidio multicelular de Microsporum gypseum, que revelan la pared gruesa, equinulada, los tabiques trans- 
versales y una celula terminal redondeada. 


MICROSPORUM GYPSEUM 

El crecimiento es rapido, en 3 a 5 dias. Las colonias son pla- 
nas, al comienzo blancas pero toman un color beige a castano 
o rojizo ocre a medida que maduran (lamina en color 21-4B). 
La superficie se toma azucarada o granular cuando se producen 
los conidios. 

Los macroconidios de M. gypseum suelen ser mas numero- 
sos que los de M. cams, pero la forma de barril es menos noto- 
ria y presentan las puntas redondeadas (fig. 21-47). Estos ras- 
gos no siempre son bien definidos y otros criterios, como el 
sitio y la naturaleza de la infeccion, el antecedente de exposi- 
cion a los animales y la morfologia de la colonia, pueden ser 
utiles para la identificacion diferencial. 


MICROSPORUM NANUM 

Los macroconidios de Microsporum nanum pueden parecer- 
se a los de Epidermophyton floccosum. Las colonias de M. 
nanum crecen con rapidez en 3 a 5 dias; al comienzo son blan- 
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Figura 21-48 Microfotografia del macroconidios de Microsporum nanum, 
los cuales difieren de los de E. floccosum porque estan formados por dos celu- 
las, con pared gruesa y equinulada. 


cas, con la superficie algodonosa y mas tarde de color beige 
que se toman rojo parduscas en el re verso. Con la madurez 
pueden aparecer penachos en la superficie. 

La microscopia revela la presencia caracteristica de macro¬ 
conidios de tres celulas, ovalados con forma de clavas. Las 
paredes celulares son fmamente verrucosas (fig. 21-48), a dife- 
rencia de los conidios de E. floccosum que tienen paredes lisas. 
De los lados de las hifas se originan microconidios pequenos 
de 3-5 jim, cilmdricos con forma de clavas, una observacion 
adicional importante para la diferenciacion entre M. nanum y 
£'. floccosum. Solo se ban informado casos ocasionales de 
infecciones humanas por M. nanum, sobre todo en los criado- 
res de cerdos.^^^ 

Identificacion de especies de Trichophyton 
TRICHOPHYTON MENTAGROPHYTES 

El crecimiento es relativamente rapido y llegan a la madura- 
cion en 3 a 5 dias. Pueden observarse dos tipos de colonias: 
algodonosas o granulares. Las variantes algodonosas son ini- 
cialmente blancas, pero pueden tomarse de color crema a ocre 
con la madurez. A menudo se desarrollan hifas esteriles que 
forman telaranas con una zona central umbilicada. La periferia 
y el reverso de la colonia pueden ser rosados a ocres (lamina en 
color 21-4D). Las variantes granulares producen colonias pla- 
nas que se diseminan con una superficie granular gruesa. Al 
comienzo las colonias son blancas o amarillo intensas, pero 
despues se toman de color ocre a castano. Tambien puede 
haber un pigmento rojo similar al observado en T. rubrum; sin 
embargo, la pigmentacion nunca es tan intensa en T. menta- 
grophytes, en especial cuando las colonias se desarrollan en 
paralelo en agar harina de maiz o agar patata dextrosa (lamina 
en color 21-4F). 

Los microconidios tienden a formar grupos laxos, similares 
a racimos de uvas (fig. 21-49). Es caracteristica la ausencia de 
macroconidios o se presentan en escaso numero; estos son mas 
comunes en cultivos granulares y son largos, multicelulares, 
con forma de lapiz, y paredes delgadas y lisas. A menudo se 
observan hifas espiraladas y clamidosporas en las hifas vegeta- 
tivas. La mayoria de las cepas presentan gran actividad de ure- 
asa y en las infecciones de los pelos las hifas invaden los tallos 
(endotrix). El crecimiento es igual en los agares diferenciales 
para Trichophyton. 
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Figura 21-49 Microfotografia y esquema de las formas microscopicas de Trichophyton mentagrophytes, que muestran conidios diminutos, esfericos dispuestos 
en grupos (“racimos”) laxos. 


TRICHOPHYTON RUBRUM 

El crecimiento en el agar dextrosa de Sabouraud es relativa- 
mente lento y requiere 4 a 7 dias hasta la madurez. Al comien- 
zo, la superficie de la colonia es blanca y la consistencia puede 
ser algodonosa, aterciopelada o granular, lo cual depende de la 
cepa, el medio de cultivo que se emplea y la magnitud de la 
esporulacion. Como indica el nombre de la especie, una obser- 
vacion importante es la produccion de un pigmento hidrosolu- 
ble, de color rojo vino en el reverso de la colonia que se difun- 
de al agar (lamina en color 21-4E y F). La produccion de pig¬ 
mento es mas intensa en las colonias que crecen en agar harina 
de maiz o agar patata dextrosa que en el agar dextrosa de 
Sabouraud. 

Vistos con el microscopio, los microconidios de T. rubrum 
tienden a presentar formas de lagrimas y suelen distribuirse a 
cada lado de las hebras de las hifas, lo que origina un aspecto 
de “pajaros en un cerco”, en lugar de la agrupacion laxa obser- 
vada con M. mentagrophytes (fig. 21-50). Raras veces se obser- 


van macroconidios multicelulares; cuando estan presentes son 
largos y con forma de lapiz, con paredes lisas, delgadas, simi- 
lares a los generados por T mentagrophytes. No producen ure- 
asa, el tallo del pelo no esta invadido en la prueba de la perfo- 
racion del pelo in vitro y el crecimiento es igual en los agares 
diferenciales para Trichophyton. 


TRICHOPHnON TONSURANS 

De crecimiento lento, requieren de 7 a 10 dias para alcanzar 
la madurez. Las colonias presentan una superficie granular 
caracteristica, de color beige, con la formacion de pliegues 
radiales profundos cuando estan maduras (lamina en color 21- 
4G). Casi nunca se observan macroconidios en los aislamien- 
tos de laboratorio. 

La observacion microscopica revela microconidios distinti- 
vos. Presentan variaciones considerables en el tamano y son 
alargados, en forma de maza, o grandes con forma de globos y 


• • • « 




Figura 21-50 Microfotografia y esquema de las formas microscopicas de Trichophyton rubrum, que muestran la produccion de conidios diminutos desde los lados 
de las hifas en una disposicidn como “pajaros en un cerco”. 
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Figura 21 -51 Microfotografia y esquema de conidios con formas de maza y 
esfericos de Trichophyton tonsurans que nacen lateralmente de hifas delicadas 
y hialinas. 



B 


pueden mezclarse con microconidios ovalados mas pequenos o 
con forma de lagrima (fig. 21-51). La identificacion puede con- 
firmarse por el crecimiento deficiente en agar Trichophyton I 
(deficiente en tiamina, lo cual es un requisito de crecimiento 
absoluto para T. tonsurans) y buen crecimiento en agar Tricho¬ 
phyton 4 (con alto contenido en tiamina). 


TRICHOPHYTON VERRUCOSUM 

El crecimiento es lento, requiere de 7 a 14 dias para alcanzar 
la madurez. Presenta escaso desarrollo en agar Trichophyton 1, 
que es deficiente en tiamina e inositol. Se observara crecimien¬ 
to en agares Trichophyton 2, 3 y 4, todos los cuales contienen 
cualquier tiamina, inositol o ambos. Las colonias son peque- 



Figura 21-52 Microfotografia del aspecto microscdpico de cadenas de cla- 
midosporas, caracteristico de Trichophyton verrucosum. 


nas, redondas, aplanadas, sin vello al comienzo o vellosas des¬ 
pues, y blancas a amarillo intenso. El reverso de la colonia 
sigue sin mostrar pigmento. 

Observada con el microscopio, la esporulacion suele ser esca- 
sa. Pueden verse hifas tipo astas y tambien es caracteristica la 
produccion de numerosas clamidosporas dispuestas en cadenas 
(fig. 21-52). Los macroconidios son raros, pero cuando se pre- 
sentan son distintivos; son multicelulares, con paredes fmas, lisas 
y delgadas con una configuracion en paleta, “palillo” o “cola de 
rata”. Los microconidios, cuando estan presentes, son pequenos, 
piriformes y nacen directamente de los lados de las hifas. 


EPIDERMOPHYTON FLOCCOSUM 

Las colonias crecen con rapidez, en el termino de 3 a 5 dias; 
en un comienzo son bianco grisaceas y luego, cuando maduran, 
adquieren una pigmentacion caracteristica verde caqui. Pueden 
verse serpentinas de hifas bianco amarillentas que se irradian 
desde el centro de la colonia hacia la periferia (lamina en color 
21-4H). La superficie se toma granular al madurar y producir 
conidios. 

Nunca se producen microconidios, un dato importante. Por 
lo tanto, si se observan microconidios en un cultivo desconoci- 
do de un dermatofito, puede descartarse la consideracion de E. 
floccosum. Los macroconidios suelen ser abundantes, con 
forma de maza, de tres a cinco celulas y paredes lisas y delga¬ 
das (fig. 21-53). A menudo forman grupos de a tres o cuatro. 
Los clamidioconidios estan tipicamente presentes, en especial 
en los cultivos mas viejos. 

Diagnostico mediante tecnicas sin cultivo 

Como los procedimientos convencionales del laboratorio 
para la identificacion de dermatofitos son lentos o carecen de 
especificidad, hacemos aqui una breve mencion a la aplicacion 
de la tecnologia de amplificacion de acidos nucleicos que posi- 
bilito la identificacion rapida y precisa de los dermatofitos. 
Esiudios recientes publicados por Liu y cols.^^^ mostraron que 
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Figura 21*53 MicrofiHografla y c^ucma dc un rocimo dc macrcKonidios largos y cilindncos dc Epidtrtftophyum fltKcosum con punedcs li.suis y lahiqucs tranv- 
%<TsaIcH No sc obscrvan tnicn>C4>nidti>s 


cuando se utilize uno de los cuatro cebadores aleatorios 
(OPAAl I, OPD18, OPAAI7 y OPU15) en la reaccion en cade- 
na de la polimerasa con cebado aleatorio (AP-PCR), podrian 
distinguirse hasta 20 de las 25 especies o subespecies de der- 
matofitos en investigacion sobre la base de sus patrones de 
bandas caracteristicos detectados por electroforesis en gel de aga- 
rosa. Aunque raras veces puede requerirse el uso de esta tecni- 
ca, aqui se proporcionan las citas bibliograficas para aquellos 
casos en que se necesita una definicion mas precisa. 

En el recuadro de correlacion clinica 21-4 figuran las mani- 
festaciones clinicas de las diversas infecciones por dermatofitos. 


Hongos dimorfos 

Un subconjunto de hongos filamentosos hialinos, los hongos 
dimorfos, suelen considerarse por separado porque presentan 
caracteristicas singulares. En primer lugar, son dimorfos; es 
decir, existen en la forma filamentosa en el ambiente (incuba- 
cion a temperatura ambiente), pero como levaduras cuando se 
los incuba a 35-37 °C (la temperatura corporal). El habitat 
natural para los hongos dimorfos es el suelo donde, en condi- 
ciones ambientales, existen como hongos filamentosos y sufren 
esporulacion. La forma filamentosa es la infectante. Los seres 
humanos y los animales se infectan a traves de la inhalacion o 
por la implantacion traumatica directa de material contamina- 
do con conidios o elementos de las hifas. Cuando se incuban a 
35-37 °C o acceden a la temperatura corporal de los tejidos 
humanos, los conidios se transforman en una forma de levadu- 
ra (o forma de esferula para Coccidioides immitis). En segun- 
do lugar, los hongos dimorfos son patogenos y causan “infec¬ 
ciones profundas” en los seres humanos. Como grupo, pueden 
ser muy virulentos en los huespedes susceptibles, invadir pro- 
fundamente los tejidos y los organos, y diseminarse por todo el 
cuerpo. 

Las especies de importancia medica son: 

Blastomyces dermatitidis 
Coccidioides immitis 
Histoplasma capsulatum 
Sporothrix schenckii 
Paracoccidioides braziliensis 


Es caracteristico el crecimiento lento de las colonias (10 a 
30 dias) cuando se afslan en cultivo primario a partir de mues- 
tras clmicas. En los casos en que la concentracion de esporas 
en la muestra clmica es alta, en especial en el esputo, el cre¬ 
cimiento puede observarse en el transcurso de 4 a 7 dfas. 
Raras veces se observa un crecimiento fino y delicado a las 
24-72 horas en placas de agar sangre incubadas a 35 °C. 
A 30 °C, la temperatura usual de incubacion del laboratorio, 
las colonias aparecen como filamentosas con un micelio deli¬ 
cado, sedoso, velloso o en telarana. En algunos casos pueden 
aparecer areas focales levaduriformes (lamina en color 21- 
5A). Las colonias tipicas son bianco grisaceas o beige, aun¬ 
que algunas cepas pueden mostrar un tinte amarillo pastel 
claro dentro de una pigmentacion rosa. Los hongos dimorfos 
como grupo tambien crecen en medios de cultivo que contie- 
nen cicloheximida, una valiosa propiedad para diferenciarlos 
de los hongos filamentosos saprofitos, en especial en su 
forma ambiental similar, que presentan un desarrollo defi- 
ciente o nulo. 

Si la temperatura de incubacion aumenta, como en el proce- 
so de conversion a la forma de levadura, puede observarse una 
fase de transformacion espinosa antes de que aparezean las 
colonias levaduriformes tipicas (lamina en color 21-5C). 
Cuando se completa la conversion a levadura, las colonias son 
pastosas, lisas, de hordes continues y tienen una pigmentacion 
de blanca intensa a amarilla (lamina en color 21-5E). En la 
mayoria de los laboratories rara vez se intenta la conversion a 
levadura de los cultivos filamentosos; en cambio, se realizan 
identificaciones rapidas poco despues de que las colonias sos- 
pechosas aparecen en el cultivo, mediante sondas de acidos 
nucleicos o ensayos del exoantigeno. 

Puede sospecharse alguno de los hongos filamentosos 
dimorfos si en la microscopia se observan hifas hialinas deli- 
cadas, tabicadas, con paredes paralelas. Por lo general, las hifas 
se alinean en haces paralelos. Las identificaciones de especie 
suelen realizarse mediante el examen de las colonias aisladas 
en el cultivo, sobre la base del tamano, la forma, la posicion y 
el origen de los conidios. Tambien es posible hacer una identi- 
ficacion basada en la morfologia de la levadura, como se obser¬ 
va en los cortes tenidos de tejidos. Los criterios para la identi- 
ficacion de los hongos filamentosos dimorfos individuals se 
presentan en los parrafos siguientes. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINIC A 21-4 Dermatofitos 


Las forrnas de infecciones por dermatofitos recibieron diversos nombres, como tina del cuero cabelludo {tinea capitis), tina del cuerpo {tinea corporis), tifia 
del pie (tifiea pedis) y tina inguinal {tinea cruris). Onicomicosis se refiere a las infecciones de las unas. Con el advenimiento de la griseofulvina y los com- 
puestos antimicoticos topicos, la identificacion por el laboratorio de los dermatofitos se requiere en la actualidad con menor frecuencia. En la mayona de 
las practicas clmicas. se realizan preparaciones en fresco con KOH de escamas de piel, raspados de una o pelos en el consultorio del mMico y se observan 
con el inicroscopio para la deteccion de hifas tipicas que tienden a romperse en artroconidios. El tratamiento suele instituirse sin la realizacion de cultivos. 
Sin embargo, esto puede cambiar. ya que se ban informado casos de infecciones subcutaneas locales pero invasoras por T. rubrum y otras especies de der¬ 
matofitos en casos ocasionales de infecciones diseminadas por tina.-'*^ 

El termino “tina" proviene de la Edad Media y se refiere a los agujeros redondos en vestidos causados por la polilla de la ropa, un aspecto similar a las 
lesiones anulares de la piel provocadas por los bongos dermatofitos. En la actualidad, el termino se utiliza para describir los diversos sindromes clmicos 
causados por dermatofitos. Las tinas tambien son comunes en penos, gatos, caballos, ganado bovino y otros animales. los que mantienen la fuente de infec¬ 
ciones zoofilicas bumanas. El siguiente es un resumen de los diversos tipos clmicos de infecciones por tinas. 

Tina del cuero cabelludo 

Pueden observarse varios tipos de infeccion: 

1) tina con placas grises, una infeccion extotrix transmisible de los ninos causada por Microsporum audoitimi o M. canis 

2) infeccion extotrix inflamatoria producida por T. mentagrophytes, de origen animal 

3) tina con puntos negros, una infeccion endotrix en la que los pelos infectados se rompen en la superficie de la piel y producen lo que se asemeja a un 
punto negro, causada por T. tonsurans 

4) masa exofitica fungoide (kerion) producida por T. tonsurans o infecciones favicas causadas por T. schoenleinii (en Escandinavia y norte de Europa) y 
por T. violaceum (en las regiones del sur de Europa mediterranea) 

Durante los ultimos 50 anos, T tonsurans ba reemplazado a T. audouinii como el agente etiologico predominante de la tina del cuero cabelludo en los 
Estados Unidos y Europa Occidental.™Las infecciones por T. tonsurans son contagiosas. como se evidencia por un brote de infecciones de tina del 
cuerpo entre cuatro miembros del personal sanitario en una guardia de pacientes internados en rebabilitacion que contrajeron la enfermedad de un paciente 
infectado.^^® De reciente interes, la diseminacion contagiosa de T. tonsurans se ba convertido en una molestia entre los jovenes que participan en competen- 
cias de lucha. Dado que las lesiones parecen algo diferentes en el subconjunto de estos jovenes cuando se las compara con la poblacion pediatrica en con- 
junto, a esta forma de infeccion se le aplicd el termino "tina del gladiador" (tinea gladiatorum).^'^ Lo mas frecuente es que la tina del cuero cabelludo se 
adquiera por el contacto directo con un nino infectado o a traves de diversos fomites: un estado de portador adulto asintomatico puede contribuir a la persis¬ 
tence de la infeccion en un ambito dado.'^ En un estudio de infeccion por dermatofitos en 202 ninos que residen en Kuwait, al-Fouzan y cols.^encontraron 
que la tina del cuero cabelludo era la infeccion mas frecuente y que M. canis era la especie con mayor prevalencia (96% de los casos en esta serie). Aunque 
en la gran mayoria de los casos la infeccion permanece limitada a la superficie de la piel, los informes ban indicado que el bongo puede invadir tejidos mas 
profundos en buespedes inmunodeprimidos. King y cols.'"^^ informaron el caso de infeccion papular subcutanea en un receptor de trasplante renal, con ele- 
mentos micdticos invasores observados en una biopsia profunda de la piel. El segundo caso fue en un paciente con SIDA y un recuenio de linfocitos CD4 
de 81, en el que se observd la penetracion subcutanea profunda de los nodulos eritematosos del cuero cabelludo y la cara. 

Tina del cuerpo 

Las lesiones anulares tipicas sobre la piel de las partes lisas del cuerpo con un borde de crecimiento bemorragico que se disemina suelen estar producidas 
por T rubrum, T. mentagrophytes y T. tonsurans. Este ultimo bongo se esta aislando cada vez con mayor frecuencia como causa de tina del cuerpo en los 
Estados Unidos. T. rubrum en particular esta bien adaptado para sobrevivir en la superficie de la piel. lo que lleva a la infeccion cronica que suele perdurar 
durante toda la vida del paciente,^^ Los mananos de T. rubrum parecen ser mas capaces de suprimir las reacciones inmunitarias mediadas por celulas que 
los mananos de otros bongos, por lo que evaden la respuesta del buesped y permiten la super\dvencia. T. rubrum tambien puede sobrevivir fuera del cuerpo 
humano cuando las esporas se descaman junto con las escamas, lo cual estimula el contacto interbumano en diversos habitats. En ocasiones, T. canis, un 
bongo zoofflico y T. gypseum, geofilico, tambien se encuentran como productores de infecciones en la practica clinica. 

Tina de la barba 

Esta infeccion zoofflica se observa con mayor frecuencia en las personas que trabajan en granjas y con productos de la lecbe. T mentagrophytes es el agen¬ 
te mas comun aislado en las infecciones humanas y las lesiones tienden a ser inflamatorias. Trichophyton verrucosum tambien se asocia con la tina de la 
barba, adquirida de la piel del ganado vacuno. Sabota y cols.^^* ban informado la infeccion por T. verrucosum en cinco pacientes, tres de los cuales presen- 
taban tina de la barba pustulosa grave y dos de ellos, erupciones en los antebrazos. Los cinco pacientes eran ganaderos. La preparacion en fresco con KOH 
mostro bifas y los cultivos revelaron la presencia de T. verrucosum en los tres casos. T. verrucosum puede causar la tina de la barba pustular en granjeros 
que los medicos, incluso los especialistas en enfermedades infecciosas, pueden confundir con una infeccion por Staphylococcus aureus. La respuesta a la 
pregunta simple: ^Usted es ganadero? puede sugerir el diagnostico de T. verrucosum en el contexto clinico apropiado, 

Tina inguinal 

Las lesiones tienden a ser circinadas y serpiginosas, con hordes intlamatorios, vesiculares. que se agrandan, la mayoria de las veces causada por 
Epidermophyton floccosum. Estsi infeccion puede alcanzar proporciones epidemicas en atletas, soldados y tripulantes de embarcaciones que comparten toa- 
llas, ropa de cama y ropa de vestir. 

Tina del pie (pie de atleta) 

Esta es la infeccion micotica mas comiin en los seres bumanos, que de modo tipico se manifiesta como lesiones cuianeas con prurito, descamacidn o bume- 
dad de las plantas de los pies, entre los dedos o en ambas localizaciones. Las infecciones son mas frecuentes durante los meses calidos y bumedos. T. men¬ 
tagrophytes, T. rubrum y E. floccosum suelen ser las especies de dermatofitos mas aisladas. La gran cantidad de queratina en las plantas de los pies y las 
pal mas de las manos hace a estos dos sitios select! vamente vulnerables a la infeccion por T. mentagrophytes y otros dermatofitos. Debido a la capacidad de 
T. rubrum para sobrevivir como esporas en las escamas de piel descamadas, estas areas hiperqueratdsicas son muy propensas a contraer las infecciones a 
traves de toallas de bano contaminadas. pisos de vestuarios y otros habitats bumanos. 


(Continiia) 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-4 Dermatofitos (cont.) 


Tina de las ufias 

Tina de las unas es el termino para describir el compromiso de las unas por hongos dermatofitos que debe diferenciarse de la onicomicosis, la cual se refie- 
re a las infecciones causadas por una amplia variedad de hongos que no pertenecen a los dermatofitos, como las especies de Aspergillus, Candida albicans, 
especies de Geotrichum y varias especies de feohifomicetos demati^ceos hialinos. Las tinas de las unas comienzan en el horde lateral o distal de la placa 
ungular y producen inflamacion paroniquial. A medida que la lesion progresa, la uha se engrosa y se toma quebradiza, con acumulacion subungular de 
detritos queratinizados. Los dermatofitos implicados con mayor frecuencia son T. rubrum y T. mentagrophytes. 

Lugo-Somolinos y Sanchez,’^* en un estudio de 100 pacientes consecutivos con diabetes no hallaron incidencia mayor de infecciones por dermatdfitos 
en relacidn con una poblacidn control. Se encontraron infecciones por algiin tipo de dermatofitos en el 31% de los pacientes diabeticos y en el 33% de los 
del grupo control. Asi, contrariamente a la creencia popular, la diabetes mellitus no parece predisponer a las dermatofitosis. 


Blastomyces dermatitidisy blastomicosis 

Blastomyces dermatitidis es un hongo filamentoso del suelo 
que es endemico en los estados adyacentes a los valles de los 
rios Mississippi y Ohio (Kentucky, Arkansas, Mississippi, 
Carolina del Norte, Tennessee, Louisiana, Illinois y 
Wisconsin). A1 contrario de lo que sucede con la histoplasmo¬ 
sis, en la que la magnitud de la zona endemica se ha trazado 
con claridad sobre la base de las pruebas cutaneas positivas, las 
regiones de infeccion por blastomicosis solo se han determina- 
do de acuerdo con los resultados de casos individuales debido 
a la falta de una prueba cutanea sensible.^"^ Se presume que los 
seres humanos se infectan por la inhalacion de polvo contami- 
nado por esporas; sin embargo, la forma filamentosa del hongo 
solo se ha aislado aislado recientemente del suelo y de madera 
en descomposicion a lo largo del trayecto de los rios en 
Wisconsin.^^ En los perros existe una incidencia alta de 
infeccion. 


PRESENTACiON EN EL LABORATORIO 

De modo caracteristico las colonias presentan un crecimien- 
to lento en los cultivos primarios (10 a 30 dias), salvo en los 
casos de infecciones con gran cantidad de hongos en que el cre- 
cimiento puede verse en el transcurso de una semana. A 30 °C, 
las colonias aparecen como un micelio filamentoso velloso o 
sedoso, bianco grisaceo a beige palido (lamina en color 21-5B). 



* 

Figura 21 -54 Microfotognifia y cvqucina ilc conidiu!i y ai!»luiJus dc 

Hhstnmycfs dermatitidis adhchdus a la.^ hifa» por conidioforoi^ dclicado^ y 
corto%. 


Cuando se convierte a la forma de levadura, puede verse una 
fase espinosa durante la transformacion antes de que aparezcan 
las colonias levaduriformes tipicas. Las colonias se tornan lisas 
y mas levaduriformes, salvo la protuberancia de espiculas deli- 
cadas, que aparecen como pelos en el extreme (lamina en color 
21-5C). 

La microscopia de la forma filamentosa del hongo revela 
hifas delicadas (1-2 pm de diametro), hialinas y tabicadas. Los 
conidios ovalados o piriformes, que miden 1-4 pm de diame¬ 
tro, nacen de modo individual en los extremes de los conidio- 
foros largos o cortos (en forma de “chupachus”) (fig. 21-54). 
Los conidios de las especies saprofitas del suelo de Chrysospo- 
rium presentan un aspecto similar en la microscopia. 

Cuando las colonias se convierten a las formas de levaduras 
a 35 °C en agar enriquecido son pequenas, de hordes continues, 
algo convexas, lisas y pueden tener una pigmentacion amarillo 
intense o beige. Con el microscopio se observan levaduras 
grandes (10-15 pm) y de modo caracteristico presentan un solo 
brote adherido por una base ancha (fig. 21-55). Estas formas de 
levadura con brote de base ancha tambien pueden observarse 
en los cortes de tejidos contra un fondo celular purulento o gra- 
nulomatoso (fig. 21-56, izquierda). Estas formas pueden con- 
fundirse en los cortes de tejidos con las esferulas de Cocci- 
dioides immitis que pueden estar una al lado de la otra. Sin 
embargo, el desarrollo de endosporas dentro de las esferulas 
proporciona la identificacion de certeza de C. immitis (fig. 21- 
56, derecha). 
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Fig Lira 21-55 Microfotografia y esquema de levaduras grandes de Blastomyces dermatitidis, muchas de las cuales producer un brote con base ancha. 


Las manifestaciones clmicas de las blastomicosis se encuen- 
tran en el recuadro de correlacion clmica 21-5. 


DIAGNOSTICO MEDIANTE TECNICAS SIN CULTIVO 

Las pruebas serologicas para la deteccion de anticuerpos 
suelen considerarse inadecuadas para el diagnostico de la blas¬ 
tomicosis. Solo en alrededor del 25% de los casos conocidos 
son positivas las tecnicas de inmunodifusion y fijacion del 
complemento. Los enzimoinmunoanalisis (EIA) son mas sen- 
sibles que la inmunodifusion (ID), pero menos especificos. Se 
cita un brote con una fuente comun en el que la sensibilidad del 
EIA (77%) fue mas alta que la de la ID (28%) o la fijacion del 
complemento (FC) (9%), pero su especificidad fue mas baja: 
92%, en comparacion con el 100% para la ID y la FC.^^ 

Una prueba recientemente desarrollada para el antigeno de 
Blastomyces detecto antigenuria en el 92,9% de los casos de blas¬ 
tomicosis, que incluye 89,3% de formas diseminadas y 100% 
de formas pulmonares de la enfermedad.^® Otros liquidos cor- 
porales tambien pueden ser convenientes para la comprobacion 



del antigeno; se lo detecto en suero, liquido cefalorraquideo 
(LCR) y liquido de lavado broncoalveolar (LBA). La deteccion 
de antigeno en LB A puede mejorar la sensibilidad para el diag¬ 
nostico en los pacientes con enfermedad pulmonar, en especial 
en los casos mas leves. La deteccion del antigeno en el LCR 
puede ser util para establecer el diagnostico de meningitis por 
Blastomyces, cuando no se observan las formas de levaduras en 
los examenes directos y los cultivos son negativos en cerca del 
50% de los casos. La falta de eliminacion del antigeno tras un 
ciclo de tratamiento puede anunciar el fracaso de este; una 
recurrencia de la enfermedad puede detectarse si las concentra- 
ciones de antigeno se elevan dos o tres veces.^® 

Las manifestaciones clmicas de blastomicosis se presentan 
en el recuadro de correlacion clmica 21-5. 

Coccidioides //n/n/Z/sy coccidioidomicosis 

Coccidioides immitis es un hongo dimorfo del suelo, origi- 
nario del valle de San Joaquin en California, las regiones del 
sur de Arizona y las del norte de Mexico. Las regiones locales 



Figura 21-56 Izquierda, microfotografia de un corte de tejido tenido con metenamina argentica de Gomori, que ilustra grupos laxos de levaduras tenidas de negro 
de Blastomyces dermatitidis, algunas con un brote de base ancha caracteristico. Derecha, microfotografia de un cone de tejido tenido con H-E que ilustra esferu- 
las inmaduras, vacias y pequenas de Coccidioides immitis, junto con formas maduras y grandes que contienen endosporas. Las esferulas vacias que quedan una al 
lado de la otra pueden simular las formas que emiten brotes con base ancha de B. dermatitidis (flecha). 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-5 Blastomicosis 


Las presentaciones clmicas de la blastomicosis fueron clasificadas por Davies y Sarosi^"^'^® como sigue: 

1. asintomatica. en la actualidad solo descubierra en situaciones de un brote 

2. enfermedad de tipo gripal, de duracion breve, que se asemeja a otras infecciones respiratorias altas 

3. enfermedad que se asemeja a la neumonia bacteriana, con comienzo agudo de fiebre de alta intensidad, infiltrado lobular y tos productiva 

4. enfermedad respiratoria subaguda o cronica con un complejo de smtomas que se asemejan a la tuberculosis o al cancer del pulmon, con hallazgos 
radiologicos de infiltrado fibronodular o lesiones en masa 

5. smdrome de dificultad respiratoria del adulto fulminante con fiebre elevada. infiltrado difuso e insuficiencia respiratoria progresiva 

En el ambito clmico, la blastomicosis comienza casi siempre en los pulmones como la forma pulmonar primaria de la enfermedad cuya manifestacion 
clmica inicial mas comun es la neumonia.’® Esta puede ser aguda e imitar la neumonia bacteriana, o puede tornarse menos activa; de vez en cuando, puede 
ser progresiva y grave. En la mayoria de los casos los smtomas se resuelven de modo espontaneo despues de un smdrome gripal breve. En las infecciones 
agudas, la tos seca. la fiebre de baja intensidad, la perdida de peso, los sudores noctumos, el dolor toracico pleuntico y las mialgias pueden ser los primeros 
smtomas de presentacion. El dolor toracico localizado persistente, la perdida de peso, los sudores noctumos y el malestar general pueden indicar la progre- 
sion a la forma cronica. 

Mississippi tiene la prevalencia mas alta de blastomicosis en America del Norte.Incluso en esta region endemica reconocida por los medicos, el diag- 
nostico es dificil de establecer. La blastomicosis fue correctamente sospechada en el examen inicial en solo el 18% de 123 pacientes evaluados en el 
University of Mississippi Medical Center en Jackson.Los diagnosticos erroneos mas frecuentes fueron la neumonia inespecifica (40%), los tumores 
malignos (16%) y la tuberculosis (14%). Solo en presencia de compromiso cutaneo la sospecha inicial se elevaba al 64%. Estos diagno.sticos erroneos lleva- 
ron a menudo a cimgias innecesarias, retrasos en el tratamiento o administracion de antibioticoterapia inefjcaz durante meses. La inmunosupresion (25% de 
los casos) y la diabetes mellitus (22%) fueron las causas predisponentes mas comunes. 

Durante las dos decadas previas al 2000, solo tres embarazos estuvieron complicados por la blastomicosis en el University of Mississippi Medical 
Center (un total de 120 pacientes con blastomicosis se trataron durante este periodo).*^^ El riesgo fetal excedio el riesgo matemo. De los 20 recien nacidos 
de madres con blastomicosis, solo dos (10%) tuvieron infeccion transplacentaria y fallecieron. No solo ninguna de las 18 madres afectadas murio a causa 
de la enfermedad, sino que ademas no bubo progresion, con 14 curaciones completas y regresiones considerables de las lesiones en el posparto en las otras 
cuatro mujeres. 

El hueso es un sitio comun para la infeccion extrapulmonar. De la bibliografia mas antigua, Farr y cols.^'^ informaron un caso de osteomielitis del hueso 
temporal secundario a B. dermatitidis que se manifesto como otitis media serosa. En un estudio de 17 pacientes realizado por MacDonald y cols.,los mas 
afectados fueron las metafisis de los huesos largos y los huesos pequenos. Las lesiones de las metafisis tienden a ser excentricas, bien circunscriptas y liti- 
cas. Mas recientemente. Hadjupavlou y cols.”’’ informaron un caso de blastomicosis de la columna vertebral lumbar con deformidad incapacitante y grave. 
Los autores hacen hincapie en la importancia del tratamiento precoz y energico para evitar la deformidad y la invalidez. 

Segun los datos seleccionados por Kwon-Chung y Bennett'^’ de la bibliografia mas temprana, otros sitios extrapulmonares que se ven afectados son el 
aparato genitourinario, en especial la prostata, el epidfdimo y el rinon; el cerebro, con la formacion de absceso local; los ganglios linfaticos y la glandula 
suprarrenal. Las manifestaciones clmicas suelen ser las de epididimitis y prostatitis inespecificas, y el diagnostico debe hacerse mediante la demostracion 
de los microorganismos en el material de biopsia y puede pasarse por alto en ausencia de un alto grado de sospecha. 

Hanson y cols.’’^ informaron dos casos de blastomicosis laringea que se diagnosticaron de modo erroneo por carcinoma epidermoide. En uno de los 
casos, este error diagnostico fue tratado con radioterapia y laringectomfa. En el segundo caso. en el que el diagnostico clinico fue de carcinoma epidermoi¬ 
de de glotis, se identificaron levaduras con brotes de blastomicosis en la muestra de biopsia. La revision de la literatura publicada en ingles durante los ulti- 
mos 80 anos revelo varies casos que fueron diagnosticados de modo erroneo por la clmica y la microscopia como carcinoma epidermoide. 

Reder y cols.^-^ realizaron la revision de una serie grande de blastomicosis diagnosticada en la Mayo Clinic entre 1960 y 1990. El compromiso de la piel 
y las muco.sas (incluso la laringe) era bastante frecuente, a menudo con caracteristicas clmicas e histologicas que se semejaban al carcinoma epidermoide 
bien diferenciado. La afectacion de la piel o las mucosas suele indicar enfermedad sistemica y, en muchos casos, estas pueden ser las lesiones iniciales. El 
diagndstico de blastomicosis debe ser considerado en el diagnostico diferencial de todo paciente con lesiones cutaneas que no se curan asociadas con facto- 
res de riesgo, como vivir en un area endemica y tener una ocupacion o vocacidn que implica el contacto frecuente con el suelo.’** Las papulas o pustulas 
simples o multiples de la piel que se ulceran, que afectan la cara, las manos o la parte inferior de las piernas, pueden progresar lentamente a un granuloma 
vemicoso ulcerado con un borde activo serpigino.so. Las lesiones cutaneas primarias que se producen en el sitio de lesiones penetrantes de la piel no se 
extienden de modo sistemico. Tambien se publicaron casos de enfermedad intraocular.’^^ 

La blastomicosis no se considera una de las infecciones que definen el SIDA; no obstante, en algunos ambitos de la practica se observo un aumento dis- 
tintivo de la incidencia y la gravedad de la enfermedad que ocurre en huespedes inmunodeprimidos.^*’ La enfermedad es particularmente progresiva en los 
pacientes con SIDA cuando los recuentos de linfocitos CD4 se encuentran por debajo de 200/mL.-®^ Fraser y cols.^’^ estudiaron en paralelo dos amigos, uno 
de ellos con SIDA, que se infeciaron con la misma cepa de B. dennatindis (demostrado por el analisis de endonucleasa de restriccion). En el paciente con 
SIDA se manifesto la blastomicosis pulmonar grave y progresiva que condujo a la muerte a pesar del tratamiento energico con tluconazol y anfotericina B; 
su amigo HIV negativo respondio por completo al mismo ciclo de tratamiento. Los autores concluyeron que la inmunidad celular desempena un papel fun¬ 
damental en la progresion de la enfermedad en los pacientes con blastomicosis. Resulta de gran interes la revision de 123 historias clmicas de pacientes con 
diagnostico de blastomicosis en el University of Mississippi Medical Center desde enero de 1980 a mayo de 2000 para determinar la importancia de las 
preparaciones en fresco, la citologia, la histologia y el cultivo en el diagnostico de esta enfermedad raicotica.’^’’ El agente etiologico se detecto por citologfa 
en el 56.1% de todos los pacientes y en el 71,8% de los casos pulmonares. La preparacion en fresco fue la segunda en importancia para detectar el bongo 
(37,4%); la histologia fue la tercera (32,5%). Los cultivos fueron positives en el 64,2% de todos los casos. pero proporciond el diagnostico inicial en solo el 
3,2% de los pacientes. Se observe compromiso pulmonar en el 87% de los pacientes, cutaneo en el 20%, dseo en el 15% y del sistema nervioso central en 
el 3%. 
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del sur de Utah, Nevada, sur de Nueva Mexico y la faja estre- 
cha del territorio que llega hasta Texas actuan como areas ende- 
micas de infeccion. La forma filamentosa crece bajo las arenas 
calientes del desierto en las que las temperaturas elevadas de la 
subsuperficie son ideales para la propagacion. Las hifas se 
ramifican y fragmentan en artroconidios individuales cuando la 
tierra se remueve. Estos artroconidios son diminutos, livianos y 
se transmiten con facilidad por el viento en las nubes de arena 
y polvo que vuelan. Con la inhalacion, estos artroconidios 
escapan a las defensas mecanicas de las vias respiratorias altas 
y alcanzan las profundidades del arbol bronquial. Cuando be¬ 
gan a los alveolos, los artroconidios se transforman en esferu- 
las de pared gruesa dentro de las cuales, en la madurez, se for- 
man miles de endosporas. Las esferulas con las endosporas en 
su interior son las formas diagnosticas observadas en los cortes 
tehidos de tejido. 

En los cortes de tejidos pueden encontrarse formas filamen- 
tosas, en particular si el sitio afectado ha estado expuesto al 
aire. Hagman y cols.^^^ informaron cinco casos de coccidioido- 
micosis en los que se encontraron hifas en tejido cerebral o 
liquido cefalorraquideo. Estos autores sugirieron que en estos 
casos la presencia de dispositivos plasticos en el sistema ner- 
vioso central parece asociarse con la reversion morfologica de 
la forma saprofita. 

La incidencia de coccidioidomicosis en las areas endemicas 
ha aumentado en los ultimos anos, con maximos en 1991 y 
1992 durante los penodos de Iluvia intensa seguidos de se- 
quias.*®^ Un aumento marcado en la incidencia tambien se pro- 
dujo en la decada siguiente al terremoto del Valle Simi.^®® 
Kirkland y Fierer^*^^ estimaron que este brote costo mas de 66 
millones de dolares solo en gastos medicos directos y en tiem- 
po perdido de trabajo en el Condado de Kern, California. 

Los informes recientes indican que la coccidioidomicosis 
continua siendo un problema creciente en el sudoeste de los 
Estados Unidos.'^ Se relaciona con un aumento paralelo de la 
supresion de la inmunidad celular en los individuos, en espe¬ 
cial en los que presentan infeccion por HIV, en los que han 
recibido un alotrasplante y en los que consumen medicaciones 
inmunosupresoras. Logan y cols.^^^ informaron que la cocci¬ 
dioidomicosis sigue siendo la micosis endemica mas comun en 
America del Norte, sobre todo relacionada con el aumento de 
los trasplantes de organos solidos. Estos autores citan la enfer- 
medad renal y hepatica de base, la supresion de linfocitos T por 
la medicacion contra el rechazo y la activacion de virus inmu- 
nomoduladores, como el citomegalovirus, entre estos pacien- 
tes, como factores que aumentan el riesgo para la coccidioido¬ 
micosis. Es importante destacar que en mas de la mitad de 
todos los casos se noto la reactivacion de la infeccion por coc- 
ciodiodes adquirida previamente durante el primer ano despues 
del trasplante. 

Feldman y Snyder^^^ tambien citan el incremento de los via- 
jes a regiones endemicas del sudoeste de los Estados Unidos 
como factor que contribuye a la persistencia de la coccidioido¬ 
micosis. Por consiguiente, es probable que estos pacientes pre- 
senten manifestaciones pulmonares, como neumonia, cavida- 
des y nodulos, cuando regresan a sus hogares en regiones no 
endemicas del pais. Asi, la coccidioidomicosis es de importan- 
cia nacional. Los medicos de todas partes deben conocer y 
mantenerse actualizados sobre esta enfermedad y obtener una 
anamnesis cuidadosa acerca de los viajes de pacientes que pre¬ 
sentan signos y smtomas pulmonares a fm de evitar retrasos en 
el diagnostico y el tratamiento. 

En las areas endemicas, debe prestarse atencion particular a 
rancheros, granjeros, operarios de la construccion y otros que 


realizan actividades al aire libre que requieren una exposicion 
mtima con el polvo y el suelo. Los arqueologos que participan 
en excavaciones en ^eas endemicas presentan un riesgo eleva- 
do especial para la infeccion. Los estadounidenses de origen 
africano y Filipino, y las mujeres embarazadas estan expuestas 
al mayor riesgo para la enfermedad diseminada. 

PRESENTACION EN EL LABORATORIO 

Las colonias de C. immitis varian en la morfologia, pero por 
lo general aparecen como una telarafia delicada, con un mice- 
lio bianco grisaceo. Debe tenerse cuidado extremo cuando se 
examinan cultivos sospechosos de este hongo. Cuando crece en 
agar sangre, las colonias pueden parecer verde oscuro o negras 
en areas donde se absorben los pigmentos de hemoglobina 
(lamina en color 21-5F). 

En la microscopia, la forma filamentosa que se desarrolla a 
30 °C presenta hifas delicadas que cuando se rompen forman 
artroconidios con forma de barril separados por espacios vaci- 
os (tincion alterante) (fig. 21-57). Las especies de Malhranchia 
y de Gymnoascus pueden parecer similares. 

C. immitis no presenta forma de levadura. Como se expreso 
antes, las formas diagnosticas observadas en cortes de tejidos 
son las esferulas que varian de 20 a 200 pm de diametro, reple- 
tas de endosporas de 2-4 pm cuando estan maduras (fig. 21-58). 

Las manifestaciones clmicas de la coccidioidomicosis se 
presentan en el recuadro de correlacion clinica 21-6. 

Histoplasma capsulatum e histoplasmosis 

La histoplasmosis, causada por el hongo dimorfo Histoplas¬ 
ma capsulatum, es una enfermedad micotica sistemica fre- 
cuente en los Estados Unidos. Tambien es la infeccion micoti¬ 
ca mas comun en los pacientes con SIDA.^^^ Las principales 
areas endemicas de histoplasmosis en America del Norte son 
las cuencas vertientes tluviales de los valles de St. Lawrence, 
Ohio, Mississippi y Missouri, donde un porcentaje alto de la 
poblacion nativa presenta pruebas cutaneas positivas, lo que 
indica infeccion pasada. La histoplasmosis tambien se encuen- 
tra en America Central; se han informado solo casos autocto- 
nos ocasionales en otras partes del mundo. 

Se han informado casos autoctonos aislados en Europa: 
Alemania, Belgica, Holanda y Dinamarca. La histoplasmosis 
se conoce como una “enfermedad exoeuropea”, aunque en 
Italia se han comunicado algunos casos. Confalonieri y cols.'^^ 
informaron dos casos nuevos de enfermedad, confirmados por 
histologia, en pacientes italianos que nunca habian estado en el 
extranjero. Una incidencia relativamente elevada de prueba 
cutanea positiva a la histoplasmina en un estudio llevado a cabo 
en la Provincia de Cremona, Italia, confirmo la posibilidad de 
infecciones endogenas. Calza y cols.^"^ informaron un caso 
reciente de histoplasmosis diseminada con lesiones cutaneas 
atipicas, papulares y ulceradas, en un paciente italiano con HIV 
sin antecedentes de viaje fuera de su region nativa. Los autores 
citan este caso como el quinto autoctono de histoplasmosis aso- 
ciado con SIDA descrito en Italia. O’Sullivan y cols.^®*^ infor- 
man un caso de histoplasmosis oral en Brisbane, Queensland, 
lo que indica que esta enfermedad esta reconociendose cada 
vez mas en Australia, aunque la fuente local permanece sin 
aclararse. La realidad de que esta infeccion puede ser subdiag- 
nosticada sugiere una distribucion geografica mas extendida. 

La forma filamentosa de Histoplasma capsulatum esta pre¬ 
sente en los suelos templados y humedos con alto contenido de 
compuestos organicos, como los producidos por la acumula- 
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Figura 21-57 Microfotografia y esquema de las hifas de Coccidioides immi- 
tis. que muestran los artroconidios con formas de barril caracterfsticos, con 
cdulas individuales separadas por espacios vacios tenidos de modo palido. 


cion densa de deyecciones de aves o murcielagos. Las perchas 
para aves, las granjas avicolas, las cuevas o los edificios viejos 
frecuentados por murcielagos son posibles sitios contamina- 
dos. Se aconseja que los pacientes con SIDA o quienes presen- 
tan inmunodepresion grave de otra causa eviten trabajar en 
estas areas. Las excavaciones de estas zonas o las tareas de lim- 
pieza pueden exponer a los seres humanos a enormes cantida- 
des de esporas transportadas por el aire. Se han citado tres bro- 
tes grandes de histoplasmosis en el area metropolitana de 
Indianapolis, Indiana: en 1978 junto con la demolicion de un 
parque de entretenimientos, en 1980 relacionado con la cons- 
tniccion de una piscina y en 1988-1993 durante el tiempo de 
consiruccion de un complejo grande de tenis.^^^ 

Durante este brote, Williams y cols.^^^ detectaron antigeno 
en el 92%, 21% y 39% de los pacientes con formas disemina- 
das, pulmonares y autolimitadas cronicas, respectivamente. 
Los autores concluyen que las pruebas sericas de deteccion del 
antigeno son muy utiles en los pacientes con hallazgos clinicos 
de infeccion diseminada o durante el primer mes de la enfer- 
medad en los casos de compromiso pulmonar grave cuando las 
pruebas serologicas para anticuerpos pueden ser negativas. 

PRESENTACION EN EL LABORATORIO 

La forma filamentosa de Histoplasma capsulatum crece len- 
tamente (10-30 dias), aunque en las muestras con una concen- 
tracion densa de microorganismos el crecimiento puede obser- 
varse ya a los 5 dias. Es tipica la observacion de un micelio 
aereo delicado como telarana o pulverulento, en un comienzo 
bianco, pero que se torna bianco grisaceo o gris castano con el 
tiempo (lamina en color 21-5D). 

En la microscopia, las estructuras diagnosticas observadas 
en la forma filamentosa son los macroconidios grandes, rugo- 
sos o espiculados que miden de 10 a 20 pm de diametro (fig. 
21-59). En los cultivos mas tempranos, pueden verse microco- 
nidios ovales y pequenos que se originan de los lados de hifas 
delicadas, que se disponen como si fuera un manguito simu- 



lando los microconidios observados en los cultivos filamento- 
sos de T. rubrum, B. dermatitidis y S. schenckii. Las caracteris- 
ticas microscopicas de las especies de Sepedonium presentan 
un aspecto similar. 

Las colonias de levaduras que se desarrollan en cultivos pri- 
marios incubados a 37 °C o despues de la conversion de la 
forma filamentosa, son tipicamente lisas, bianco amarillentas y 
algo brillantes, de consistencia pastosa (lamina en color 21-5E). 

La microscopia de las levaduras revela celulas pequefias, de 
2-4 pm de diametro y pueden mostrar un solo brote conectado 
por un filamento delicado. En los cortes de tejidos, las levadu¬ 
ras se presentan en racimos dentro de los macrofagos y estan 



Figura 21-58 Microfotografia de dos esferulas de Coccidioides immitis 
adyacentes entre si, que simulan las levaduras con brotes de base ancha de 
Blastomyces dennatitidis. Ndtese la formacion de endosporas, muy bien ilus- 
trada en la esferula superior que sale a traves de una fractura de la pared. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-6 Coccidioidomicosis 


Tras la exposicion a los artroconidios del coccidioides, en la mayona de )os individuos se presenta un smdrome gripal conocido como “fiebre del valle”; en 
casi todos los casos, se circunscribe al pulmon y es autolimitado: se resuelve en un penodo de semanas o meses sin tratamiento.^'’ El 60% de las personas 
infectadas estan asintomaticas; muchos individuos con pniebas cutaneas positivas no recuerdan haber teniendo sintomas. Los que son sintomaticos experi- 
mentan una infeccion respiratoria baja aguda, de corta duracion, con grades variables de tos, produccion de esputo, dolor toracico, tiebre y artralgias. Es 
infrecuente la presentacion de un sfndrome similar a la neumonia bacteriana, aunque se ban informado dos casos.For ultimo, se desarrolla la enfermedad 
pulmonar cronica con secuelas en solo el 2% al 5% de los individuos infectados. Las lesiones numulares” solitarias o los granulomas, solidos o cavitarios, 
normalmente localizados en la periferia dentro del parenquima pulmonar, son hallazgos residuales frecuentes, sobre todo en los individuos que no residen 
de modo permanente en el area endemica en que se contrajo la infeccion. 

En las areas endemicas, la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) tambien es un factor de riesgo para coccidioidomicosis^^ Sobre 
la base del trabajo original de Fish y cols.,®^ mas tarde mejorado por Minamoto y Rosenberg.se proponen seis categorias de enfermedad de acuerdo con 
la presentacion clmica primaria: 

Grupo 1, enfermedad pulmonar focal: infiltrados alveolares localizados; nodulos pulmonares separados, solidos y cavitarios; adenopatia hiliar. 

Grupo 2, enfermedad pulmonar difusa: smdrome clinico que Simula la infeccion por Pneumocystis carinii. 

Grupo 3, coccidioidomicosis cutanea: por lo general simultanea con la enfermedad pulmonar, con papulas, pustulas, nodulos, abscesos subcuianeos, ulce- 
ras, granulomas verrucosos o cualquier combinacion de ellos. 

Grupo 4, meningitis: pleocitosis del LCR, sobre todo linfocitos. hipoglucorraquia y aumento de las concentraciones de proteinas. 

Grupo 5, enfermedad diseminada: afectacion de los ganglios linfaticos extratoracicos (con mayor frecuencia inguinales) o compromiso hepatico; la dise- 
minacion a distancia mas informada es a rinones, tiroides, corazon, hipofisis, esofago y pancreas. 

Grupo 6, serologia positiva para coccidiodomicosis: sin un foco clinico de infeccion. 

En un estudio realizado por Singh y cols.““ de 91 pacienies coinfectados por SIDA y C. immitis, los sintomas mas comunes fueron fiebre, escalofrios, 
perdida de peso y sudores noctumos. La mortalidad en este grupo fue del 60%, y la presencia de enfermedad pulmonar difusa y recuento de linfocitos CD4 
< 510/)iL fueron factores de prediccion independientes de muerte. La serologia para coccidioides revelo titulos positivos en las dos terceras partes (68%) de 
estos pacientes, con resultados negativos enconirados en el 23%. El porcentaje m^ alto de reacciones serologicas falsas negativas se observe en el grupo de 
pacientes con enfermedad pulmonar invasora y progresiva. La anfotericina B sigue siendo el tratamiento de eleccion, aunque los azoles, en especial el keto- 
conazol, son menos toxicos e igual de eficaces. 

En su estudio de coccidioidomicosis e infeccion por HIV, Antoniskis y cols.*^ encontraron que dos de ocho pacientes fueron repetidamente seronegativos 
y concluyeron que la histopatologia y el cultivo siguen siendo los metodos mas confiables para establecer el diagnostico en los pacientes con SIDA. Por el 
contrario, Arguinchona y cols.’^ hallaron que individuos asintomaticos con titulos serologicos por FC positivos cursaban una coccidiodomicosis activa. En 
referenda a la exactitud de las biopsias de tejido, de 54 pacientes con coccidioidomicosis informada por diTomasso y cols.®^ la biopsia transbronquial mos- 
tro una sensibilidad del 100% en brindar un diagnostico rapido, a diferencia del examen citologico del liquido bronquial o del lavado broncoalveolar, que 
proporcionaron un diagnostico en solo el 34% de los casos. 

Aun no se ha dilucidado la asociacion con un riesgo mayor de coccidioidomicosis diseminada durante el embarazo. Wack y cols.^^^refutan muchos de 
los estudios anteriores en los que se considera la coccidioidomicosis durante el embarazo una enfermedad devastadora con elevada mortalidad y hallaron 
solo 10 casos entre 47 120 embarazos de mujeres que viven en Tucson, Arizona. La infeccion se resolvio en siete de las mujeres en quienes la coccidioido¬ 
micosis se diagnostico durante el primero o el segundo trimestre; la enfermedad progresiva se manifesto en dos de tres mujeres que fueron diagnosticadas 
en el lercer trimestre. Las mejoras en la atencidn medica y la iniciacion de tratamiento antimicotico relativamente temprano en el curso de la coccidioido¬ 
micosis pueden explicar las tasas de mortalidad actuales mas bajas en las mujeres embarazadas. 

Aunque la coccidioidomicosis es sobre todo una afeccion pulmonar, Arnold y cols.'® establecieron que la enfermedad diseminada que afecta la piel, el 
tejido subcutaneo, los huesos, las articulaciones y las meninges aparece en cerca del 0,5-1% de los individuos infectados. En una revision de 47 casos de la 
literatura medica, e.stos autores encontraron que casi todas las manifestaciones en la cabeza y el cuello de los pacientes con coccidioidomicosis diseminada 
afectaban la piel, con una predileccion por la parte central de la cara. A menudo, las lesiones tienden a ser multiples e incluyen aquellas de las vias aereas 
potencialmente mortales. Un informe de prostatitis por coccidioides realizado por Truett y Crum-’^ sirve como recordatorio de que los agentes micoticos 
deben ser incluidos en el diagnostico diferencial de enfermedades en los que podrian ser menos esperados. Las piurias esteriles persistentes, la prostatitis y 
la enfermedad granulomatosa de la prostata fueron signos y sintomas de presentacion en los casos informados. 


rodeadas por un espacio claro que da el aspecto de seudoen- 
capsuladas (fig. 21-60). Se observa una reaccion inflamatoria 
granulomatosa de fondo. La cavitacion y la necrosis caseosa en 
las lesiones mas antiguas pueden simular la tuberculosis. 

A menudo resulta dificil que aparezea en cultivo la conver¬ 
sion de la forma filamentosa de H. capsulatum a la forma de 
levadura. Por esta razon, se recomienda la realizacion de la 
prueba de exoantigenos o las sondas de acidos nucleicos para 
confirmar la identificacion defmitiva, que puede hacerse con 
precision un dia despues de la aparicion del crecimiento inicial 
en el cultivo. Los cultivos no necesitan estar maduros o que 
hayan desarrollado conidios para la realizacion de la prueba 
con sondas. Huffnagle y Gander^^^ demostraron el 100% de 
especificidad y de sensibilidad en la comprobacion de 95 bon¬ 
gos en la fase filamentosa: se incluyeron 41 aislamientos de H. 


capsulatum y una variedad de otros bongos filamentosos. 
Mediante el empleo de una sonda quimioluminiscente de DNA 
de una sola cadena marcada con ester de acridina complemen- 
taria del rRNA de la forma filamentosa de H. capsulatum 
(AccuProbe: Gen Probe, San Diego, CA), Padbye y cols.^®^ 
identificaron de modo correcto 103 de 105 cultivos de H. cap¬ 
sulatum. Asimismo, tambien mediante el empleo de ensayos 
AccuProbe, Hall y cols.“^^ identificaron correctamente 53 de 54 
aislamientos de H. capsulatum y Stockman y cols.^^ demos¬ 
traron 100% de sensibilidad y especificidad en el estudio de 86 
cepas de H. capsulatum y 154 de otros bongos no especifica- 
dos. La edad del cultivo, el medio para el aislamiento y el esta- 
do morfologico no afectaron los resultados, lo que indica que 
la identificacion puede bacerse antes de que se produzcan las 
esporas caracteristicas. 
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Figura 21-59 Microfotograffa y esquema que ilustran la forma filamentosa 
de Histoplasma capsulatum, con macroconidios grandes, esfericos y espicu- 
lados. 


El diagnostico de histoplasmosis puede realizarse mediante 
la identificacion de las pequenas levaduras con broies intrace- 
lulares en cortes de tejidos o en frotis tenidos, o mediante la 
deteccion de antigeno en los liquidos corporales. Blumenfeld y 
cols.“^ pudieron identificar los microorganismos intracitoplas- 
maticos en frotis tenidos con las tecnicas de Diff-Quik y 
Papanicolaou de muestras de liquido de lavado broncoalveolar. 
Los estudios de seguimiento de cortes tenidos de tejido con 
metenamina argentica revelaron levaduras con brotes intracelu- 
lares, lo que confirma que correspondian a H. capsulatum. El 
antigeno de H. capsulatum se detecto en el liquido de lavado 
broncoalveolar en 19 de los 27 casos (70,3%) de histoplasmo¬ 
sis pulmonar estudiados por Wheat y cols.^®^ 

DIAGNOSTICO MEDIANTE TECNICAS SIN CULTIVO 

Para el diagnostico de histoplasmosis se han creado metodos 
moleculares, en especial las sondas de acidos nucleicos que se 
consiguen en el comercio. Se ha logrado reducir el tiempo para 
la identificacion definitiva de los cultivos positivos, ya que pue- 
den realizarse en los elementos del micelio, en lugar de esperar 
el desarrollo de esporas para el diagnostico. Hay investigacio- 
nes en curso para detectar DNA de H. capsulatum van capsu¬ 
latum en liquidos corporales y cortes de tejido, en especial para 
establecer un diagnostico definitivo de enfermedad granuloma- 
tosa cuando las tinciones para hongos no descubren las formas 
diagnosticas.^^^ 

Las pruebas serologicas para anticuerpos contra Histoplas¬ 
ma son positivas en mas del 90% de los pacientes con las for¬ 
mas cavitarias o diseminadas de histoplasmosis. Sin embargo, 
estas pruebas son menos sensibles en los pacientes inmunode- 
primidos (50-80%), muchos de los cuales no producen anti¬ 
cuerpos. Las pruebas para detectar anticuerpos tambien tienen 
la desventaja de una demora de 4 a 6 semanas antes de que 
pueda alcanzarse un titulo lo suficientemente elevado como 
para ser detectado. Tambien pueden elevarse los anticuerpos 
contra Histoplasma en los pacientes con blastomicosis, cocci- 
dioidomicosis y paracoccidioidomicosis.^^^ 

La prueba de fijacion del complemento (FC) que utiliza anti- 
genos de la forma de levadura y filamentosa es mas sensible 
que la prueba de ID. En la histoplasmosis pulmonar aguda, la 



prueba de FC es positiva en titulos de al menos 1:8 en el 90% 
de los pacientes, las bandas M estan presentes en alrededor del 
76% y las bandas H, en el 23%.^^ Los titulos en el rango de 1:8- 
1:16 pueden ser residuales de una infeccion pasada. Un unico 
titulo de 1:32 o mayor, o un aumento de cuatro veces es diag¬ 
nostico de histoplasmosis activa. La inmunodifusion es lo sufi¬ 
cientemente insensible, por lo que se recomiendan otras prue¬ 
bas serologicas. 

El radioinmunoanalisis y el enzimoinmunoanalisis no se 
recomiendan, aunque pueden deiectarse anticuerpos mas pron¬ 
to y en una proporcion mas alta de pacientes. Estos ensayos 
estan mal estandarizados y resulta diffcil cuantificarlos e inter- 
pretarlos. La especificidad tambien es baja, con tasas relativa- 
mente elevadas de falsos positivos en personas con otras infec- 
ciones micoticas o micobacterianas,^^^ 

La deteccion del antigeno proporciona una prueba util en el 
diagnostico de histoplasmosis pulmonar en los pacientes con 
SIDA y en la valoracion de la eficacia del tratamiento en los 



Figura 21-60 Microfotograffa de un corte de tejido que revela macrofagos 
que contienen grupos laxos de levaduras seudoencapsuladas, intracitoplasma- 
ticas de 2-3 pm de diametro, tenidas de negro de Histoplasma capsulatum (H- 
E, 400x, tincion de metenamina argentica de Gomori). 
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casos de enfermedad progresiva. En un estudio de 226 pacien- 
tes de 18 anos de edad o menos en quienes se detecto antigeno 
de H. capsulatum en muestras de orina por radioinmunoanali- 
sis, Fojtasek y cols.^"^ encontraron que el 85% presentaba enfer¬ 
medad diseminada y el 15%, enfermedad pulmonar autolimita- 
da, cuando al menos una prueba estandar diferente era positiva 
para corroborar el resultado. 

Las diversas manifestaciones clmicas de la histoplasmosis se 
presentan en la recuadro de correlacion clmica 21-7. 

Sporothrixschenckiiy esporotricosis 

Sporothrix schenckii es un hongo que presenta una distribu- 
cion mondial en el suelo y en la materia vegetal en descompo- 
sicion, en especial las plantas, la astillas de madera y las espi- 
nas de rosales. Es el agente causal de la esporotricosis, una 
infeccion cronica de los seres humanos y los animales. Ciertos 
animates silvestres y domesticos, y los roedores pueden ser 
portadores. Los seres humanos se infectan cuando el microor- 
ganismo penetra la piel de individuos que manipulan sustancias 
contaminadas. La infeccion se caracteriza por la formacion de 
lesiones nodulares de los tejidos cutaneo y subcutaneo, a 
menudo con compromiso linfatico (enfermedad linfocutanea). 
La diseminacion sistemica puede afectar huesos, musculos, sis- 
tema nervioso central y pulmones. 

Ciertas ocupaciones plantean un riesgo mayor de infeccion. 
Un brote de esporotricosis sucedio en un vivero de arboles en 
Florida, segun informaron Hajjeh y cols.^^® La esporotricosis 
linfocutanea se desarrollo en 9 de 65 (14%) operarios encarga- 
dos de la poda y la produccion de musgo esfagno. El riesgo se 
relaciono directamente con el tiempo de trabajo con ese musgo, 
en particular con la tarea de llenado de almacigos y en los indi¬ 
viduos con menos experiencia en jardineria. El uso de guantes 
protege de la infeccion. 

Dooley y cols.^^ comunicaron un brote interesante. En un 
periodo de 5 semanas, cinco pacientes que viven en Oklahoma 
presentaron esporotricosis cutanea, cuatro de los cuales habi- 
an mantenido fardos de heno en una vispera de “noche de bru- 
jas” (Halloween). Al parecer, el quinto paciente contrajo la 
enfermedad mientras visitaba la casa. Asi, el contacto con el 
heno, en especial cuando se cosecha de la region centrocci- 
dental de los Estados Unidos, puede representar aun otro fac¬ 
tor de riesgo. 

Pappas y cols.^^^ informaron un area donde la esporotricosis 
es altamente endemica. En una region montanosa del sur y cen- 
tro de Peru, se observaron 238 casos de esporotricosis compro- 
bados por cultivo en un periodo de 3 anos entre 1995 y 1997. 
La incidencia de la esporotricosis en esta region se calculo 
entre 48 a 60 casos por 100 000 personas, con la incidencia mas 
alta entre los ninos de 7-14 anos. La piel de la cara fue el sitio 
mas afectado. En todos los pacientes la enfermedad se limito 
clinicamente a los tejidos cutaneo y subcutaneo. 

PRESENTACION EN EL LABORATORIO 

El crecimiento de Sporothrix schenckii en cultivo suele 
manifestarse en el transcurso de 3 a 5 dias a 30 °C, aunque ya 
a las 36-48 horas pueden observarse colonias levaduriformes 
cuando las muestras se siembran en agar sangre de camero al 
5% y se incuban a 35 °C. Las colonias suelen ser lisas y pue¬ 
den tornarse duras y rugosas o plegadas. Cuando las colonias 
maduran puede verse un micelio aereo delicado, oscuro y riza- 
do. El color es al comienzo bianco grisaceo pero puede tornar¬ 
se beige, castano o castano negruzco (lamina en color 21-5G). 


Cuando se incuban a 35-37 ®C, las colonias adquieren las 
caracteristicas levaduriformes y cuando maduran son castano 
oscuro o negras (lamina en color 21-5H). 

La identificacion puede hacerse en la microscopia al obser- 
var en la forma filamentosa hifas delicadas, hialinas y tabica- 
das a partir de las cuales nacen conidios lisos, hialinos y ovales 
que miden de 2-4 pm de diametro, sujetos por un conidioforo 
delicado, que se asemeja a un pelo, dispuesto en cualquiera de 
los lados de las hifas; o, mas caracteristicamente, en racimos 
que se asemejan a una margarita en el extremo de un conidio¬ 
foro recto y delicado (fig. 21-61). Si se ajusta el foco del 
microscopio y se utiliza objetivo de inmersion, es posible 
observar las uniones caracteristicas similares a pelos entre los 
conidios y el conidioforo (del cual deriva el nombre de la espe- 
cie). Sporothrix cyanescens tiene un aspecto similar a 5. 
schenckii, solo que se forman conidios secundarios, que apare- 
cen como levaduras con brotes nacidos de los extremos de los 
conidios primarios. La publicacion de Sigler y cols.^^^ incluye 
excelentes microfotografias que ilustran esta caracteristica 
microscopica. 

Las levaduras miden de 2 a 4 pm de diametro y tienden a ser 
ovales o elipticas, a menudo con un solo brote (fig. 21-62). 
Mas util para hacer la identificacion microscopica de las for¬ 
mas de levaduras de 5. schenckii es la observacion de formas 
de cigarro que miden 3x10 pm, que pueden ser dificiles de 
ver en cortes de tejidos humanos tenidos y para demostrarlas 
puede ser necesaria la inoculacion en animales. En la figura 
21-63 se ilustra un corte de un granuloma subcutaneo tehido 
con metenamina argentica que presenta las levaduras elipticas. 
Notense los brotes con forma de cigarro de una de las celulas 
madre. 


DIAGNOSTICO MEDIANTE TECNICAS SIN CULTIVO 

Las tecnicas serologicas mostraron un beneficio minimo en 
el diagnostico de la esporotricosis. En el pasado se utilizaron 
pruebas de aglutinacion del latex con exito limitado, en espe¬ 
cial en el diagnostico de infecciones primarias de la piel en que 
los resultados suelen ser negativos. Los titulos de aglutinacion 
de 1:80 o superiores resultaron utiles en el diagnostico de 
infecciones activas extracutaneas.^^ 

Las manifestaciones clmicas de esporotricosis figuran el 
recuadro de correlacion clmica 21-8. 

Paracoccidioides brasiliensisy paracoccidioidomicosis 

La paracoccidioidomicosis es un infeccion micotica granu- 
lomatosa y sistemica que presenta una evolucion progresiva 
subaguda a cronica, causada por el hongo termicamente dimor- 
fo Paracoccidioides hrasiliensis. Las formas filamentosas de 
este hongo residen en el suelo y en los seres humanos se desa- 
rrolla la infeccion pulmonar por la inhalacion de los conidios 
pequehos (4 pm de diametro) o las infecciones de la piel por la 
inoculacion directa de suciedad contaminada con esporas. En 
America del Sur, el 80% de los casos informados provienen de 
Brasil, seguidos en orden de incidencia de informes de casos en 
Colombia y Venezuela; en el sur de Mexico y en todos los pai- 
ses de America Central, salvo Belice y Nicaragua, tambien 
existen areas endemicas.^^ 

Es dificil obtener la tasa de prevalencia global de la para¬ 
coccidioidomicosis. Aunque se han hecho estimaciones de un 
millon o mas de casos, muchos no se informan o siguen sin 
diagnosticarse. Botteon y cols.^* han publicado el analisis de 
un estudio reciente de dos grupos de donantes de sangre. Un 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-7 Histoplasmosis 


La mayoria de los casos de histoplasmosis se resuelven despues dc una enfermedad pulmonar aguda de gravedad variable, caracterizada por fiebre, cefalea, 
escalofrios, tos y dolor toracico. A menudo se observa neumonia de base y aumento de tamano de los ganglios linMticos mediastmicos. En menos del 1% 
de los casos puede haber una forma pulmonar cronica, caracterizada por tos persistente, fiebre de baja intensidad y episodios ocasionales de hemoptisis. En 
los estudios radiograficos de adultos pueden observarse lesiones cavitarias, o uno o m£s "histoplasmomas” espesos, laminados y calcificados. La formacidn 
de granuloma mediastmico seguida de mediastinitis fibrosante y esofagitis son complicaciones raras, pero se han informado algunos casos.Las complica- 
ciones asociadas son disnea, hemoptisis, neumonia posobstructiva y obstruccidn de la vena cava superior. La intensa fibrosis encontrada en estos casos difi- 
culta la cirugia. Kilburn y McKinsey^'^^ informaron una complicacion rara de derrame pleural y fibrosis pericardica. Con posterioridad en este paciente se 
observe pericarditis constrictiva confirmada por la necropsia. Como H. capsulatum es un microorganismo intracelular estricto que reside en los macrofagos 
del sistema reticuloendotelial, pueden observarse grades variables de hepatomegalia, esplenomegalia y linfadenopatia en los casos de enfermedad disemina- 
da aguda y cronica que suelen ser mas frecuentes en los huespedes inmunosuprimidos. 

Histoplasmosis diseminada progresiva 

La histoplasmosis diseminada progresiva suele ser una enfermedad que define al SIDA y en el 50-75% de los pacientes con SIDA e histoplasmosis repre- 
senta la primera manifestacion.^'^’^^^ Las manifestaciones clmicas son fiebre, fatiga y perdida de peso, esta ultima a menudo se presenta como una enferme¬ 
dad devastadora.’^'^ Nightingale y colsJ^ encontraron una prevalencia del 4% de histoplasmosis en 980 pacientes con SIDA estudiados en Dallas, Texas; el 
examen del frotis de sangre periferica y medula osea establecid el diagnostico en el 88% de estos pacientes. Ademas, Huang y cols.^^^ informaron cinco 
ca>os de histoplasmosis diseminada en pacientes con SIDA; todos tenian fungemia y tres fallecieron en el transcurso de las 4 semanas despues de confirmar 
ei diagnostico. 

La presencia de SIDA determina que la histoplasmosis sea resistente al tratamiento. Kurtin y colsJ^’ realizaron una revision de muestras de medula osea 
> de sangre periferica en 13 pacientes con SIDA e histoplasmosis diseminada. Encontraron anemia, leucopenia y trombocitopenia en 12, 10 y 7 pacientes, 
respectivamente. Se observaron microorganismos circulantes en los frotis de sangre o en las preparaciones enriquecidas en leucocitos en cinco pacientes, 
por lo general asociados con la presencia de normoblastos circulantes y monocitopenia absoluta intensa. Las muestras de medula revelaron uno de cuatro 
pairones morfologicos: 

• ninguna evidencia morfoiogica de infeccion 

• granulomas separados 

• agregados linfohistiocfticos 

• infiltrados difusos de macrofagos 

El diagnostico puede hacerse mediante lisis por centrifugacidn para aislar el microorganismo en cultivos de sangre y examen de medula 6.sea. frotis teni- 
aos de sangre periferica y secreciones respiratorias.^^® 

Otros organos afectados por histoplasmosis en los pacientes con SIDA, como se registra en la literatura medica reciente, son el sistema nervioso central, 
que puede tomar la forma de meningitis cronica, lesiones de masa cerebrales o medulares que simulan los neoplasias, o encefalitis y un caso raro de sinusi- 
publicado por Butt y Carreon.^^'^^'^* 

Wheat y cols.^^ encontraron manifestaciones del SNC en el 10-20% de los pacientes con histoplasmosis diseminada y el microorganismo puede ser la 
causa de meningitis cronica sin otra evidencia de diseminacion en determinados pacientes. Las lesiones en masa cerebrales o de la medula espinal que se 
asemejan a neoplasias o abscesos y encefalitis fueron las formas mas frecuentes de presentacion en esta serie. 

Aparato digestivo 

La histoplasmosis del aparato digestivo. por lo general del intestino delgado, puede presentarse como ulceras o como una masa, imitando a menudo la 
enfermedad inflamatoria intestinal o el carcinoma.'^' El aparato digestivo sufre afeccion secundaria en el 70-90% de los casos de histoplasmosis diseminada, 
aunque la enfermedad enterica primaria se encuentra con poca frecuencia.^^^ Jain y cols.'^® informaron un caso reciente de un hombre de 67 anos que pre- 
^ento diarrea cronica que no respondio al tratamiento convencional, incluso no revelo Clostridium difficile. Se le diagnostico infeccion aislada del colon por 
histoplasmosis y se lo trato con itraconazol. 

Tambien se informaron casos de histoplasmosis de la orofaringe en que las lesiones pueden confundirse con carcinoma en la presentacidn inicial,‘^°en 
especial cuando estan afectadas las cuerdas vocales. En una revision de la literatura desde el informe del primer caso en 1952, Sataloff y cols.encontra¬ 
ron menos de 100 casos de histoplasmosis que se presentaron como carcinoma laringeo. Quiza de mayor importancia, Economopoulou y cols.^^ revisaron 
20 informes de casos de la literatura de histoplasmosis bucal en pacientes infectados por HIV, en muchos de ellos las lesiones bucales parecen ser la mani- 
festacion primaria o linica de la enfermedad. 

Histoplasmosis cutanea 

Las lesiones cutaneas pueden ser la presentacion inicial de la histoplasmosis en alrededor del 10% de los casos y pueden servir como un marcador para el 
SIDA. Las manifestaciones cutaneas mas frecuentes son las papulas eritematosas o hiperpigmentadas, las pustulas, la foliculitis, las alteraciones eccemato- 
sas. el eritema multiforme y las erupciones del tipo rosacea.^*^ Chalub y cols.^® informaron acerca de cuatro pacientes con histoplasmosis diseminada y 
SIDA. En ellos se observe la presencia de multples maculopapulas pequehas (hasta 3 mm de diametro) y eritematosas en los miembros, la cara y el tronco, 
a menudo centradas alrededor de los foliculos pilosos. En la histologia, el infiltrado perivascular con leucocitoclasia llamativa, la falta de una respuesta de 
macrofagos y la ausencia de granulomas y microorganismos que yacen libres en la dermis, intraneurales y en los anexos de la piel fueron las diferencias 
caracteristicas de las presentaciones observadas en los pacientes que no tenian SIDA. 

Histoplasmosis genitourinaria 

.4unque las infecciones micoticas genitourinarias se ven mas con mayor frecuencia en la blastomicosis. se han informado casos de histoplasmosis, en espe¬ 
cial en los pacientes con SIDA. Kahn y Thommes^-’-com unicar on un caso de orquitis granulomatosa masiva y epididimitis con necrosis caseosa. Friskel y 
cols.'^^publicaron otros dos casos actuales. 


(Continua) 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-7 Histoplasmosis (copnt.) 


Histoplasmosis ocular 

CiuUa y cols/^ realizaron una revision del sindrome de histoplasmosis ocular. La triada clmica clasica incluye cicatrices atroficas de la coroides en la macu¬ 
la o en la periferia media conocidas como manchas “histo”, atrofia peripapilar y neovascularizacion de la coroides. La perdida de la vision central es una 
complicacion importante. 

Septicemia 

Aunque la septicemia por agentes micoticos es rara. la oportunidad de establecer un diagnostico precoz puede perderse si no se utilizan las tecnicas adecua- 
das para el cultivo de sangre. Paya y cols.^'^ encontraron que la tecnica de lisis-centrifugacion en tubos para el cultivo era la optima por aislar la forma de 
levadura de H. capsiilatum en sangre en los casos sospechosos de enfermedad diseminada, porque aumenta de manera significativa el rendimiento de culti- 
vos positivos y acorta el tiempo de recuperacion. La superioridad de este sistema tambien esta avalada por las observaciones de Murray,*^ quien en un estu- 
dio de 182 aislamientos de bongos de todos los tipos encontrd que H. capsulatum solo se aislo en el sistema de lisis-centrifugacion. El diagnostico tempra- 
no es importante, ya que la diseminacion puede ser rapidamente progresiva y mortal en los pacientes con SIDA. 


grupo consistio en donantes que viven en un area rural donde 
la paracoccidioidomicosis es endemica; el otro es un grupo de 
residentes urbanos de Sao Paulo. Los resultados mostraron 
que el 21% de 700 muestras obtenidas de los que viven en las 
areas rurales endemicas y el 0,9% de 350 muestras de los de 
areas urbanas eran positivas por serologia. Asi, con una pobla- 
cion de alrededor de 150 millones, aun cuando se utilice la 
tasa de prevalencia urbana mas baja de paracoccidioidomico¬ 
sis, mas de un millon de los residentes de Brasil solo estan 
infectados. 

Los paises de las islas del Caribe, Guyana y Chile han esta- 
do exentos de la enfermedad. En las areas endemicas, la mayo- 
ria de los casos se producen en regiones arboladas humedas y 
sus alrededores. La enfermedad afecta con mayor frecuencia a 
adultos mayores de 30 anos, es rara en los ninos y tiene una 
incidencia mayor en los varones, con una relacion global de 
15:1. Aunque casi todos los pacientes son agricultores, se han 
informado casos ocasionales en individuos con exposicion 
directa al suelo y la vegetacion, como lo indico el informe cita- 
do. La raza blanca es mas propensa a las infecciones que los 
indios estadounidenses; las infecciones mas graves tienden a 
desarrollarse en inmigrantes que van a areas endemicas. 


PRESENTACION EN EL LABORATORIO 

Las colonias presentan un aspecto similar a las de 
Blastomyces dermatitidis, con un crecimiento lento a 30 °C, 
requieren de 10 a 20 dias para madurar y tienen un micelio 
sedoso o velloso, bianco grisaceo. 

Cuando se incuba a 25-30 °C, P brasiliensis crece con mas 
lentitud y forma filamentos en 10 a 30 dias, sedosos, blancos a 
gris ocre. La identificacion y la diferenciacion de otros hongos 
filamentosos de aspecto similar pueden realizarse mediante la 
observacion microscopica de las hifas delicadas, hialinas y 
tabicadas que constituyen el micelio de fondo. Los conidios 
caracteristicos miden de 2-4 pm, son ovales, no pigmentados, 
nacen de modo individual a partir de conidioforos cortos y del- 
gados directamente de las hifas, de manera de “chupachus”, 
similares en aspecto a los producidos por Blastomyces derma- 
titidis (fig. 21-64). 

La identificacion puede confirmarse por la conversion de la 
forma filamentosa a la de levadura, que se logra mediante la ino- 
culacion de una porcion pequena de la colonia filamentosa al 
agar enriquecido con infusion de cerebro y corazon. Esta con¬ 
version es lenta. Las levaduras madre de R brasiliensis obser- 
vadas en cultivos miden 6-15 pm y parecen similares a las de 
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Figura 21-61 Microfotografia y esquema de la forma filamentosa de 
Sporothrix schenckii, que muestran hifas delicadas y con forma de “margarita” 
que forman racimos de conidios pequenos, ovales de los lados o las puntas de 
conidioforos rectos. 
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Figura 21-62 Microfotograffa y esquema de la forma de levadura de Sporo- 
thrix schenckii, que revelan levaduras bicelulares, alargadas, muchas de las 
cuales con cuerpos que se asemejan a un “cigarro”. 



B. dennatitidis, salvo que en el primero se observan multiples 
brotes de base estrecha, a diferencia del brote linico de base 
ancha de Blastomyces. 

En la forma infectante a 37 °C (“temperatura corporal”), 
Paracoccidioides brasiliensis existe como levadura. For consi- 
guiente, el diagnoslico de paracoccidioidomicosis puede esta- 
blecerse con mas rapidez mediante la demostracion directa en 
las muestras clmicas de las levaduras esfericas de 10-30 pm 
caracterfsticas, de paredes gruesas, con multiples brotes unidos 
cada uno por un cuello estrecho que da el aspecto de “rueda de 
timon” (fig. 21-65). Estas levaduras se observan mejor en pre- 
paraciones en fresco con KOH, ya sea directamente o con bian¬ 
co de calcofluor o reactivos de inmunofluorescencia. En algu- 
nos casos, cuando las celulas hijas brotan forman cadenas cor- 
tas. En los cortes de tejidos, la inflamacion de fondo suele ser 
granulomatosa, mezclada con concentraciones variables de 
leucocitos polimorfonucleares. El diagnostico se establece por 
el hallazgo de levaduras con multiples brotes como se descri- 



Figura 21-63 Microfotograffa de una biopsia de piel de un caso de esporo- 
tricosis que revela numerosas levaduras esfericas u ovales de Sporothrix 
schenckii, algunas de las cuales muestran brotes bicelulares, alargados, con 
forma de “cigarro” (tincion de metenamina argentica con gran aumento). 


bio antes, que se observan mejor en cortes tenidos con PAS o 
metenamina argentica de Gomori. 

DIAGNOSTICO MEDIANTE TECNICAS SIN CULTIVO 

La prueba de exoantigeno, recientemente perfeccionada por 
Camargo y cols.,^^es un modo de confirmar la identificacion 
del cultivo de aislamientos desconocidos. Las tecnicas de 
inmunofluorescencia indirectas, enzimoinmunoanalisis y, las 
mas recientes pruebas de amplificacion por PCR, fueron utili- 
zadas por muchos investigadores para confirmar el diagnostico. 
Brummer y cols.^^ realizaron una revision de los procedimien- 
tos inmunodiagnosticos actuales para la paracoccidioidomico¬ 
sis. Las concentraciones elevadas de anticuerpos sericos espe- 
cificos del tipo IgG pueden detectarse durante al menos un ano 
despues de la infeccion. Por lo general, no se observan con¬ 
centraciones elevadas de anticuerpos IgM salvo en los casos de 
compromise amplio de los ganglios linfaticos. 
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Figura 21-64 Microfotograffa de la forma filamentosa de Paracoccidioides 
brasiliensis, que muestra conidios pequenos, lisos y esfericos que nacen de los 
lados y del extreme de conidioforos cortos originados a partir de hifas tabicadas. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-8 Esporotricosis 


En los Estados Unidos, las infecciones micoticas subcutaneas son causadas en su mayoria por Sporothrix schenckii,'^ La forma mas comdn de esporotrico- 
sis es la linfocutanea. La aparicidn de una pustula pequena, roja e indolora en una extremidad, junto con lesiones postulates o ulcerativas secundarias multi¬ 
ples, dispuestas linealmente a lo largo de los linfaticos proximales es suficiente para sospechar el diagnostico. La pustula primaria puede agrandarse con 
lentitud. ulcerarse y segregar una cantidad pequena de exudado serosanguinolento. Pueden observarse grados variables de celulitis con edema y eritema del 
tejido subcutaneo circundante. Las lesiones satelites secundarias se presentan al comienzo como placas verrucosas, eritematosas o escamosas, que a menu- 
do evolucionan a ulceras que tambien segregan material purulento. Con frecuencia, el diagnostico se retrasa porque la colonizacion bacteriana secundaria 
asociada puede confundirse con el agente infeccioso primario. Las sobreinfecciones bacterianas pueden confundir el aspecto macroscopico. 

En los cases de enfermedad progresiva, la infeccion puede extenderse a articulaciones, vainas tendinosas. bolsas sinoviales, huesos y mdsculos.^^''Purvis 
y cols.^-^ informaron un caso de anritis poliarticular bilateral de las munecas y los codos. Aunque la artritis es una manifestacion rara de la esporotricosis, 
este caso senala el amplio espectro de enfermedad que puede estar causado por este hongo.^- 

La artritis esporotricbtica es una enfermedad rara, con solo 51 casos informados en la literatura inglesa. Howell y Toohey'^^ comunicaron los resultados 
de 13 pacientes con artritis esporotricbtica que habian sido tratados en hospitales de la region de Wichita desde 1979. La presentacion tipica era la de un 
paciente afebril con una articulacion que mostraba calor y cierto edema sin eritema. Se observo el compromise de 17 articulaciones, que abarcaban 10 de 
rodilla, 3 interfalangicas, 1 de codo, 1 mediotarsiana, 1 intercarpiana y 1 metatarsofalangica. Casi todos los pacientes eran hombres de mediana edad y en 
el 77% de ellos se registro la ingestion de cantidades importantes de alcohol. Wang y cols.-*-^ informaron el caso de un paciente con una bursitis prerrotulia- 
na infectada por Sporothrix schenckii. La infeccion persistib a pesar del tratamiento con itraconazol y la curacibn solo se logrb despues de la extirpacibn 
quinirgica de la sinovial. 

La esporotricosis pulmonar primaria es rara. Sin embargo, England y Hochholzer^^ informaron ocho casos de esporotricosis pulmonar primaria en 
pacientes tras la inhalacibn de conidios transportados por el aire, un hecho poco frecuente. Los smtomas de presentacion usuales son tos, produccibn de 
esputo y fiebre de baja intensidad. 

En los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana, la esporotricosis puede tener pres entac ion es atipicas, en que la enfermedad 
tiende a extenderse y diseminarse. La enfermedad cutanea que comienza como lesiones localizadas puede diseminarse a otros sitios de la piel, con disemi- 
nacibn a las meninges en un informe de casos.^ El diagnbstico puede ser dificil cuando la esporotricosis se presenta inicialmente como fungemia y enfer¬ 
medad diseminada.^ Aunque la esporotricosis localizada es un trastorno inocuo que responde bien al tratamiento, estos autores encontraron que en los hues- 
pedes inmunodeprimidos la enfermedad es potencialmente mortal y a menudo dificil de tratar, y requiere tratamiento prolongado con medicaciones que 
pueden ser tbxicas, como la anfotericina B. La infeccion progresiva fue mas frecuente en los individuos con recuentos de linfocitos CD4 menores de 100 
celulas/mm-^. 


Mendes-Giannini y cols.^^^ demostraron anticuerpos espeef- 
ficos de los tipos IgG, IgA e IgM contra el antigeno de 43 kDa 
de Paracoccidioides brasiliensis en los pacientes con paracoc- 
cidioidomicosis y ademas comprobaron que la disminucion de 
los titulos durante un ciclo de tratamiento se relacionaba con la 
mejoria de los smtomas. Mediante el empleo de anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra la forma de levadura de 
Paracoccidioides brasiliensis, Gomez y cols.^^ pudieron crear 
una prueba de inhibicion del ensayo inmunosorbente ligado a 
enzimas (ELISA) capaz de detectar cantidades pequerias de 


antigeno circulante en el suero de pacientes con enfermedad 
activa. De 46 pacientes con paracoccidioidomicosis, 37 resul- 
taron positives (80,4%). Sandu y cols.^'*^ crearon una sonda de 
DNA de 14 bases especifica para las secuencias 5’ terminal del 
gen ribosomico 28S de P brasiliensis. Al aplicar un protocolo 
de diagnostico uniforme, que consistia en los procedimientos 
comunes de lisis celular y la purificacion del DNA seguidos de 
la amplificacion por PCR, estos autores demostraron la identi- 
ficacion selectiva de P brasiliensis de otras 47 especies de bon¬ 
gos que representan 25 generos. 



A 



Figura 21-65 Microfotografia y esquema de la forma de levadura de Paracoccidioides brasiliensis, que muestran el cuerpo central grande que da lugar a brotes 
multiples, formando una “rueda de timbn”. 
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Los resultados de estos estudios proporcionan varies enfo- tado hifas con pigmentacion oscura, reconocidas a simple vista 

uues alternativos que no utilizan cultivos para establecer el como colonias gris oscuro o negras, tanto en la superficie como 

diagnostico de paracoccidioidomicosis. en el reverse. A este grupo de hongos dematiaceos se le aplico 

Las manifestaciones clinicas de la paracoccidioidomicosis el termino feohifomicetos (phaeohyphomyces\ del griego 

>e muestran en el recuadro de correlacion clmica 21-9. phaeo = oscuro, gris). 

Ajello y cols.^fueron los primeros en proponer en 1986 el 
concepto de “feohifomicosis” para “cubrir todas las infeccio- 

-- nes de naturaleza cutanea, subcutanea y sistemica causadas por 

Hongos domotiocoos hongos hifomicetos que se desarrollan en los tejidos del hues- 

Agentes de feohifomicosis forma de elementos dematiaceos con hifas tabicadas 

de paredes oscuras”. Estos elementos del micelio de los dema- 
diferencia del grupo de hongos hialinos, un segundo gran tiaceos se acompanan de modo caracteristico por una reaccion 

grupo de hongos filamentosos saprofilos de crecimiento rapido inflamatoria granulomatosa cuando se observan en cortes de 

producen un pigmento similar a la melanina que da por resul- tejidos. Por lo tanto, como se explico en un principio, la “feohi- 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-9 Paracoccidioidomicosis 


Tras la inhalacion de polvo contaminado por esporas, los conidios pequenos (4 pm de diametro) alcanzan la porcion distal del parenquima pulmonar donde 
se desarrollan en levaduras que pueden quedar confmadas localmente o pueden propagarse y diseminarse a organos distales en los casos de enfermedad 
diseminada progresiva. En un huesped competente, el crecimiento local se retrasa y la infeccion puede tinalizar sin el desarrollo de lesion. Cuando es sinto- 
maiica. Brummer y cols.^- dividieron la paracoccidioidomicosis en dos categorias generales; 1) la forma juvenil, aguda o subaguda y 2) la forma cronica, 
del adulto. 

Forma juvenil, aguda o subaguda 

La forma juvenil de la enfermedad incluye solo del 3% al 5% de los casos, y comprende sobre todo a nines o adultos jovenes inmunodeprimidos. La evolu- 
cion de la enfermedad es relativamente rapida (semanas a meses), marcada por la afectacion difusa del sistema reticuloendotelial. La hepatoesplenomegalia. 
las linfadenopatias y la hiperplasia de la medula osea son presentaciones clinicas frecuentes. La disfuncion de la medula 6sea puede .ser tan grave como 
para simular un irastorno linfoproliferativo.'^ Las biopsias de los organos o tejidos afectados revelan gran cantidad de levaduras con proliferacion activa, 
sin la formacion de granuloma. En esta forma de la enfermedad, los pulmones raras veces estan comprometidos, aunque los microorganismos pueden 
detectarse en las secreciones respiratorias. En ocasiones, los ganglios linfaticos mesentericos aumentan tanto de tamano que causan obstruccion intestinal. 

El pronostico de la forma juvenil de la enfermedad es desfavorable. 

Forma cronica, tipo adulto 

Alrededor del 90% de los pacientes padecen esta forma de la enfermedad, que en su mayoria afecta a varones adultos. La enfermedad es lentamente progre¬ 
siva, tiende a permanecer limitada sobre todo a los pulmones y puede tardar meses o anos para establecerse en su totalidad. Los pulmones estan afectados 
en mas del 90% de los pacientes infectados y en muchos casos representan el unico sitio de infeccion. Las lesiones pulmonares, como se observan en las 
radiografias, son nodulares, infiltrativas, ftbrosas o cavitarias y se localizan de preferencia en los lobulos inferiores de los pulmones.'^ Los sintomas fre¬ 
cuentes son tos. expectoracion y disnea, a menudo acompanados por fiebre intermitente de baja intensidad, perdida de peso y anorexia. El cuadro pulmonar 
imita a menudo a la tuberculosis. La enfermedad cronica puede ser leve, moderada o grave, de acuerdo con el estado general del paciente y el estado inmu- 
nitario; la fibrosis intensa conduce a la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y al cor pulmonar, que son secuelas mortales. 

Brummer y cols.^^ citan algunos informes de casos de compromise extrapulmonar. como ojos. sistema nervioso central, huesos y aparalo genital. Varies 
informes tambien aparecen en la literatura mas reciente, por lo general de America del Sur. Sant' Anna y cols.“'‘“ revisaron los casos de siete pacientes con 
enfermedad larmgea, todos varones de mediana edad. predominantemente granjeros. Los sintomas de presentacion principales fueron disfonia, disfagia, dis¬ 
nea y tos. En cada uno de estos pacientes la primera impresion diagnostica fue carcinoma. 

De mas reciente preocupacion es el recmdecimiento del compromise bucal y las micosis profundas de la boca.“’^^ Almeida y cols.” informaron que las 
infecciones micdticas (micosis) bucales adquirieron una importancia particular desde el advenimiento de las infecciones por el HIV, asi como el aumento de 
viajes por el mundo, con mayor exposicion a las infecciones end^nicas de los tropicos. Almeida y cols, informan ademas acerca de 21 pacientes argentinos 
que viven en la provincia de Corrientes y presentaron manifestaciones bucales de Paracoccidioides hrasiliensis. Todos los pacientes excepto uno tenian 
compromiso pulmonar detectable. La administracion a largo plazo de itraconazol proporciono la curacion en estos casos. Los autores hacen hincapie en la 
necesidad de realizar el diagnostico temprano y el tratamiento adecuado para evitar la destruccion extensa del tejido. Tambien es obligatorio el seguimiento 
a largo plazo, ya que la tasa de recidiva es elevada. 

La manifestacion clmica encontrada entre los 27 pacientes con SIDA informados por Goldani y Sugar^^ recorrio el espectro desde la infeccion inactiva 
hasta la evolucion rapidamente progresiva. La enfermedad diseminada fue la forma mas frecuente, en que los sitios mas comunes de infeccion fueron el 
pulmon, la piel y los ganglios linfaticos. En la mayoria de los casos se observe fiebre prolongada, linfadenopatia. hepatoesplenomegalia y lesiones cutane- 
as; de hecho, representan un cuadro de sintomas que puede servir como marcador para el SIDA. El diagnostico se realiza mejor por el examen directo y el 
cultivo de muestras de esputo, biopsias de piel y aspiracion de ganglios linfaticos. Como se menciono, los ensayos por PCR de estas muestras promete 
aumentar en gran medida las posibilidades de realizar el diagnostico. Mas de la mitad de los pacientes en esta serie murieron a pesar del tratamiento energi- 
co con antimicdticos. 

Severo y cols.^“ informaron un caso de compromiso del aparato genital masculino en un nativo de Brasil e incluyeron la revision de otros 18 casos reco- 
gidos de la literatura brasilefia. Manns y cols.''^- describieron el caso de un hombre de 59 anos que presentd paracoccidioidomicosis mas de 15 anos despues 
de dejar America del Sur. Los medicos de todo ei mundo deben tener presente e.sta infeccion al evaluar a un paciente con antecedentes pertinentes de viajes 
que presenta manifestaciones pulmonares, de mucosas o cutaneas sugestivas de esta enfermedad, junto con perdida de peso y otros sintomas generales. 
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fomicosis” fue el termino usado para describir una entidad his- 
topatologica en lugar de representar cualquier enfermedad cli- 
nica particular o especie de bongo como se identifica en los 
cultivos del laboratorio. No obstante, el iCYmino feohifomicosis 
se aplica en la actualidad a varias entidades clinicas: sinusitis, 
queratitis, endocarditis y neumoma, entre otras. De Hoog^^ 
aconseja que este termino se considere estrictamente una pala- 
bra descriptiva artificial, sin importancia biologica. Todavia, 
muchos micologos recomiendan que el termino generico se 
reemplace con informes como “queratomicosis causada por 
especies de Bipolaris'" o “micetomas causado por Phialophora 
richardsiaeP^ En esta presentacion, los agentes de cromomi- 
cosis y micetomas se incluyen en la categoria general de feohi- 
fomicosis, haciendo referenda en terminos mas amplios a los 
bongos dematiaceos oscuros. 

PRESENTACION EN EL LABORATORIO 

Este grupo de bongos dematiaceos puede sospecbarse en el 
cultivo como agentes de feobifomicosis al observar la superficie 
vellosa, algodonosa o aterciopelada gris oscuro, castano o ne- 
gra, con una pigmentacion gris humo a negro azabacbe en el 
reverso de la colonia (otros bongos pueden producir conidios 
negros en los que el pigmento solo oscurece la superficie de la 
colonia). Como la morfologia de la colonia no es distintiva entre 
este grupo de bongos, es necesario el examen microscopico para 
la identificacion de genero y de especie. Los agentes de cromo- 
micosis y micetomas suelen ser de crecimiento lento y las colo- 
nias tienden a ser pequenas. Las colonias representativas de los 
bongos filamentosos dematiaceos saprofitos de crecimiento mas 
rapido se muestran en la lamina en color 21-3A-D. 

En la microscopia, los bongos dematiaceos tienen un mice- 
lio amarillo oscuro a castano compuesto por bifas uniformes 
con paredes paralelas y tabiques caracteristicos. Los bongos 
incluidos en este grupo de bongos filamentosos de crecimiento 



Figura 21-66 Microfotografia de una cadena corta de macroconidios muri- 
formes, oscuros, de especies de Alternaria. 


rapido estan caracterizados por la formacion de macroconidios 
con tincion oscura. Los generos de importancia medica son: 

Especies de Alternaria 
Especies de Ulocladium 
Especies de Stemphylium 
Especies de Epicoccurn 
Especies de Bipolaris 
Especies de Drechslera 
Especies de Cunndaria 
Especies de Exserohilum 
Especies de Nigrospora 
Especies de Phoma 
Especies de Chaetomium 

La identificacion de estos bongos puede simplificarse si se 
consideran los siguiente tres subgrupos sobre la base de la mor¬ 
fologia de los macroconidios: 

• Los en que los macroconidios son multicelulares y divididos 
por tabiques longitudinales y transversales, denominados 
“muriformes” (como una pared de albanileria). 

• Los en que los macroconidios son multicelulares solo dividi¬ 
dos por tabiques transversales. 

• Los que pertenecen a un grupo miscelaneo en que los macro¬ 
conidios son celulas individuals o que manifiestan otros 
modos especiTicos de conidiacion. 

Macroconidios con tabiques transversales y longitudinales 
(muriformes) 

Los generos de bongos de importancia medica incluidos en 
este grupo son: 

Especies de Alternaria 
Especies de Ulocladium 
Especies de Stemphylium 
Especies de Epicoccurn 


ESPECIES DE ALTERNARIA 

La formacion de cadenas cortas de macroconidios grandes, 
multicelulares, de paredes lisas, separados por tabiques trans¬ 
versales y longitudinales (muriformes) es caracteristica de las 
especies de Alternaria. Los macroconidios tienen forma de 
palillos de tambor, con el palillo largo de un conidio que 
ensambla contra el extremo redondeado y romo del siguiente 
(fig. 21-66). 


ESPECIES DE ULOCLADIUM 

Las especies de Ulocladium tambien producen macroconi¬ 
dios muriformes; sin embargo, son mas esfericos que los de las 
especies de Alternaria, no se disponen en cadenas y nacen de 
conidioforos cortos, curvos como si fuera una “rodilla ’ o geni- 
culados (fig. 21-67). Este origen simpodial de los macroconi¬ 
dios es una caracteristica importante para la identificacion. 


ESPECIES DE STEMPHYLIUM 

Se producen macroconidios muriformes que se asemejan a 
los de las especies de Ulocladium', sin embargo, nacen de modo 
individual en el apice de un conidioforo no geniculado y 
recto. Los macroconidios estan levemente dilatados y redonde- 
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ados en la punta que, junto con el conidioforo de apoyo, tiene el 
jNpecto de una “bala de algodon sobre un palo” (fig. 21-68). 

ESPECIES DE EPICOCCUM 

De modo tipico las hifas forman ramificaciones repetidas 
focales que a su vez se vuelven a ramificar de ciertas hebras y 
forman masas conocidas como el esporodoquia. De estas 
masas se forman conidioforos cortos que tienen macroconidios 
multicelulares, muriformes, esfericos o con forma de maza, 
que pueden presentar una superficie rugosa que da el aspecto 
de una verruga negruzca (fig. 21-69). 

Macroconidios con tabiques transversales 
ESPECIES DE BIPOLARIS 

La caracterfstica distintiva de las especies de Bipolaris es la 
produccion de macroconidios multicelulares, elipticos a ovala- 
dos. de pared gruesa con superficies lisas, nacidos de conidio¬ 
foros que tienen curvaturas similares a rodillas (geniculados) 
en una disposicion simpodial (fig. 21-70). La designacion 
Bipolaris surge de la propiedad de formar tubos germinales que 
se originan desde ambos extremes de los macroconidios en 
paralelo con el eje longitudinal de la celula (cuando se exami- 
nan en preparaciones directas en fresco con agua o solucion 
fisiologica de los conidios y se incuban a 25 °C durante 8-24 
boras). 

ESPECIES DE DRECHSLEHA 

Las especies de Drechslera tambien producen macroconi¬ 
dios multicelulares y cilmdricos que nacen de conidioforos 
geniculados, indistinguibles de los de las especies de Bipolaris. 
Los conidios presentan contornos redondeados que no sobresa- 
len de la celula basal. En preparaciones en fresco con solucion 
fisiologica, un solo tubo germinal surgido en la mitad del 
camino entre la base del conidio y el tabique, y que se extien- 
de en angulo recto al eje longitudinal, es una caracterfstica de 
identificacion importante. En la practica, la mayoria de los ais- 
lamientos clinicos que presentan conidios como los descritos 
perteneceran al genero Bipolaris. 

ESPECIES DE CURVULARIA 

Los macroconidios de las especies de Curvularia son faciles 
de reconocer, ya que tienen cuatro a cinco celulas separadas 
por tabiques transversales, nacidos de modo simpodial de dos 





Figura 21-67 Microfotografia de macroconidios muriformes, oscuros, naci¬ 
dos de conidioforos geniculados, caracteristicos de las especies de 
Ulocladium. 


conidioforos curvos. Las celulas centrales crecen mas rapi- 
damente y son mas grandes que las de los extremos, lo que da 
por resultado el aspecto caracterfstico curvo o de “bumeran” 
(fig. 21-71). 


ESPECIES DE EXSEROHILUM 

Los conidios de las especies de Exserohilum son similares a 
los de las especies de Bipolaris, solo que son mas largos, con 
forma de lapiz, formados por mas celulas y de modo caracte¬ 
rfstico presentan un nudo protuberante, prominente y exten- 
so desde la celula hilar (fig. 21-72). 

Macroconidios que nacen de modo individual 
0 por conidiacidn especial 

Los generos de los hongos filamentosos dematiaceos inclui- 
dos en este grupo son: 

Especies de Nigrospora 
Especies de Phoma 
Especies de Chaetomium 



Figura 21-68 Microfotografia y esquema de macroconidios muriformes sostenidos de modo caracterfstico sobre el extremo de un conidioforo corto y recto, como 
una bala de algodon sobre un palo, caracteristico de las especies de Stemphylium. 
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Figura 21-69 Microfotograffa de macroconidios muriformes inmaduros y 
maduros de especies de Epicoccum, nacidos de modo caractenstico en racimos 
laxos. 


ESPECIES DE NIGROSPORA 

Las colonias de las especies de Nigrospora presentan un cre- 
cimiento rapido y algodonoso; al principio de color bianco 
sucio, que vira al gris con la madurez cuando las hifas vegeta- 
tivas se pigmentan. El reverso de la colonia tambien tiene pig- 
mentacion oscura. La microscopia revela conidios solitarios, 
grandes, subglobulosos, lisos y de color azabache y nacen de 
los extremos dilatados de conidioforos con forma de urna (fig. 
21-73). 


ESPECIES DE PHOMA 

Las colonias de las especies de Phoma son beige a castano 
oscuro, y se diseminan sobre la superficie con un margen exter- 
no indiferenciado. La consistencia es mas lisa que algodonosa 
porque las hifas aereas se desarrollan de modo deficiente. En la 
microscopia se observan estructuras saculares grandes y carac- 
teristicas» castano oscuro a negras, de paredes lisas, coriaceas, 
denominadas picnidios (fig. 21-74). Dentro de los picnidios se 
originan gran cantidad de conidios unicelulares, cilindricos, 


fusiformes o esfericos, hialinos que se liberan a partir de una 
fractura de la pared celular. Como los picnidios pueden parecer 
similares a los cleistotecios producidos por las especies de 
Aspergillus y otros bongos teleomorfos, es necesario determi- 
nar si las esporas contenidas son conidios (como es el caso en 
las especies de Phoma) o son las ascosporas mas grandes y con 
tincion mas oscura caracteristicas de los bongos ascosporoge- 
nos. Esta diferenciacion puede hacerse en las preparaciones 
con cinta transparente mediante la presion suave de la cinta con 
la punta de un lapiz sobre las estructuras saculares desconoci- 
das (visualizadas con el objetivo de campo de un microscopio) 
hasta que se rompa. La liberacion de conidios hialinos unicelu¬ 
lares como se describio antes confirma la identificacion de 
especies de Phoma. 


ESPECIES DE CHAETOMIUM 

Las colonias de las especies de Chaetomium al comienzo son 
blancas, pero pueden tornarse amarillas, amarillo verdosas o 
cobre en la madurez. En la microscopia pueden observarse 
hifas especuladas y grandes que se extienden a traves de la 
pared de las estructuras saculares que constituyen los cleistote¬ 
cios, dando el aspecto de patas de una arana que se extienden 
(fig. 21-75). 


Agentes de cromomicosis y micetomas 

La cromomicosis es el t^rmino original utilizado para des- 
cribir una infeccion cutanea y subcutanea caracterizada por la 
formacion de vegetaciones verrugosas, multicolores, elevadas, 
rugosas, que con mas frecuencia se extienden sobre las super¬ 
ficies dorsales de los pies y de la parte inferior de la pierna, 
causada por un grupo de bongos dematiaceos de crecimiento 
lento que pertenecen a los generos Cladophialophora, Phialo- 
phora, Cladosporium y Fonseceae,^^ 

El termino micetomas se refiere a un cuadro en el que la 
infeccion se localiza principalmente en el tejido subcutaneo, 
donde forma un absceso o masa granulomatosa con la forma¬ 
cion de trayectos fistulosos que alcanzan la superficie de la 
piel. A menudo, de estos trayectos se libera material purulento 
que contiene granos o granulos de elementos micoticos y tam¬ 
bien se observa en cones histologicos de la masa. 

Estos agentes ingresan en la piel a traves de heridas trauma- 
ticas y lesiones penetrantes. En los tejidos pueden observarse 








B 





Figura 21-70 Microfotograffa y esquema de los macroconidios multicelulares, cilindricos, de paredes lisas, caracteristicos de las especies de Bipolaris. 
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Figura 21-71 Microfotografia y esquema de macroconidios oscuros, multicelulares, divididos por tabiques transversales e inclinados debido al sobrecrecimiento 
de la celula central, caracterfsticos de las especies de Curvularia. 



Figura 21-72 Microfotografia y esquema de macroconidios largos, con forma de lapiz de las especies de Exserohilum, caracterizados por una protuberancia simi¬ 
lar a una tetina desde la celula hilar. 



Figura 21-73 Microfotografia de la forma filamentosa de las especies de Figura 21-74 Microfotografia de un picnidio sacular grande de las especies 

Nigrospora, que revela un fondo de hifas dematiaceas y conidios esfericos, de Phoma, con conidios hialinos diminutos dispersos observados sobre el 

negro azabache, cada uno sostenido por un conidioforo bulboso (flecha). fondo. 
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Figura 21-75 Microfotograffa del picnidio con forma de arana de las espe- 
cies de Chaetomium, en el que brotan conidios que se exlienden a traves de la 
pared. 


las hifas dematiaceas. Mas caractenstica para el diagnostico es 
la presencia de cuerpos levaduriformes muriformes, con una 
tincion amarillo palido, agrupados en racimos o en cadenas 
cortas, conocidos como “cuerpos de Medlar” o “peniques de 
cobre” (fig. 21-76). Caractensticas histologicas frecuentes son 
los microabscesos, los nodulos granulomatosos, la acantosis 
extrema y la hiperplasia seudoepiteliomatosa con grados varia¬ 
bles de fibrosis y cicatrizacion. 

Las siguientes especies de crecimiento lento de los bongos 
dematiaceos son las causas mas frecuentes de cromomicosis, 
micetomas y otras infecciones micoticas profundas: 

Cladophialophora (Cladospohum) carrionii 

Cladophialophora (Xylohypha) hantiana 

Phialophora verrucosa 

Phialophora richardsiae 

Fonsecaea pedrosoi 

Especies de Exophiala 

Especies de Wangiella 

La distincion entre cada una de las especies enumeradas 
depende de la observacion de diferencias importantes en el 
modo de conidiacion, la estructura de los conidioforos y las fia- 
lides, y la morfologia y la disposicion de los conidios. 

Los bongos de este grupo que causan cromomicosis y mice¬ 
tomas producen cuatro tipos de esporulacion: cladosporio, fia- 
lofora, acroteca y rinocladiela. Las bifas que se observan en el 
fondo de la preparacion microscopica en cada una de estas 
especies micoticas son oscuras y tabicadas. 

En la esporulacion tipo cladosporio se producen conidios 
elipticos y oscuros en cadenas largas y ramificadas, cada uno 
separado por una cicatriz delicada conocida como disyuntor 
(fig. 21-77). 

La esporulacion tipo fialofora se caracteriza por la produc- 
cion de fialides que presentan forma de uma o son largas y 
adelgazadas. Dentro de las fialides se producen conidios y 
salen en racimos pequenos de los extremos (fig. 21-78). 

En la esporulacion tipo acroteca se producen ramas simpo- 
diales de conidioforos de los lados de las bifas, que simulan las 
puntas de una percba de chaquetas. De estos racimos nacen 
cadenas cortas de conidios (fig. 21-79). La esporulacion tipo 
rinocladiela es una variante de la esporulacion tipo acroteca en 



Figura 21-76 Microfotograffa de un corte de tejido en un caso de cromomi- 
cosis subcutanea. Notese la inclusion de diversos cuerpos escleroticos esferi- 
cos dentro de la celula gigante ubicada en el cuadrante inferior derecho en este 
campo (objetivo de inmersion. H-E). 


que los conidios se producen de modo individual, directo y 
lateral de los lados de las bifas (fig. 21-80). 

Cladophialophora (Cladosporium} carrionii 

Las bifas libremente ramificadas dan lugar a largas cadenas 
de conidios elipticos, con tincion oscura. Los conidios a menu- 
do muestran cicatrices o disyuntores en los sitios de union 
(vease fig. 21-77). 

Cladophialophora hantiana (antes Phialophora hantianum, 
antes Cladosporium trichoides) es una especie estrecbamente 
relacionada que tambien produce esporas del tipo cladosporio; 
sin embargo, las cadenas de conidios son muy largas. con 
cerca de 30 celulas cada una y dan origen a conidios no pig- 
mentados sin disyuntores. Cladophialophora hantiana crece a 
43 °C y no produce la licuefaccion de la gelatina. dos carac- 
teristicas adicionales por las que puede diferenciarse de 
Cladophialophora carrionii que carece de estas propiedades. 

Phialophora verrucosum 

Las fialides con forma de botella o urna.» que varian de 4 jam 
a 7 jim de longitud, nacen directamente de los lados de las bifas 
(vease fig. 21-78). La porcion terminal de la fialide es caracte- 
risticamente larga, lo que Simula la parte superior de una bote¬ 
lla de bebida gaseosa. Desde el interior de cada fialide se pro¬ 
ducen conidios esfericos u ovales, con pigmentacion amarilla y 
se agrega en racimos similares a balones en la apertura termi¬ 
nal. Estos conidios pueden soltarse y agregarse a lo largo de los 
lados de las fialides y junto a las bifas adyacentes que los sos- 
tienen. 

Phialophora richardsiae 

A diferencia de las fialides similares a botellas estrecbas de 
Phialophora verrucosum, las de Phialophora richardsiae son 
planas y con forma de plato (fig. 21-81). Phialophora richard- 
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Figura 21-77 Microfotografia y esquema que ilustran la esporulacion tipo 
cladosporio en que cadenas de conidios elipticos estan conectadas por disyun^ 
tores con tincion oscura. 


siae se aisla con frecuencia en los quisles feohifomicoticos. 
Forman conidios hialinos, esfericos o elipticos que nacen en 
racimos compactos en los extremes de estas fialides y se 
mantienen unidos por un material mucinoso. Estos conidios 
tambien pueden desprenderse y agregarse a lo largo de los 
lados de las fialides. 

Fonsecaea pedrosoi 

Los conidios se originan en denticulos cortos adheridos late- 
ralmente a los lados de las celulas conidiogenas que de modo 
periodico se dilatan, se convierten en simpodiales y producen 
conidios adicionales que se disponen en cadenas cortas en los 
puntos de tabicacion (vease fig. 21-79). Este tipo de esporula¬ 
cion se conoce como “acroteca”. Algunas cepas producen 



Figura 21-78 Microfotografia de la esporulacion tipo fialofora, que muestra 
conidioforos cortos, con forma de urna, cada uno con un cuello estrecho simi¬ 
lar a una botella de bebida gaseosa a partir del cual se producen conidios esfe¬ 
ricos, dispuestos en racimos laxos en la punta. 



conidios individuals y laterales a lo largo de los lados del 
conidioforo, en un disposicion de rinocladiela (vease fig. 21- 
80). En ciertas cepas de F. pedrosoi, pueden mezclarse las 
esporulaciones tipos cladosporio y fialofora. Los conidios en 
una especie relacionada que se encuentra con menor frecuen¬ 
cia, Fonsecaea compacta, se disponen en racimos compactos. 

Exophiala jeanselmei 

Esta especie y la estrechamente relacionada “similar”, 
Wangiella dermatitidis, producen conidioforos largos y adel- 
gazados que se extienden desde las hifas en angulos rectos u 



Figura 21-79 Microfotografia de la esporulacion tipo acroteca, en la cual se 
producen de modo simpodial cadenas cortas de conidios elipticos de los 
extremos de los conidioforos, una imagen que se asemeja a un perchero. 
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Figura 21-80 Microfotografia y esquema de esporulacion tipo rinocladiela, 
en la cual los conidios elipticos nacen de modo directo y lateral en hileras com- 
pactas desde los lados del conidioforo. 



B 


obtusos. Las puntas de los conidioforos de E. jeanselmei pue- 
den ser Hlosas, como resultado de una extension implicada en 
la formacion del anelido (fig. 21-82). Los anillos o anelidos 
pueden observarse debajo de la punta adelgazada de la fialide 
cuando se ajusta el foco del microscopio y se disminuye la luz 
del condensador. Se observan cicatrices delicadas o anelidos en 
E. jeanselmei que estan ausentes en W. dermatitidis. Kwon- 
Chung y Bennett ban encontrado anelidos producidos por 
ambas especies y consideran que la especie Wangiella es una 
variante de las especies de Exophiala}^^ En los extremos de las 
fialides pueden observarse racimos de conidios elipticos que se 
sueltan y se alinean hacia abajo a lo largo del curso de sus tallos 
largos. Las levaduras negras de las especies de Phaeoannello- 
myces, consideradas como sinanamorfa de las especies de 
Exophiala, se describiran mas adelante en la seccion de leva¬ 
duras de esta presentacion. 





Figura 21-81 Microfotografia de conidioforos largos de Phialophora ri~ 
chardsiae. que muestran el extremo en forma de plato aplanado caracteristico. 


Las manifestaciones clinicas de feohifomicosis, incluso cro- 
momicosis y micetomas, se presentan en el recuadro de corre- 
lacion clinica 21-10. 


Identificacion por el laboratorio de las levaduras 

Las especies de levadura monomorficas de importancia 
medica que suelen aislarse con mayor frecuencia en los labora- 
torios de microbiologia clinica son: 

Candida albicans 
Especies de Candida 
Cryptococcus neoformans 
Especies de Cryptococcus 
Candida (Torulopsis) glabrata 
Especies de Geotrichum 
Especies de Trichosporon 
Especies de Rhodotorula 
Especies de Saccharomyces 
Hansenula anomala 
Malassezia furfur 
Aureobasidimn pullulans 
Phaeoannellomyices werneckii 

En el diagrama 21-7 se proporciona una guia para la identi¬ 
ficacion por el laboratorio de estas levaduras. 

Los aislamientos de levaduras mas importantes en clinica 
crecen dentro de las 36 a 72 boras en cultivos en agar sangre de 
camero y la mayoria de otros medios de aislamiento primario 
no selectivos. De modo tipico las colonias son blancas o bian¬ 
co amarillentas con una consistencia bomogenea o pastosa 
(lamina en color 21-6A). Cuando en el cultivo se observan 
colonias sospecbosas de ser una de las levaduras monomorfi¬ 
cas, el primer paso es determinar si se producen seudobifas y 
en ese caso efectuar una preparacion para establecer el tubo 
germinal. Si el aislamiento produce tubos germinales con las 
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Figura 21-82 Microfotograffa y esquema de especies de Exophiala, que muestran los conidioforos largos y adelgazados de cuyos extremos se liberan aneloconi- 
dios alargados que se disponen en racimos laxos. 


condiciones de la prueba, puede informarse como identifica¬ 
cion presuntiva de Candida albicans y no es necesario realizar 
otros estudios. 

Tubo germinal 

El tubo germinal se define como una extension filamentosa 
de una levadura que tiene casi la mitad del ancho y tres a cua- 
tro veces la longitud de la celula madre (fig. 21-83). El verda- 
dero tubo germinal producido por Candida albicans no tiene 
estrechamientos en el cuello. En su estructura, el tubo germinal 
es una hifa verdadera y por consiguiente no tiene la caracterfs- 
tica de los estrechamientos de las seudohifas. Una descripcion 
del procedimiento para determinar la formacion del tubo ger¬ 
minal se incluye en el recuadro 21-6. Como ya se menciono, si 
hay presencia de tubos germinales puede hacerse la identifica¬ 
cion presuntiva de C. albicans, Como no todas las cepas de C 
albicans producen tubos germinales, deben realizarse cultivos 
en placa con agar harina de maiz. A1 final del penodo de incu- 
bacion, se realizan preparaciones en fresco para observar por 
microscopia la presencia de clamidosporas que, si estan pre- 
sentes, tambien permiten la identificacion presuntiva de 
Candida albicans (fig. 21-84). 

Preparaciones a partir del agar harina de maiz 

En el recuadro 21-7 se describe la preparacion a partir del 
agar harina de maiz. 

Nuevamente, hay que seguir el diagrama 21-7. Si hay pre¬ 
sencia de seudohifas y blastoconidios puede hacerse la identifi¬ 
cacion presuntiva de especies de Candida. Los diferentes pa- 
trones de crecimiento en las preparaciones a partir del agar hari¬ 
na de maiz a menudo son lo suficientemente distintivos como 
para establecer una identificacion presuntiva de la especie. 


PATRONES DE CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS 
EN AGAR HARINA DE MAIZ 

A1 observar el crecimiento de una preparacion en agar hari¬ 
na de maiz se debe determinar al comienzo si hay presencia de 
seudohifas. La observacion de seudohifas y blastoconidios per- 
mite ubicar el aislamiento desconocido como perteneciente al 


genero Candida. La mayoria de las infecciones humanas se 
deben a Candida albicans. Sin embargo, con el aumento de la 
inmunosupresion vinculada al trasplante de organos y otras 
enfermedades relacionadas y la emergencia de patogenos 
micoticos oportunistas, no puede ignorarse el aislamiento de 
especies de Candida no albicans en cultivos puros o predomi- 
nantes de sangre u otros sitios corporales esteriles. Es necesa¬ 
rio realizar una correlacion clmica cuidadosa para determinar 
si se requieren otros estudios. Los patrones de crecimiento en 
el agar harina de maiz son utiles para hacer la identificacion 
presuntiva y sirven como verificacion del control de calidad en 
las identificaciones de especie proporcionadas por los biocodi- 
gos indicados por los sistemas automatizados y los equipos 
comerciales. Como ninguno de los patrones en agar harina de 
maiz es diagnostico (con la excepcion de la produccion de cla¬ 
midosporas por Candida albicans), es necesario realizar estu¬ 
dios de asimilacion de hidratos de carbono u obtener los resul- 
tados provenientes de algunos de los sistemas comerciales de 
identificacion de levaduras antes de informar una identificacion 
definitiva. 

Si no puede hacerse una identificacion presuntiva por la 
observacion de la preparacion a partir del agar harina de maiz, 
resulta util la realizacion de pruebas para la reduccion de nitra- 
to, la actividad de ureasa, la asimilacion de inositol y la pro¬ 
duccion de acido cafeico (mediante el empleo de placas con 
agar semillas de niger o negrillo, o la realizacion de la prueba 
con tiras de papel de filtro), ademas de los estudios de asimila¬ 
cion de hidratos de carbono, para diferenciar estas varias espe¬ 
cies. Aunque estos estudios pueden lograrse por tecnicas con- 
vencionales, en la actualidad se utilizan en la mayoria de los 
laboratorios equipos o sistemas comerciales para la identifica¬ 
cion de levaduras. En los casos poco habituales en los que se 
requiera la referenda a los perfiles de asimilacion de hidratos 
de carbono, el lector podra consultar los cuadros 19-8, 19-9 y 
19-10 de la quinta edicion de este texto. 


CHROMAGAR 

El CHROMagar, un medio de cultivo cromogenico diferen- 
cial, se esta utilizando en muchos laboratorios para facilitar el 
aislamiento y la identificacion presuntiva de ciertas especies de 
levaduras importantes en la clmica, en especial Candida albi- 
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RECUADRO DE CORRELACION CUNICA 21-10 Feohifomicosis 


Como se menciono en el texto, las manifestaciones clmicas de la cromomicosis y los micetomas seran incluidas como subconjuntos bajo la categoria mas 
amplia de feohifomicosis. Brandt y Wamock,^’ de los Centers for Disease Control and Prevention, han publicado una revision de la epidemiologia, las 
manifestaciones clmicas y el tratamiento de las infecciones causadas por estos bongos dematidceos. Estos autores mencionan especies de Alternaria, espe- 
cies de Bipolaris, Cladophialophora bantkma, especies de Curvidaria, especies de Exophiala, Fonsecaea pedrosok especies de MadureUa, especies de 
Phialophora, Scedosporium prolificans, Scytalidium dimidiatum y Wangiella demiatitidis como los patogenos humanos m^is importantes dentro de este 
grupo. Describen estos bongos como ampliamente distribuidos en el ambiente y se los encuentra en el suelo, la madera y los detritos de los vegetales en 
descomposicidn. 

Las infecciones cutaneas, subcutaneas y de la cornea asociadas con estos bongos demati^ceos aparecen en todo el mundo. pero son mas frecuentes en 
los climas tropicales y subtropicales. La infeccion suele ser el resultado de la implantacion traumatica en la piel u otros tejidos. La mayona de los casos 
progresivos suceden en individuos inmunocompetentes. Los autores tambien citan a los bongos dematiaceos como causas importantes de sinusitis invasora 
y sinusitis micotica alergica, debidas por lo general a la inhalacidn de esporas infectantes. Aunque la infeccion cerebral es la forma m^s comun de feohifo¬ 
micosis sistemica, se informaron tambien otras formas profundas localizadas de la enfermedad, como artritis y endocarditis. La infeccion diseminada es 
rara, pero su incidencia esta aumentando, en especial entre los individuos inmunodeprimidos. Scedosporium prolificans es el agente mas frecuente implica- 
do en la infeccion diseminada. 

En la literatura medica reciente se han informado cientos de casos aislados de infecciones micoticas causadas por especies de bongos filamentosos 
dematiaceos saprdfitos de crecimiento rapido. Aqm s6lo se describen algunos ejemplos. Las tres manifestaciones clmicas mas comunes de feohifomicosis 
causadas por bongos saprofitos son la queratitis, la sinusitis y la onicomicosis. 

Como ejemplo reciente de queratitis, Wilhelmus y Jones^^^ informaron su experiencia del laboratorio con el aislamiento y la identificacion de especies 
de Curvidaria como causa de queratitis en un periodo de mds de 30 anos. Se analizaron las historias clmicas de 32 individuos y se determino que el trau- 
matismo, por lo general con plantas o suciedad, era el factor de riesgo en la mitad de los casos. La mayoria de las infecciones (69%) se produjeron durante 
los meses calidos y humedos del verano a lo largo de la Costa del Golfo estadounidense. Los signos de presentacion variaron desde infiltrados leves y 
superficiales de la parte central de la cornea hasta la ulceracion supurativa de la porcidn perifdrica de la cornea. 

La sinusitis tambien es un sitio frecuente de infeccion por bongos dematiaceos. De la bibliografia mas antigua, Adam y cols.- informaron nueve casos de 
sinusitis que se presento como rinitis alergica o poliposis nasal, causados por especies de Bipolaris y de Exserohilum. Mas recientemente, Fernandez y 
cols.*^ informaron los resultados derivados de una busqueda de la literatura para las infecciones pediatricas por Cur\’ularia entre los anos 1968 y 1998. De 
16 casos identificados, 13 presentaron sinusitis alergica, una forma singular de sinusitis en la que el antecedente de asma o polipos nasales es una causa 
predisponente. Los pacientes en esta revisidn solfan ser adolescentes inmunocompetentes que tenian una duracion prolongada de smtomas, por lo general 
de mas de 3 semanas. Para el tratamiento de la sinusitis invasora crdnica se recomendaron los desbridamientos quirurgicos extensos combinados con trata¬ 
miento con anfotericina B. 

La onicomicosis causada por especies de Alternaria se esta informando cada vez con mayor frecuencia, en especial en los pacientes con inmunodefi- 
ciencias. Romano y cols.--’^ informaron nueve casos de onicomicosis causados por Alternaria alternata observados en Toscana, Italia, en el periodo 1985- 
1999. El diagnostico micologico se realize sobre la base del examen microscopico directo repetido y los cultivos. En la mayoria de los casos las manifesta¬ 
ciones clmicas primarias fueron distrofia e hiperqueratosis subungular distal de una o dos unas de los pies o las manos. Siete casos se trataron con itracona- 
zol oral; este tratamiento tuvo exito en seis casos. 

Varies bongos dematiaceos son neurotropicos. como Cladophialophora bantiana, Ramichloridium mackenziei y Wangiella dermatitidis. Aunque han 
aparecido casos en personas inmunodeprimidas, la feohifomicosis cerebral es mas frecuente en los individuos inmunocompetentes que pueden tener o no 
factores de riesgo evidentes.^-^ Revankar y cols.^'^ realizaron la revision de 101 casos de feohifomicosis primaria del sistema nervioso central comprobados 
por cultivo publicados en la literatura inglesa entre 1966 y 2002. Estos autores encontraron que la especie aislada con frecuencia era Cladophialophora 
bantiana. Las tasas de mortalidad eran altas entre estos casos publicados, sin tener en cuenta el estado inmunitario. El tratamiento no se ha estandarizado, 
aunque la combinacion de anfotericina B, flucitosina e itraconazol, junto con un enfoque medico y quirurgico energico, puede mejorar las tasas de supervi- 
vencia. 

Cromomicosis 

Wortman^^^ informo un caso de cromomicosis causado en forma simultanea por Fonsecaea pedrosoi y Nocardia hrasiliensis, como complicacion de una 
lesion traumatica penetrante. La cromomicosis se extiende en las regiones tropicales de America del Sur y se observa con mayor frecuencia en varones 
dedicados a trabajos de granjas y plantaciones. Silva y cols.^ realizaron la revision de 325 casos informados en la region de desague del rio Amazonas de 
Brasil. Los datos obtenidos revelaron un espectro de la media de la edad de los individuos af'ectados entre 41 y 70 anos, el 93,2% de los cuaies eran varo¬ 
nes. Los obreros agrfcolas comprendieron el 86,1% del total. Se encontraron lesiones en los miembros inferiores (pies y piemas) en el 80,7%. En el 24% de 
los pacientes (78 casos), el agente etiol6gico se aislo e identified por medio de los cultivos. Fonsecaea pedrosoi se encontro en 77 casos y Phialophora 
verrucosa en solo un paciente. 

Minotto y cols.**"* informaron resultados similares en un estudio de 100 pacientes residentes de Rio Grande do Sul, Brasil. De nuevo, bubo un predomi- 
nio de pacientes masculinos (4:1); la mayoria eran granjeros de raza blanca con una edad que oscilaba entre 50 y 59 anos. Lo mas comun era la presencia 
de lesiones verrugosas graves que aparecian en los miembros inferiores, con una media del tiempo entre la aparicion de la enfermedad y el diagnostico 
medico de 14 anos. En el 16% de los casos la enfermedad se asocio con heridas por espinas. El analisis estadistico mostro recrudecimiento de la enferme¬ 
dad en el 43% de los pacientes a pesar del tratamiento. Fonsecaea pedrosoi se aislo en el 96% de los casos: Phialophora verrucosa, en el 4%. 

Micetomas 

Micetomas se retiere a infecciones subcutaneas en las que el tejido esta muy edematizado, con formacidn de fistulas que penetran profundamente a traves 
de la superficie de la piel y segregan material purulento. Los pies (pie de madura) y las manos son las partes mas afectadas, se tornan notablemente tume- 
factos y deformados en las infecciones graves. Los micetomas tienen dos causas principales: bacterias que pertenecen al orden Actinomycetales 
{Actinomyces, Nocardia y especies de Streptomyces) y bongos verdaderos (micetomas eumicoticos), sobre todo el bongo dematiaceo Exophiala jeanselmei 
y el bongo filamentoso hialino Pseudallescheria boydii encontrados en casos esporadicos en los Estados Unidos. 


(Continua) 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-10 Feohifomicosis (cont.) 


Los micetomas se ven con mayor frecuencia en otras partes del mundo, en especial en el oeste y el este de Africa. Es habitual un antecedente de lesion. 
Er. la mayoria de los casos estan afectados los miembros inferiores y, con menor frecuencia, ios superiores y otros sitios, como las regiones glutea, lumbar, 
-ubmandibular y la cara. 

La descripcion realizada por Thammayya y cols.^’^ hace muchos anos sobre la presentacion de un micetoma de un paciente que tambien vivio en la 
I Lidia sigue siendo clasica para la enfermedad: “La parte inferior de la piema derecha y el pie estaban irregularraente edematizados, firmes, indoloros y pre- 
; ientaban muchos nodulos pequehos y trayectos fistulosos sobre la tumefaccion. Estaban afectados el extremo distal de la tibia y los huesos del pie. La 
' -ecrecion de las fistulas y los nodulos contenfan granulos irregulares. de 0.5-2 mm, castano negruzcos, blandos, vermiculares. en forma de media luna y 
estaban compuestos sobre todo por celulas esfericas hinchadas, de 4-8 |im de diametro y escasas hifas, de 2,5-3 |im de diametro". 

Una incidencia relativamente alta tambien se ha encontrade en Japon. Murayama y cols.‘®’ informaron un caso de micetoma que afecto la parte inferior 
de la piema de una mujer de 34 ahos con lupus eritematoso sistemico. En una revision de la literatura acompahante sobre infecciones por Exophiala Jean- 
’elmei en Japon, estos autores encontraron referenda a 54 casos (24 en hombres y 30 en mujeres). Cincuenta de estos casos (21 hombres y 29 mujeres. un 
cambio interesante en la relacidn hombre:mujer) estaban causados por hongos dematiaceos. Mas de la mitad de estos pacientes tenfan enfermedades subya- 
centes y los sitios de las lesiones eran sobre todo las extremidades. 

La enfermedad sistemica suele ocurrir en huespedes inmunodeprimidos. Por lo general, estas infecciones comienzan en los pulmones tras la inhalacion 
de conidios que conduce a infecciones invasoras que pueden diseminarse a organos distales. Las infecciones invasoras, sistemicas y diseminadas causadas 
por muchas especies de hongos feohifomicoticos mencionados por Rippon^^ suelen afectar a pacientes inmunosuprimidos, con sitios primarios de infec- 
cion en los pulmones. los senos paranasales o los sitios de traumatismo de la piel. Tambien se incluyen casos de endocarditis como consecuencia de la 
implantacion durante la cirugia o la inyeccion intravenosa de materiales contaminados en los drogadictos, 


cans. Para separar las especies de levaduras se emplean la 
observacion de la morfologia de la colonia y los patrones dis- 
tintivos de color, en especial cuando se observan en cultivos 
mixtos. Candida albicans forma colonias caracteristicas ama- 
rillo verdosas a azul verdosas. 

Ainscough y Kibbler^ evaluaron la rentabilidad y la ventaja 
de tiempo de CHROMagar en comparacion con el agar dextro- 
sa de Sabouraud. Se observe una sensibilidad global del 95,2% 
en el estudio de 21 cepas de levaduras aisladas en 298 muestras 
clinicas de pacientes con neutropenia y SIDA. En este estudio 
se encontro que CHROMagar es 100% sensible y 100% espe- 
cifico para C. albicans. Proporciono el enfoque mas economi- 




Figura 21-83 Microfotografia de un tubo germinal, caracteristico de 
Candida albicans (objetivo de inmersion). 


CO y que insume menos tiempo para el cultivo inicial y la iden¬ 
tificacion presuntiva de los aislamientos de levaduras. Los 
autores tambien recomiendan la inoculacion directa para los 
cultivos de sangre cuando las celulas de levadura se observan 
en la microscopia. 


CANDIDA ALBICANS 

Dos patrones de crecimiento en el agar harina de maiz son 
utiles para identificar Candida albicans: 1) produccion de cla- 
midosporas, 2) blastoconidios que se disponen en los racimos 
densos distribuidos de modo uniforme a lo largo de las seu- 
dohifas (fig. 21-84) o ambos. La revision de estos patrones en 
agar harina de maiz es muy litil para la identificacion de cepas 
que no producen tubos germinales. 

El crecimiento de colonias de Candida albicans tambien 
puede llevar a una identificacion presuntiva. Los hordes de las 
colonias a menudo presentan espfculas radiadas en los cultivos 
mas viejos (lamina en color 21-6B). 

Si la prueba del tubo germinal es negativa y no se observan 
clamidosporas en las preparaciones en fresco del agar harina de 
maiz, es probable que se haya aislado una levadura distinta 
de Candida albicans. Aunque alrededor del 5% de C. albicans 
no produce tubos germinales, serf a bastante raro tener una cepa 


Rectiadro 21 <6 Procedimiento: prueba del tubo germinal 


1. Se suspende en un tubo de ensayo que contiene 0,5 mL de plasma o 
suero de conejo o humano una porcion pequena de una colonia aislada 
en la levadura por probar. 

2. El tubo de ensayo se incuba a 35 °C por no mas de 2 horas. 

3. Una gota de la suspension en suero de la levadura se coloca sobre un 
portaobjetos, se recubre con un cubreobjetos y se examina con el 
microscopio para determinar la presencia de tubos germinales 

(fig. 21-83). 

4. La pmeba no es valida si se examina despues de 2 horas. 
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Figura 21-84 Microfotograffas de preparaciones a partir del agar harina de mai'z de Candida albicans, que revelan la produccion de clamidosporas (izquierda) y 
agrupacion regular de blastoconidios a lo largo de las hifas (derecha). 


que tampoco produce clamidosporas. Siguiendo el diagrama 
21-7, el paso siguiente es observar los patrones de crecimiento 
en el agar harina de maiz para realizar una identificacion pre- 
suntiva de otra especie de Candida. Para reiterar, es importan- 
te revisar los patrones de crecimiento en el agar harina de matz 
como una verificacion del control de calidad en las identifica- 
ciones de la especie proporcionadas por sistemas automatizados 
y equipos comerciales, ya que estos no siempre son correctos. 
Con este fin, a continuacion se describen los patrones clasicos 
para las especies de Candida no albicans aisladas con mayor 
frecuencia. 


CANDIDA TRDPICALIS 

Candida twpicalis produce seudohifas con blastoconidios 
que nacen de modo individual o en racimos irregulares peque- 
nos a lo largo de las seudohifas en los puntos de estrechamien- 
to (fig. 21-85). Como este patron no es especiTico, son necesa- 
rios los estudios de asimilacion de hidratos de carbono o la 
identificacion a traves del uso de alguno de los sistemas de iden¬ 
tificacion de levaduras. 



k 


Figura 21-85 Microfotografia de una preparacion a partir del agar harina de 
maiz de Candida twpicalis, que muestra la produccion leve de conidios que se 
disponen de modo irregular a lo largo de las hifas. 


CANDIDA PAHAPSILOSIS 

Lo importante para la identificacion presuntiva de C. parap- 
silosis en las preparaciones de agar harina de maiz es la obser- 
vacion de areas focales multiples de crecimiento satelite adya- 
cente a las Imeas de siembra, que forman lo que familiarmente 
se ha descrito como patrones de “artemisia”, de “cerillas entre- 
cruzadas'’ o de “aranas” (fig. 21-86). Una vez observado, este 
patron se comparara con los codigos de identificacion de los 
sistemas comerciales. 


CANDIDA KEFYR (PSEUDDTRDPICALIS) 

Lo fundamental es la observacion de abundantes blastoconi¬ 
dios alargados o rectangulares que forman racimos laxos entre- 
cruzados caracteristicos que se asemejan a la disposicion de 
“lenos en el arroyo” (fig. 21-87). C. krusei tambien produce un 
patron similar, salvo que los puntos de origen estan agrupados 
de modo secuencial como ramas de un arbol. Para diferenciar 
estas dos especies pueden ser necesarios los estudios de asimi¬ 
lacion de hidratos de carbono. 

OTRAS ESPECIES PATOGENAS EMERGENTES DE CANDIDA 

Es importante la identificacion definitiva de las especies de 
Candida no albicans para detectar las cepas patogenas emer- 


Recuadro 21-7 Procedimiento para la siembra del agar 
harina de maiz con Tween 80 


1. Realizar tres cortes paralelos de 0,5 cm o 1 cm, separados en la superfi- 
cie del agar harina de maiz, sosteniendo el ansa recta de inoculacidn en 
un angulo de 45°. 

2. Colocar un cubreobjetos en la superficie del agar, que cubra una por- 
cion de las estrias sembradas. 

3. Incubar las placas sembradas a 30 °C durante 24-48 horas en una cama- 
ra cerrada y humeda. A1 final del periodo de incubacion, examinar con 
el microscopio a traves del cubreobjetos y observar el patrdn de creci¬ 
miento para hacer una identificacion presuntiva. 




Identificacion por el laboratorio de las levaduras 1169 



Figura 21-86 Microfotografia de una preparacion a partir del agar harina de 
maiz de Candida parapsilosis, que muestra la formacion caractenstica de co- 
lonias satelites con formas de arafia a lo largo de la linea de siembra. 



Figura 21-87 Microfotografia de una preparacion a partir del agar harina de 
maiz que ilustra la disposicion de “lenos en el arroyo” caractenstica de los 
blastoconidios largos de Candida kefyr. 


gentes, en especial las que ban adquirido resistencia a los far- 
macos antimicoticos.^^ Candida krusei es resistente al ketoco- 
nazol.^^^ Candida dubliniensis. con un fenotipo estrechamen- 
te relacionado con Candida albicans, en particular las cepas 
aisladas en pacientes con muguet orofrmgeo, ha adquirido 
resistencia inducida al fluconazol.^^'^ Estas cepas pueden iden- 
tiflcarse en el laboratorio mediante la demostracion de las 
siguientes caracteiisticas:^^^ 

• Incapacidad para crecer a 45 °C. 

• Aspecto de colonias rugosas con “pies” en el agar semillas 
de niger (C. albicans produce colonias de hordes lisos). 

• Produccion de seudohifas y clamidosporas en el agar semi¬ 
llas de niger (C. albicans solo produce blastoconidios redon- 
dos u ovales^^^ (vease fig. 21-88). 

• Presencia de colonias azul oscuro en CHROMagar Candida. 

• Perfiles de asimilacion de hidratos de carbono en los sis- 
temas de identificacion de levaduras API 20C AUX o 
Vitek. C. dubliniensis, a diferencia de C. albicans, no 
puede utilizar la D-xilosa, la trehalosa ni la metil-D-gluco- 
sidasa.^^ 

• Sondas de DNA especificas de especie.^^ 

En ciertos linajes de Candida lusitaniae ha surgido resisten¬ 
cia esporadica a la anfotericina B a traves de un mecanismo del 
cambio de colonias antes sensibles.^^"^ De nuevo, es importante 
identificar estas cepas patogenas emergentes en el laboratorio 
clmico para evitar la administracion empirica de agentes anti- 
micoticos a los cuales presentan resistencia. 


ESPECIES DE CANDIDA Y CANDIDIASIS 

De los datos obtenidos de 180 hospitales estadounidenses 
que participan en el Sistema Nacional de Vigilancia de 
Infecciones Intrahospitalarias (National Nosocomial Infections 
Surveillance, NNIS) se informaron 27 200 aislamientos mico- 
ticos asociados con infecciones intrahospitalarias en los 
Estados Unidos entre enero de 1980 y abril de 1990. De estos, 
las especies de Candida determinaron 19 621 (72,1%).^^® Los 
factores predisponentes para esta frecuencia elevada de infec¬ 
ciones por levaduras son: 


• Aumento de la utilizacion de quimioterapia y de trasplantes 
de medula osea y de otros organos, con inmunosupresion 
intensa acompanante. 

• Intemacioness prolongadas en hospitales. 

• Cateterismo vascular. 

• Administracion prolongada de antimicrobianos de amplio 
espectro. 

• Uso profilactico extenso de antimicoticos. 

En una revision de pacientes con candidiasis intrahospitala- 
ria, Wright y WenzeP®^ citan las quemaduras, la asistencia me- 
canica respiratoria, la colonizacion por especies de Candida y 
las transfusiones repetidas como factores de riesgo adicionales. 
Estos autores mencionan un estudio nacional de participacion 
de hospitales de 1996, dirigido bajo el programa de Vigilancia 
y Control de Patogenos de Importancia Epidemiologica (Sur¬ 
veillance and Control of Pathogens of Epidemiologic Impor¬ 
tance, SCOPE) en el que las especies de Candida figuran detras 
de las especies de Staphylococcus como la causa mas frecuen- 
te de septicemia en los pacientes hospitalizados. 



Figura 21 - 88 Microfotografia de una muestra de esputo con tincion de Gram 
que muestra seudohifas y la brotacion de blastoconidios caracteristicos de las 
especies de Candida (objetivo de inmersion). 
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Los pacientes con cancer, en especial los que sufren leuce- 
mia y trastornos linfoproliferativos en quienes los recuentos de 
leucocitos en sangre periferica estan disminuidos, tambien tie- 
nen un riesgo mayor. Kalin y Petrini'^^ citan un aumento de la 
mortalidad en los pacientes con leucemia causada por infec- 
ciones micoticas desde un mmimo del 5% antes de la era anti- 
biotica hasta una frecuencia actual del 40%. Los agentes pri- 
marios aislados con mayor frecuencia fueron las especies de 
Candida. No obstante, la edad avanzada, aunque no directa- 
mente relacionada con las infecciones por levaduras, contribu- 
ye al aumento de la morbimortalidad. Por ejemplo, la candi¬ 
diasis mucocutanea en los ancianos, incluso el muguet y la 
estomatitis por la dentadura postiza, se asocia con irritacion 
mecanica local de la mucosa bucal.'^^ 

En el extremo opuesto del espectro de la edad, los recien 
nacidos extremadamente enfermos tambien tienen un riesgo 
alto de adquirir infecciones intrahospitalarias por levaduras, 
con afectacion particular del sistema nervioso central. Otras 
causas predisponentes para las infecciones por levaduras 
incluyen las alteraciones de las defensas del huesped debidas 
a disminuciones en las reservas de protemas o de la produc- 
cion de anticuerpos, supresion de la flora bacteriana normal, 
embarazo y diabetes mellitus u otras enfermedades metaboli- 
cas cronicas. 

En los casos en que un aislamiento clinico es de gran impor- 
tancia o cuando no puede hacerse la identificacion exacta de la 
especie por las caractensticas fenotipicas, se dispone de tecni- 
cas moleculares que utilizan sondas de DNA especiTicas de 
especie a traves de los Laboratories de Salud Publica estadou- 
nidenses y los Centers for Disease Control and Prevention que 
proporcionan la diferenciacion rapida e inequfvoca de estas 
diversas especies de Candida. 

La estandarizacion de las pruebas de sensibilidad in vitro a los 
antimicoticos (antifungigramas) en gran parte por las investiga- 
ciones del Clinical Laboratory Standards Institute (antes. 
National Committee for Clinical Standards) de los Estados 
Unidos, ha hecho posible determinar el grado de resistencia de 
los aislamientos de levaduras.^^®’^^^ Las aplicaciones de la prueba 
E tambien permitieron que los laboratorios clinicos determinen 
los perfiles de sensibilidad a determinados antimicoticos.^^®’^^' 
Las manifestaciones clinicas importantes de la candidiasis se 
presentan en el recuadro de correlacion clinica 21-11 (Candida 
albicans) y en el recuadro de correlacion clmica 21-12 (especies 
de Candida no albicans). 

Especies que producer) hifas verdaderas 

Las colonias de las especies de Geotrichum y de Trichospo- 
ron son bianco grisaceas y al comienzo presentan un aspecto 
levaduriforme, pero enseguida forman una superficie delicada 
y sedosa como hifas verdaderas y artroconidios en la madurez. 
En las preparaciones de agar harina de maiz, las especies de 
Geotrichum y Trichosporon producen hifas verdaderas que se 
segmentan y se rompen para formar artroconidios. Las espe¬ 
cies de Geotrichum pueden diferenciarse porque producen un 
solo tubo germinal en un angulo del artroconidio, que Simula 
un palo de joquey (fig. 21-89). Por el contrario, en las especies 
de Trichosporon tipicamente los blastoconidios se forman de 
ambos angulos del artroconidio y simulan “orejas de conejo’' 
(fig. 21-90). En los casos en que estas caracteristicas de identi¬ 
ficacion no sean evidentes en el agar harina de maiz, casi todas 
las cepas de las especies de Trichosporon son productoras de 
ureasa y dan un resultado positivo en esta prueba, mientras que 
todas las especies de Geotrichum son negativas. 


Las manifestaciones clinicas de la tricosporonosis y la geo- 
tricosis se presentan en la recuadro de correlacion clmica 21-13. 

Especies que no producen hifas verdaderas 

Los aislamientos que no forman hifas en el agar harina de 
maiz incluyen especies de Cryptococcus, Candida (Torulopsis) 
glabrata y especies de Rhodotorula y de Saccharomyces. Las 
levaduras de las especies de Cryptococcus son esfericas, con un 
tamaho variable y estan ampliamente separadas por el material 
capsular. Las levaduras de Candida glabrata son mas peque- 
has, de tamano regular y tienden a disponerse en racimos com- 
pactos. A continuacion se describen con mayor detalle los 
generos caracteristicos junto con los rasgos diferenciales de 
otros generos aislados con menor frecuencia, como Rhodoto¬ 
rula, Saccharomyces, Hansenula y Malassezia. Cepas ocasio- 
nales de las especies de Candida pueden producir solo seu- 
dohifas rudimentarias o ninguna; por consiguiente, en toda 
colonia en la que se sospecha alguna especie de Candida deben 
hacerse preparaciones del agar harina de maiz. 


CRIPTOCOCOSIS Y CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS 

El aislamiento de Cryptococcus neoformans en las muestras 
clinicas siempre debe considerarse importante hasta demostrar 
lo contrario. Hasta el comienzo de la epidemia de SIDA en la 
decada de 1980, la incidencia de la criptococosis en los Estados 
Unidos era baja (alrededor de 300 casos por ano). La mayoria 
de estos casos tempranos sucedia en pacientes con inmunode- 
ficiencias celulares, en especial en individuos con enfermedad 
de Hodgkin.En la actualidad, C. neoformans es uno de un 
grupo selecto de microorganismos que causan infeccion en los 
pacientes con SIDA y se lo encuentra en el 6-13% de los casos, 
segun el lugar de residencia.^^^ La incidencia de la criptococo¬ 
sis en los pacientes con SIDA llega al 15% o mas en algunos 
sitios de Africa subsahariana.‘*^ 

Cryptococcus neoformans es el criptococo que causa la 
mayoria de las infecciones humanas. Esta especie es una leva- 
dura encapsulada cuyo habitat natural es el suelo que, al estar 
contaminado con deyecciones de paloma, polio o pavo que pro¬ 
ducen un pH alcalino y aumentan la concentracion de nitroge- 
no, favorece la multiplicacion del microorganismo. Las levadu¬ 
ras pueden ser transportadas por el aire en las nubes de polvo 
creadas en las tareas de barrido, limpieza y excavaciones. Por 
consiguiente, las personas que trabajan en granjas de polios, los 
encargados de parques de la ciudad frecuentados por estorninos 
y otros pajaros y los espeleologos que pueden explorar cuevas 
infestadas por murcielagos tienen un riesgo especial de adqui¬ 
rir la infeccion. Se aconseja a las personas inmunosuprimidas, 
en especial los que presentan SIDA, que no participen en estas 
actividades. En los casos en que no sea evidente la exposicion 
inmediata, el comienzo de la criptococosis aguda puede repre- 
sentar la revelacion de infecciones latentes. 

La sintesis de la capsula es un determinante de virulencia 
fundamental, ya que proporciona un mecanismo de adherencia 
a los revestimientos de la mucosa y proteccion de la fagocito- 
sis, tanto durante el transito a traves del torrente circulatorio 
como en los sitios de infeccion. Cryptococcus neoformans 
tiene un tropismo particular por el sistema nervioso central y en 
muchos casos la primera manifestacion clmica es la meningi¬ 
tis. La produccion del pigmento melanina tambien es un deter¬ 
minante de la virulencia, ya que protege a la levadura contra el 
dano inducido por los oxidantes. La produccion de proteinasas 
y manoprotemas y la liberacion de metabolitos poliolicos 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-11 Candidiasis {Candida albicans) 


La causa mas frecuente de candidiasis humana es Candida albicans. Los principales factores de virulencia que contribuyen al aumento en su capacidad de 
infectar son la germinacidn rapida en los tejidos despues de diseminarse por el torrente circulatorio; la produccion de proteasas, las adhesinas para las pro- 
temas de la matriz extracelular, los receptores de union al complemento y los cambios fenotipicos.^^'^ McCullough’^ y Pfaller^’'^ realizaron una revisidn de 
la historia; la taxonomfa, la epidemiologia y los factores de virulencia de Candida albicans. Las principales manifestaciones clmicas de Candida albicans 
son de tres tipos: mucocutanea, cutanea y sistemica. 

Candidiasis mucocutanea 

La candidiasis de las mucosas afecta sobre todo la cavidad bucal y el conducto vaginal. La candidiasis bucal, una enfermedad conocida como muguet, es la 
manifestacion clmica mas frecuente de candidiasis en los seres humanos. La infeccion se manifiesta como placas blancas en la mucosa bucal y la lengua,^^ 
que, en las infecciones mas graves, pueden unirse en una membrana. Estas se adhieren firmemente al epitelio y cuando se las retira revelan una base enroje- 
cida y edematosa. El diagndstico puede hacerse mediante la observacion de las seudohifas y los blastoconidios caractensticos en ia microscopia de las pre- 
paraciones tenidas con Gram de frotis del exudado (fig. 21-88). Entre las causas predisponentes figuran la alteracidn de la flora normal despues de la anti- 
bioticoterapia prolongada, el pH bajo de las secreciones salivales en los reci^n nacidos, la hipertrofia de las papilas de la lengua (“lengua negra vellosa’”) y 
la glositis cronica.^^ La candidiasis bucal se reconoce ahora como una enfermedad que define al SIDA y se observa casi en el 100% de estos pacientes?™ 
Aunque clasicamente esta causada por Candida albicans, la especie estrechamente relacionada, Candida duhliniensis, ha surgido hace poco como el 
agente mas problematico en muchos cases, lo que expresa la resistencia inducida a ciertos agentes antimicoticos derivados de los azoles, en especial el flu- 
conazol.'^''^®^ Por consiguiente, puede estar indicada la identificacibn por el laboratorio de C duhliniensis para los cases de muguet bucal antes de adminis- 
trar el tratamiento empinco con un antimicotico azolico. 

Las mucosas de la traquea y los bronquios, y casi cualquier de parte del tubo digestive, pueden sufrir infecciones por Candida, que en su mayoria repre- 
sentan propagacion de la enfermedad orofarfngea. Se informaron casos de esofagitis, gastritis, enteritis y enfermedad perianal, si bien la union gastroesofa- 
gica es un sitio frecuente de infecciones por Candida. Un ambiente con pH bajo puede explicar esta predisposicion, en especial en los pacientes con proce- 
sos malignos de la sangre. La difagia, el dolor retroestemal, la hemorragia gastrointestinal alta y las nauseas son smtomas asociados. Los candidiasis esofS- 
gica tambien puede suceder como una propagacibn orofaringea, sobre todo en los recien nacidos. 

Candidiasis cutanea 

Las infecciones de la piel suelen afectar las partes humedas e intertriginosas, como las zonas interdigitales de las manos y los pies, debajo de las mamas, 
las axilas y los pliegues de la ingle. La infeccion de las unas se conoce como onicomicosis, o paroniquia si estan afectados los pliegues de la piel que encie- 
rran las unas. La dermatitis del pahal de los recien nacidos tambien es una manifestacion frecuente. La candidiasis mucocutanea cronica es una infeccion 
oportunista de la piel y las mucosas, asociada con varios trastomos geneticos que afectan la funcion de los leucocitos o del sistema endocrine. La displasia 
timica, con hipogammaglobulinemia o sin ella, el hipoparatiroidismo y la enfermedad granulomatosa crbnica, esta ultima que abarca la deficiencia de mie- 
loperoxidasa de los fagotitos e impide la muerte de las levaduras despues de la fagocitosis, figuran entre las enfermedades predisponentes presentadas por 
Rippon.^^'^ 

Candidiasis diseminada 

La candidiasis sistemica es una enfermedad relativamente rara, que suele suceder como un episodio terminal en los pacientes con neoplasias debilitantes 
(crisis blasticas de leucemias y linfomas, por ejemplo), enfermedades inmunosupresoras y luego del trasplante de brganos, en especial durante el smdrome 
de rechazo agudo. Abi-Said’ realizb una revision de las enfermedades de base para la diserainacion hematica de la candidiasis. A continuacion se describen 
los brganos en los cuales puede producirse la siembra tras la diseminacibn de las especies de Candida a partir de los sitios primarios de infeccion mucocu¬ 
tanea. 

Candidiasis del aparato urinario 

Esta presentacibn es relativamente rara y se manifiesta como cistitis. causada con mayor frecuencia por Torulopsis (Candida) glabrata y pielonefritis, ya 
sea por via ascendente a partir de la infeccion vesical o por diseminacibn hematica desde un sitio primario distante de infeccion. Pueden verse agregados de 
seudohifas y blastoconidios en la histologia de los glomerulos, probablemente en un microambiente que favorece el crecimiento debido a la disminucibn 
del pH por el intercambio de iones de Na"^ e En la actualidad, Candida (Torulopsis) glabrata es el segundo o tercer agente causal de infecciones superfi- 
ciales (bucal, esofagica, vaginal o urinaria) o sistemicas candidiasicas, como lo indican Fidel y cols.®’ La emergencia de C glabrata como patbgeno intra- 
hospitalario puede relacionarse con su resistencia a los azoles que se han usado de manera eficaz en el tratamiento de otras infecciones por levaduras. 
Zmierezak y cols.^^ infoiman un caso de artritis cronica y recurrente por C. glabrata que afectb en un comienzo el tobillo derecho. Un ano despues del tra¬ 
tamiento exitoso, la infeccion recidivb en la rodilla izquierda; se considerb que esto representaba la diseminacibn hematica. 

Endocarditis 

Esta infeccion se ve mas a menudo en personas con valvulopatias preexistentes, en especial tras episodios de septicemia asociados con el uso de cateteres 
permanentes, infusiones intravenosas prolongadas y abuse de drogas intravenosas. Hogevik y Alestigt'^^ presentaron siete casos de endocarditis en el oeste 
de Suecia. En cuatro casos las infecciones se asociaron con la colocacibn de prbtesis valvulares; en tres casos estaban afectadas las valvulas propias. 

Debido a la alta mortalidad. los autores hacen hincapie en la necesidad del diagnbstico temprano, el tratamiento antimicotico inmediato y la cirugfa de 
urgencia si la ecografia revela una falta de respuesta. La septicemia por Candida tambibn puede observarse en los pacientes que reciben antibibticos y corti- 
costeroides por penodos muy prolongados. Aunque la mayoria de las cepas de C. albicans pueden aislarse en los cultivos de sangre realizados en los fias¬ 
cos para hemocultivos comerciales, Marcelis y cols.’” informaron que los medios de cultivo que contienen resina (especificamente, en su estudio utilizaron 
BACTEC PLUS que tiene un alto contenido en resina) puede reforzar la recuperacibn, en especial en pacientes que reciben antibibticos. 

Meningitis por Candida 

Esta enfermedad rara es secundaria a la diseminacibn a partir de los sitios de infeccibn en los aparatos gastrointestinal o respiratorio, embolos septicos libera- 
dos de las valvulas cardiacas infectadas, traumatismo o como complicacibn de la neurocirugia. En una revision retrospectiva de 21 casos de especies de 
Candida aisladas en el liquido cefalorraquideo luego de una neurocirugia, Geers y Gordon^’ encontraron que el 86% de estos pacientes tenian vdlvulas cere- 
broespinales permanentes (desviaciones). Gelfand y cois.®^ informaron casos de sobreinfeccibn tras meningitis bacteriana aguda en adultos que sufrieron trau¬ 
matismo del sistema nervioso central o intervencibn quirurgica. Estos autores aconsejan que en todo paciente con meningitis bacteriana que no mejora con 
tratamiento antimicrobiano debe investigarse la sobreinfeccibn por Candida, en especial en los casos en que hay colocados cateteres permanentes. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-12 Infecciones por especies de Candida no albicans 


Las especies de Candida distintas de C albicans suelen considerarse flora normal de la pie! y las superficies mucocutaneas y solo raras veces se atribuyen 
como agentes infecciosos. En una revision de 1 591 casos de infecciones por Candida publicados en 37 informes entre 1952 y 1992 Wingard-^ encontro 
que las especies de Candida no albicans eran los agentes causales en el 46% de las infecciones sistemicas. Candida tropicalis produjo el 25% de las infec¬ 
ciones, C. glabrata el 8%, C. parapsilosis el 7% y C. krusei el 4%. De estos informes, los pacientes con leucemia serian infectados con mas probabilidad 
por C albicans o C tropicalis-, los receptores de trasplante de medula osea lo serian por C krusei o C. lusitaniae. 

En un estudio similar, mas reciente, Wright y WenzeP^” determinaron que Candida albicans se aislo en el 58% de las infecciones intrahospitalarias. C 
twpicalis en el 25%, C parapsilosis en el 15%. C. glabrata en el 6% y C lusitaniae en el 2%. C tropicalis y C. krusei se aislaron con mayor frecuencia en 
los pacientes con neutropenia secundaria a linfoma o leucemia. C parapsilosis en recien nacidos que reciben liquidos para la hiperalimentacion y C gla- 
brata en el posquirurgico de pacientes tras la extirpacion de tumores solidos. Estas especies no albicans tambien se encuentran cada vez con mayor fre¬ 
cuencia como agentes de otras infecciones, lo que determina que sea importante su identificacion exacta en el laboratorio clinico.**^ 

En una revision extensa de levaduras patogenas nuevas y emergentes, Hazen relaciono 30 levaduras emergentes con 168 referencias.”’ Aunque entre las 
especies de C no albicans, C. parapsilosis, C. glabrata (en especial aisladas en cultivos de sangre), C. krusei. C. guilliermondii, C lipolytica y C. keJyr(C. 
pseudotropicaiis) estaban en aumento. Hazen tambien menciona la emergencia y el aumento significativo en la incidencia de Malassezia, Rhodotorula, 
Hansenula y especies de Trichosporon aisladas en materiales elmicos, con varias citas a informes de casos especificos de infecciones causadas por estos 
agentes. 

Se han propuesto varias causas para la emergencia siibita de especies de levaduras como agentes de infecciones invasoras, como el uso de antibioticos 
del amplio espectro y de agentes antineoplasicos, la administracion amplia de vancomicina, el cateterismo intravenoso y el aumento de pacientes con neu¬ 
tropenia e inmunosupresion. El uso tan difundido de fluconazol puede ser la causa de la disminucion relativa en el aislamiento de Candida albicans en cul¬ 
tivos de sangre en relacion con otras especies de Candida. Candida lusitaniae en particular, muchas de cuyas cepas son resistentes a los farmacos antimico- 
ticos utilizados para tratar las infecciones por Candida albicans, ha surgido como un patogeno oportunista importante.^ 

La contaminacion indirecta a traves del personal del hospital tambien puede explicar los aumentos en las infecciones por levaduras en ciertos ambientes. 
Por ejemplo, un estudio reciente de personal del hospital realizado por Strausbaugh y cols.^^^ reveld que el 70% del personal de enfermeria y de otras sec- 
ciones era poitador de levaduras en las manos, con las especies de Rhodotorula y C parapsilosis como las aisladas con mayor frecuencia. En este aspecto, 
los recien nacidos que tienen una relacion estrecha con el personal de enfermena dedicado a su cuidado representan otra poblacidn que es susceptible a la 
candidiasis.*’^ Para una revision mas completa de la patologfa clinica de C. parapsilosis vease el trabajo de Weems. 


explican la invasion y la destruccion de las celulas observadas 
en los sitios de infeccion. 

Puede sospecharse Cryptococcus neofonnans si las colonias 
de levaduras producen el tipico aspecto mucoide. Sin embargo, 
cabe mencionar que no todas las cepas pueden producir capsu- 
las. Las cepas no encapsuladas a menudo desencadenan una 
reaccion granulomatosa mas pronunciada, como se observa en 
los cortes de tejidos, en contraste con la necrosis de licuefac- 
cion que se asocia mas a menudo con la invasion por cepas no 
encapsuladas. El crecimienio se observa dentro de las 36 a 72 
boras en agar sangre de carnero al 5% y en la mayoria de los 
otros medios de aislamiento primario (lamina en color 21-6). 


En la microscopia, la identificacion de las especies de 
Cryptococcus puede hacerse mediante la demostracion de le¬ 
vaduras esfericas de tamano irregular (4-10 |im), rodeadas 
por una capsula espesa de polisacaridos (las celulas pueden 
alcanzar los 20 pm o mas de diametro si se incluye la capsu¬ 
la en la medicion). En las preparaciones de agar harina de 
maiz, no se forman seudohifas; las levaduras esfericas de ta¬ 
mano irregular estan separadas de las otras por espacios pro- 
ducidos por el material capsular (fig. 21-91). Las celulas 
encapsuladas, a menudo con un solo brote adherido por una 
hebra muy delgada, tambien pueden observarse en las prepa¬ 
raciones con tinta china (fig. 21-92). Debido a su falta de sen- 
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Figura 21-89 Microfotografia de Geotrichum candidum, que muestra artro- 
conidios, algunos de los cuales presentan la extension caracteristica, similar al 
tubo germinal, desde uno de los angulos, simulando un “palo de joquey". 


Figura 21-90 Microfotografia de Trichosporon beigelii, que muestra artro- 
conidios, uno de los cuales presenta los blastoconidios con brotes caracteristi- 
cos desde dos angulos, simulando “orejas de conejo”. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 21-13 Levaduras productoras de artroconidios 


Tricosporonosis 

Trichospown beigelii, una de las especie formadoras de artroconidios encontradas con mayor frecuencia en los laboratories clinicos, clasicamente causa la 
piedra blanca. El ser humane puede ser portador de este bongo en la piel, en especial alrededor del ano. La piedra blanca es una infeccion que afecta el 
pelo del cuero cabelludo o del cuerpo. o el vello pubiano y se presenta como nodulos pequenos y circunscriptos o concreciones en el tallo piloso. Cada 
noduio contiene hifas retorcidas que pueden observarse con facilidad en las preparaciones directas con KOH a partir de las cuales puede aislarse el microor- 
ganismo. A menudo la infeccion puede erradicarse con el simple afeitado; solo en raras ocasiones se necesitan azoles, topicos o sistemicos, para erradicarla. 

La enfermedad diseminada, con mis probabilidad de origen endogeno y que representa la propagacion desde localizaciones de colonizacion cutanea o 
gastrointestinal, puede manifestarse en personas inmunodeprimidas y en algunos casos es mortal.^* Hoy y cols.^^*^ realizaron la revision de 19 casos de 
infecciones diseminadas por T. beigelii en pacientes con diversas enfermedades neoplasicas tiatados en el M. D. Anderson Hospital en Houston en un perio- 
do de 10 anos. La manifestacion clmica mas comun entre este grupo de pacientes fue la enfermedad febril o la neumonia inespeciTica. Las tres cuartas par¬ 
tes de estos pacientes fallecieron; respecto de la discusion en otra parte, el diagnostico no se sospecho hasta la muerte en el 25% de los casos en que se 
practied la necropsia. Otras especies de Trichospown pueden causar infeccion invasora. en especial en los pacientes con procesos hematicos malignos.'^^ 

La publicacion de Sweet y Reed^^^ indica que los neonatos no son inmunes a la enfermedad diseminada. Yoss y cols.^^^ hallaron que los recien nacidos 
con bajo peso presentan una susceptibilidad particular, una situacion de gran preocupacion porque la mayoria de los casos ban sido mortales. 
Lamentablemente, muebas veces el diagnostico se retrasa porque no se reconoce la enfermedad o el microorganismo no se identifica con rapidez en el labo¬ 
ratorio. Es importante que los microbiologos reconozcan los artroconidios caracteristicos en las preparaciones del agar barina de maiz como indicio inicial 
para la identificacion y realicen las pruebas confirmatorias adecuadas. 

Trichosporon beigelii es un productor rapido de ureasa y de actividad sacarolitica con la formacion de acido a partir de la mayoria de los bidratos de car- 
bono. Como advertencia, Trichosporon beigelii coniparte determinantes antigenicos con Cryptococcus neoformans\ por consiguiente, el suero y el liquido 
cefalorraquideo de los pacientes con enfermedad diseminada pueden dar un resultado falso positive en la prueba de aglutinacion del latex para el criptococo. 

Geotricosis 

Las infecciones diseminadas por especies de Geotrichum suelen encontrarse con menor frecuencia. Se ban informado casos aislados de este tipo de infec¬ 
cion diseminada por Geotrichum candidum, dos en pacientes con leucemia aguda.^"^’ Uno de estos pacientes evoluciono a la insuficiencia renal 3 dias antes 
de la muerte. Los glomerulos estaban bloqueados con segmentos de hifas del bongo. El caso mas reciente, informado por Andre y cols.'^fue el de una 
muchacha joven a quien se estaba tratando por hepatoblastoma. Despues de las complicaciones por infecciones bacierianas secundarias, la paciente sobrevi- 
vio tras un ciclo de 5 semanas con anfotericina B por via intravenosa seguido de 6 meses de itraconazol por via oral. Aunque no se ban establecido regime- 
nes terapeuticos en pacientes con infeccion diseminada por Geotrichum, se recomienda el uso de dosis altas de itraconazol y anfotericina B liposomica.^**^ 

Si bien se ban informado casos de neumonitis secundaria por especies de Geotrichum, su aislamiento en las secreciones respiratorias suele representar 
contaminacion o comensalismo y deben descaitarse otras causas. G. condidum asimila solo la glucosa, la galactosa y la xilosa que, salvo la utilizacion de 
esta ultima, es un patron similar al de T. capitotus. La mayoria de las cepas de Geotriclium no producen ureasa. 


sibilidad, el procedimiento con tinta china se esta realizando 
con menor frecuencia en las muestras de liquido cefalorra¬ 
quideo remitidas a los laboratorios clinicos donde se utilizan 
pruebas mas sensibles para la deteccion del antigeno cripto- 
cococico. 



Figura 21-91 Microfotografia de una preparacion de agar barina de maiz de 
Cryptococcus neoformans, que ilustra levaduras esfericas, de tamano irregular, 
separadas por material polisacarido. 


Un aislamiento en el que se sospecha C. neoformans puede 
confirmarse mediante la demostracion de la produccion de 
acido cafeico o a traves de la produccion de un pigmento cas- 
tano rojizo, ya sea en el medio agar semillas de niger (lamina 
en color 21-6D) o en forma directa mediante la inoculacion de 



Figura 21-92 Microfotografia de una preparacion con tinta china, que mues- 
tra levaduras de tamano irregular, encapsuladas y esfericas de Cryptococcus 
neoformans. 
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una lira de papel de filtro impregnada con reactive en una por- 
cion de la colonia desconocida y la observacion de la aparicion 
de un pigmento negro. 

Aunque en los seres humanos pueden aislarse otras espe- 
cies de Cryptococcus, su papel como agentes causales de 
infeccion es poco habitual. Las presentaciones clmicas de 
estos cases varian desde lesiones cutaneas hasta fungemia. La 
mayoria de los cases de fungemia producidos por las especies 
no neoformans se adquieren en el ambito hospitalario, por lo 
general en pacientes con neutropenia asociada con cateteres 
intravasculares permanentes.^^^ Estos autores tambien infor- 
man dos cases de fungemia causados por Cryptococcus lau- 
rentii y advierten que casi todos los aislamientos de 
Cryptococcus no neoformans son mas resistentes al flucona- 
zol y a la flucitosina que la mayoria de los de C. neoformans, 
por lo que en los cases clinicamente importantes se requiere 
una identificacion de especie. 

DIAGNdSTICO MEDIANTE TECNICAS SIN CULTIVO 

Los ensayos para la deteccion de antigeno en las muestras de 
liquido cefalorraquideo son los mas utilizados para establecer 
el diagnostico de meningitis criptocococica y han reemplazado 
a la tecnica consagrada de la tinta china, que es menos sensi¬ 
ble. El material capsular actua como reactive, lo que produce la 
reaccion de aglutinacion con los reactivos utilizados en estas 
pruebas.®^ La prueba de aglutinacion del latex disponible en la 
actualidad por varies fabricantes es confiable, facil de realizar 
y lo suficientemente sensible y especiTica para ser llevada a 
cabo ampliamente en la mayoria de los laboratories de micolo- 
gia clinica. No se requiere equipo especial y el procedimiento 
es facil de dominar. Las reacciones falsas positivas pueden 
reducirse si se hierve el Ifquido antes de realizar la prueba o 
mediante el tratamiento previo con pronasa para destruir las 
proiemas extrahas que pueden unirse o bloquear el acopla- 
miento antigeno-anticuerpo. Los desinfectantes y los jabones 
contaminantes tambien pueden causar reacciones falsas positi- 
vas.^^ El Ifquido de sineresis proveniente de las placas de agar 
puede contaminar las agujas de inoculacion durante la toma de 
muestra de la colonia, lo que puede determinar resultados fal- 
sos positivos. Estas reacciones falsas positivas pueden detec- 
tarse mediante el empleo de partfculas de latex de control recu- 
biertas con globulinas normales. 

Informacion cl mica adicional sobre criptococosis se presen- 
ta en el recuadro de correlacion clfnica 21-14. 

Otras levaduras de importancia medica que no forman hifas 
CANDIDA (TORULOPSIS) GLABRATA 

Candida glahrata es el nombre aceptado en la actualidad 
para este microorganismo. Es agente de infecciones urinarias y 
comprende alrededor del 20% de todas las levadura aisladas en 
muestras de orina.*® Se han informado casos de endocarditis^^ 
y de infeccion diseminada"^ causados por C. glahrata. Este 
hongo asimila la glucosa y la trehalosa, un patron de asimila- 
cion que es util para la identificacion en el laboratorio. 

Las colonias de C. glahrata crecen con mas lentitud que 
otras levaduras y a menudo requieren 48 a 72 horas para 
visualizarse. Por lo tanto, si se afsla una levadura de creci- 
miento lento en el agar sangre de una muestra clfnica (en 
especial de la orina), que forma colonias pequehas, enteras, 
convexas, brillantes y lisas (lamina en color 21-6E) y que en 
la microscopia aparece como celulas de 2 a 3 urn de diame- 
tro, con un brote unico, de tamano regular, sin la formacion 
de seudohifas, debe considerarse Candida (Torulopsis) gla¬ 


hrata. En las preparaciones de agar harina de mafz, las celu¬ 
las de C. glahrata se disponen en racimos relativamente fir- 
mes, sin la separacion observada con las especies de Crypto¬ 
coccus (fig. 21-93). 


ESPECIES DE RHDDOTORULA 

Las especies de Rhodotorula son contaminantes transporta- 
dos por el aire que pueden convertirse en comensales de la piel 
o pueden aislarse en orina y heces. El aislamiento de las secre- 
ciones respiratorias suele tener poca importancia. En el pasado 
las infecciones eran raras; sin embargo, en la actualidad 
Rhodotorula ruhra se menciona entre los agentes "‘emergentes” 
de infeccion. La fungemia se asocia con mayor frecuencia con 
los cateteres colonizados o las soluciones intravenosas conta- 
minadas.‘^^ Especies de Rhodotorula se han aislado en corti- 
nas de duchas, juntas de baheras y cepillos de dientes. Otras 
infecciones poco habituates causadas por este microorganismo 
son septicemia relacionada con sondas permanentes: meningi¬ 
tis y peritonitis en pacientes que reciben dialisis peritoneal con- 
tinua. 

La observacion de colonias levaduriformes con una red o 
pigmentacion rojo anaranjada (lamina en color 21-6F) con mas 
probabilidad corresponde a especies de Rhodotorula. La mor- 
fologia microscopica no es diagnostica. No se forman seudohi¬ 
fas; en cambio se observan celulas ovaladas con brotes que se 
disponen en racimos irregulares y laxos. Casi todas las cepas 
son productoras rapidas de ureasa. 


ESPECIES DE SACCHAROMYCES 

Las colonias, que aparecen en el transcurso de 36 a 48 horas, 
son bianco grisaceas y pastosas con pliegues irregulares. El 
aspecto es inespecffico y puede ser necesario realizar estudios 
de asimilacion de hidratos de carbono para confirmar la identi- 
ficacion. Los resultados negativos en la asimilacion de la celo- 
biosa y la xilosa son utiles para la diferenciacion de las espe¬ 
cies de Saccharomyces de otras especies bioqufmicamente 
relacionadas. 

La morfologfa microscopica tampoco es especffica. Se 
observan racimos laxos de levadura grandes, ovales, con brotes 
en las preparaciones de agar harina de mafz. Cuando las colo¬ 
nias crecen en agar para ascosporas deficiente desde el punio 
de vista nutricional (contiene acetato de potasio, extracto de 
levadura, glucosa, agua y agua destilada), la identificacion 
puede confirmarse mediante la observacion de las ascosporas. 
Despues de la incubacion durante 7-10 dfas de una placa ino- 
culada, puede hacerse el frotis de una de las colonias aisladas 
y tenirlo para acido-alcohol resistencia. Con esta tecnica se 
observan ascosporas que aparecen como celulas grandes, de 
paredes gruesas y esfericas, con un pigmento rojo caracterfsti- 
co (lamina en color 21-6H). 

Saccharomyces cerevisiae, la levadura comiin '‘de cerveza” o 
“de panaderfa”, suele colonizar las mucosas de los seres huma¬ 
nos, pero por lo general no se la considera patogena. En la lite- 
ratura antigua se han publicado casos ocasionales de fungemia 
en pacientes inmunosuprimidos.'*"^-^”^’^^'^’^^^ Oliver y coIs.^°^ des- 
cribieron tres casos de receptores de trasplante de medula osea 
en una unidad de hematologfa en quienes se produjo infeccion 
invasora por S. cerevisiae. Dos de los pacientes fallecieron. La 
genotipificacion de las cepas invasoras y portadoras demostro 
una cepa indistinguible de la de los pacientes que habfan esta- 
do al mismo tiempo en la unidad, lo que sugiere una infeccion 
cruzada. 
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RECUADRO DE CORRELACION CUNICA 21-14 Criptococosis 


Las siguientes son las diversas manifestaciones cimicas de la criptococosis. En la actualidad se la considera una enfermedad que define al SIDA y deben 
realizarse pruebas para HIV siempre que se aisla C. neoformans en muestras cimicas o cuando las pruebas de deteccion de antigeno scan positivas. No obs- 
lante, y como se indica a continuacion, se ban detectado casos recientes de criptococosis en huespedes inmunocompetentes. Aunque no habitual, especies 
de Cryptococciis no neoformans tambien pueden ser agentes de fungemia y de enfermedad diseminada.'^' 

Sistema nervioso central 

La enfermedad del sistema nervioso central puede aparecer sin evidencia de enfermedad en otra localizacion. El comienzo de los sintomas puede ser insi- 
dioso. con cefaleas leves. fallas de la memoria o cambios de la personalidad como unices indicios. Tambien puede baber fiebre de baja intensidad. A medi- 
da que la enfermedad progresa se manifiestan lentamente signos y sintomas sugestivos de meningitis, es decir. rigidez de nuca, dolor de cuello y pruebas 
positivas ante la flexion de la rodilla y de la piema (signos de Brudzinki y de Kemig). En los casos de granulomas criptocococicos localizados, pueden evi- 
denciar.se signos y sintomas como paralisis. hemiparesia y convulsiones jacksonianas. La vision borrosa, la diplopia, la oftalmoplejia, los trastomos del 
habla. la vision doble y la inestabilidad de la marcha suelen ser manifestaciones de una lesion que se expande (criptococoma). El edema de papila suele ser 
el signo de aumento de la presion intracraneal. A medida que la enfermedad progresa pueden expertmentarse perdida de peso, malestar general, persistencia 
de la fiebre, nauseas, vomitos y vertigos. En los casos progresivos fulminantes o mortales las alteraciones mentales pueden ser mas marcadas (agitacion, 
imtabilidad. confusion, alucinaciones, psicosis), que evolucionan en delirio, coma y, por ultimo, la muerte. El examen del liquido cefalorraquideo puede 
revelar un aumento de los linfocitos, concentraciones bajas de glucosa y elevadas de protemas. La criptococosis del SNC de comienzo espontaneo es una 
enfermedad que define el SIDA. 

Criptococosis pulmonar 

Puede observarse neumonia localizada o generalizada. Un caso recien publicado por Sweeney y cols.-'’* indica que la criptococosis pulmonar puede afectar 
a huespedes inmunocompetentes. Estos autores informan el caso de un nino de 10 anos con histiocitoma fibroso maligno de hueso y nodulo pulmonar 
secundario a la infeccion por C neoformans. El diagnostico del paciente se sugirid por la aparicion de una lesion pulmonar en un estudio de tomografia 
computartzada. En una revision de 13 casos, 6 fueron asintomaticos. La enfermedad criptocococica pulmonar a menudo se reconoce como resultado de 
estudios por imagenes realizados por otras razones. Zhu y cols.^™* tambien comunicaron cuatro casos de criptococosis pulmonar en pacientes no infectados 
por HIV. asociados con meningitis criptocococica. De nuevo, ninguno de los cuatro pacientes tenia sintomas evidentes de enfermedad pulmonar. Lee y 
cols.‘^^citan la tincidn de Riu (utilizada para demostrar flagelos bacterianos) como un modo excelente para demostrar los microorganismos en frotis prepa¬ 
rados de cepillados broncoscopicos o aspirados con aguja en casos en que el diagndstico no puede hacerse debido a la falta de signos o smtomas prtmarios, 
o hallazgos radiograficos. 

Kerking y cols.’^’ explicaron la evolucion natural, la presentacion clinica, el diagnostico y el tratamiento de la criptococosis pulmonar primaria en una 
reNision de 41 pacientes. Pudieron establecer el diagnostico cuando la radiografia de torax anormal se asociaba con el aislamiento de C. neoformans de las 
secreciones respiratorias, la observacion de microorganismos de aspecto tipico que aparecen como mucicarmm positivos o ambos, en cones de tejido pul¬ 
monar. La mayoria de los pacientes en su serie tenian enfermedades subyacentes que predisponen a la infeccion criptocococica: tratamiento inmunosupre- 
sor (28 de 41), diabetes mellitus (20 de 41), procesos malignos hematicos o neoplasias linforreticuiares (12 de 41), trasplante renal reciente (10 de 41) y 
enfermedades del tejido conectivo por hepatitis cronica activa (5 de 41). Siete de los pacientes no presentaron ninguna alteracion de base detectable. 
F^edominaron los sintomas generales; la fiebre y el malestar se observaron en mas de la mitad de los pacientes. El dolor toracico, la disnea. la perdida de 
peso y los sudores nocturnes en combinaciones variables se observaron en un cuarto a un tercio de los pacientes. Solo siete de los pacientes refirieron tos. 
Siete pacientes fueron asintomaticos y se estudiaron solo por radiograffas anormales. Las alteraciones en la radiografias de torax incluian lesiones en masa 
circunscriptas. infiltrado alveolar o intersticial, abscesos con niveles hidroaereos o lesiones cavitartas (7 de 41), lesiones solitarias en moneda y opacidades 
redondeadas pequenas y multiples. 

Criptococosis cutanea 

La infeccion criptocococica primaria de la piel es rara; la enfermedad cutanea suele ser una manifestacion de infeccion sistemica.’^ Murakawa y cols.*®* 
encontraron en su institucion que el 5,9% de los pacientes tratados por infeccion criptocococica y SIDA tambien presentaban lesiones cutaneas. Los autores 
describen una variedad de lesiones: papulas umbilicadas. nodulos y placas violaceas. que a veces se asemejan a las del molusco contagioso o en otros casos 
recuerdan mas al sarcoma de Kaposi. Las lesiones se observaron con mayor frecuencia en la cabeza y el cuello. Pema y cols-^‘^ compararon las manifesta¬ 
ciones cimicas de la criptococosis en las eras anterior y posterior al SIDA. Hamann y cols.'*^ describieron un caso de celulitis criptocococica primaria del 
brazo derecho en un hombre australiano de 75 anos. El agente etiologico era C. neoformans van gattii, un hongo que es endemico en Australia y puede cau- 
sar infecciones en los seres humanos inmunocompetentes. 

Criptococosis diseminada 

Como las cepas de C. neoformans que producen material capsular pueden resistir a la fagocitosis por los neutrofilos segmentados o pueden sobrevivir en el 
citoplasma de los fagocitos mononucleares, estos microorganismos pueden distribuirse ampliamente en el huesped humano. En los casos diseminados, pue¬ 
den verse afectadas casi todas las visceras u organos. Como se menciond. la mayoria de las lesiones crtptocococicas cutaneas representan la enfermedad 
diseminada. Aun cuando un epi.sodio inicial de meningitis se cura, los smtomas pueden repetirse por la reinfeccidn desde un sitio remote. 

Minamoto y Rosenberginformaron que la prostatitis criptocococica persiste despues del tratamiento en apartencia exitoso en el 29% de los varones 
con enfermedad diseminada y sirve como reservorto para la recurrencia de la meningitis. Liu'*‘ selecciono de la literatura 40 casos de osteomielitis cripto¬ 
cococica que en el 75% de los casos se limitaba a un solo hueso. Las vertebras representaron el sitio mas afectado. En estos casos. la sarcoidosis, la tuber¬ 
culosis y la corticoterapia previa fueron las principals causas predisponentes de la criptococosis. La miositis criptocococica solo se informa en raras oca- 
siones, en su mayoria en pacientes con infeccion por HIV. O'Neill y cols.-**^ informaron un caso raro de miositis criptocococica no relacionada con SIDA en 
un receptor de trasplante cardiaco sometido a tratamiento inmunosupresor. La enfermedad hepatica primaria puede predisponer a la peritonitis criptocococi¬ 
ca, aunque es un hecho raro.^*^ 

Las infecciones crtptocococicas urtnartas tambien son infrecuentes.^*' Los rtnones, en particular los glomerulos, a menudo albergan grandes cantidades 
de microorganismos (siempre que haya un pH ligeramente acido debido al intercambio de Na"^ e H'). Cuando se aisla C. neoformans en las vfas urinarias, 
debe realizarse una busqueda de la enfermedad diseminada. En los casos de meningitis con cultivos negativos, por ejemplo, el diagndstico de criptococosis 
puede hacerse mediante el aislamiento de los microorganismos en la orina. 
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Figura 21-93 Microfotografia de una preparacion a partir del agar harina de 
maiz de Candida glahrata, que ilustra racimos compactos de levadura dimi- 
nutas, uniformes, no separados por material capsular. 


HANSENULA ANOMALA 

A pesar de aislarse raras veces en los laboratorios clmicos, 
Hansenula anomala se incluye aqui porque, ademas de las 
especies de Saccharoniyces, produce ascosporas acido-alcohol 
resistentes cuando se observan en un frotis con la tincion espe- 
ciTica para demostrar esta propiedad. Las ascosporas de 
Hansenula difieren de las de Saccharoniyces porque son apla- 
nadas en uno de los lados en lugar de esfericas, con un margen 
extemo o labio bien diferenciado en la base plana, simulando 
un sombrero de policia ingles (fig. 21-94). Se ban informado 
infecciones aisladas en pacientes inmunosuprimidos, asociadas 
por lo general con los cateteres permanentes. Murphy y 
Buchanan'*® informaron 52 recien nacidos colonizados por 
Hansenula anomala, algunos de los cuales tenian evidencia de 
infeccion sistemica. Ma y cols.'^^ comunicaron un caso de un 
recien nacido prematuro con osteomielitis estafilococica al que 
se le determine fungemia por Hansenula anomala justo antes 



Figura 21-94 Microfotografia de una preparacion con tincion para acido- 
alcohol resistencia, que revela levaduras acido-alcohol resistentes de 
Hansenula anomala, con la forma caracterfstica de sombrero de policia ingles, 
complete con ala iflechas). 


de la iniciacion del tratamiento antimicrobiano con teicoplani- 
na. El recien nacido se euro despues de 10 dias de tratamiento 
con antimicoticos. Kalenic y cols. informaron un brote 
reciente de infeccion por Hansenula anomala en ocho pacien¬ 
tes adultos tratados en una unidad quiriirgica de cuidados inten- 
sivos. No se identified la fuente de las infecciones ni la via de 
transmisidn. 

miASSEZIA FURFUR 

El aislamiento en cultivo puede ser dificil porque el micro- 
organismo requiere acidos grasos para el crecimiento. Cuando 
se preve su aislamiento sobre la base de la historia clinica, 
deben agregarse algunas gotas de aceite de oliva virgen a la 
superficie de la placa de agar sangre de camero inmediatamen- 
te despues de la siembra. En algunos laboratorios de micologfa, 
es de practica habitual recubrir las placas de agar preparadas de 
todos los cultivos de sangre provenientes de salas de cuidados 
intensivos neonatales porque estos recien nacidos reciben 
nutricidn parenteral total y tienen un riesgo alto de presentar 
septicemia por Malassezia.^"^ Los microorganismos crecen bien 
como colonias levaduriformes pequenas debajo de las gotas de 
aceite (lamina en color 21-6G). En la microscopia se observan 
levaduras pequenas con brotes, aisladas o en racimos laxos. 
Las hifas observadas en las preparaciones en fresco directas 
con KOH de los raspados de piel no se observan en las prepa¬ 
raciones provenientes de los cultivos de levaduras. 

Malassezia furfur, una levadura lipofflica que es comensal 
habitual de la piel, es la causa de una infeccion cutanea super¬ 
ficial en personas con higiene deficiente, conocida como tina 
(pitiriasis) versicolor. Se presenta como lesiones cutaneas des- 
camativas, sobre todo del torax y la espalda, que a veces se 
extiende al cuello, la cara y los brazos. Las lesiones son planas, 
de contorno irregular y pueden tener pigmentacion castana, que 
a menudo aparecen como manchas blancas que cambian de 
color, en especial en la piel expuesta a la luz del sol. Los ele- 
mentos micoticos en estas lesiones producen fluorescencia rojo 
ladrillo cuando se los examina con una longitud de onda larga 
con luz ultravioieta (lampara de Wood). El examen directo de 
los raspados de piel revela hifas y celulas de 3-5 jum de diame- 
tro que emiten brotes (familiarmente conocidos como “espa- 
gueti y albondiga”), con la formacion de un collar caracteristi- 
co en el borde entre la celula madre y la celula hija. 

Tambien se han informado infecciones sistemicas y septice¬ 
mia, la mayoria asociada con cateteres vasculares profundos, 
en especial en pacientes que reciben hiperalimentacion a largo 
plazo. El informe de casos de Rosales y cols.“'^^ de meningitis 
por Malassezia furfur en recien nacidos de muy bajo peso que 
reciben nutricidn parenteral total e infusion liquida lipidica en 
el espacio subaracnoideo a traves de una guia periferica por el 
cuero cabelludo indica que esta fuente de fungemia no ha sido 
eliminada. Muchas de las emulsiones para la hiperalimentacion 
tienen alto contenido de acidos grasos de cadena larga. Se esta- 
blece un microambiente ideal en el sitio del cateter donde 
puede agruparse una cantidad pequeha de emulsion con alto 
contenido en aceite, que favorece el crecimiento de microorga¬ 
nismos lipofilicos enddgenos presentes en la superficie cuta¬ 
nea. El cateter proporciona una interrupcidn de la barrera en la 
piel a traves de la cual pueden ingresar en el torrente circulato- 
rio los microorganismos proliferantes. 

Identificacion por el laboratorio de las “levaduras negras” 
AUREOBASIDIUM PULLULANS 

Las especies de Aureobasidium crecen como colonias lisas y 
hiimedas que aparecen como “levaduras negras”. En la mi- 
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Figura 21-95 Microfotografia y esquema del aspecto microscopico de Aureobasidium pullulans, que muestran cadenas de celulas grandes, similares a artroconi- 
dios, tenidos de oscuro con conidios pequefios y hialinos en el fondo. 


croscopia, las hifas dematidceas oscuras se engrosan a medida 
que la colonia madura y aparecen como artroconidios. Desde 
los brotes se forman grandes cantidades de conidios unicelula- 
res, hialinos, pequefios y elipticos a partir de los centros de los 
segmentos de las hifas individuals (fig. 21-95). Se han infor- 
mado casos ocasionales de feohifomicosis cutanea secundaria 
a Aureobasidium pullulans en seres humanos.^^^ Los informes 
de casos mfis recientes incluyen el caso raro comunicado por 
Bolignano y Criseo^^ de infeccion micotica intrahospital aria 
diseminada debido a Aureobasidium pullulans var. melanige- 
num en un paciente con traumatismo grave y el comunicado 
por Gupta y Elewski*®^ en un paciente de 50 afios con una lilce- 
ra de cornea infectada. A los 5 dias poster!ores a la cirugia pre- 
sento escleritis que revirtio tras el tratamiento antimicotico, el 
desbridamiento quirurgico y la crioterapia. 


PHAEOANNELLOMYCES WERNECKII 

El genero ""Phaeoannellomyces'" fue creado en 1985 por 
McGinnis y cols.para ubicar a esas levaduras negras que se 



Figura 21-96 Microfotografia y esquema de la forma de levadura de especies 
barra transversa que toma una tincidn oscura distintiva (an^lido). 


caracterizan por la formacion de celulas que funcionan como 
anelidos” (phaeo = oscuro; annello - anelidos; myces = hongo). 

Phaeoannellomyces werneckii (Exophiala werneckii) produ¬ 
ce levaduras bicelulares. La celula hija se forma a partir de una 
extension de la celula madre que luego se acorta para formar 
una cicatriz (anelido), que da el aspecto de tabique con tincion 
oscura que separa las dos celulas (fig. 21-96). Esta formacion 
del anelido exige la inclusion en el nuevo genero Phaeoanne¬ 
llomyces, segun el esquema de McGinnis. Engleberg y cols.’^'' 
informaron un caso de quiste feohifomicotico causado por 
Phaeoannellomyces elegans. Las levaduras en esta especie son 
unicelulares y pueden formar paredes oscuras gruesas y seu- 
dohifas cuando maduran. 

Alin existen controversias acerca de si el genero "'Phaeoanne¬ 
llomyces'' tiene legitimidad taxonomica. Kwon-Chung y cols.*^^ 
encontraron que “las caractensticas de la colonia levaduriforme 
son invariablemente inestables y la colonia se convierte en 
micelial cuando los cultivos se mantienen en el laboratorio”. 
Esta autora continiia describiendo un cultivo de Phaeo¬ 
annellomyces elegans derivado a su laboratorio que, cuando 



de Phaeoannellomyces, que revelan levaduras dobles, largas y separadas por una 
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llego, ya habia asumido las caractensticas morfologicas indis- 
tinguibles de Exophiala jeanselmei. Sobre la base de estas 
observaciones, Kwon-Chung opina en contra de crear una 
designacion de genero separado para la forma de levadura, ya 
que considera que son sinonimos. Quizas en respuesta a este 
hallazgo, la escuela de McGinnis citada antes ha sugerido el ter- 
mino sinamorfa para designar una de las varias formas ana- 
morficas con las que puede presentarse un hongo. 

Sistemas comerciales para la identificacion de levaduras 

Varias companias han introducido equipos comerciales para 
identificar levaduras (recuadro 21-8).^^® El uso de estos siste¬ 
mas requiere pericias tecnicas y familiaridad suficiente con 
cada prueba realizada para posibilitar interpretaciones precisas. 
En cada caso, deben seguirse de modo minucioso las instruc- 
ciones del fabricante. Cada director o supervisor de laboratorio 
debe evaluar factores como el costo, la disponibilidad, el ven- 
cimiento y la estabilidad de los reactivos, la adaptabilidad al 
flujo de trabajo y las necesidades especificas de los servicios 
clmicos antes de tomar la decision de implementar estos siste¬ 
mas en su laboratorio. 

Pruebas de sensibilidad a los antimicdticos (antifungigrama) 

Mediante un proceso con acuerdo general que se llevo a 
cabo en la decada pasada, el Subcomite sobre Pruebas de 
Sensibilidad para los Antimicdticos del Clinical Laboratory 
Standards Institute establecio metodos estandarizados y repro- 
ducibles para la realizacion de las pruebas de sensibilidad de 
las levaduras (antifungigramas).^^^'^^^’^^^'^^®El establecimiento de 
estas normas de laboratorio, en especial para las levaduras, ha 
proporcionado valiosas pautas para el tratamiento con antimico- 
ticos que se correlacionan mejor con los resultados clmicos.^^ El 
metodo de macrodilucion y su modificacion de microdilucion 
sirven en la actualidad como estandares de referenda. Al con- 
trario de otros sistemas elaborados para realizar los antifungi- 
gramas, estos mdodos les permiten ahora a muchos laborato- 
rios de microbiologia clmica proporcionar esos servicios. 

Sewell y cols.,^^^ en un estudio comparativo sobre estas prue¬ 
bas para el fluconazol, mostraron que el Epsilometer Etest® 
(AB Biodisk, Solna, Suecia) se correlaciona bien con los meto¬ 
dos de referenda, con una coincidencia global del 84%, que 
llega al 90% para la mayoria de las especies de Candida, salvo 
C tropicalis (56%). Candida (Torulopsis) glabrata tambien 
mostro valores de comparacion bajos en este estudio (34%). 

El Etest® emplea una tira plastica que contiene un gradiente 
continue definido del farmaco antimicrobiano que se coloca 
sobre la superfide de un placa del agar despues de que se ha 
sembrado de modo uniforme con un inoculo que contiene una 
concentracion estandarizada de la levadura por probar (fig. 21- 
97). Al hidratarse, la tira plastica libera el agente antimicotico 
en el agar circundante y produce un aumento logarftmico en la 
concentracion de antibiotico desde solo 0,002 pg/mL hasta 
tanto como 256 pg/mL, de acuerdo con el antimicotico que se 
va a probar. Los detalles para realizar el Etest, como el medio 
recomendado para la prueba, la preparacion del inoculo estan- 
dar, los pasos del procedimiento y la lectura tambien pueden 
encontrarse en la publicacion de Colombo y cols.'^^ Este infor¬ 
me incluye, ademas, los resultados del Etest para 200 aisla- 
mientos de levaduras y los compara con los metodos estandares 
para varios farmacos individuales. Las coincidencias esenciales 
entre los dos metodos dentro de una ± 1 dilucion fueron del 
71% para el ketoconazol, el 80% para el fluconazol y el 84% 


para el itraconazol. Desde la publicacion de este trabajo, el uso 
de un medio estandarizado (RMPI 1640), con lectura final a las 
48 horas y otros ajustes han elevado el porcentaje de coinci¬ 
dencia esencial lo suficiente como para establecer el Etest 
como un metodo alternativo para las pruebas de sensibilidad 
para los hongos de la mayoria de las especies de levaduras. 
Como ya se menciono, puesto que el Etest es menos laborioso 
y mas facil de realizar, estas pruebas estan ahora dentro del 
alcance de muchos laboratories de microbiologia clmica. 

En un estudio posterior realizado en multiples sitios, Pfaller 
y cols.^^^ demostraron un nivel elevado de reproducibilidad del 
metodo de la concentracion inhibitoria minima (CIM) del Etest 
entre las cuatro instituciones participantes. Cada laboratorio 
que participo recibio subcultivos de dos cepas de Candida uti- 
lizadas para el control de calidad de la American Type Culture 
Collection (ATCC) (C. pampsilosis, ATCC 22019 y C. krusei 
ATCC 6258), liras Etest y placas de agar RPMI suficientes para 
realizar 20 pruebas replicadas con cada uno de los cinco far¬ 
macos: anfotericina B, fluconazol, flucitosina, itraconazol y 
ketoconazol. En casi todas las combinaciones de farmaco y ce¬ 
pas problema probadas, se observe una distribucion muy firme, 
entre el 98% y el 100% de las CIM, dentro de un range de tres 
diluciones. Las diferencias selectivas de los resultados entre el 
Etest y el metodo estandar para flucitosina y fluconazol con¬ 
tra C. krusei se relacionaron con el crecimiento desigual entre 
el agar Etest enriquecido con glucosa y el caldo sin suplemen- 
tar utilizado en la prueba de macrodilucion en caldo de refe¬ 
renda. 

El Etest detecto una subpoblacion resistente de cepas no 
recogida por el mdodo de referenda. Despues de analizar 
todos los datos, los autores concluyeron que el estudio estable¬ 
cio un nivel de coincidencia excelente entre los laboratorios y 
dentro del mismo laboratorio entre los dos metodos, lo que pro- 
pordona amplia documentacion de la utilidad del Etest para 
determinar los perfiles de sensibilidad a los antimicdticos. Esta 
estandarizacidn de los metodos de prueba, el establecimiento 
de valores criticos interpretativos para deltas combinaciones 
de farmaco-levadura y la reproducibilidad de los resultados, 
tanto entre los laboratorios como dentro del mismo laboratorio 
clmico, proporcionaran la base sobre la cual pueden medirse 
los resultados clmicos.^® 

La motivacidn de realizar los antifungigramas en los labora¬ 
torios clmicos va mas alia de establecer los perfiles de resis- 
tencia de un aislamiento dado. La aparicidn de resistencia a los 
antimicdticos se esta convirtiendo en un problema de preocu- 
pacidn cada vez mayor. Por ejemplo, con el uso mas extendido 
del fluconazol, tambien aumentaron los informes de resistencia 
a este farmaco en especies de Candida y Cryptococcus neofor- 
mans}^^ Estos investigadores citan, ademas, el aumento en la 
resistencia de Candida lusitaniae y Cryptococcus neoformans 
a la anfotericina B, tal vez como consecuencia del uso de tra¬ 
tamiento con un solo farmaco. Peyron y cols.^’^ encontraron 
que el Etest proporciona los medios dptimos para la discrimi- 
nacidn entre aislamientos de C. lusitaniae resistentes a la anfo¬ 
tericina B y aquellos que son sensibles al farmaco. Estos auto¬ 
res encontraron que los aislamientos supuestamente resistentes 
tenian un valor critico de la CIM > 0,38 |ig/mL utilizando el 
medio de cultivo estandar RPMI del Instituto para Estandares 
en el Laboratorio Clmico. 

Asimismo, se observd menor sensibilidad al itraconazol con¬ 
tra aislamientos seleccionados de Aspergillus fumigatus. La 
resistencia a los azoles tambien se observa en aislamientos de 
Candida albicans de pacientes con SIDA, que tal vez sea la 
consecuencia del uso excesivo de este farmaco en el tratamien- 
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Recuadro 21-8 Estudio de siete sistemas de identificacion de levaduras 


Vitek® (BioMerieux Vitek, Hazelwood, MO) 


La tarjeta Vitek utilizada en este estudio comprende 30 pocillos que se inoculan con una suspension de la levadura desconocida y se incuba a 30 °C durante 
24-48 boras en la camara de incubacion provista con el sistema. Los cambios de color se leen por espectrofotometria y se informa como un codigo nume- 
rico de nueve digitos. La base de datos incluye 36 especies de levaduras. En este estudio. el 59,6% de los 52 aislamientos se identificaron sin pruebas adi- 
cionales. Sin embargo, con el uso de la tarjeta ID-YST, que comprende 64 pocillos con 47 pruebas bioquimicas fluorescentes, junto con el sistema nuevo 
VITEK 2. Graf y cols, informaron que el 92.1% de 222 cepas fueron leidas de manera inequivoca, con solo 11 aislamientos identificados con una discri- 
minacion baja. 


Sistemas API ID 32C® y API 20C AUX® (BioMerieux, Lyon, Francia) 


El API ID 32 C y 20C AUX contienen 32 y 20 microtubos, respectivamente. Las reacciones se leen en forma visual despues de 24, 48 o 72 boras de incu¬ 
bacion a 30 °C comparando la turbidez del medio dentro de cada uno de los microtubos con la de los controles. Puede calcularse un numero perfil de 10 
y 7 digitos, respectivamente. La base de datos de API ID 32 incluye 63 especies de levaduras y la de API 20C AUX, 43. En el presente estudio, los siste¬ 
mas API ID 32C y API 20C Aux identificaron el 63.5% y el 59,6% de los 52 aislamientos sin las pruebas adicionales. Sin embargo, estas tasas relativa- 
mente bajas de rendimiento se mejoran mucbo. basta el 98%. si las lecturas se realizan a las 72 boras en lugar de a las 24 boras. La dificultad principal 
con este sistema radica en la lectura visual de la turbidez relativa dentro de cada una de las cupulas, lo que origina una variabilidad considerable entre los 
observadores. 


Yeast Star® (CLARC Laboratories, Heerlen, Paises Bajos) 


El sistema Yeast Star se basa en los efectos inbibitorios de colorantes especificos sobre el crecimiento de las levaduras, Se coloca un panel de seis coloran- 
tes encima de un medio de crecimiento solido sembrado e incubado durante 24-48 boras a 37 °C, Los resultados se registran en la forma de un codigo de 
seis digitos. La base de datos contiene 16 especies de levaduras, En este estudio, el sistema Yeast Star identified el 59,6% de 52 aislamientos sin necesi- 
dad de pruebas adicionales, El nivel relativamente bajo de rendimiento se debid sobre todo a la falta de identificacidn por la pequena base de datos de la 
que se dispone. Este sistema no es muy empleado. 


Auxacolor® (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marnes-La-Coquette, Francia) 


El sistema de identificacidn Auxacolor se basa en la utilizacidn de bidratos de carbono y el crecimiento se visualiza por el cambio de color del indicador de 
pH. La placa de microtitulacidn contiene 16 pocillos y se lee despues de 24-72 boras de incubacidn a 30 °C. Ademas, se incluyen otras caracten'sticas, 
como la capacidad de crecer a 37 °C. la formacidn de micelio o artrosporas y la presencia de capsula. La base de datos contiene 26 especies de levaduras. 
En este estudio, el sistema Auxacolor identified correctamente el 80.8% de las 52 cepas; fue el que presentd mejor rendimiento entre los sistemas analiza- 
dos. En un estudio realizado por Campbell y cols., el rendimiento fue del 91,2%, con solo 2 de 146 aislamientos que se identificaron de modo incorrecto. 


Sistema RapID Yeast Plus® (Innovative Diagnostics Systems, Norcross, GA) 


El sistema RapID Yeast Plus se basa en la utilizacidn de bidratos de carbono como sustrato, la bidrdlisis de dcidos grasos y urea, y la hidrdlisis enzimatica 
de sustratos glucdsido y arilamida. Un panel de 18 cavidades se incuba durante 4 boras a 30 °C y se lee despues del agregado de reactivos especificos. A 
partir de los resultados obtenidos se crea un eddigo de seis digitos y se lo compara con los de una base de datos que incluye 43 especies de levaduras. En 
el pre.sente estudio se identified el 76,9% de 52 cepas sin pruebas adicionales. Espinel-Ingroff y cols, informaron un rendimiento del 79,1% en la identifi¬ 
cacidn de especies emergentes de Candida', sin embargo, el rendimiento fue del 94,2% en la identificacidn de las especies que se encuentran con mas fre- 
cuencia en los laboratorios clinicos. 


API Candida® (BioMerieux, Lyon, Francia) 


El sistema API Candida consiste en 10 tubos que contienen sustratos desbidiatados y se basa en la acidificacidn de los azucares o en reacciones enzimati- 
cas. Las tiras se leen despues de 24-48 boras de incubacidn a 30 °C. Se obtiene un perfil numerico de cuatro digitos que se compara con los de una base 
de datos con 26 especies de levaduras. En este estudio, se identified de modo correcto el 78,8% de 52 cepas sin pruebas adicionales. En un estudio reali¬ 
zado por Frickler-Hidalgo y cols., el 75,2% de todos los aislamientos de levaduras estudiados se identificaron correctamente sin pruebas adicionales: sin 
embargo, se identified correctamente el 90% de las especies encontradas en los laboratorios clinicos. Los niveles mas bajos de rendimiento se debieron a 
las dificultades en la lectura de ciertas reacciones de color, en especial en las cupulas que contenian V-acetil-glucosamina y p-xilosa. 
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Figura 21-97 Fotografia de la superficie de un placa del agar que muestra el 
Etest®. Se han colocado varias tiras para la difusion en gradiente sobre un cre- 
cimiento confluente (‘'en cesped”) de Candida kruzei. Las interpretaciones de 
las CIM de las tiras se leen en el sentido de las agujas del reloj que comienza 
con fluconazol en la posicidn 11: FL (fluconazol), > 256 pg/mL; FL (flucito- 
sina) > 32 pg/mL; IT (itraconazol), 0,38 pg/mL; VO (voriconazol) 0,38 
pg/mL, AP (anfotericina B), 2 pg/mL. 


to de la candidiasis orofanngea (muguet). La resistencia intnn- 
seca de Candida krusei a los imidazoles y la aparicion de resis¬ 
tencia de Candida glahrata a este grupo de antimicoticos tam- 
bien representan un problema. White y cols.^^^ han publicado 
una revision de los factores clmicos, celulares y moleculares 
que subyacen en la aparicion de cepas resistentes, en especial de 
Candida albicans. En resumen, se esta tomando indispensable 
que los laboratorios de microbiologia clinica provean datos 
acerca de las pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicoticos 
para detectar estos patrones emergentes de resistencia. 


Diagnostico serologico de las enfermedades micoticas 

En la actualidad, la serologia para bongos solo se realiza en 
determinados laboratorios de referencia. Los procedimientos 
consagrados por la tradicion, como la prueba de precipitinas en 
tubo, la inmunodifusion, la aglutinacion del latex y las pruebas 
de fijacion del complemento estan siendo reemplazados por 
tecnicas mas nuevas y sensibles. Las tecnicas de inmunoanali- 
sis (EIA) que utilizan anticuerpos monoclonales especificos de 
especie, los analisis con sondas de acidos nucleicos y la reac- 
cion en cadena de la polimerasa (PCR) se estan utilizando cada 
vez mas en los laboratorios de micologia clinica. 

Como regia, los resultados linicos de las reacciones serol6- 
gicas especificas de especie en titulos de 1:32 o mayores indi¬ 
can enfermedad; sin embargo, la demostracion de una eleva- 
cion del cuadruple o mayor de un titulo en muestras tomadas 
con 3 semanas de diferencia puede ser de mayor significa- 
cion.^^ Los titulos menores de 1:32 o los que no muestran un 
aumento de cuatro veces entre muestras pareadas indican la 
presencia de infeccion temprana o reactividad cruzada inespe- 
cifica con otros antigenos. No obstante, los resultados de todos 
los estudios serologicos deben considerarse presuntivos. 


Los anticuerpos de la clase IgM (determinados mediante el 
empleo de metodos de precipitacion en tubo, aglutinacion del 
latex o inmunodifusion) suelen detectarse alrededor de las 2 
semanas despues de adquirir la enfermedad e indican infeccion 
reciente. Por lo general, los anticuerpos IgM ya no se detectan 
despues de los 6 meses. Los anticuerpos Ig(} (detectados por 
fijacion del complemento o por inmunodifusion) aparecen 
poco despues del aumento en el titulo de IgM, no alcanzan el 
maximo hasta alrededor de las 6 a 12 semanas y pueden per- 
manecer elevados durante muchos meses despues de la infec¬ 
cion. En consecuencia, no puede usarse un solo titulo elevado 
de anticuerpos IgG para distinguir entre infecciones recientes y 
pasadas. 

Los metodos serologicos que no utilizan cultivos y las nue¬ 
vas tecnicas moleculares se han revisado en las secciones den- 
tro de la presentacion de cada infeccion micotica cuando eran 
utiles para establecer el diagnostico de enfermedad invasora. 
En la actualidad, gran parte de la atencion se esta derivando al 
desarrollo de analisis sensibles para la deteccion directa de 
antigenos de los bongos en muestras clinicas y liquidos biolo- 
gicos, que a menudo permiten conocer los resultados el mismo 
dia de la obtencion de la muestra. Todos los meses se publican 
grandes adelantos en las aplicaciones practicas de las tecnicas 
moleculares, lo que obliga a los directores y los supervisores de 
los laboratorios de micologia clinica a mantenerse actualizados 
con la bibliografia medica a fm de determinar cuales pueden 
aplicarse a ambitos clinicos especificos. 
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Observaciones preliminares sugestivas de Zygomycetes 

• Colonias que crecen rapidamente con un margen mal defmido, que cubren la placa de Petri en 48-72 boras 

• La superficie de la colonia presenta una consistencia vellosa y puede tornarse espiculada a medida que se producen los esporangios 

• Las hifas presentan diametros irregulares, son anchas y acintadas y no tabicadas 

• Las esporangiosporas nacen dentro de esporangios saculares esfericos o cilmdricos sujetos en los extremes de los esporangioforos 

Formacion de rizoides similares a raices 
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se originan en forma 
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Diagrama 21-1 Algoritmo que muestra la identificacion de generos de zigomicetos. 
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Observaciones preliminares sugestivas de un hongo filamentoso hialino 

• Colonias que crecen rapidamente, enteras, algodonosas a granulares, blancas o con colores pastel variables 

• Las hifas son angostas, tabicadas, hialinas y tienen paredes paralelas 
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GENERO ASPERGILLUS 
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Diagrama 21-2 Algoriimo que muestra la identificacion por el laboratorio de los bongos filamentosos hialinos de crecimiento rapido. 
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Observaciones preliminares sugestivas de dermatofitos 

Las colonias crecen en 3 a 5 dias con margenes diferenciados 

La superficie de la colonia presenta un aspecto entre algodonoso y granular. La pigmentacidn de la superficie varia del bianco grisa- 

ceo ai beige amarillento 

Las hifas son angostas, hialinas y tabicadas 

Se producen combinaciones de microconidios y macroconidi os, cuyo tamano, forma y disposicion proporcionan las identificaciones 
de genero y especie 

EXAMEN MICROSCOPICO 
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res, con forma de 
mazas, paredes 
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Microconidios escasos o ausentes 
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Diagrama 21-3 Algoritmo que muestra la identificacion de genero de los dermatofitos encontrados con mayor frecuencia. 


Observaciones preliminares sugestivas de un hongo dimorfo 

• Colonias que crecen lentamente; por lo general requieren de 7 a 14 dias para el aislamiento primario 

• La superficie de la colonia es bianco grisacea y de consistencia de telarana 

• Las hifas son delicadas, tabicadas y hialinas. Puede observarse la disposicion en haces paralelos 

• La identificacion de especie se hace sobre la base del tamano, la forma, la morfologia y la disposicion de los conidios 


EXAMEN MICROSCOPICO 


Conidios en forma de 
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Diagrama 21-4 Algoritmo que muestra la identificacion de genero de los hongos dimorfos. 
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Observaciones preliminares sugestivas de un hongo filamentoso dematiaceo 

• Las colonias crecen en 3 a 5 dfas, son algodonosas o vellosas, gris castano o negro castafio; el reverso es negro azabache 

• Hifas angostas, tabicadas, con pigmento castano y paredes paralelas 
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Diagrama 21-5 Algoritmo que muestra la identificacion de los bongos filamentosos dematiaceos de crecimiento rapido. 
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Observaciones preliminares sugestivas de los agentes de cromomicosis y micetomas 

• Colonias que crecen en 3 a 5 dfas con margenes diferenciados 

• La superficie de la colonia presenta consistencia algodonosa a granular. La pigmentacidn de la superficie es bianco grisacea a castano negruzca; el rever- 
so es negro azabache 

• Las hifas son relativamente anchas, con paredes paralelas, con tabiques distintivos y amarillo oscuro a castanas 

• Los conidios nacen en cadenas, racimos o aislados desde los extremos o los lados de las fi a I ides distintivos para cada genero 

EXAMEN MICROSCbPICO 


Conidios originados en cadenas Conidios originados en racimos Conidios originados en forma individuai 
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* Las diferentes especies de Fonsecaea piieden 
mostrar varias combinaciones de esporulacidn tipo 
cladosporio, fialdfora y acroteca. 


Diagrama 21-6 Algoritmo que muestra la identiflcacion de genero de los agentes de cromomicosis y micetomas. 
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Observaciones preliminares sugestivas de levaduras 

• Las colon ias crecen en 24-72 horas 

• La superficie de la colonia es lisa a mucoide; puede desarrollar pies o micelio aereo bajo. La pigmentacion de la superficie varia del bianco al amarillo y del rosa rojizo al negro 

• Ausencia de hifas verdaderas. salvo las especies que producen artroconidios 

• Puede haber seudohifas o no 

• Se producen blastoconidios cuyos tamano, forma y disposicion permiten las identificaciones de genero o especie 

EXAMEN MICROSCOPICO 
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Diagrama 21-7 Algoritmo que muestra la identificacion de genero de las levaduras encontradas con mayor frecuencia. 
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Parasites de la sangre y los tejidos 

Paludismo 

Babesia 

Hemoflagelados: especies de Leishmania y de 
Trypanosoma 

Leishmaniasis y especies de Leishmania 
Tripanosomiasis 
Filarias y filariasis 
Oncocercosis y Onchocerca volvulus 
Dracunculiasis 
Dirofilariasis 

Infecciones tisulares por protozoos 

Toxoplasma gondii 
Pneumocystis jiroveci 

Infecciones parasitarias por otras larvas tisulares 


E l conocimiento de los parasites comunes data desde 
tiempos remotos. En escritos antiguos de muchos pai- 
ses se mencionan gusanos cuya descripcion es com¬ 
patible con Enterohius vermicularis, Ascaris lumbricoides y 
tenias. Tambien se describieron ciertos smtomas que causan 
estos parasites.Los ectoparasites, como piojos, pulgas y 
garrapatas, no ban side pasados por alto. Ruffer^^' informo 
sobre la observacion de huevos calcificados de Schistosoma 
haematobium en los rinones de dos momias egipcias de la 
dinastia 20 (1200-1090 a. C.), lo que prueba la existencia de 
esta infeccion en el antiguo Egipto. Los colonos chinos de las 
epocas primitivas estaban familiarizados con el cuadro clmico 
de infecciones graves por uncinarias, la denominada “lenta 
enfermedad”. 

Los parasites imaginarios han desempehado un papel impor- 
tante en medicina desde tiempos remotos. El dolor de muelas 
se atribuyo a la accion perforante particular de un “gusano de 
los dientes”. De manera similar, el exudado purulento de los 
oidos y de los ojos provenia de los gusanos que afectaban esas 
estructuras. Los gusanos cardiacos eran la causa de la muerte 
subita; se describian los “gusanos sonoros”, tal vez relaciona- 
dos con los ovillos de ascaris en el intestine, con la advertencia 
de que los que recibian medicacion permanecieran callados du¬ 
rante el tratamiento por la posibilidad de que el parasite pudie- 
se escuchar y no se eliminara.^^^ 

Durante siglos se considero que el origen de los parasites, 
entre otras criaturas pequenas, se debia a la generacion espon- 
tanea. La opinion habitual acerca de los parasites, asi como de 
otros organismos vivos, era que podian crearse por cierta com- 
binacion adecuada de elementos opuestos. Se sabia que las 
tenias se asociaban con la ingestion de came cruda; considera- 
ban que su origen estaba en el estomago por los alimentos 
macerados, antes de que se eliminaran por las heces. Desde la 
epoca de los romanos se crefa que las tenias eran tiras de muco¬ 
sa intestinal; para muchos, los gusanos ascaris se originaban en 
la flema. Segun los teoricos antiguos, algo imperceptible o 
invisible estaba dotado de todas las potencialidades; entonces, 


Triquinosis 

Larva migrans visceral 

Larva migrans cutanea -Toxocara 

Anisakiasis 

Gnatostomiasis 

Angioestrongiliasis 

Hidatidosis (enfermedad hidatidica o equinococosis) 

Especies de Multiceps-cemmis 
Esparganosis: Spirometra mansonoides 

Diagnostico serologico de las infecciones 
parasitarias 

Farmacos utilizados con frecuencia 
en el tratamiento de las enfermedades 
parasitarias 


por accion de un principio metafisico o de una fuerza funda¬ 
mental podian crearse los seres vivos.^^ 

Las mejoras en el microscopio compuesto permitieron una 
mayor comprension de los parasitos protozoos. Se le adjudica 
a van Leeuwenhoek haber realizado la primera observacion de 
los protozoos, un “animaculo movil” en el intestino del tabano, 
que poco despues encontro en sus propias heces. La opinion 
actual es que se trataba de Giardia lamblia. Sin embargo, debio 
pasar mas de un siglo antes de que se avanzara en el estudio de 
los protozoos. Con el amplio uso del microscopio compuesto, 
a principios del siglo xx se definieron las morfologias y los 
ciclos vitales de casi todos los parasitos que afectan a los seres 
humanos. La cronologia de estos adelantos esta bien detallada 
en las explicaciones historicas de Foster. 

A pesar de la implementacion de medidas preventivas para 
reducir la prevalencia de enfermedades parasitarias en la mayo- 
ria de los paises subdesarrollados o en vias de desarrollo, los 
parasitos humanos aun determinan inestimables perdidas de 
vidas, amplia morbilidad y retraso del desarrollo economico. 
Segun un informe de la distribucion de parasitos humanos en 
China, “las tasas de prevalencia (de las enfermedades parasita¬ 
rias) son de tal magnitud que resulta dificil concebir la estadis- 
tica descriptiva”.^^^ Como se afirmo en este informe, “el niime- 
ro total de infecciones por protozoos y helmintos que existen 
en la actualidad en el mundo supera al de la poblacion total ya 
que las infecciones son la norma mas que la excepcion”. En el 
recuadro 22-1 se mencionan las prevalencias estimadas de las 
enfermedades parasitarias humanas, sobre la base de estadisti- 
cas publicadas por la Organizacion Mundial de la Salud y otras 
fuentes de informacion. 

En los Estados Unidos, ciertas especies de parasitos son mas 
frecuentes que otras y lo mas importante debe ser la experien- 
cia para su identificacion. En un programa de vigilancia sobre 
parasitos intestinales de los Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC), se encontraron formas parasitarias en 
64 901 (15,6%) de mas de 400 000 muestras de heces exami- 
nadas.^^ Giardia lamblia se hallo en el 3,8% de todas las mues- 
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1 Recuadro 22-1 Prevalencia mundial estimada de las 

1 enfermedades parasitarias* 



' Amebiasis 

500 

Giardiasis 

200 

.Ascariasis 

800 

Tricocefalosis (trichuriasis) 

800 

Uncinariasis 

900 

Estrongiloidiasis 

50-100 

Enterobiasis (oxiuriasis) 

42 {paises desarrollados) 

Teniasis (cisticercosis) 

1% de la pohlacion en 

Difilobotriasis 

paises endemicos 

5-10 

Esquistosomiasis 

200 

Fascioliasis 

1-2 

Clonorquiasis 

20 (China) 

Paragonimiasis 

4-5 

Paludismo 

100-270 

Leishmaniasis 

12 

Tripanosomiasis africana 

20 000 casos nuevos/ano 

Tripanosomiasis americana (enfermedad 

15 

de Chagas) 

Oncocercosis 

20 

Filariasis 

90 

Hidatidosis 

1/100 000-150/100 000 


Las cifras de incidencia registradas aqid son estimaciones aproximadas que solo tra¬ 
de ihistrar la enorme magnitud de las infecciones. Hay variaciones en las cifras 
*Mu'adas en diferenles fuentes, lo cual refleja tal vez el acceso incomplete a la infor- 
idn o a diferencias de extrapolacidn de datos conocidos a toda la pohlacion. 


tras de heces, huevos de Trichuris trichiura en el 2,7%, huevos 
de Ascaris himhricoides en el 2,3%, huevos de Enterobius ver- 
micularis en el 1,6% (no es un verdadero reflejo de la inciden¬ 
cia de esta enfermedad, ya que el examen de la muestra de 
heces no es el metodo mas sensible para establecer el diagnos- 
tico) y Entamoeba histolytica en el 0,6% de todas las muestras 
de heces. La difilobotriasis, como esparganosis y anisakiasis 
tambien aumentaron la frecuencia a medida que se puso de 
moda la ingestion de pescados frescos. Los medicos de aten- 
cion primaria y los funcionarios de salud publica deben estar 
atentos a un posible aumento de las infecciones por tenias, 
incluso la neurocisticercosis y otras enfermedades parasitarias, 
por el “Acuerdo de libre comercio estadounidense” y un inter- 
cambio libre de productos alimenticios entre los paises de 
America del Norte. 

El recuadro 22-2 es un resumen de los parasitos encontrados 
por Bruckner y cols, en un estudio de 6 meses de duracion de 
muestras de heces de pacientes ambulatorios tratados en el 
Olive View Medical Center y en el Harbor General Hospital de 
Los Angeles.^* 

En este estudio, en el 3% del total de las muestras de heces 
se identificaron otros protozoos; en el 3% otros nematodos y en 
el 0,5% otros cestodos. En un estudio mas reciente realizado 
por el Parasitology Center de Tempe, Arizona, Amin’ informo 
que un tercio de las 5 792 muestras fecales provenientes de 
2 896 pacientes de 48 estados y el Distrito de Columbia duran¬ 
te el aho 2000 resultaron positivas para parasitos intestinales. 
Las infecciones multiples con dos a cuatro especies de parasi¬ 
tos constituyeron el 10% de 916 pacientes infectados. 


Blastocystis hominis infecto a 662 pacientes (72% de 916 ca¬ 
ses), una prevalencia en aumento en los ultimos anos. Se iden¬ 
tificaron otras 18 especies de parasitos intestinales: Cryptospo¬ 
ridium parvum y Entamoeba histolytica/E. dispar ocuparon el 
segundo y el tercer lugar en la prevalencia, respectivamente. La 
prevalencia de la infeccion fue minima (22-27%) en invierno, 
aumento de modo gradual durante la primavera, alcanzo el 
maximo de 36-43% entre julio y octubre y disminuyo de a poco 
hasta llegar al 32% en diciembre. 

El paludismo es infrecuente en los Estados Unidos y se lo 
suele encontrar en viajeros que visitaron areas endemicas. Los 
CDC recibieron informes de 1 167 casos de paludismo con co- 
mienzo de los sintomas durante 1995 en personas de los 
Estados Unidos o uno de sus territorios.^®® Esta cifra represen- 
ta un aumento del 15% de los 1014 casos informados en 1994. 
P. vivax, P falciparum, P malariae y P ovale se diagnostica- 
ron en el 48,2%, 38,6%, 3,9% y 2,2% de los casos, respectiva¬ 
mente. En tres pacientes habia mas de una especie presente 
(0,3% del total). En 80 casos (6,9%) no se diagnostico la espe¬ 
cie infectante. La cantidad de casos de paludismo informados, 
adquiridos en Africa (n = 519) siguio siendo casi la misma que 
en 1994 (n = 517); los casos adquiridos en Asia aumentaron un 
32,4% (n = 335) y los adquiridos en el continente americano, 
el 37,4% (n = 246). 

Dada la proliferacion de viajes internacionales, los estudian- 
tes y los tecnicos que trabajan en los laboratorios de diagnosti¬ 
co deben tener un amplio conocimiento de las enfermedades 
parasitarias. Los acuerdos comerciales entre los paises, algunos 
de los cuales se sabe que son endemicos para las enfermedades 
parasitarias, tambien abren sus fronteras al ingreso de bienes 
que pueden estar contaminados con parasitos animales. Los 
viajeros de los Estados Unidos a tierras extranjeras deben 
recordar que varias enfermedades parasitarias son endemicas 
en la mayoria de los paises en vias de desarrollo y que deben 
tomar precauciones adecuadas. Lamentablemente, no se cono- 
cen con precision las cifras exactas y la prevalencia de los para¬ 
sitos especificos debido a la falta de un sistema de registro legal 
que exija la notificacion obligatoria de ciertas enfermedades. 
Con frecuencia, las enfermedades parasitarias se pasan por alto 
o se las diagnostica de manera erronea, ya que los smtomas 
pueden ser inespeciTicos y similares a los de otras enfermeda¬ 
des infecciosas o a los del cancer. 

La incidencia frecuente de ciertas infecciones parasitarias en 
los pacientes con SIDA ha despertado gran interes en el perso¬ 
nal de los laboratorios parasitologicos de regiones no endemi¬ 
cas. Vermud y cols.”^ observaron que la epidemia de SIDA 


Recuadro 22-2 incidencia de parasitos en muestras 
de heces^^ 
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tuvo una influencia defmida en la prevalencia relativa de las 
enfermedades parasitarias. Por ejemplo, las especies de Cryp¬ 
tosporidium, raras veces reconocidas en los seres humanos 
antes de 1983, comprenden el 13,8% de todos los protozoos 
patogenos en 1984. En un estudio realizado en el New York 
Columbia-Presbyterian Medical Center de 41 958 muestras de 
heces remitidas para su analisis durante el periodo 1971-1984, 
Strongyloides stercoralis fue alcanzando la incidencia de 
Trichiiris trichiiira como el nematodo identificado con mayor 
frecuencia. En una publicacion reciente, Harms y Feldmeier^^^ 
proponen que las infecciones por HIV y parasitarias pueden 
interactuar y afectarse mutuamente. Aunque la evolucion natu¬ 
ral de las enfermedades parasitarias puede verse alterada por la 
coinfeccion por el HIV, las parasitosis a su vez facilitan la pro- 
gresion desde una infeccion asintomatica al SIDA. Segiin estos 
autores, la base inmunopatogenica de los efectos perjudiciales 
que las enfermedades parasitarias pueden tener en el curso 
natural de la infeccion por HIV implica una activacion prefe- 
rencial de los linfocitos T helper (Th) 2. Estos autores conclu- 
yeron que para ayudar a combatir la pandemia de HIV tambien 
es necesario el control de las enfermedades parasitarias. 


Riesgo y prevencion de las infecciones parasitarias 

Warren y Mahmoud analizaron los factores de riesgo para la 
adquisicion de las infecciones parasitarias durante viajes a 
areas infestadas del mundo y las medidas profilacticas para evi- 
tarlas.^^^ El riesgo mas bajo es para los hombres de negocios 
que se alojan en hoteles de primera clase de las grandes ciuda- 
des durante periodos breves. En el extreme opuesto del espec- 
tro se encuentran los voluntaries y los misioneros que viven en 
tiendas de campaha o en moradas nativas en el ambito rural. 

La mayona de las enfermedades parasitarias se contraen ya 
sea por ingestion de agua o alimentos contaminados, o a traves 
de la picadura de un vector artropodo. El hecho de beber agua 
no tratada o cepillarse los dientes con agua contaminada puede 
ser particularmente riesgoso. Como la mayoria de los parasites 
intestinales resisten la congelacion, el agua congelada conta¬ 
minada es tambien insegura. El agua caliente de la canilla es 
bastante segura porque las formas infecciosas de la mayoria de 
los parasites intestinales son sensible al calor; sin embargo, el 
agua corriente no siempre excede la temperatura critica de 
43 °C y su seguridad no pueden garantizarse. En areas endemi- 
cas tambien debe evitarse la ingestion de leche fresca sin pas- 
teurizar. La leche embotellada y las bebidas gasificadas suelen 
ser seguras. 

La ingestion de cames poco cocidas o de pescados de agua 
dulce crudes puede llevar a la infeccion por trematodos, tenias, 
nematodes como Trichinella spiralis y bradizoitos de Toxo¬ 
plasma gondii. Los vegetales crudes son bastante seguros si se 
pelan antes de comer; sin embargo, en las verduras como 
lechuga y otras es muy dificil eliminar los huevos y los quistes 
infectantes de los parasites. Deben tomarse precauciones para 
evitar las picaduras de insectos en las regiones tropicales. Se 
recomienda el uso de mosquiteros, fumigaciones con insectici- 
das en aerosoles, repelentes de insectos y ropa protectora de 
manga larga. Los viajeros a los paises extranjeros, en particu¬ 
lar los que visitan regiones subdesarrolladas de climas tropica¬ 
les o subtropicales, deben consultar a las autoridades sanitarias 
locales acerca de los programas de inmunizacion adecuados. 
Los viajeros a regiones endemicas de paludismo deben recibir 
profilaxis con farmacos. Los individuos que planean visitar 
ciertos paises deben consultar a las autoridades sanitarias esta- 


tales locales para conocer la magnitud y la distribucion geo- 
grafica de los diferentes parasitos paliidicos y cual de los regi- 
menes profilacticos debe comenzarse. 

Tambien debe advertirse a los viajeros a regiones tropicales 
acerca del riesgo de nadar en los estuarios naturales de agua 
dulce. Las cercarias infecciosas de especies de Schistosoma 
abundan en muchos rios, lagos y canales y pueden penetrar con 
facilidad la piel intacta de un pescador confiado. El cloro en la 
concentracion utilizada en las piscinas no garantiza la pureza 
del agua. Las cercarias de Schistosoma que infestan a los seres 
humanos no se encuentran en el agua de mar; sin embargo, el 
prurito del nadador puede ocurrir despues de vadear en el agua 
salobre tras la penetracion de la piel por las cercarias de espe¬ 
cies que infectan a los animales. Los medicos deben procurar 
obtener informacion de algun viaje reciente a regiones donde 
las enfermedades parasitarias son endemicas e interrogar acer¬ 
ca de las condiciones de vida en esos lugares. Es necesario 
informar al laboratorio si se sospecha una enfermedad parasi- 
taria para poder recolectar las muestras pertinentes y llevar a 
cabo los procedimientos adecuados para la recuperacion opti¬ 
ma de las formas diagnosticas. De acuerdo con la presencia de 
enfermedades inmunosupresoras subyacentes, el antecedente 
de un viaje reciente hacia o desde una region endemica de 
enfermedades parasitarias o ambos, debe considerarse la reali- 
zacion de examenes de heces para la investigacion de parasitos, 
en particular las formas larvarias de S. stercoralis, para todos 
los pacientes antes de que reciban farmacos inmunosupresores. 


Manifestaciones clinicas de las enfermedades parasitarias 

El smtoma mas frecuente de la infeccion parasitaria intestinal 
es la diarrea, que puede ser acuosa, sanguinolenta o purulenta. 
El dolor abdominal colico puede ser una caracteristica impor- 
tante en las enfermedades en las cuales el parasito invade la 
mucosa o la pared intestinal, como sucede en las infecciones por 
uncinarias, los esquistosomas de Manson u orientales o los tre¬ 
matodos intestinales. La infeccion con gran cantidad de Ascaris 
liimhricoides puede producir la obstruccion del intestino delga- 
do. Los pacientes con tenias pueden ser asintomaticos, salvo por 
la perdida de peso a pesar del aumento del apetito y de la inges- 
ta de alimentos. El meteorismo, los eructos y la esteatorrea pue¬ 
den observarse en los pacientes con giardiasis. 

La eosinofilia en sangre periferica (15-50% o mayor) es uno 
de los marcadores mas importantes de la infestacion parasita¬ 
ria. La eosinofilia tambien puede observarse en diversas secre- 
ciones, como esputo, heces diarreicas, exudados supurativos o 
liquidos de seudoquistes o diversas cavidades corporales. Sin 
embargo, la falta de eosinofilos en sangre o liquidos corporales 
no excluye el diagnostico de enfermedades parasitarias en las 
cuales la eosinofilia no es una manifestacion habitual o la can¬ 
tidad de parasitos puede ser escasa. La presencia de una erup- 
cion cutanea urticariana generalizada, considerada como 
reaccion de hipersensibilidad secundaria a productos metaboli- 
cos o liticos de organismos muertos absorbidos a la circula- 
cion, tambien puede sugerir infeccion parasitaria. Si bien es un 
hallazgo inespeciTico, la elevacion de las concentraciones seri- 
cas de inmunoglobulina, en especial IgE, puede ayudar a la 
presencia de una enfermedad parasitaria, en especial cuando se 
asocia con eosinofilia. 

La hepatoesplenomegalia es una manifestacion habitual de 
la leishmaniasis (kala-azar) y de los trematodos hepaticos. La 
hipertension portal, en particular, puede ser causada por 
Schistosoma japoniciim y la ictericia es un signo de presenta- 
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cion comun. Las masas ocupantes quisticas de higado, cerebro 
\ otros organos pueden encontrarse en la amebiasis, la hidati- 
dosis y las infecciones por cisticercos (estadios larvarios de 
Taenia solium). 

El dolor suprapubico, la polaquiuria (aumento de la frecuen- 
cia miccional) y la hematuria son muy sugestivas de la infeccion 
por Schistosoma haematobium. La neumonitis transitoria puede 
experimentarse durante las fases migratorias larvarias de las 
infecciones por ascaris o uncinarias. Este cuadro puede sospe- 
charse si se observa gran cantidad de eosinofilos en el esputo. 
La tos, el dolor toracico y la hemoptisis, junto con la formacion 
de quisles parabronquiales, son manifestaciones usuales del tre- 
maiodo pulmonar Paragonimus westermani. La fiebre de baja 
intensidad, la perdida de peso, el edema facial y el dolor del 
musculo esqueletico indican la posible infeccion por Trichinella 
spiralis. El prurito focal de la piel puede suceder en los sitios de 
penetracion de las larvas de uncinarias o las cercarias de las 
especies de Schistosoma. 

Los sintomas generalizados se experimentan con mayor fre- 
cuencia despues de infecciones con parasitos sanguineos. Entre 
las manifestaciones frecuentes del paludismo, la leishmaniasis 
> la tripanosomiasis se encuentran: fiebre, escalofrios, sudora- 
clones nocturnas, lasitud, mialgias y perdida de peso. En estas 
enfermedades pueden observarse tambien grados variables de 
hepatoesplenomegalia y linfadenopatia. En varias enfermeda¬ 
des parasitarias pueden presentarse signos y smtomas neurolo- 
gicos secundarios a encefalitis, meningitis o neuropatias loca- 
lizadas. El compromiso del sistema nervioso central (SNC) 
'Uele ser difuso en la tripanosomiasis africana (enfermedad del 
sueno), el paludismo por Plasmodium falciparum y la toxo¬ 
plasmosis, mientras que los abscesos o quisles se observan mas 
a menudo en infecciones por Entamoeba histolytica, T. solium 
(cisticercosis) y Echinococcus granulosus. La miocardiopatia 
es una de las complicaciones mas graves de la enfermedad de 
Chagas (tripanosomiasis americana, producida por Trypano¬ 
soma cruzi), la toxoplasmosis y las diversas infecciones por 
lar\as migratorias. Los edemas masivos de piernas, brazos y 
escroto (elefantiasis) son habituales en la filariasis porque los 
parasitos adultos bloquean los vasos linfaticos y causar infla- 
macion cronica extensa y fibrosis. Los nodulos subcutaneos 
localizados o las zonas inflamatorias serpiginosas en la piel 
pueden verse en enfermedades como oncocercosis, dracuncu- 
liasis o larva migrans cutanea, que representa las formas migra¬ 
torias larvarias de las uncinarias de los perros y otros animales. 

Tan^^^ publico un analisis sucinto de los aspectos clmicos y 
de laboratorio de diversas enfermedades parasitarias frecuentes 
y no frecuentes. 


Recoleccion, transporte y procesamiento 
de las muestras 

Las muestras adecuadas del paciente deben ser recolectadas 
y transportadas al laboratorio con los metodos de conservacion 
pertinentes para permitir la deteccion y la identificacion de 
todas las formas parasitarias. El diagnostico de infecciones 
parasitarias se basa en gran medida en la observacion macros- 
copica o microscopica de heces, orina, sangre, esputo y tejidos. 
La implementacidn confiable de las tecnicas de procesamiento 
de laboratorio es un paso integral. No es posible revisar mas 
que algunos de los procedimientos de laboratorio utilizados 
con frecuencia que pueden ayudar al aislamiento y la identifi- 
cacidn de formas parasitarias en muestras clmicas. Para una 


revision sucinta, actual y practica de estos procedimientos, el 
lector puede remitirse a la seccion “Procedimientos diagnosti- 
cos” en la edicion actual del texto clasico de Garcia.^^ 

Muestras fecales 

Las muestras de heces deben recolectarse en un recipiente 
limpio, de boca ancha con tapa de rosea. Las que estan mez- 
cladas con agua (contaminacion del inodoro o de la chata) u 
orina son inadecuadas porque los trofozoitos pueden perder su 
movilidad o sufrir lisis. Las medicaciones que contienen vase- 
lina, bismuto, antibioticos, antipaludicos u otras sustancias qui- 
micas pueden afectar la deteccion de los protozoos intestinales. 
Por lo tanto, la observacion de muestras debe retrasarse una 
semana o mas despues de ciertos procedimientos diagnosticos 
(enema de bario) o de haber interrumpido el tratamiento. Los 
pacientes que han recibido un enema de bario pueden no excre- 
tar organismos en sus heces durante al menos una semana des¬ 
pues del procedimiento. La tapa del recipiente debe ajustarse 
de modo firme tras la recoleccion de la muestra para mantener 
la humedad adecuada. Todos los recipientes de muestras deben 
ser rotulados como se describio en el capitulo 1 de este libro. 

Para obtener muestras fecales para el examen de parasitos, 
deben evitarse los catarticos con base oleosa, ya que el aceite 
retrasa la movilidad de los trofozoitos y distorsiona la morfo- 
logia de otras formas. Las muestras deben recolectarse antes de 
la administracion de ciertos farmacos y compuestos que pue¬ 
den afectar la observacion o retrasar la recoleccion hasta que 
hayan pasado los efectos de estos agentes. Estas sustancias 
incluyen antiacidos, caolm, vaselina y otros materiales oleosos, 
preparaciones antidiarreicas no absorbibles, bario o bismuto 
(se necesitan de 7-10 dias para la eliminacion de los efectos), 
agentes antimicrobianos (2-3 semanas) y colorantes vesicales 
(3 semanas). 

La recoleccion de tres muestras fecales suele ser suficiente 
para establecer el diagnostico de enfermedad parasitaria intes¬ 
tinal: dos obtenidas en dias sucesivos durante las deposiciones 
normales y una tercera despues de una purga con fosfato de so- 
dio o sulfato de magnesio. No debe aceptarse mas de una mues¬ 
tra fecal por dia. Algunos autores aconsejan una unica muestra 
para diagnosticar la mayoria de las infecciones parasitarias 
intestinales. Este enfoque depende de la experiencia del mi- 
croscopista y de la cantidad de parasitos en la muestra o puede 
implementarse si el paciente se torna asintomatico entre las 
recolecciones.^^ Hiatt y cols.^^^ encontraron que con examenes 
adicionales, la posibilidad de aislamiento de Entamoeba his¬ 
tolytica aumenta un 22,7%; de Giardia lamblia, un 11,3% y de 
Dientamoeba fragilis, un 31,1%. Si se sospecha amebiasis o 
giardiasis intestinal puede necesitarse un total de seis muestras, 
recolectadas en dias sucesivos. El examen de mas de seis mues¬ 
tras en un periodo de 10 dias rara vez proporciona mas infor- 
macion. Las muestras posteriores al tratamiento deben ex ami- 
narse a las 3 a 4 semanas despues de su finalizacion en los 
pacientes con infecciones por protozoos y 5 a 6 semanas des¬ 
pues del tratamiento por infecciones por Taenia. 

Si se solicita un ensayo de PCR en una muestra de heces, se 
recomienda la implementacion del siguiente protocolo: 

1. Recolectar la muestra sin conservantes. 

2. Conservar y enviar la muestra ya sea refrigerada (4 °C) o 

congelada (con hielo seco). 

3. De manera alternativa, las muestras de heces pueden mez- 

clarse con bicromato de potasio (dilucion 1:1 con 5% p/v) o 

en etanol absolute (dilucion 1:1) y enviarlas refrigeradas. 
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Los frotis con tinciones tricromicas, para acido-alcohol re- 
sistencia o ambas deben acompanar la muestra de heces cuan- 
do se solicita la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) 
para la deteccion de G. lamblia y E. histolytica/dispar o Cryp¬ 
tosporidium parvum o Cyclospora cayetanensis, respectivamen- 
te. Todos los frotis tenidos deben revisarse con minuciosidad 
porque la realizacion de PCR es innecesaria si se identifica el 
parasito. Los detalles del procedimiento de extraccion y los 
pasos para la amplificacion del DNA fueron publicados por da 
Silva y cols.^** 

CONSERVACION DE MUESTRAS CLINICAS 

Muchas muestras de heces para el examen de huevos y para¬ 
sites se recolectan ya sea en el hogar, en el consultorio medico 
o en una clinica a cierta distancia del laboratorio que realiza el 
analisis. Como los trofozoitos se desintegran con rapidez des¬ 
pues de la defecacion y no forman quistes, las muestras de 
heces liquidas deben examinarse antes de los 30 minutos des¬ 
pues de la recoleccion (no 30 minutos despues de ser recibidas 
en el laboratorio), o las heces poco consistentes antes de los 60 
minutos, con el objeto de detectar trofozoitos moviles, en par¬ 
ticular si se sospechan infecciones por E, histolytica. Las heces 
solidas, en las cuales no se espera observar trofozoitos, pueden 
examinarse hasta 24 horas despues de su eliminacion. Las 
muestras de heces nunca deben ser congeladas y descongeladas 
ni colocadas en estufas de incubacion porque las formas para- 
sitarias pueden deteriorarse con rapidez. 

Se dispone de varios conservantes para la fijacion perma- 
nente de muestras de heces que se mantienen con fines docen- 
tes futuros o que deben enviarse a laboratorios de referencia 
para el analisis. En el recuadro 22-3 se presentan las formulas 
y el modo de preparacion de varios conservantes utilizados en 
la actualidad. A continuacion se resumen las ventajas y las des- 
ventajas de estos elementos. 

Fijadores alternativos. Las preocupaciones acerca de la toxicidad 
del foiTnaldehido y la dificultad de eliminar los conservantes 
que contienen cloruro mercurico llevaron a varias compamas a 
comercializar alternativas al metodo de referencia: el reactivo 
alcohol polivinilico de baja viscosidad (LV-PVA). En un estu- 
dio de 68 muestras de heces recien emitidas, que en conjunto 
contenian 31 formas parasitarias, Jensen y cols.^"^^ concluyeron 
que Proto-Fix® (Alpha-Tec Systems, Vancouver, WA) y 
EcoFix® (Meridian Diagnostics, Cincinnati, OH) fueron susti- 
tutos seguros para el ambiente del PVA, que causan una distor- 
sion minima del parasito. En un estudio de 20 muestras positi- 
vas de heces que contenian uno o mas parasites con diferentes 
estadios de huevos, larvas y quistes, Pietrzak-Johnston y 
cols.^‘^ tambien concluyeron que EcoFix es comparable con el 
tradicional LV-PVA para la visualizacion de protozoos en fro¬ 
tis tenidos de modo permanente, lo que confirma los hallazgos 
tempranos de Garcia y Shimizu.En cada uno de estos estu- 
dios, las formas parasitarias presentan detalles nucleares bien 
defmidos; incluso ciertos parasites se identifican mejor en las 
muestras conservadas con EcoFix que en las fijadas por el 
metodo tradicional PVA. 

Cuando se tinen de manera adecuada con estas tecnicas, los 
organismos presentan un citoplasma azul verdoso a violaceo y 
la cromatina roja a violeta rojiza contra un fondo verde. Los 
huevos y las larvas de helmintos tienen un aspecto rojo o vio¬ 
leta. Recuerdese que los huevos de Trichuris trichiura y los 
quistes de Giardia lamblia no se concentran tan bien en PVA 
como en el material fijado con forinol, que la morfologia de las 
formas larvarias de Strongyloides stercoral is es deficiente en 


las heces fijadas con PVA y que Isospora belli puede ser pasa- 
do por alto. 

Se comercializan varios dispositivos para la concentracion 
fecal, que fueron presentados por Garcia,como el tubo FPC 
JUMBO® y los sistemas FPC HYBRID® (Evergreen Scien¬ 
tific, Los Angeles, CA), el sistema de concentracion PARA- 
SED® (Medical Chemical, Torrance, CA) y el sistema de con¬ 
centracion MACRO-CON® (Meridian Diagnostics, Cincinna¬ 
ti, OH), ademas de una terminal de trabajo automatizada para 
el analisis microscopico de los concentrados fecales (DiaSys., 
Waterbury, CT). Puede recomendarse cualquiera de estos 
productos utilizados en la actualidad en los laboratorios cli- 
nicos. 


EXAMEN VISUAL 

Las muestras de heces emitidas recientemente y enviadas 
para la deteccion de parasitos deben ser sometidas a la obser- 
vacion visual para determinar la presencia de bario, aceites u 
otros materiales que pueden hacer que el material resulte ina- 
decuado para el procesamiento ulterior. La porcion del mate¬ 
rial que muestra sangre o moco debe ser especiTicamente 
seleccionada para el estudio microscopico porque puede pro- 
venir de lilceras o abscesos purulentos, donde la concentracion 
de amebas puede ser maxima. El examen visual tambien 
puede utilizarse a fm de determinar los procedimientos ade- 
cuados para llevar a cabo. Es poco probable que las heces soli¬ 
das contengan trofozoitos; por lo tanto, suelen ser innecesarias 
las preparaciones en fresco y solo se requiere preparar con¬ 
centrados. Los huevos y las larvas de helmintos y los quistes 
de protozoos pueden observarse en el sedimento de los con¬ 
centrados. Los preparados directos deben limitarse a las heces 
diarreicas y deben prepararse frotis tenidos para evaluar mejor 
las estructuras internas de cualquiera de las formas parasitarias 
observadas. Estos enfoques se detallan en la seccion que 
sigue. 

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE HECES RECIEN EMITIDAS 
PARA EL EXAMEN DE HUEVOS Y PARASITOS 

Las muestras de heces Ifquidas deben examinarse antes de 
los 30 minutos de su eliminacion (no de la llegada al laborato¬ 
rio) para aumentar al maximo la posibilidad de observar los 
trofozoitos moviles. Las muestras blandas, que pueden conte- 
ner trofozoitos, quistes o ambos, deben examinarse antes de 
una hora de su eliminacion. En los casos en los que los retrasos 
son inevitables, la muestra debe conservarse como se describio 
antes para evitar la posible desintegracion de trofozoitos. Las 
muestras de heces solidas deben rechazarse o, como es poco 
probable que contengan trofozoitos, pueden mantenerse hasta 
un dia, con refrigeracion a la noche si es necesario. 

En las muestras remitidas para el examen parasitologico 
deben hacerse tres tipos de preparaciones: 1) en fresco directas, 
2) concentrados y 3) frotis tenidos permanentes. 

Las preparaciones directas en solucion fisiologica son valio- 
sas para la deteccion de trofozoitos. Los huevos y las larvas de 
helmintos y protozoos tambien pueden observarse en prepara¬ 
ciones directas en solucion fisiologica; el agregado de una gota 
de yodo puede ayudar a la visualizacion de estas formas. En el 
caso de las muestras fecales acuosas o liquidas, la centrifuga- 
cion de la muestra sola puede ser suficiente porque los trofo- 
zoitos no se concentran bien a partir de las heces liquidas y los 
quistes se observaran en el sedimento. El examen directo puede 
omitirse para el procesamiento de las heces blandas, ya que 
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Recuadro 22-3 Fijadores habituales para muestras fecales: formulas y preparacldn 


Formaldehido al 10% en solucion fisiologica 


En un recipiente de aimacenamiento adecuado con tapa de rosea ajustada, agregar 100 mL de formaldehido en 900 mL de solucion de cloruro de sodio al 
^ .S5%. 


Ventajas 


• Esta disponible con facilidad. es facil de preparar y actua como un fijador para todos los propositos. 

• El reactivo preparado tiene un vencimiento prolongado. 

• Se conserva bien la moifologia de huevos de helmintos, larvas, quisles de protozoos y formas de coccidios. 

• Las muestras conservadas con formaldehido son adecuadas para los procedimientos de concentracibn. microscopia de epifluorescencia y realizacion de tin- 
ciones para acido-alcohol resistencia, safranina y cromotropa y son compatibles con los equipos de inmunoanalisis. 


Desventajas 


• Las muestras conservadas con formaldehido no son adecuadas para la preparacibn de frotis para tincibn tricrbmica. 

• La conservacibn es inadecuada para mantener la morfologia de trofozoitos de protozoos. 

• La realizacion de los procedimientos de PCR puede verse dificultada, en especial despues de un tiempo de fijacibn amplio. 

Algunos parasitblogos prefieren una formula con formaldehido al 5%, ya que se afirma que es menos perjudicial para los protozoos y emite menos vapores 
de formaldehido en el ambiente del laboratorio. 


LV-PVA (alcohol poliviniMco de baja densidad) 


I Formula 

Alcohol polivinflico, 10 g 
I 95^c alcohol etflico, 62,5 mL 

I Cloruro mercurico, en solucibn acuosa saturada, 125 mL 
Glicerina. 3 mL 
Preparacibn 

i Los ingredientes liquidos se mezclan en un vaso de precipitacibn de 500 mL y se agrega PVA en polvo sin mezclar. Cubrir el vaso de precipitacibn con 
I papel o papel metalico y permit!r que el PVA se remoje durante una noche. Calentar la mezcla lentamente a 75 y agitar con suavidad durante 30 segun- 
I dos hasta que se logre una suspensibn levemente lechosa. 


Ventajas 


• Se conserva bien la morfologia de trofozoitos y quisles de protozoos. 

• Se preparan con facilidad los frotis para tinciones tricrbmicas permanentes. 

• Las formas parasitarias se conservan y adhieren al portaobjetos. 

• Las muestras conservadas permanecen estables durante varios meses. 


Desventajas 


• La morfologia de los huevos y las larvas de helmintos, los coccidios y los microsporidios se conservan de manera inadecuada. 

• El cloruro mercurico es el principal componente, lo que hace dificil y costoso el desecho del fijador. 

• El reactivo es dificil de preparar en el laboratorio. 

• No puede utilizarse para procedimientos de concentracibn o equipos de inmunoanalisis. 

• Inadecuado para las tinciones de dcido-alcohol resistencia, safranina y crorabtropo. 


MIF (mertiolate-yodo-formaldehido) 


Fbrmula 

Las dos soluciones deben prepararse y almacenarse de modo separado y se mezclan inmediatamente antes de su empleo, 

Solucibn I 

Tintura de timerosal, 1: 1 000, 40 mL 
Formaldehido. solucibn acuosa al 10% (USP), 5 mL 
Glicerol, 1 mL 
Agua destilada, 50 mL 

Solucibn II 

Yoduro de potasio, cristales (KI), 10 g 

Yodo, cristales (agregar despues de disolver el Klj, 5 g de agua destilada, 100 mL 
Preparacibn 

El vencimiento de cada solucibn es de varios meses si se mantiene a temperatura ambiente en una botella oscura. En un frasco ampolla, mezclar 9,4 mL de 
la solucibn I con 0,6 mL de la solucibn II justo antes de su uso. Agregar el equivalente de cerca de 1/4 de cuchara de te de heces recien eraitidas y mezclar 
bien con un aplicador. Dejar que la suspensibn se estabilice durante 24 horas; luego, con una pipeta. eliminar una pequeha porcibn de la capa media anaran- 
jada palida y la capa inferior de coloracibn mas intensa para la preparacibn de frotis. 


(Continua) 
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Recuadro 22-3 Fijadores habituales para muestras fecales: fdrinulas y preparacidn (cont.) 


Ventajas 


• Los componentes del reactivo fijan y tinen las formas parasitarias. 

• La preparacidn es sencilla y perdurable. 

• Adecuado para I os procedimientos de concentracidn. 


Desventajas 


• Como sucede con el conservante formaldehido, no es adecuado para la preparacidn de frotis para tinciones tricrdmicas permanentes. 

• La morfologia de los trofozoitos de protozoos se conserva de modo inadecuado. 

• El componente yodo puede interferir en otras tinciones y en la fluorescencia; puede causar distorsidn de los protozoos. 


Acetato de sodio, acido acetico, formaldehido (SAF) 


Fdrmula 

Formaldehido (solucidn al 37-40%). 0,6 mL 
Acido acdtico glacial, 0,3 mL 
Acetato de sodio, 225 mg 
Agua destilada, 13,88 mL 
Preparacidn 

Disolver el acetato de sodio en el agua destilada. agregar lentamente las soluciones de dcido acdtico glacial y formaldehido. mezclar y almacenar. El venci- 
miento es de varios meses. 


Ventajas 


• Facil de preparar y el reactivo tiene un vencimiento prolongado. 

• Adecuado para las tinciones para dcido-alcohol resistencia, safranina y cromdtropo. 

• No interfiere en los equipos de inmunoandlisis. 

• Exento de la sustancia quimica toxica cloruro mercurico. 


Desventajas 


• Debe utilizarse el aditivo albumina-glicerina o similar para la adherencia de la muestra al portaobjeios. 

• Las tinciones permanentes son inferiores a las obtenidas con PVA o el fijador de Schaudinn. 


Fijador de Schaudinn 


Fdrmula: 

Cloruro mercurico, solucidn acuosa saturada (HgCl,), 110 g 
Agua destilada, 1 000 mL 
Preparacidn 

En un vaso de precipitacidn en baho Maria colocado en una campana, hervir el cloruro mercurico hasta .su disolucidn y dejarlo varias horas hasta que se 
formen cristales. 

Fijador de Schaudinn (solucidn madre) 

Cloruro mercurico, solucidn acuosa saturada, 600 mL 
Alcohol etflico. 95%, 300 mL 

Agregar 5 mL de icido acetico glacial por 100 mL de solucidn madre justo antes de su uso. 


Ventajas 


• Se conservan bien los trofozoitos y los quisles. 

• Los frotis tenidos de modo permanente se preparan con facilidad. 


Desventajas 


• El cloruro mercurico es el principal componente, lo que hace dificil y costoso el desecho del fijador. 

• La morfologia de los huevos y las larvas de helmintos, los coccidios y los microsporidios .se conserva de manera inadecuada. 

• Debe utilizarse el aditivo albumina-glicerina o similar para la adherencia de la muestra al portaobjetos. 

• Mcnos adecuado que otros conservantes para los procedimientos de concentracion. 
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nmguna de las formas parasitarias presentes aiin se detectara en 
la preparacion concentrada. 

Las identificaciones finales de los parasites no deben hacer- 
>e del examen de preparaciones directas solas; en cambio, 
deben prepararse frotis tenidos de mode permanente y exami- 
narse para confirmar las caracteristicas morfologicas tipicas. 
Deben prepararse tinciones permanentes sobre cualquiera de 
las muestras en las que se preve un retraso en el transporte. 
Para ello, se deben mezclar una o dos gotas de la muestra con 
tres a cuatro gotas de alcohol polivimlico, dispersarlas sobre la 
superficie de un portaobjetos de vidrio y dejarias secar al aire; 
o puede agregarse una pequena cantidad a un volumen igual de 
fijador de Schaudinn en un tubo tapado. 

Preparados directos en fresco. El procedimiento para los prepa¬ 
rados en fresco es litil para identificar trofozoitos de protozoos, 
quistes, ooquistes, y huevos y larvas de helmintos. Los prepa¬ 
rados en solucion fisiologica se realizan mediante la emulsifi- 
cacion de una pequena porcion de las heces en una gota de 
solucion fisiologica sobre un portaobjetos, luego se cubre la 
mezcla con un cubreobjetos. De manera ideal deben realizarse 
dos preparaciones en el mismo portaobjetos, el segundo con 
yodo. La dilucion del preparado debe ser la que se precisa para 
que se pueda leer un diario a traves del portaobjetos. Si el pre¬ 
parado es demasiado espeso, en especial las preparaciones con 
yodo, las formas parasitarias se tinen de modo deficiente y 
puede ser dificil diferenciarias de los detritos de fondo. Si son 
demasiado delgadas, las formas parasitarias con cantidades 
bajas de parasitos pueden diluirse y no advertirse durante la 
observacion microscopica habitual. Las preparaciones con 
solucion fisiologica tambien se utilizan para observar la movi- 
lidad de los trofozoitos. Los quistes de protozoos parecen mas 
refringentes en solucion fisiologica que en las preparaciones 
con yodo. Las estructuras internas de los trofozoitos o los quis¬ 
tes de protozoos suelen estar mal delineados en las preparacio¬ 
nes con solucion fisiologica, lo que dificulta la identificacion 
definitiva. Siempre deben prepararse frotis tenidos de modo 
permanente, en especial si se sospecha Giardia lamblia. 

Los ooquistes de las especies de Cyclospora pueden obser- 
varse en preparaciones en fresco con microscopia de fluores- 
cencia UV, en la cual aparecen como estructuras azul intenso 
(el filtro de excitacion UV actiia a 330-365 nm). El uso de 
microscopia de campo claro y fluorescencia proporciona un 
metodo eficaz y fiable para el diagnostico. En el caso de que no 
se hayan realizado las preparaciones originales tambien deben 
prepararse otros frotis. 

El yodo se utiliza como una tincion para destacar las estruc¬ 
turas internas de los parasitos intestinales. Deben utilizarse 
soluciones de yodo al 1% (p. ej., yodo de D’Antoni, preparado 
por el agregado de 1 g de yoduro de potasio y 1,5 g de crista- 
les de yodo en polvo en 100 mL de agua destilada). El yodo de 
Lugol, utilizado para las tinciones de Gram, en su potencia 
completa es demasiado fuerte para tenir las formas de proto¬ 
zoos, pero puede utilizarse como solucion recien preparada 
diluida 1:5 con agua destilada (que tiene el aspecto de un te 
cargado). Sin embargo, el examen de preparaciones con yodo 
solas puede no ser satisfactorio porque los trofozoitos ya no 
son moviles. Ambas preparaciones, en solucion fisiologica y 
con yodo, pueden realizarse en un linico portaobjetos, lo que 
permite la comparacion de todas las formas sospechosas. 

Si se desea, el cubreobjetos puede sellarse. Para ello se apli- 
ca una preparacion fundida de vaselina y paraflna en una rela- 
cion 1:1 en los hordes del cubreobjetos mediante la punta de un 
hisopo de algodon. La parafina y la vaselina deben calentarse a 
cerca de 70 para mezclarlas inmediatamente antes de su 


uso. El sellado se realiza asegurando primero los cuatro angu- 
los con una gota del sellador en caliente para fijar el cubre¬ 
objetos. Luego se esparce una capa delgada de la mezcla alre- 
dedor de los hordes. El sellado del cubreobjetos impide el 
movimiento de los organismos cuando se utilizan objetivos de 
inmersion y evita el desecado de la preparacion. Tambien pue¬ 
den utilizarse otras preparaciones selladoras (p. ej., esmalte de 
unas claro). 

Debe examinarse de modo sistematico toda el area del 
cubreobjetos con movimiento superpuesto hacia atras y hacia 
adelante con objetivo lOx. Si se observa una forma sospecho- 
sa, puede ser necesario un aumento mayor a fin de determinar 
los detalles intemos. 

Metodos de concentracion fecal. Los huevos, los quistes y los tro¬ 
fozoitos suelen estar en escasa cantidad en las heces que son 
dificiles de detectar directamente en los frotis o en las prepa¬ 
raciones en fresco; por consiguiente, siempre deben llevarse a 
cabo procedimientos de concentracion. Los dos metodos utili- 
zados con mayor frecuencia son: 1) flotacion y 2) sedimenta- 
cion. Ambos estan destinados a separar los protozoos y los 
huevos de helmintos intestinales de los detritos fecales excesi- 
vos. En el protocolo 22-1 se describen los detalles de estos 
procedimientos. 

Tecnicas de flotacion. Las tecnicas de flotacion se utilizan 
con menor frecuencia en los laboratorios clinicos que el proce¬ 
dimiento de sedimentacion. Se emplean soluciones que tienen 
una densidad relativa mayor que los organismos que flotan, de 
modo que ciertas formas parasitarias se dirigen hacia la parte 
superior mientras que los detritos fecales descienden hasta el 
fondo. Con frecuencia se utiliza sulfato de cine, que tiene una 
densidad relativa de 1,018. En comparacion, la densidad de los 
protozoos y de muchos de los huevos de helmintos es menor. 
Por ejemplo, la densidad relativa de los huevos de uncinarias es 
de 1,055, la de un huevo de Ascaris de 1,110; la de un huevo 
de Trichiura de 1,150 y la de los quistes de Giardia lamblia de 
1,060. 

La ventaja principal de la tecnica de flotacion es que produ¬ 
ce un material mas limpio, en el cual las formas parasitarias se 
distinguen con facilidad. Las desventajas mas importantes resi- 
den en que las paredes de los huevos y los quistes a menudo se 
colapsan, lo que dificulta la identificacion; asimismo, algunos 
huevos de parasitos no flotan. Los huevos operculados de tre- 
matodos y cestodos pueden no detectarse porque la elevada 
concentracion de sulfato de cine hace que el operculo se abra, 
el huevo se llena con liquido y se hunde en el fondo del tubo. 
Por esta razon, deben examinarse con el microscopio tanto el 
filtrado de la parte superior como el sedimento de la parte infe¬ 
rior del tubo. 

Bartlett y cols."^ describieron una tecnica de flotacion con 
sulfato de cine modificada que puede adaptarse para utilizarla 
con muestras fijadas con formol. La fijacion con formaldehido 
no solo evita que los huevos operculados estallen de modo que 
pueden detectarse en los eluidos de la flotacion, sino que tam¬ 
bien evita la distorsion de las formas parasitarias causadas por 
las soluciones salinas de densidad relativa elevada. 

Tecnicas de sedimentacion. Se utilizan soluciones de den¬ 
sidad relativa mas baja que los parasitos, de modo que la 
concentracion de huevos, quistes y otras formas se produce en 
el sedimento. Las tecnicas de sedimentacion se recomiendan 
para los laboratorios de diagnostico general porque son mas 
faciles de realizar y hay menos posibilidades de errores tec- 
nicos. 

La concentracion de parasitos intestinales por tecnicas de 
sedimentacion, ya sea por gravedad o centrifugacion, conduce 
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a una recuperacion adecuada de protozoos, huevos y larvas, 
aunque estos pueden ser mas dificiles de detectar en las prepa- 
raciones microscopicas en fresco y en los frotis tenidos, por la 
comparativamente gran cantidad de detritos en el fondo. En el 
procedimiento de concentracion de formaldehido utilizado en 
ia mayoria de los laboratorios, el eter dietflico se ha reempla- 
zado por acetato de etilo. Young y cols.^®^ demostraron que el 
acetato de etilo es menos inflamable y peligroso que el eter die- 
tilico y que no se ve afectada la capacidad de concentrar los 
quisles y los huevos. Debe tenerse cuidado durante los pasos de 
lavado del procedimiento para decantar el sobrenadante; si no, 
puede perderse una cantidad significativa de formas parasita- 
rias. Neimeister y cols.’^"^ han demostrado que Hemo-De (PMP 
Medical Industries, Irving, TX y distribuido por Fisher 
Scientific, Pittsburgh, PA) es un sustituto eficaz del acetato de 
etilo. Hemo-De es un solvente con una densidad relativa y una 
solubilidad similares a las del acetato de etilo; no es inflamable 
ni toxico y es biodegradable (clasificado como GRAS [gene¬ 
rally regarded as safe; por lo general considerado seguro] por 
la US Food and Drug Administration). 

Frotis tenidos de mode permanente. Aunque las preparaciones en 
fresco temporarias del material fecal para el examen microsco- 
pico directo facilitan la deteccion rapida de parasitos intestina- 
les en muestras fecales, los protozoos mas pequenos pueden 
pasarse por alto. Por consiguiente, GarciV^ recomienda prepa- 
rar tinciones permanentes como parte del examen de cada 
muestra de heces remitida para el analisis parasitologico. En 
particular, puede aumentar la deteccion y la identificacion de 
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y otras infecciones por 
protozoos.La morfologia de los quisles y los trofozoitos se 
visualiza mejor en los frotis tenidos. Las preparaciones perma¬ 
nentes tambien pueden realizarse de estos frotis, para usos en 
docencia y para consultas futuras con especialistas cuando se 
observan formas inusuales. 

Los dos tipos de tinciones permanentes mas utilizadas para 
visualizar protozoos intestinales en frotis fecales son: I) tin- 
cion con hematoxilina ferrica y 2) tincion tricromica de 
Gomori modificada (de Wheatley). La tincion con hematoxili¬ 
na ferrica es una tecnica popular utilizada para la defmicion 
mas exacta de la morfologia de los parasitos intestinales. El 
procedimiento es algo dificil de controlar y es mejor si lo rea- 
liza una persona con experiencia para lograr resultados opti- 
mos. La tincion tricromica es muy utilizada en los laboratorios 
diagnosticos porque su realizacion es facil y se obtienen bue- 
nos resultados tanto en muestras fecales recien emitidas como 
en las conservadas con PVA. En el protocolo 22-2 se describe en 
detalle el procedimiento de tincion tricromica. 

Cuando se presentan smdromes diarreicos, en especial en los 
pacientes inmunosuprimidos o infectados con SIDA, que im- 
plican patogenos emergentes nuevos -especies de Cryptospori¬ 
dium, especies de Cyclospora y especies de Microsporum- 
pueden requerirse otras tinciones en el analisis de las heces 
liquidas y blandas. Los ooquistes de las especies de Cryp¬ 
tosporidium y de Cyclospora se tinen bien con la tincion para 
acido-alcohol resistencia modificada en la cual se emplea como 
decolorante acido sulfurico al 1%. 

Tambien se dispone de un metodo con anticuerpos fluores- 
centes para la deteccion de especies de Cryptosporidium, a 
menudo en combinacion con un anticuerpo monoclonal dirigi- 
do contra quisles de Giardia lamblia (detallado mas adelante 
en este capitulo). Recuerdese que para realizar las tecnicas para 
acido-alcohol resistencia y anticuerpos monoclonales deben 
utilizarse materiales recien emitidos o fijados con formaldehi¬ 
do, no pueden utilizarse muestras conservadas con PVA.^^ 


Los microorganismos diminutos de las especies de 
Microsporum no se colorean bien con la mayoria de las tincio¬ 
nes. La tincion de Weber^"^^ y la de Ryan^^^ se han utilizado con 
exito en los laboratorios clmicos. Mas recientemente, en los 
CDC se ha desarrollado la tincion con cromotropo R. En esta 
tincion, la concentracion del componente cromotropo 2R ha 
sido aumentada 10 veces para facilitar la penetracion del colo- 
rante en las formas parasitarias diminutas. Es importante pre- 
parar un frotis delgado (gota fina) utilizando alrededor de 10 
pL de una suspension de heces no concentradas fijada con for¬ 
maldehido al 10% sobre un portaobjetos (tambien pueden uti¬ 
lizarse concentrados con formol, pero no aumenta de manera 
sustancial la cantidad de microorganismos, que no se concen- 
tran bien, por campo microscopico). El procedimiento rapido 
cromotropo-Gram en caliente es una tincion altemativa rapida, 
fiable y simple de realizar. Para esta tecnica, primero se efec- 
tua una tincion de Gram sobre el frotis de gota fina, pero en 
lugar de agregar safranina, al portaobjetos se le coloca una tin¬ 
cion cromotropa calentada (50-55 °C) durante al menos un 
minuto. Las esporas de microsporidios aparecen como estruc- 
turas ovoideas violetas contra un fondo verde palido. En cada 
corrida de tincion debe agregarse un portaobjetos control de 
esporas de microsporidios provenientes de la muestra conser- 
vada con formaldehido al 10%. Este control proporciona un 
punto de referenda para distinguir las esporas verdaderas de 
otros elementos similares. Estas tinciones se describen en deta¬ 
lle mas adelante en este capitulo. 

Examen de muestras intestinales no fecales 

Los parasitos como Giardia lamblia y Strongyloides sterco- 
ralis son habitantes habituales del duodeno y el yeyuno, por lo 
que para demostrarlos pueden requerirse muestras de conteni- 
do duodenal. Se realiza una preparacion en fresco del material 
aspirado y se la examina con el microscopio. Si se observan 
organismos moviles puede resultar util una segunda prepara¬ 
cion con yodo para destacar las estructuras intemas, de modo 
que pueda hacerse la identificacion definitiva. 

El contenido duodenal puede examinarse con la prueba del 
hilo.'^^ El elemento utilizado es una capsula de gelatina pesada 
que contiene un hilo de nailon de cola larga (comercializado 
como Enterotest, por Hedeco, Palo Alto, CA). Un extremo del 
hilo que sobresale de la capsula se adhiere a la cara del pacien- 
te. Se deglute la capsula y por el peristaltismo el hilo pesado se 
dirige al duodeno. Despues de 4 a 6 horas, se elimina el hilo y 
todo el moco tenido de bilis adherido al extremo distal se utili- 
za para realizar preparaciones en fresco y frotis tenidos para 
estudios microscopicos. El examen del contenido duodenal 
debe realizarse solo en los pacientes con signos y smtomas 
sugestivos de giardiasis. McHenry y cols.^^"* obtuvieron aspira- 
dos duodenales de 144 pacientes a quienes se les estaban reali- 
zando endoscopias por otras razones. Giardia lamblia se aislo 
solo en un paciente (0,7%). 

La infeccion por Enterobius vermicularis del conducto rec¬ 
tal se detecta mejor mediante la cinta engomada de celulosa. 
Para efectuar el examen se aplica la superficie adhesiva de una 
cinta de celulosa transparente de 7,5 a 10 cm sobre los pliegues 
perianales de un paciente con presunta infeccion por oxiuros. 
Las muestras recogidas a la mahana temprano, enseguida des¬ 
pues de despertarse y antes de banarse, son optimas para la 
deteccion de los huevos. Para proporcionar un apoyo firme a la 
cinta puede usarse un bajalengua. La cinta se coloca con el lado 
adhesivo hacia el portaobjetos y se examina para determinar los 
huevos caracteristicos de E. vermicularis. Para obtener la 
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muestra puede utilizarse un “aplicador” desechable disponible 
en el comercio, con una superficie plana y pegajosa (“Swube”- 
“Falcon 2012 disposable applicator”; Falcon, Oxnard, CA). En 
la figura 22-1 se ilustra el aspecto microscopico de una prepa- 
racion positiva. 

En algunos casos de infeccion por Entamoeba histolytica 
puede ser necesario realizar examenes histologicos de biopsia 
del sigmoides, cuando los examenes repetidos de heces no 
revelan los organismos. El procesamiento de estas muestras se 
describe mas adelante en este capitulo. 

Examen de muestras extraintestinales 
ESPUTO 

En raras ocasiones, los estadios larvarios de uncinarias, 
Ascaris liimbricoides o Strongyloides stercoralis o los huevos 
de P. westermani se ven en muestras de esputo. La preparacion 
en freso directa con solucion fisiologica suele ser suficiente. Si 
el esputo es extraordinariamente mucoide o espeso, para licuar 
la muestra puede agregarse una cantidad igual de A-acetil-L- 
cisteina al 3% o de hidroxido de sodio al 3% (o cloro de lejia 
domestica pura) que se mezcla durante 2 o 3 minutos y luego 
se centrifuga. Tras la centrifugacion, con el sedimento se reali- 
za la preparacion en fresco para el examen microscopico. Si el 
examen de la muestra de esputo se retrasa por cualquier razon, 
debe agregarse formaldehido al 10% para conservar los huevos 
o las larvas de helmintos. 

ORINA Y LiQUIDOS CORPORALES 

En el caso de muestras con voliimenes grandes es necesario 
dejarias reposar durante 1 o 2 horas. Luego se toman alrededor 
de 50 mL del fondo del sedimento obtenido por centrifugacion. 
El sedimento altamente concentrado puede entonces observar- 
se mediante una preparacion directa en fresco. Si se observan 
elementos que sugieren parasitos, es util el agregado de yodo o 
tehir la preparacion para destacar las estructuras internas diag- 
nosticas. 


BIOPSiAS Y ASPIRADOS DE TEJIDOS 

En las ulceras cutaneas (como las observadas en la leishma¬ 
niasis), los nodulos cutaneos (observados en la oncocercosis y 
en las infecciones por Mansonella streptocerca) y los ganglios 
linfaticos se puede realizar aspiracion con aguja fina o biopsia. 
En los casos en los que se sospecha leishmaniasis cutanea, el 
material debe aspirarse con aguja y jeringa desde el fondo del 
lecho de la ulcera. Puede obtenerse un “corte de piel” para 
diagnosticar la leishmaniasis subcutanea mediante la toma de 
una porcion pequena de piel con una pinza o elevandola con la 
punta de una aguja. La punta de un “cono” pequeno de piel se 
corta con un instrumento quirurgico afilado o con una hoja de 
afeitar. El corte debe ser lo suficientemente profundo para 
incluir la papila dermica; sin embargo, no tanto como para oca- 
sionar sangrado. Pueden indicarse biopsias de las mucosas rec¬ 
tal y vesical para identificar huevos caracteristicos en casos de 
sospecha de esquistosomiasis intestinal o urinaria. 

Todo el tejido de la biopsia debe remitirse al laboratorio sin 
el agregado de fijador formol. Si no puede evitarse un retraso 
en el procesamiento, las muestras deben colocarse en el fija¬ 
dor PVA. Si la muestra es blanda, se raspa una porcion peque- 
ha y se coloca en una gota de solucion fisiologica para el exa¬ 
men en fresco. Tambien deben prepararse frotis por impronta, 
realizados apretando una superficie de corte reciente del teji¬ 
do contra la superficie de un portaobjetos, el cual se coloca de 



Figura 22-1 Microfotografia de la preparacion reaiizada con cinta de celulo- 
sa engomada de un paciente en el que se sospecha oxiuriasis, que ilustra el 
resultado positive con varies huevos ovales, de paredes delgadas de Enterobius 
vermicutaris. 


inmediato en un fijador, como la solucion de Schaudinn. Pue¬ 
den realizarse tinciones tricromicas u otras. La porcion restan- 
te del material de biopsia se remite entonces para examen his- 
tologico. 

RASPADOS 0 BIOPSIA DE CORNEA 

Los raspados de cornea son utiles para hacer el diagnostico 
en casos de sospecha de queratitis por Acanthamoeba. Los ras¬ 
pados de cornea, obtenidos por un medico, se colocan sobre 
un portaobjetos y se fijan en alcohol metilico durante 3-5 
minutos. GarciV^ sugiere que la tincion debe realizarse con 
bianco de calcofluor, un blanqueador textil que se adquiere en 
el comercio. Se disuelve en agua destilada una solucion de 
bianco de calcofluor al 0,1 % y azul de Evans al 0,1 %. Se agre- 
gan algunas gotas de esta solucion en el frotis fijado con meta- 
nol durante 5 minutos. Se inclina el portaobjetos y el liquido 
se escurre en una toalla de papel absorbente; se agrega un 
cubreobjetos y se lo examina para investigar la presencia de 
quistes de amebas de color verde manzana (los trofozoitos no 
se tinen), los cuales presentan una fluorescencia verde manza¬ 
na o bianco azulada de acuerdo con la combinacion de luz 
excitadora/filtro utilizada. 

BIOPSIA DE MUSCULO 

Las formas larvarias en espiral caracteristicas de Trichinella 
spiralis se demuestran mejor en una preparacion tomada de una 
biopsia de musculo esqueletico (vease lamina en color 22- 
IIG). GarciV^ sugiere tratar el material de biopsia con un 
liquido de digestion antes del examen. Este liquido se prepara 
mediante el agregado de 5 g de pepsina a una mezcla de 1 000 
mL de agua destilada y 7 mL de ClFl concentrado. El tejido se 
coloca en un frasco Erlenmeyer de boca ancha y el liquido de 
digestion se agrega en la relacion de 1 parte de tejido y 20 par¬ 
tes de liquido. La mezcla de digestion se mantiene a 37 
durante 12 a 24 horas. Despues de la digestion, se examinan 
con el microscopio algunas gotas del eluido para determinar la 
presencia de larvas. Si no se observan, se debe centrifugar una 
alicuota de 15 mL de la mezcla y se examina el sedimento. 
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SANGRE 

Se coloca una gota de la sangre anticoagulada sobre un por- 
taobjetos al que se le agrega un cubreobjetos; la muestra se exa- 
mina con el microscopic para evaluar la presencia de formas 
extraeritrociticas grandes, a menudo moviles, como tripanoso- 
mas y microfilarias. La presencia de microfilarias en la sangre 
circulante tiene una marcada periodicidad que depende de la 
especie involucrada; por consiguiente, es critico el memento de 
la recoleccion de la muestra. Si se sospecha una infeccion por 
filarias, los mementos optimos para la recoleccion a fin de 
demostrar su presencia son: Loa loa, al mediodia (10 a. m. a 2 
p. m.); Brugia o Wuchereria, a la noche, despues de las 8 p. m. 
Mansonella, en cualquier memento; Onchocerca, en cualquier 
memento. 

Cuando se examina por primera vez un frotis de sangre teni- 
do, se lo debe revisar con bajo aumento (250x o menos) en 
busca de las formas parasitarias mas grandes que pueden pasar- 
se por alto si se utiliza solo microscopia de inmersion. La mor- 
fologia de los plasmodios intraeritrociticos (paludismo, 
Babesia, Theileria) se observa mejor en los frotis de sangre 
periferica tefiidos con Wright o con Giemsa. 

Los frotis de sangre preparados para la deteccion de palu¬ 
dismo deben recolectarse especiTicamente para este proposito y 
no deben permanecer en la bandeja durante la ronda de reco¬ 
leccion. Los frotis deben prepararse con muestras de sangre 
anticoagulada lo antes posible despues de la recoleccion, ya 
que la exposicion prolongada al anticoagulante puede distor- 
sionar la morfologia de los esquizontes maduros y los gameto- 
citos. Asimismo, los estadios sexuales continuan su desarrollo 
durante el almacenamiento de la muestra hematica en el 
ambiente templado del laboratorio. Con la exposicion de la 
muestra de sangre al aire, los microgametocitos pueden dar ori- 
gen a los microgametos (exflagelacion), estos se liberan al 
plasma y pueden confundirse microscopicamente con especies 
de Borrelia. Los merozoitos, en particular los de Plasmodium 
vivax, pueden liberarse de los esquizontes maduros y reinvadir 
otros eritrocitos, donde pueden aparecer con un aspecto similar 
a las pequenas formas en “anillo de sello” de Plasmodium fal¬ 
ciparum. Por consiguiente, es preferible la recoleccion de 
muestras de sangre capilar. 

Deben prepararse frotis de sangre de gota fina y gruesa. El 
frotis de gota fina, utilizado sobre todo para la identificacion 
definitiva de especies de plasmodios y otros parasitos intraeri¬ 
trociticos, se prepara exactamente igual que el utilizado para 
realizar el recuento diferencial de leucocitos. Se efectuan al 
menos dos frotis por paciente. Los frotis de gota fina se forman 
con sangre esparcida en una capa de modo tal que el espesor de 
la capa disminuye progresivamente hacia el borde esfumado o 
“cola’’, donde los eritrocitos no se superponen; este extremo 
debe tener 1,5 a 2 cm de largo. Hay que tener cuidado al pre- 
parar un frotis de gota fina para ver que la cola este esparcida 
en forma regular y no presente espacios vacios, rayas u otros 
artefactos de tecnica. La preparacion de los frotis de gota fina 
y gruesa se describe en el protocolo 22-3. 

Los frotis de gota gruesa constan de una capa gruesa de eri¬ 
trocitos deshemoglobinizados (lisados). Un frotis de gota 
gruesa adecuado es aquel que apenas permite leer las palabras 
de un periodico a traves de la pelicula. Estos frotis contienen 
una concentracion 30x de elementos parasitarios cuando se 
compara con un area igual de una gota fina. Por lo tanto, la 
preparacion de frotis de gota gruesa tiene una utilidad particu¬ 
lar para la deteccion de los parasitos del paludismo en las 
infecciones leves; sin embargo, la morfologia de los trofozoi- 
tos muchas veces esta afectada, lo que dificulta la identifica¬ 


cion de especie. Si se observan elementos sospechosos de palu¬ 
dismo, debe prepararse una gota fina para hacer la identifica¬ 
cion de la especie. 

El frotis de gota gruesa se prepara colocando dos o tres gotas 
de sangre en la superficie de un portaobjetos para cubrir un 
area del tamano de una moneda de diez centavos de dolar. La 
sangre debe obtenerse por puncion del pulpejo del dedo y dejar 
que fluya libremente; debe evitarse presionar el dedo. La gota 
se debe revolver continuamente durante alrededor de 30 segun- 
dos para evitar la formacion de coagulos de fibrina. Hay que 
dejar el portaobjetos sobre una mesada plana y permitir que se 
seque por completo al aire, ya que cualquier resto de humedad 
puede causar su desprendimiento. El tiempo de secado sera de 
al menos 30 minutos o mas prolongado si el clima es hilmedo. 
El tiempo de secado puede acortarse si se lo ventila con un aba- 
nico o con un secador de pelo (en la posicion “frio’’). La posi- 
bilidad de desprendimiento aumenta en los frotis hechos con 
sangre anticoagulada. Una vez seca la pelicula, debe lisarse la 
sangre colocando el portaobjetos en agua o solucion buffer 
inmediatamente antes de la tincion. 

Si se utiliza sangre anticoagulada (que en la actualidad es la 
practica habitual), no es necesario revolver la muestra porque 
no se forman filamentos de fibrina. El EDTA potasico es el 
anticoagulante de eleccion. Garcia (comunicacion personal) 
describio una tecnica en la cual pueden realizarse los frotis de 
gota gruesa y fina en el mismo portaobjetos. Para ello se colo- 
can dos o tres gotas de sangre anticoagulada en uno de los 
extremos del portaobjetos y luego, con el palillo de un aplica- 
dor, se extiende la gota sobre la superficie del resto del porta¬ 
objetos mediante un movimiento rodante continuo. Se formaran 
ambas areas, fina y gruesa, en las intersecciones de los circulos 
concentricos. Si las muestras iniciales son negativas para para¬ 
sitos, deben tomarse al menos tres muestras sucesivas. 

Ambos frotis deben tenirse lo antes posible despues de la 
preparacion (siempre dentro de las 48 horas) con la tecnica de 
Giemsa o de Wright. Cabe recordar que el pH del colorante y 
el del buffer deben controlarse con cuidado entre 7 y 7,2; los 
colorantes utilizados en el laboratorio de hematologia tienen un 
pH cercano a 6,8, lo que elimina la posibilidad de observar los 
granulos de Schuffner. Debe evitarse el uso de instrumentos de 
tincion automatizados. Los frotis de gota gruesa pueden reque- 
rir un tiempo de exposicion algo mas prolongado que el emple- 
ado en las preparaciones de gota fina. 

Se recomienda examinar al menos 300 campos microscopi- 
cos de objetivo de inmersion con un aumento 1 OOOx en gota 
fina y alrededor de 100 campos en los de gota gruesa. La can- 
tidad de microorganismos puede ser muy escasa en los pacien- 
tes con recidivas, en los que presentan infeccion temprana y en 
los que recibieron un tratamiento inadecuado o profilaxis par- 
cial. En estos casos, debe duplicarse la cantidad de campos 
examinados. La interpretacion adecuada del frotis de gota 
gruesa requiere considerable experiencia y la realizacion de 
controles positivos para su comparacion. 


Identificacion y diferenciacidn de parasitos 

Aunque ciertos signos y smtomas clmicos pueden sugerir la 
posibilidad de una enfermedad parasitaria, el diagnostico defi- 
nitivo se realiza mediante la demostracion del organismo cau¬ 
sal en muestras recolectadas de manera adecuada. Como 
muchos artefactos de tecnica pueden tener similitud con formas 
parasitarias, la identificacion final siempre debe hacerse sobre 
la base de criterios morfologicos bien establecidos. Las inter- 
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pretaciones microscopicas, en particular, no pueden basarse en 
conjeturas y no debe darse un diagnostico de laboratorio de una 
enfermedad parasitaria hasta que puedan demostrarse con cla- 
ridad y de modo objetivo las caracteristicas de identificacion 
adecuadas. En la lamina en color 22-1 se muestran artefactos 
seleccionados que tienen caracteristicas que sugieren parasitos 
verdaderos. 

Un problema con el que se enfrenta tanto el estudiante nuevo 
como el docente de parasitologia clinica es la falta de un crite- 
rio unificado para la taxonomia de los parasitos. En este libro 
se sigue el enfoque tradicional de separar los parasitos en diver- 
sos grupos morfologicos (protozoos, nematodos, cestodos, tre- 
maiodos, etc.) con pleno conocimiento de que puede perderse 
cierto grado de correlacion entre la clinica y el laboratorio. For 
ejemplo, aunque las uncinarias y los oxiuros se incluyen desde 
el punto de vista taxonomico en los nematodos, existen consi¬ 
derables diferencias en lo que respecta a sus ciclos vitales, los 
modos de infeccion y la gravedad de las enfermedades que cau- 
san. De hecho, cada especie de parasito es unica y los intentos 
de agruparlos con cualquiera de los criterios siempre conllevan 
algun grado de deficiencia. 

El microscopio para el examen de los parasitos debe tener un 
ocular al cual se le adapta un micrometro ocular calibrado con 
precision. En el protocolo 22-4 se presenta el procedimiento de 
calibracion del micrometro ocular. La capacidad de medir con 
exactitud el tamano de las formas parasitarias encontradas en 
las muestras clmicas suele ser vital para la identificacion 
correcta de los parasitos. En las descripciones que siguen se 
destacan las variaciones de tamano de varias formas parasita¬ 
rias diagnosticas. 

Ciclos Vitales de los parasitos humanos 

Muchos de los ciclos vitales de los parasitos humanos se 
incluyen en las secciones sobre identificacion de laboratorio 
que siguen. No se pretende que los estudiantes memoricen las 
fases de cada ciclo vital; antes bien, estas descripciones son uti¬ 
les para indicar las formas infectantes, invasivas y diagnosticas 
de cada parasito, un conocimiento de lo que es necesario para 
el diagnostico. 

La figura 22-2 se diseno para proporcionar una orientacion 
global de los ciclos vitales de los parasitos importantes para los 
seres humanos. Los parasitos pueden dividirse en tres grupos 
principales sobre la base de sus ciclos de vida: I) los que no tie¬ 
nen huesped intermediario, 2) los que utilizan un huesped 
intermediario y 3) los que requieren dos o mas huespedes inter- 
mediarios. 

Los parasitos que no tienen huesped intermediario se trans- 
miten directamente entre los seres humanos (o entre los ani- 
males) a traves de alimentos o agua contaminados por heces. 
Esto es cierto para la mayoria de los protozoos y para ciertos 
nematodos como Enterohius vermicularis y Trichiiris trichiii- 
ra. La transmision interhumana ocurre por la transferencia de 
quistes o huevos que pueden sobrevivir en las condiciones 
ambientales externas y contaminan los alimentos o los sumi- 
nistros de agua. Los huevos de Ascaris lumhricoides, Trichiiris 
trichiura y las uncinarias requieren un periodo de maduracion 
despues de la eliminacion por las heces en el ambiente antes de 
convertirse en infectantes. El ciclo vital de Ascaris lumbricoi- 
des, aunque sigue la via fecal-oral sin necesidad de un huesped 
secundario, es mas complejo porque despues de la eclosion en 
el intestino delgado, las larvas ingeridas ingresan en la circula- 
cion a traves de los linfaticos y pasan por los pulmones antes 
de ser deglutidas con las secreciones orales. El modo de infec¬ 


cion de las uncinarias y de Strongyloides stercoralis no es a tra¬ 
ves de la via fecal-oral, sino la penetracion directa de la piel 
descubierta de larvas filariformes que se encuentran en el estier- 
col o en el suelo contaminado. 

Los parasitos que precisan un huesped intermediario suelen 
involucrar un mamifero de gran tamano, roedores, crustaceos o 
insectos vectores dentro de los cuales completan sus ciclos 
vitales, un proceso que puede ser simple o complejo. Por ejem¬ 
plo, el intestino humano actua como el huesped primario para 
los parasitos adultos de Taenia solium y Taenia saginata. El 
cerdo y la vaca, respectivamente, son huespedes secundarios 
para estas tenias, cuando los adultos no habitan el intestino; en 
ellos, las larvas residen en el musculo esqueletico. Los seres 
humanos se infectan mediante la ingestion de came infestada, 
came con cisticercosis. Por ultimo, las larvas eclosionadas 
encuentran su camino hacia el intestino para madurar en para¬ 
sitos adultos. La forma larvaria de ciertas tenias tambien puede 
causar una enfermedad en los seres humanos conocida como 
cisticercosis. Cuando se ingieren huevos de Taenia solium, por 
ejemplo, estas larvas de primer estadio pueden enquistarse den¬ 
tro del higado, el cerebro y otros organos. La hidatidosis es un 
segundo ejemplo de enfermedad larvaria quistica en los seres 
humanos, en la cual los canidos, como huesped primario o defi- 
nitivo, albergan la tenia Echinococcus en el intestino. En el 
ciclo vital normal de la hidatidosis, la oveja suele actuar como 
huesped secundario; en este, tras la ingestion de huevos infec¬ 
tantes se forman las lesiones quisticas, sobre todo en el higado 
y probablemente tambien en otros drganos. El ciclo vital del 
parasito se completa cuando perros y otros carnivoros ingieren 
visceras de ovinos muertos infectados por la larva. 

Los parasitos que implican a crustaceos e insectos siguen 
una serie compleja de estadios de desarrollo antes de que se 
libere la forma infectante. Por ejemplo, en el paludismo, los 
plasmodios sufren la gametog^nesis sexual dentro del mos¬ 
quito antes de que los esporozoitos infectantes sean inoculados 
de nuevo al huesped humano. Un ciclo vital similar es caracte- 
ristico de otras infecciones parasitarias de la sangre, como tri- 
panosomiasis, leishmaniasis y filariasis. Los parasitos que 
requieren dos huespedes intermediarios {Diphyllohothrium 
latum y la mayoria de los trematodos) siguen ciclos vitales 
similares. 

Los huevos eliminados por el parasito adulto que infectan al 
huesped primario eclosionan en un ambiente acuoso adecuado 
y liberan formas ciliadas que nadan libremente denominadas 
miracidios. Estos son muy moviles y se desplazan con mucha 
rapidez (2 mm/s). Por la accion de fotorreceptores, receptores 
del tacto y quimiorreceptores, los miracidios son atraidos a su 
huesped caracol complementario. La adherencia tiene lugar en 
algunas horas porque su vida es muy breve. En su parte ante¬ 
rior tienen glandulas que segregan enzimas proteoliticas para 
atravesar el tegumento del caracol. La penetracion en el cara¬ 
col se produce en alrededor de 30 minutos, tiempo durante el 
cual el miracidio pierde su epitelio ciliado. Una vez en su inte¬ 
rior, cada miracidio se redondea y forma el estadio de esporo- 
quiste, en el cual tiene lugar la multiplicacion en estructuras 
similares a quistes conocidas como redias. Por lo tanto, un 
unico miracidio se multiplica en numerosas cercarias infeccio- 
sas que nadan libremente. 

Las cercarias, de varias formas de acuerdo con la especie, 
cuando se liberan del caracol buscan e invaden la came de crus- 
tdeeos o peces, por la accion de enzimas producidas por diversas 
glandulas de penetracion parabucales. Mediante la ingestion de 
las metacercarias contenidas en la came de cangrejo o de pesca- 
do cruda o poco cocida tambien se infecta un segundo huesped. 
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Sin huesped intermediario 



Enterobius vermicularis 
Trichuris trichiura 
Ascaris lumbricoides* 
Uncinarias* 

Strongyloides stercoralis 
Hymenolepsis nana 
Entamoeba histolytica y 
otras amebas 
Balantidium coli 
Giardia lamblia 
Chilomastix mesnili 
Trichomonas hominis 


* Requieren un perfodo de 
maduracion despues de su 
eliminacion antes ser infec- 
ciosos 


Un huesped intermediario 
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Mosquito 
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Taenia solium 
Trichinella spiralis 

a 


Taenia saginata 


Echinococcus 

granulosus 


Dypilidium caninum 
Hymenolepis diminuta 

a 


Trypanosoma cruzi 


Esp. de Plasmodium 
Wuchereha bancrofti 
Brugia malayi 
Flebotomo: esp. 
de Leishmania 

Especies 
de Schistosoma 
a 


Dracunculis 

medinensis 

n 


Tsetse: especies 
de Tfipanosoma 
Chrysops: Loa loa 
Simulium: Onchocerca 
volvulus 


8 


Dos huespedes intermediarios 


8 



Especies de Fasciola 


Figura 22-2 Esquema general de los ciclo vitales de parasites de importancia para los seres humanos. Las especies de parasites se dividen de acuerdo con su nece- 
sidad de ningun huesped intermediario, de uno o de dos. Tambien se incluyen diagramas de los huespedes intermediarios frecuentes. 
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En el ciclo vital de Fasciola y especies de Fasciolopsis, las cer- 
carias se adhieren a las plantas acuaticas como metacercarias 
encapsuladas e inactivas. Los seres humanos se infectan al inge- 
rir plantas acuaticas crudas o cocidas de modo deficiente sobre 
las cuales estan adheridas estas metacercarias. 


Protozoos intestinales 

En la actualidad se reconocen cuatro amplios grupos de pro¬ 
tozoos intestinales, como se mencionan a continuacion: 1) las 
amebas, 2) los flagelados, 3) los ciliados y 4) los coccidios. La 
tarea de aprender las caracteristicas diferenciales de estos pro¬ 
tozoos es algo menor cuando se comprende que solo algunas 
especies dentro de cada uno de estos grupos principals son de 
importancia medica. De acuerdo con la clasificacion propuesta 
por Levine y cols.*^^ los siguientes son los protozoos intestina¬ 
les que presentaremos aqui: 

Amebas 

Entamoeba histolytica 
i En tamoeba hartmann i) 

(Entamoeba dispar) 

Entamoeba coli 
(Entamoeba polecki) 
lodamoeba biitschlii 
Endolimax nana 

Flagelados 

Giardia lamblia 
Chilomastix mesnili 
Dientamoeba fragilis * 

Especies de Trichomonas 

Ciliados 

Balantidium coli 

Coccidios 

Especies de Cryptosporidium 
Jsospora belli 
Especies de Sarcocystis 
Especies de Cyclospora 
Especies de Microsporidium 

Amebas intestinales 

Tres generos de amebas pueden habitar el intestino de los se¬ 
res humanos: Entamoeba, lodamoeba y Endolimax. Los miem- 
bros de los ultimos dos generos, es decir, lodamoeba biitschlii y 
Endolimax nana, suelen considerarse no patogenos. Desde la 
perspectiva del laboratorio es importante identificarlos de modo 
objetivo en las muestras de heces y no confundirlos con otros 
protozoos que pueden causar enfermedad. De las amebas, solo 


* Dientamoeba fragilis, antes clasificada como una ameba, en la actualidad se 
considera un flagelado, especiticamente en el genero Histomonas o en el gene- 
ro Trichomonas, sobre la base de estudios inmunologicos y estructurales por 
microscopia electronica en los ultimos anos. Como en la mayoria de los labo- 
ratorios clmicos se utiliza el microscopio optico para examinar las muestras, el 
cambio actual en la clasificacion de Dientamoeba fragilis es de valor mas teo- 
rico que practico. La tarea importante es aislar el organism© en pacientes con 
smtomas intestinales y realizar una identificacidn precisa. 


Entamoeba histolytica se considera potencialmente patogena 
para los seres humanos. Al comienzo de la capacitacion, los 
estudiantes deben desarrollar un enfoque por el cual puedan 
identificar, sin dudas, este paiasito cuando se observa en mues¬ 
tras de heces. La ameba E. hartmanni que “imita” a Entamoeba 
histolytica y la especie recientemente designada como 
Entamoeba dispar, que se describira luego con mas detalle, se 
han encontrado como no patogenas y de poca importancia cli- 
nica cuando se observan en muestras de heces. 


AMEBIASIS Y ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

La disenteria amebiana esta causada por las cepas patogenas 
de E. histolytica. El organ!smo se transmite de modo directo 
por la via fecal-oral a traves de suministros de agua o alimen- 
tos contaminados, ya sea en forma directa por las deposiciones 
de las personas infectadas o indirecta por cucarachas o moscas 
que actuan como vectores mecanicos. Las mejoras en las medi- 
das de higiene y las condiciones socioeconomicas, y las altera- 
ciones en practicas especificas, como el lavado de las manos, el 
control de las moscas, las mejoras en la calidad del agua y las 
instalaciones sanitarias son objetivos a corto y a largo plazo en 
los que lamentablemente fallan la mayoria de las areas ende- 
micas del mundo. Se estima que entre el 5% y el 50% de los 
individuos de areas endemicas portan Entamoeba histolytica en 
el intestino. De estos, el 10% manifestara la enfermedad intes¬ 
tinal disenterica e invasiva y el 0,5% presentara la enfermedad 
extraintestinal, con mayor frecuencia abscesos hepaticos. De 
estos ultimos, entre el 2% y el 10% fallece. La tasa de mortali- 
dad puede ascender al 70% en personas con colitis fulminante. 
Los smdromes clmicos asociados con infecciones por E. his¬ 
tolytica se presentan en el recuadro de correlacion clinica 22-1. 
El ciclo vital de E. histolytica, como prototipo de todas las 
amebas intestinales, se muestra en la figura 22-3. 

Identificacidn por el laboratorio. Las formas parasitarias verdade- 
ras deben diferenciarse de una diversidad de artefactos del 
fondo que se prestan a confusion y que pueden encontrarse en 
las preparaciones microscopicas en fresco y en los frotis de 
heces. Welsh^^^ indica que el diagnostico correcto de amebiasis 
reside en las observaciones precisas del personal de laboratorio 
habil y lamenta la alta frecuencia de excesos o defectos en la 
identificacidn de amebas en muestras de heces. Se citaron 
varios estudios que indican que hasta en un tercio de los labo- 
ratorios de los Estados Unidos y otros paises, E. histolytica no 
se identified de manera correcta; ademas, varios brotes de pre- 
sunta amebiasis investigados por los CDC fueron alarmas fal- 
sas debido a errores en la identificacidn del laboratorio. Los 
granos de polen, los elementos vegetales digeridos de manera 
incompleta y las celulas somaticas derivadas del huesped estan 
entre los artefactos que pueden prestarse a confusion. En la 
lamina en color 22-1 se ilustran varios de los artefactos encon- 
trados con frecuencia. 

En particular, los quisles amebianos deben diferenciarse de 
los leucocitos polimorfonucleares activos que presentan dos o 
mas Idbulos; sin embargo, el citoplasma de los leucocitos es 
grueso sin evidencia de un cariosoma distintivo y la membrana 
nuclear es gruesa sin evidencia de cromatina adherida (lamina 
en color 22-2A). Los microscopistas pueden reducir las posibi- 
lidades de error asegurandose de que las estructuras parasita¬ 
rias se identifican objetivamente antes de realizar una identifi- 
cacion positiva. Si existe alguna duda, se debe revisar y buscar 
formas mas convincentes en la misma preparacion, examinar 
preparaciones adicionales de la misma muestra o solicitar la 
recoleccion de muestras de heces nuevas. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-1 Amebiasis 


Los smdromes morbidos secundarios a la infeccion por E. histolytica 
ban sido senalados por Guerrant.**^ Casi todos los seres humanos infec- 
lados por E. histolytica (80-99%) son asintomaticos. determinado por la 
observacidn de quisles excretados en los examenes de cribado fecales o 
de los datos de encuestas seroldgicas. Una mayoria de los que presentan 
smtomas tienen enfermedad limilada al aparato digestivo. luego de un 
periodo de incubacion promedio de 1 a 4 semanas despues de la infec¬ 
cion. Las lesiones en el intestino grueso tipicas se denominan ulceras en 
“boton” porque los trofozoitos que penetran a traves de la mucosa son 
incapaces de digerir la musculatura de la pared intestinal y, por consi- 
guiente, se extienden lateralmente a lo largo de la submucosa. (En la 
Mmina en color 22-2D. se ilustran varios trofozoitos en la submucosa). 
Los smtomas de presentacidn habituales son dolor en la porcion inferior 
del abdomen, fiebre de baja intensidad y diarrea sanguinolenta con 
tenesmo o sin 6\. El embarazo, la desnuiricion, las enferraedades meta- 
bolicas de base y el tratamiento con corticosteroides predisponen a la 
enfermedad m^s grave. Las complicaciones son relativamente infrecuen- 
tes, aparecen en el 1% al 4% de los casos e incluyen perforacion intesti¬ 
nal y peritonitis. Se ban informado casos de amebomas paracecales que 
a veces forman una masa inflamatoria anular que simulan un carcinoma 
de colon. 

La amebiasis extraintestinal sucede con frecuencia variable en dife- 
rentes regiones geogr^ficas. En Mexico, la enfermedad invasiva se 
manifiesta en uno de cada cinco individuos infectados, en comparacion 
con s61o 1 de cada 100-1 000 en los Estados Unidos. Ei comienzo de 
los sfntomas puede ser en el transcurso de dias despu^s del episodio 
agudo de disenteria, o retrasarse meses o incluso anos. El higado es el 
drgano extraintestinal afectado con mayor frecuencia. Adams y 
McLeod^ informaron que hasta en el 50% de los casos de abscesos ame- 
bianos hepaticos falta el antecedente de amebiasis intestinal y no pueden 
detectarse trofozoftos ni quisles en las muestras de heces. Los smtomas 
son perdida de peso, fiebre de baja intensidad, debilidad y sensacidn de 
malestar en el cuadrante superior derecho y dolor provocado a la palpa- 
ci6n entre las costillas. La anemia, la leucocitosis y el aumento de las 
concentraciones de la fosfatasa alcalina son otros signos que apoyan el 
diagndstico. 6ste suele hacerse mediante la observacion del defecto 
caracterfstico de gran tamano y unico en el Idbulo derecho observado en 
la gammagrafia hepdtica. Es infrecuente la extension directa a la pleura 
o al pericardio, o la presencia de focos metast^sicos en el cerebro, el 
pulmdn o el rindn. 


Una vez que se determina que la forma observada en una 
muestra de heces es realmente ameba, sea trofozoito o quisle, 
hay que investigar si los nucleos tienen cromatina depositada 
en la membrana externa, lo que da el aspecto de un anillo teni- 
do densamente (Idmina en color 22-2B). Este anillo de croma> 
tinaes caracterfsticodel nucleo tipo "'Entamoeba'. Los nucleos 
de amebas que pertenecen a otros g^neros, lodamoeba y 
EndoUmax, carecen de esta disposicion periferica de la croma¬ 
tina y se asemejan mds a una “bola en un hoyo” (lamina en 
color 22-2 I, J y K). 

ENTAMOEBA HISTOLYTICA Y ENTAMOEBA COLI 

Criterios microscdpicos definitivos para la diferenciacidn entre 

Entamoeba histolytica / Entamoeba coli 

• Los trofozoitos de E. histolytica presentan una movilidad 
unidireccional, es decir, emiten seudopodos a lo largo de un 


linico piano y realmente salen del borde del campo del foco 
cuando se observan en una preparacion microscopica en 
fresco. 

• Por otra parte, los trofozoftos de Entamoeba coli emiten seu¬ 
dopodos en multiples pianos y se mueven sin rumbo en una 
direccion y luego en otra. 

• Los trofozoitos de E. histolytica tambien tienen la capacidad 
singular de ingerir eritrocitos; es muy raro que los eritrocitos 
ingeridos se observen en los trofozoftos de Entamoeba coli. 
Gonzalez-Ruiz y cols.^^** hallaron que las cepas eritrofago- 
cfticas de E. histolytica siempre muestran un patron enzi- 
matico o zimodemo patogeno. Los autores concluyeron que 
la fagocitosis de eritrocitos es casi 100% especffica para 
Entamoeba histolytica y cuando se observa en preparacio- 
nes en fresco de heces es pronostico de infeccion con una 
cepa invasiva. 

• Un quisle tipo Entamoeba que tiene mas de cuatro nucleos 
descarta E. histolytica (lamina en color 22-2F). 

Criterios microscopicos secundarios para ia diferenciacidn entre 
Entamoeba histolytica / Entamoeba coli. Todas las otras caracte- 
risticas de identificacion entre estas dos amebas son secunda- 
rias, pueden ser variables y solo conducen a una identificacion 
presuntiva cuando se observan. 

• Los trofozoftos y los quisles de Entamoeba coli (15-50 pin y 
10-35 um, respectivamente) en promedio son mas grandes 
que los de Entamoeba histolytica (12-40 pm y 10-20 um, 
respectivamente); sin embargo, hay suficiente superposicion 
en el tamano para simplificar la importancia de esta obser¬ 
vacion. 

• Los cariosomas intranucleares de E. histolytica, si se obser¬ 
van en trofozoftos o en quistes, tienden a ser diminutos y se 
ubican en la region central (lamina en color 22-2B), a dife- 
rencia de los cariosomas relativamente mas grandes y con 
localizacion excentrica en Entamoeba coli (lamina en color 
22-2E). 

• El anillo de cromatina nuclear de E. histolytica esta disperse 
de manera uniforme y se asemeja a cuentas (lamina en color 
22-2B), a diferencia de la distribucion borroneada observada 
en Entamoeba coli (lamina en color 22-2E). 

• El citoplasma de los trofozoftos de E. histolytica tiende a ser 
liso o finamente granular (debido a las poderosas enzimas 
proteolfticas que digieren por complete a las partfculas fago- 
citadas) (lamina en color 22-2B), a diferencia del citoplasma 
“sucio” de los trofozoftos de Entamoeba coli (lamina en 
color 22-2E). 

• Aunque las barras de los cuerpos cromatoides solo se obser¬ 
van en el 10-15% de los quistes, cuando estdn presentes, en 
E. histolytica (y E. hartmanni) tienen extremes lisos y redon- 
deados (lamina en color 22-2H) en contraste con el aspecto 
fragmentado y deshilachado de las observadas en los quistes 
de Entamoeba coli (lamina en color 22-2F). 

Al combinar dos o mds de estas caracteristicas cuando se 
observan varias formas amebianas en una preparacion micros- 
cdpica en fresco, suele hacerse una identificacion altamente 
presuntiva, si no definitiva. 

La observacion crftica de un nucleo tipo Entamoeba de una 
forma amebiana en una preparacion microscdpica tambidn 
puede ser util en otras dos situaciones. A menudo los prequis- 
tes de E. histolytica y Entamoeba coli (formas intermediarias 
en la fase del ciclo vital cuando el trofozofto comienza a 
enquistarse) forman vacuolas intracitoplasmaticas prominen- 
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Figura 22-3 El cicio vital de Entamoeba histolytica es simple y no requiere huespedes intermediarios. Las formas quisticas resistentes se encuentran en el ambien- 
te extemo; cuando son ingeridas por un ser humano en alimentos o agua contaminados, se transforman en formas troficas en el intestino y dan origen a los trofo- 
zoftos moviles y de vida libre. Estos trofozoitos pueden invadir la mucosa intestinal, llegar a la circulacion y causar abscesos extraintestinales en varios organos, en 
particular en el higado. 


tes, que simulan masas de glucogeno caracteristicas de 
lodamoeba biitschlii (lamina en color 22-21). Entamoeba hart- 
manni forma trofozoitos y quistes que son en promedio mas 
pequenos, de 5-15 pm menor que los de Endolimax nana. De 
nuevo, la diferenciacion de los nucleos tipo Entamoeba carac- 
teristicos de E. histolytica de la presentacion en “bola en un 
hoyo” de Endolimax nana reducira la confusion entre ambas 
especies. (En la lamina en color 22-2, comparense las fotogra- 
fias B y IQ. 

Entamoeba polecki es otro miembro del genero Entamoeba 
que rara vez se encuentra en muestras de heces humanas, y se 
halla en particular en individuos que pueden estar en contacto 
estrecho con cerdos. Es necesaria gran experiencia para identi- 
ficar de manera objetiva las formas microscopicas de este orga¬ 
nism©. El trofozoito se asemeja al de Entamoeba coli en tama- 
no, comparte el patron lento de movilidad, la excentricidad del 


cariosoma nuclear y el aspect© “sucio” del citoplasma. De 
modo tipico los quistes tienen un solo niicleo (nunca mas de 
dos) con un cariosoma pequeno, excentrico y distribucion fina 
y regular de la cromatina junto a la membrana nuclear. En el 
citoplasma pueden observarse masas pequenas y multiples de 
glucogeno que se tinen con yodo. Un caso de infeccion Huma¬ 
na se comunico en un refugiado japones. 

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE AMEBIASIS 

Lotter y cols.‘^‘ demostraron metodos sensibles y especificos 
para el serodiagnostico en la amebiasis invasiva, mediante tec- 
nicas de inmunotransferencia y ensayo inmunosorbente ligado 
a enzimas para detectar la proteina recombinante especifica de 
la superficie de E. histolytica patogena. Cummins y cols.^^ uti- 
lizaron una prueba de aglutinacion del latex rapida, no comer- 
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cial, para detectar el antigeno de £. histolytica en suero de 
pacientes con amebiasis extraintestinal, que proporciono resul- 
tados comparables con otras tecnicas serologicas estandares 
utilizadas en paralelo. Haque y cols.*‘^ informaron hace poco 
que el equipo TechLab E. histolytica II permitio detectar anti¬ 
geno serico (Gal/GalNAc lectina) en casi todos los pacientes 
con absceso hepatico amebiano que no hablan recibido trata- 
miento con metronidazol. Los laboratorios locales de salud 
piiblica estatal y de los CDC brindan servicios para la compro- 
bacion del antigeno. 

ENTAMOEBA HISTOLYTICA NO PATOGENA: ENTAMOEBA DISPAR 

Ya en 1925, Brumpt reconocio por primera vez que la disen- 
teria grave o el absceso hepatico amebiano afectaban a solo el 
10% de los individuos infectados por E. histolytica, mientras 
que el 90% de los portadores intestinales permanecian asinto- 
maticos, por lo que surgio la hipotesis de que las infecciones 
amebianas eran causadas por dos especies con la misma mor- 
fologia pero con diferente patogenicidad.^^ Asi, la presencia de 
quisles de E. histolytica en muestras de heces no siempre reve¬ 
la infeccion activa, lo que indica que solo ciertas cepas pueden 
invadir los tejidos y causar citolisis.^"^^ 

En 1978, Sargeaunt y Williams^^"^ utilizaron electroforesis en 
gel de almidon para demostrar que los extractos obtenidos de 
amebas crecidas en cultivos axenicos presentan patrones de iso- 
enzimas diferentes. EspeciTicamente, la reactividad de cuatro en- 
zimas: glucosa fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, malato 
deshidrogenasa y hexocinasa produjeron 18 patrones de zimo- 
demo. Este grupo de investigadores encontro con posterioridad 
que solo las cepas de E. histolytica que demuestran ciertos 
patrones de zimodemo se asocian con infecciones humanas. 
Ademas, solo los patrones de zimodemo no patogenos se 
encontraron en el 20% de varones homosexuales que se aten- 
dian en una clmica de enfermedades de transmision sexual y 
que albergaban E. histolytica intestinal.^ La demostracion ulte¬ 
rior realizada por Weinke y cols.^^^ de que solo las cepas de E. 
histolytica con zimodemos patogenos se aislaron en cinco via- 
jeros que regresaban de los tropicos, en contraste con un grupo 
de 320 varones homosexuales que no presentaban zimodemos 
patogenos ni smtomas de amebiasis, creo la necesidad de crear 
metodos en los cuales puedan diferenciarse las cepas patogenas 
de las no patogenas. 

Durante la ultima parte de la decada de 1980 y comienzos de 
la de 1990, muchos interrogantes permanecieron sin responder 
respecto de la patogenicidad de ciertas cepas de E. histolytica. 
Se considero que la flora bacteriana autoctona y la capacidad 
de E. histolytica de modular su virulencia de acuerdo con las 
condiciones de culiivo desempehaban alguna funcion.*^^ 
Geurrant“^ y Ravdin^^^ describieron otros mecanismos de viru¬ 
lencia caracteristicos de E. histolytica para causar enfermedad: 
1) factores de adherencia quimicamente definidos (adhesina 
especiTica de galactosa) que determinan si el organismo puede 
adherirse a la mucosa intestinal, 2) la secrecion de citotoxinas, 
como hialuronidasa, tripsina, pepsina, gelatinasa y enzimas 
hidroliticas para caseina, fibrina y hemoglobina y 3) la produc- 
cion de enzimas proteoliticas. El huesped utiliza diversas 
defensas para protegerse contra la invasion por parasitos.^*^ Las 
proteasas pancredticas, las sales biliares y las glucosidasas bac- 
terianas pueden destruir la adhesina especifica de galactosa de 
la superficie de las amebas y bloquear la adherencia. Las muci- 
nas colonicas, producidas en respuesta al contacto de las celu- 
las epiteliales por amebas, tambien pueden bloquear la adhe¬ 
rencia mediante la union del dominio de reconocimiento de 


hidratos de carbono de la adhesina galactosa. Los seres huma- 
nos con enfermedades debilitantes, desnutridos o con respues- 
tas inmunitarias defectuosas estan particularmente propensos 
tanto a la enfermedad intestinal como extraintestinal. 

Clark y Diamond*^^ determinaron finalmente el mecanismo 
subyacente de la patogenicidad de E. histolytica mediante el 
empleo de metodos moleculares basados en el analisis de poli- 
morfismos estables de DNA para identificar patrones de DNA 
linicos en diferentes cepas de E. histolytica. A traves de estos 
estudios basados en la biologia molecular, junto con los reali- 
zados por Orozco y cols.,^^^ quienes clonaron, secuenciaron y 
caracterizaron diversos clones y cepas de E. histolytica, se 
pudo establecer que las diferencias en las cepas patogenas y no 
patogenas de E. histolytica y la expresion de sus varias dife¬ 
rencias en los patrones de zimodemo se basaban en diferencias 
en su codigo genetico. Clark y Diamond**^ retuvieron de modo 
oficial el nombre de la cepa clasica y patogena como 
Entamoeba histolytica y denominaron a la cepa no patogena 
como Entamoeba dispar.^^ 

Se han creado tecnicas eficaces para diferenciar estas dos 
especies. Las mas utilizadas consisten en la deteccion de anti¬ 
geno y los metodos basados en PCR para la amplificacion de 
genes para el rRNA. Las pruebas para la deteccion de antigeno 
son de realizacion relativamente simple, proporcionan resulta- 
dos rapidos y se adaptan mejor para su uso en la mayoria de los 
laboratorios de diagnostico parasitologico y para estudios de 
campo. Los equipos de enzimoinmunoanalisis (EIA) para la 
deteccion de antigenos fecales se venden en el comercio para el 
diagnostico de amebiasis intestinal. Estos estudios emplean 
anticuerpos monoclonales que detectan la protema de adheren¬ 
cia inhibible por la galactosa de E. histolytica patogena. Su des- 
ventaja principal es que se requieren muestras de heces recien 
emitidas y sin conservantes. En los Estados Unidos se dispone 
de varios equipos de EIA para la deteccion de antigeno del 
grupo E. histolytica!E. dispar, pero solo el de TechLab kit, al 
que nos referiremos despues, es especifico para E. histolytica. 

Yau y cols.^®^ desarrollaron anticuerpos monoclonales contra 
una subunidad recombinante de 170 kDa de la lectina Gal o 
GalNAc de Entamoeba histolytica que reconoce de manera 
especifica E. histolytica, pero no Entamoeba dispar en mues¬ 
tras conservadas de heces. Se encontro que estos anticuerpos 
no reaccionan en forma cruzada con otros protozoos intestina¬ 
les, como Entamoeba coli, Giardia lamblia y Dientamoeba 
fragilis. Haque y cols.*^® demostraron que el rendimiento del 
equipo para la deteccion de antigeno de E. histolytica, TechLab 
(Blacksburg, VA), destinado a identificar de modo especifico E. 
histolytica y diferenciarlo de E. dispar en muestras de heces, 
era comparable respecto de la sensibilidad con el procedimien- 
to de PCR anidada (nested) hecha en paralelo. Aunque en este 
momento tambien se cuenta con otros equipos para la detec¬ 
cion de antigenos, solo el de TechLab es especifico para E. his¬ 
tolytica. 

Otros investigadores encontraron que las pruebas de PCR 
son mas sensibles que los procedimientos para la deteccion de 
antigenos en la identificacion de E. histolytica/dispar. 
Katzwinkel-Wladarsch y cols.,*'^^ mediante un metodo de 
extraccion simple de DNA y amplificacion por PCR, pudieron 
detectar antigeno especifico de E. histolytica directamente en 
muestras de heces que contienen tan poco como un trofozolto 
por miligramo de heces. Acuna-Soto y cols.^ demostraron que 
las tecnicas de PCR tambien pueden utilizarse para detectar 
antigeno de E. histolytica en muestras de heces fijadas con for- 
maldehldo. En los ultimos tiempos, Blessmann y cols.,*^ con 
una tecnica de PCR en tiempo real, realizada con el sistema 
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LightCycler que emplea la deteccion de sondas marcadas con 
fluorescencia, pudieron detectar cantidades mmimas de 0,1 
parasito por gramo de heces. Cabe destacar que la sensibilidad 
de este procedimiento de PCR indico que tanto el examen 
microscopico de las muestras de heces como el cultivo, en par¬ 
ticular, subestiman la presencia de infecciones por E. histolyti¬ 
ca. Entre las desventajas de los procedimientos de PCR se men- 
cionan el tiempo que insume la realizacion de la prueba, su rela- 
tiva complejidad, la incomodidad para ejecutarlos, la necesidad 
de equipamiento especial y el costo relativamente elevado. 

Por lo tanto, dado que hay un alto porcentaje de personas en 
las que se observan elementos morfologicos que se asemejan a 
E. histolytica en muestras de heces y que no requieren trata- 
miento, en el futuro habria que realizar el seguimiento de la 
deteccion de antigeno o de procedimientos de PCR para iden- 
tificar de manera correcta el subgrupo de E. dispar no patoge- 
na. Los equipos de reactivos disponibles en la actualidad para 
el transporte de muestras a un laboratorio de referenda requie¬ 
ren el procesamiento de muestras de heces recien emitidas. Si 
no esta indicado el tratamiento en casos en los que se identifi- 
can organ)smos E. histolytica/dispar en esas muestras, los 
pacientes deben al menos ser informados de que pueden portar 
organismos potencialmente virulentos y que, por consiguiente, 
se requiere tomar medidas preventivas. Cuando esta indicado, 
el metronidazol (Flagyl®) es el tratamiento de eleccion. 

OTRAS AMEBAS INTESTINALES 

Como ya se menciono, los otros protozoos intestinales en- 
contrados con frecuencia, Jodamoeba biitschlii y Endolimax 
nana, no se consideran patogenos. Desde la perspectiva del 
laboratorio, es importante identificarlos de modo objetivo en 
las muestras de heces y no confundirlos con otros protozoos 
que pueden causar enfermedad. Por consiguiente, los criterios 
de identificacion para cada uno son los siguientes. 
lodamoeba butschlii. Este protozoo puede identi fie arse medi an¬ 
te la demostracion de: 

• El trofozoito, que vaiia de 6-25 um. tiene un nucleo del tipo 
“bola en un hoyo”. Las formas mas pequehas son dificiles de 
distinguir de Endolimax nana y debe realizarse la busqueda de 
los quistes mas caracteristicos. (Vease lamina en color 22-21). 

• El quiste, que varia de 6 a 15 jam, ademas del nucleo en “bola 
en un hoyo”, tiene una vacuola de glucogeno unica, grande, 
que se tine positiva con yodo (la estructura a partir de la cual 
deriva el nombre del genero). (Vease lamina en color 22-2J). 

• Nota: los prequistes tempranos de Entamoeba coli y, con 
menor frecuencia, de E. histolytica, tambien pueden tener 
inclusiones citoplasmaticas de aspecto similar (lamina en 
color 22-2G). Sin embargo, puede observarse mas de un 
nucleo, cada uno con un anillo de cromatina sobre la mem- 
brana nuclear, caracteristica del denominado nucleo del tipo 
Entamoeba. 

Endolimax nana. Este protozoo puede sospecharse en el examen 
inicial por: 

• Su tamaho relativamente pequeno, que varia de 5 a 8 |im. 

• La observacion de trofozoitos con movilidad lenta, con un 
nucleo unico desprovisto de cromatina periferica y un cario- 
soma grande en “bola en un hoyo” (lamina en color 22-2K). 

• Identificacion de los quistes, que tambien son pequenos (5- 
14 pm) y presentan hasta cuatro nucleos, cada uno con cario- 
soma similar a un manchon. (Vease lamina en color 22-2L). 


• Entamoeba hartmanni, aunque con las mismas variaciones 
de tamaho que E. nana, puede distinguirse sobre todo porque 
tanto el trofozoito como los quistes tienen un nucleo de tipo 
Entamoeba, a diferencia del nucleo en “bola en un hoyo” de 
E. nana. 

• Los quistes de Entamoeba hartmanni tipicamente contienen 
una o mas barras cromatoides con extremos redondeados y 
lisos (lamina en color 22-2H). 

PROTOZOOS OE CLASIFICACION INCIERTA 

Blastocystis hominis, Este protozoo, alguna vez considerado una 
levadura, fue clasificado hace poco como protozoo, especifica- 
mente en las amebas, sobre la base de las caracteristicas des- 
critas por Zierdt.^^’ El organismo: 

• No tiene pared celular. 

• Crece solo en presencia de bacterias y no en medios de cul- 
tivos para hongos. 

• Tiene preferencia por el pH alcalino y un ambiente levemen- 
te hipotonico. 

• Se reproduce por fision binaria y no por brotacion. 

• Extiende y retrae los seudopodos e ingiere bacterias. 

• Presenta una actividad optima a 37 °C, no crece a 25 °C y es 
destruido a 4 °C. 

Yet, Stenzel y Boreham^^^ sehalaron que es escaso el cono- 
cimiento sobre su biologia basica y existen controversias acer- 
ca de su taxonomia y patogenicidad. Desde el punto de vista 
morfologico se describieron tres formas (vacuolar, granular y 
ameboide), aunque tambien se observaron otras formas (quisti- 
ca, avacuolar y multivacuolar). Se conoce poco sobre la bio- 
quimica del organismo y en las celulas existen organulos y 
estructuras de funcion y composicion desconocidas. Se han pro- 
puesto varios ciclos vitales, pero no han sido validados en forma 
experimental y no se ha definido la forma implicada en la trans- 
mision. 

Desde el punto de vista morfologico, las formas parasitarias 
de B. hominis: 

• Aparecen como celulas esfericas de tamaho irregular, que 
varian de 5 a 15 pm de diametro, aunque en ocasiones se 
hallan formas mas pequehas (lamina en color 22-2M). 

• Tienen un cuerpo central con tincion homogenea (verde en 
las tinciones tricromicas) que ocupa alrededor del 70% de la 
celula. 

• Presentan material nuclear, disperse en fragmentos indefini- 
dos entre el cuerpo central y la membrana externa o aparecen 
como una o dos masas alargadas en una distribucion bipolar. 

MaePherson y MacQueen’^^ sehalaron la variabilidad mor- 
fologica en el tamaho, la forma, los detalles nucleares y el cuer¬ 
po central caracteristicos entre las celulas, que en cierta medi- 
da pueden determinar las diferencias en la incidencia de la 
deteccion de B. hominis en varios estudios de casos. 

Sobre la base de los estudios iniciales realizados por Zierdt,^®^ 
otras publicaciones de mediados de la decada de se 

ofrecieron como evidencia de que B. hominis puede ser una 
causa de enfermedad gastrointestinal. Su naturaleza potencial¬ 
mente patogena esta apoyada por los casos de diarrea recurren- 
te informados por Vannatta^^^ y Lebar.‘^‘ En este ultimo estudio 
se observaron numerosas formas de B. hominis (5 por campo 
microscopico de bajo aumento) en muestras de heces donde los 
cultivos para patogenos bacterianos y las pruebas para particu- 
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las de rotavirus fueron negativos. Los smtomas remitieron cuan- 
do estos pacientes recibieron tratamiento contra los protozoos. 
La diarrea recurrente sin fiebre, los episodios de vomitos y 
dolor abdominal colico ban sido los smtomas principales. 

Blastocystis hominis puede ser un patogeno cuando no se 
encuentra otro agente o cuando la cantidad de parasitos es ele- 
vada. Garcia y cols.,^^ en una revision de mas de 6 000 mues- 
tras de heces, encontraron que 289 (4,8%) fueron positivas para 
B. hominis (en dos tercios de los casos fue el unico parasito 
hallado). Dentro de este grupo, los smtomas gastrointestinales 
se notaron en 24 pacientes; casi todos presentaban enfermedad 
debilitante de base o estaban inmunosuprimidos. El cuadro cli- 
nico de B. hominis consiste en dolor abdominal inespeciTico, 
diarrea acuosa, anorexia, vomitos y perdida de peso. En raras 
oportunidades sucede una forma mas invasiva de la enferme¬ 
dad con hemorragia rectal. Antonelli y cols.^ describieron el 
caso de una nina de 10 anos que fue intemada por diarrea, dolor 
abdominal y fiebre. En sus heces se demostraron muchas for¬ 
mas de B. hominis y respondio de modo satisfactorio al trata¬ 
miento con metronidazol. Por esto, los autores citan este caso 
como otro mas para admitir que B. hominis debe considerarse 
un patogeno humano. 

Por el contrario, Markell y Udkow,^^^ en un estudio de 32 
personas con infeccion por B. hominis, en quienes se realizaron 
al menos seis examenes de heces, encontraron que 27 tenian 
otros patogenos reconocidos; E. histolytica, Giardia lamblia o 
Dientamoeha fragilis. En todos estos casos, los smtomas remi¬ 
tieron con el tratamiento. En los cinco pacientes restantes en 
los que solo se encontro B. hominis, el tratamiento con yodo- 
quinol erradico los protozoos, pero persistieron los smtomas 
mas compatibles con smdrome de intestino irritable. Nagler y 
cols.,^^^ en un estudio de 12 pacientes con enfermedad infla- 
matoria intestinal en quienes las muestras de heces fueron posi¬ 
tivas para B. hominis, tambien concluyeron que este no es un 
patogeno importante para esa entidad. Todos sus pacientes 
mejoraron con el tratamiento medico, tres con tratamiento con 
corticosteroides solos y uno con reposo intestinal sin medica- 
cion. Cinco pacientes no mejoraron con metronidazol, si bien 
cuatro respondieron a ciclos ulteriores de corticosteroides. 
Keystone y Kozarsky,’^^ mediante analisis de antigeno, isoen- 
zima y DNA, indicaron que Blastocystis hominis puede ser mas 
que un protozoo, con cepas virulentas y avirulentas identifica- 
das. Estos hallazgos pueden determinar las diferencias en la 
virulencia como lo informaron varios investigadores. 

Hasta que se acuerde el problema de la patogenicidad, los 
parasitologos del laboratorio clmico deben indicar la deteccion 
de B. hominis en muestras de heces en el informe final. Debe 
hacerse alguna forma de cuantificacion (esporadicos, escasos, 
moderada cantidad, numerosos); especificamente, la presencia 
de cinco o mas celulas de B. hominis por campo de gran 
aumento se considera en la categoria de cantidad moderada a 
numerosa y asi la informan la mayoria de los laboratorios. El 
medico debe evaluar si estos informes tienen importancia cli- 
nica y decidir si se trata al paciente sobre la base del cuadro 
clmico. 

Flagelados intestinales 

Como su nombre lo indica, todos los flagelados tienen un 
organulo para la movilidad, los flagelos, que actua como medio 
de locomocion. Otras estructuras tambien sirven como parte 
integral del organo locomotor, es decir, el cinetoplasto al cual se 
adhieren los flagelos, y el axostilo y los cuerpos parabasales. 
Por consiguiente, cuando se identifica cualquiera de estas 


estructuras en una forma parasitaria, el parasito puede ser tenta- 
tivamente agrupado con los flagelados. A diferencia de las ame- 
bas, que asumen varias formas, los flagelados son mas rigidos y 
tienden a retener formas distintivas, una caracteristica que suele 
ser util en su identificacion. Giardia lamblia, Chilomastix mes- 
nili. Trichomonas hominis y Dientamoeba fragilis son las espe- 
cies de flagelados observados con mayor frecuencia en las 
muestras de heces humanas remitidas para examen. 


GIARDIA LAMBLIA 

A finales de la decada de 1980, G. lamblia se convirtio en el 
agente mas importante de la enfermedad gastrointestinal para¬ 
sitaria en los Estados Unidos^^** y ha llegado a ser un problema 
fundamental de salud publica mundial.^"^^ Se encontro en el 
3,8% de las 414 820 muestras de heces remitidas a los labora¬ 
torios de salud estatal de los Estados Unidos como parte de un 
estudio de vigilancia de las parasitosis intestinales de los CDC 
en 1976.^° Se informaron a la Organizacion Mundial de la 
Salud mas de 50 brotes transmitidos por el agua que afectaron 
a cerca de 20 000 personas. A pesar de los programas de vigi¬ 
lancia activa en muchos estados, la cantidad de casos de giar¬ 
diasis informados por ano se duplico en los Estados Unidos 
desde 12 793 en 1992 hasta 27 778 casos en 1996.^^ Los casos 
por 100 000 habitantes estatales variaron de 0,9 a 42,3, con 10 
estados que informaron > 20 casos/100 000 habitantes. El esta- 
do de Nueva York informo la cantidad maxima de casos tota- 
les: 3 673 o 14,5% de todos los casos y Vermont informo la tasa 
de incidencia maxima de 42,3/100 000 habitantes. 

La alta prevalencia de giardiasis es un problema mundial, 
con areas endemicas informadas en Inglaterra, Rusia, varios 
paises de Europa del Este y muchas areas costeras del 
Mediterraneo.^"^^ Giardia lamblia se encontro en el 10% de los 
ninos que residen en los orfelinatos Ain-Shams y El-Mowassa 
de El Cairo,la giardiasis fue la enfermedad parasitaria mas 
comun (11,63%) entre los musulmanes que vuelven de la pere- 
grinacion anual “Haj y Omra” a la Mecca. 

En la figura 22-4 se muestra el ciclo vital de Giardia lam¬ 
blia, representante de los flagelados intestinales. 

Los smdromes clinicos asociados con infecciones por 
Giardia lamblia se presentan en el recuadro de correlacion cli- 
nica 22-2. 

Giardia lamblia no es dificil de identificar en las prepara- 
ciones microscopicas de muestras fecales. Las caracteristicas 
principales para la identificacion son: 

Trofozoito 

• Varia entre 9 y 21 jim de largo por 5-15 um de ancho, tiene 
simetria bilateral y dos niicleos, uno de cada lado de un axos¬ 
tilo central (lo que le da el aspecto de “facies simiana”)- 
(Lamina en color 22-20). 

• El citoplasma es finamente granular. Dos cuerpos parabasa¬ 
les medianos, que simulan un “bigote”, se ubican a cada lado 
del axostilo. Los discos suctorios ocupan la mitad de la 
superficie ventral. 

• Retiene la movilidad en la luz intestinal y los organismos se 
adhieren a la superficie de las celulas epiteliales (lamina en 
color 22-2N). 

• En preparaciones en fresco, tiene una movilidad elegante 
como “hojas que caen”, una caracteristica util para la identi¬ 
ficacion, que lo diferencia de C. mesnili, que es mas lento, 
con movimientos mas rigidos y de T hominis, con un movi- 
miento rapido, entrecortado y como un dardo. 
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CICLO VITAL DE Giardia iambiia 



Figura 22-4 El ciclo vital de Giardia lamblia tambien se completa de modo simple por la via de transmision fecal-oral; los quisles proporcionan una supervi- 
vencia a largo plazo en el ambiente extemo en condiciones adversas. Los quisles suelen encontrarse en corrientes y pozos de sistemas cloacales controlados de 
manera inadecuada y con frecuencia se encuentran contaminadas las corrientes montanosas rio abajo desde areas residenciales. Los seres humanos se infectan al 
ingerir agua o alimentos frescos mal lavados y contaminados con heces. En el intestino humano, la multiplicacion de los trofozoitos es por fision binaria. Los tro- 
fozoitos y los quisles se eliminan por las heces para completar su ciclo vital. 


Quiste 

• Mide de 8 a 12 |Lim y presenta un contomo ovalado; puede 
estar levemente tenido con bills. 

• Cuando madura, tiene cuatro nucleos, con un cariosoma 
pequeno colocado de modo excentrico. 

• No tiene cromatina periferica sobre la membrana nuclear. 

• Tiene un espacio claro por debajo de la pared delgada del 
quiste, lo que produce un efecto de “halo” facil de reconocer 
(lamina en color 22-2P). 

• Tiene fibrillas longitudinales mal defmidas y cuatro cuerpos 
medianos. 

Dada la eliminacion irregular de los protozoos en las heces, 
pueden requerirse varias muestras obtenidas en dias no sucesi- 


vos para establecer un diagnostico en casos sospechosos, en 
particular en la enfermedad cronica. En un estudio publicado 
por Heymans y cols.,^^^ el 53% de los pacientes tuvieron sinto- 
mas atribuibles a giardiasis de 6 meses o mas de duracion. El 
rendimiento puede mejorarse mediante la preparacion de frotis 
tenidos de concentrados de muestras fecales, dado que los pro¬ 
tozoos a menudo se pasan por alto cuando se realizan procedi- 
mientos en fresco con solucion fisiologica.^^’^'*^ Heymans y 
cols.^^^ tambien encontraron que la “prueba fecal triple” (el 
examen de tres muestras de heces en dias no consecutivos) tuvo 
una sensibilidad del 95,7% para detectar los protozoos en casos 
conocidos de giardiasis. Estos se encontraron solo en 3 de 109 
biopsias duodenales en pacientes cuyos examenes de heces 
eran negatives (tasa de falsos negatives de 2,8%). De manera 
similar, McHenry y cols.’^'^ hallaron solo 1 resultado positive 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-2 Giardiasis^^^ 


Smtomas 

Giardia lamhlia es una causa conocida de dianea aguda. dolor abdomi¬ 
nal y, en algunos casos, smtomas generales, como perdida de peso y 
lasitud. En los casos crdnicos puede experimentarse malabsorcion y es- 
teatorrea que simulan el esprue. Se desconoce el mecanismo exacto por 
el cual G. lamblia causa la enfermedad. La oclusion fisica de la mucosa, 
la desconjugacion de las sales biliares, la produccion de enterotoxina, la 
liberacion de prostaglandina y la lesion de los hordes en cepillo de las 
celulas epiteliales de la mucosa son diversas hipotesis analizadas por 
Smith y Wolfe.^'''^ Los farmacos de eleccion en el tratamiento de la giar¬ 
diasis cuando esta clmicamente indicado son la quinacrina (Atabrine®) 
o el metronidazol (Flagyl®). 

Epidemiologia 

Casi todas las infecciones son esporadicas. contraidas despues de la 
exposicion a alimentos o agua contaminados en diversas circunstancias. 
Smith y Wolfe^^-^ han citado brotes transmitidos por el agua en regiones 
tan diversas como Colorado, Rusia y Nueva York y entre campistas en el 
oeste de los Estados Lnidos. En el seguimiento de un brote en 
Aspen/Snowmass, Lapham y cols.^^® hallaron solo dos casos de giardia¬ 
sis entre 225 visitantes, una tasa mucho menor que la informada durante 
el brote ya citado. Brotes mas recientes transmitidos por el agua han 
sido informados por Fraser y Cooke^^ en individuos que bebieron de 
suministros de agua municipal no filtrada en Dunedin, Nueva Zelanda; 
en un suministro de agua comunitaria clorada en Pencticton, Columbia 
Britanica;**” entre ninos de edad preescolar que bebieron de suministros 
de agua escolar en Lesotho;^* y por el uso de un tobogan de agua de un 
hotel nuevo que fue limpiado con bromuro y filtracion por arena. 

Aunque Holtan*^* y Starko y cols.^^^ han citado a los campistas como 
un grupo de alto riesgo para contraer giardiasis, Welch^*^'* encontro este 
riesgo como mmimo, basado en una revision reciente de 104 de los tra- 
bajos publicados mas actuales relacionados con el agua de campo como 
fuente potencial para adquirir la infeccion. El autor puso mayor enfasis 
en la observacion cuidadosa de las tecnicas de lavado de las manos 
sobre la purificacion del agua para disminuir el riesgo de infeccion. 
Existe la posibilidad zoonotica de que la giardiasis tambien sea transmi- 
tida por animales domesticos, como terneros y corderos (y tal vez tam¬ 
bien por roedores silvestres), los que pueden actuar como reservorios. 

En el pasado tambien se coloco a los ninos que asisten a guarderias en 
el grupo de alto riesgo de contraer giardiasis, evidenciado por tres bro¬ 
tes pasados informados en Wi.sconsin,^^” con tasas de ataque del 47%, 
17% y 37% respectivamente, y en el sur de Ontario, Canada,-^"^ donde 
casi el 10% de los ninos entre los 2 y los 5 anos de edad albergaban 
quisles de Giardia lamhlia. 


en 144 aspirados duodenales en pacientes con smtomas gas- 
trointestinales inespecificos. La conclusion a la que puede 
arribarse es que no se necesitan procedimientos extraordina- 
rios para establecer el diagnostico ante examenes de heces ne¬ 
gatives. 

En casos en que la sospecha es alta pero no se ha estableci- 
do el diagnostico, la prueba del hilo es una alternativa a los pro¬ 
cedimientos de aspiracion o biopsia duodenal.El dispositive 
consiste en una capsula pesada que contiene gelatina y un hilo 
de sutura firmemente enrollado (disponible como “Enterotest” de 
Hedeco, Mountain View, CA). La capsula se ingiere y el extre¬ 
me del hilo se pega al lado de la mejilla. Despues de casi 5 
horas el hilo se retira y el material adherente se separa sobre la 
superficie de uno o mas portaobjetos. Una pequena cantidad de 
material puede mezclarse con una o dos gotas de solucion fisio- 


logica; se aplica un cubreobjetos y la muestra se examina direc- 
tamente para evaluar la presencia de las formas diagnosticas. Si 
el resultado de la preparacion en fresco resulta equivoco, tam¬ 
bien puede prepararse un portaobjetos tenido en forma perma- 
nente. 

Garcia y cols.^'^ informaron sensibilidad y especificidad del 
100% en la deteccion de quisles de Giardia lamblia y ooquis- 
tes de Cryptosporidium en muestras fecales, utilizando el siste- 
ma de inmunofluorescencia directa Merifluor (Meridian 
Diagnostics). Los quisles de las especies de Giardia aparecen 
como formas ovales con fluorescencia de color verde manzana, 
de 11-14 um de diametro; los ooquistes de Cryptosporidium 
miden 4-6 pm de diametro y muestran una fluorescencia verde 
manzana brillante. Los autores citan la capacidad de revisar los 
frotis con poco aumento y de detectar formas en concentracio- 
nes bajas como las principales ventajas del sistema de fluores¬ 
cencia directa. No es infrecuente encontrar protozoos por el pro- 
cedimiento de fluorescencia que no se observan mediante el 
examen habitual de huevos y parasitos. 

Deteccion de antigenos. La deteccion de antigenos en la superfi¬ 
cie de los protozoos en muestras de heces es la prueba de elec¬ 
cion actual para el diagnostico de giardiasis y provee mayor 
sensibilidad que las tecnicas microscopicas mas comunes. 
Existen catorce productos comerciales (cuatro estudios de fluo¬ 
rescencia directa, once EIA y tres pruebas rapidas) en los 
Estados Unidos para el inmunodiagnostico de giardiasis. La 
mayoria de los equipos de EIA pueden utilizarse sobre mues¬ 
tras de heces recien emitidas o congeladas y en las conservadas 
en formol, mertiolate-yodo-formaldehido (MIE) y acetato de 
sodio-acido acetico-formaldehido (SAE) como fijadores, pero 
no en PVA. La sensibilidad y la especificidad de estos equipos 
se aproximan al 100% cuando se comparan con la microscopia. 
Pueden utilizarse para la cuantificacion de quisles y ooquistes 
y por lo tanto pueden ser utiles en estudios epidemiologicos y 
de control. 

Se dispone de tres estudios inmunocromatograficos rapidos 
para la deteccion combinada de Cryptosporidium y Giardia o 
Cryptosporidium parviim, Giardia lamblia y Entamoeba his¬ 
tolytica. Estos ofrecen la ventaja del tiempo breve necesario 
para la realizacion de la prueba y la obtencion de resultados 
multiples en un solo dispositivo de reaccion. Las evaluaciones 
iniciales indican sensibilidad y especificidad comparables con 
las de las pruebas ya existentes. 

A comienzos de la decada de 1990 el diagnostico de giar¬ 
diasis se establecia por el empleo de metodos inmunologicos 
para detectar directamente antigeno de Giardia lamblia en 
muestras fecales.Los estudios inmunosorbentes ligados a 
enzimas (ELISA) que utilizan anticuerpos improntas contra 
una variedad de antigenos de Giardia constituyen la tecnica 
utilizada con mayor frecuencia. Knisley y cols.,^^^ con el 
empleo de antisueros de conejo y de cabra luego de la inmuni- 
zacion con trofozoitos de Giardia, informaron sensibilidades 
del 92% y el 87% y especificidades del 87% y el 91%, respec¬ 
tivamente. Carlson y cols.^^ comunicaron una correlacion del 
97% entre el enzimoinmunoanalisis y el examen microscopico 
directo en 353 muestras de seres humanos en los Estados 
Unidos. Stibbs,^^^ mediante la tecnica de enzimoinmunoanali¬ 
sis con captura de antigeno con anticuerpos monoclonales para 
la deteccion de antigeno de Giardia lamblia en muestras de he¬ 
ces humanas tambien encontro una correlacion del 97% con los 
examenes microscopicos, incluso las muestras fijadas con for- 
maldehido (la absorbancia realmente aumento en 20 de 26 
muestras positivas de G. lamblia probadas, ya sea fijadas con 
formaldehido o sin fijar). 
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Rostoff y cols.^^® evaluaron un enzimoinmunoanalisis 
comercial (ProSpecT/Giardia; Alexon, Mountain View, CA) 
que detecta antigeno especifico 65 de Giardia (GAS 65). Las 
93 muestras obtenidas en pacientes sintomaticos y muestras de 
heces positivas para O y P de giardias dieron resultados visua- 
les y espectrofotometricos intensamente positives. De las 232 
muestras recolectadas al azar, 6 muestras O y P negativas die¬ 
ron resultados por EIA positives. La evidencia clmica de que 
estos seis pacientes en efecto tenian giardiasis era firme. 
Tomando en consideracion estos resultados, la prueba de EIA 
mostro una sensibilidad del 96% y una especificidad del 100%. 
Scheffler y Van Etta^^^ tambien demostraron que la deteccion 
de antigeno es altamente sensible y especifica cuando se reali- 
za sobre muestras de heces conservadas con formaldehido. El 
equipo ProSpecT/Giardia tiene una sensibilidad del 95%, una 
especificidad del 100%, un valor predictivo positivo del 99,5% 
y un valor predictivo negativo del 100% en relacion con la 
microscopia convencional en el estudio de 223 muestras de 
heces conservadas con formaldehido. 


OTROS FLAGELADOS INTESTINALES 

Chllomastix mesnilL Chilomastix mesnili es un flagelado de 
distribucion cosmopolita, que se encuentra con mayor fre- 
cuencia en personas que viven en climas calidos. Se lo consi- 
dera no patogeno y no se requiere tratamiento cuando se 
encuentra en muestras fecales. Las infecciones se adquieren a 
traves de la ingestion de alimentos y agua contaminados con 
heces: las mejoras en la higiene personal y en los servicios 
sanitarios son fundamentales para reducir la incidencia de la 
infeccion. 

Identiflcacion por el laboratorio. La clave para la identifi- 
cacion de formas observadas en muestras fecales consiste en la 
deteccion de: 

Trofozoitos 

• Son piriformes, miden de 6 a 24 pm de longitud y 4 a 8 pm 
de ancho (lamina en color 22-3A). 

• Tienen un nucleo grande y unico ubicado inmediatamente 
por debajo de la membrana externa. 

• Tienen un citostoma prominente adyacente al nucleo. 

• Tienen tres flagelos anteriores inmediatamente adyacentes al 
nucleo, que a menudo son dificiles de visualizar, pero se 
observan mejor reduciendo la cantidad de luz del condensa- 
dor y ajustando el foco. 

Quisles 

• Presentan forma de pera o de limon y su tamano varia de 6 
a 10 pm de largo por 4 a 6 pm de ancho (lamina en color 
22-3B). 

• Tienen un boton hialino caracteristico en uno de los lados 
(lamina en color 22-3C). 

• Tienen un nucleo unico con un pequeno cariosoma central. 

• De manera caracterfstica tienen un citostoma curvo, que apa- 
rece como un “baston con un extremo en forma de gancho” 
que es diagnostico cuando se observa. 

Dienlamoeba fragilis. Dientamoeba fragilis se clasifica ahora 
como un flagelado,^^^ aun cuando los flagelos no se observan 
con el microscopio optico. En la practica, este protozoo puede 
aparecer como un trofozoito amebiano, mas que como flagela¬ 
do en las preparaciones microscopicas en fresco. 


Dientamoeba fragilis causa un smdrome caracterizado por 
diarrea persistente, dolor abdominal, inapetencia y perdida 
de peso, flatulencia y prurito anal.^^^ Los microbiologos en 
los laboratories clmicos deben conocer que D. fragilis se ais- 
la en muestras de heces cada vez con mayor frecuencia; se ha 
informado en el 1,4% y el 19% de las muestras remitidas 
para examen de rutina y en hasta el 47% de poblaciones defi- 
nidas, como en los internes en instituciones mentales.^^^ 
Tambien se ha informado una alta prevalencia entre ciertos 
grupos de indigenas que residen en Arizona. En algunos 
ambitos, la identificacion de D. fragilis en muestras de heces 
es tan frecuente como Giardia lamblia; de hecho, en los 
laboratories donde se identifica G. lamblia esta indicado rea- 
lizar una revision de los metodos de recoleccion y diagnosti- 
cos para la exclusion de D. fragilis. Como el citoplasma es 
muy fragil, Dientamoeba fragilis puede ser dificil de identi- 
ficar en las preparaciones en fresco y se requiere una prepa- 
racion con tincion permanente para evaluar los detalles mor- 
fologicos. 

Grendon y cols.^^° advierten que la falta del empleo de las 
tecnicas recomendadas para la fijacion y la tincion permanente 
de las heces practicamente impide la identificacion de D. fra¬ 
gilis. Para aumentar la probabilidad, recomiendan con firmeza 
que todas las heces remitidas para el examen sean fijadas en 
alcohol polivinflico, acetato de sodio-acido acetico-formalde- 
hido o en el fijador de Schaudinn y que todas las muestras, 
cualquiera que sea la consistencia, sean tenidas antes del exa¬ 
men microscopico. Chan y cols.^'^ utilizaron de manera satis- 
factoria una prueba de inmunofluorescencia indirecta para 
mejorar la deteccion de D. fragilis en muestras conservadas 
de heces y sugirieron, ademas, que el desarrollo de tecnicas de 
ELISA para antigenos de D. fragilis en muestras fecales podria 
mejorar su deteccion. 

Identificacion por el laboratorio. La identificacion de D. 
fragilis se realiza en preparaciones fecales mediante la obser- 
vacion del trofozoito. No se ha identificado el estadio de quis¬ 
le. Las caracteristicas morfologicas diagnosticas son: 

• El aspecto de una forma “ameboide” y asimetrica, que mide 
de 5 a 12 qm. 

• La presencia de dos nucleos (lamina en color 22-3D). 
Alrededor del 20% de las formas presentan un nucleo unico 
y puede ser dificil diferenciarlo de los trofozoitos de 
Endolimax nana. La observacion de todo el frotis suele reve¬ 
lar las formas diagnosticas con nucleos dobles mas caracte¬ 
risticas. 

• Cariosomas prominentes que estan fragmentados en cuatro a 
ocho granules (dificil de observar en la mayoria de las pre¬ 
paraciones tenidas). 

• Seudopodos claros, con lobulos relativamente amplios que 
determinan la movilidad cuando se observan en preparacio¬ 
nes en fresco. 

Como D. fragilis no presenta un estado de quiste identifica¬ 
do, la transmision directa de un huesped a otro por los alimen¬ 
tos y el agua es menos probable. La incidencia nueve veces 
mayor de D. fragilis en pacientes con infeccion por oxiuros 
sugiere que los huevos de Enterobius vermicularis pueden estar 
infectados por el flagelado y actua como el principal vector 
para el contagio a los seres humanos. Esta posibilidad puede 
tambien explicar que casi el 50% de los casos informados de 
dientamebiasis ocurren en pacientes menores de 20 anos. Los 
farmacos de eleccion en el tratamiento de los casos sintomati¬ 
cos son la tetraciclina y el metronidazol. 
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Trichomonas hominis. Trichomonas hominis se ha encontrado en 
todo el mundo. Aunque aislado en muestras de heces diarrei- 
cas, no se considera patogeno. Puede ser algo mas dificil iden- 
tificarlo en forma defmitiva en preparaciones tefiidas porque 
los trofozoitos son fragiles y no se tinen bien. No presenta esta- 
dio de quisle. 

Identificacion por el laboratorio. La identificacion se rea- 
liza mediante la deteccion de los trofozoitos, que presentan las 
siguientes caracteristicas: 

• Miden de 7 a 15 pm de largo y de 4 a 7 pm de ancho, con 
una forma de lagrima y tienen un nucleo unico situado en la 
parte anterior (que esta levemente desplazado por la mem- 
brana externa, lo que ayuda a diferenciarlos de Chilomastix 
mesnili) (lamina en color 22-3E). 

• Tienen una membrana ondulante que se extiende a todo lo 
largo del parasito (en teoria sirve como una caracteristica util 
para diferenciarlo de Trichomonas vaginalis, en el cual la 
membrana ondulante se extiende solo en la mitad de distan- 
cia del cuerpo). En la practica esto es discutible, ya que las 
membranas ondulantes no se observan en los frotis tenidos 
de manera habitual con las tinciones tricromicas; en realidad 
se requieren preparaciones de cultivos anaerobios. 

• En preparaciones en fresco, presentan una movilidad rotato¬ 
ria, algo rfgida, por la accion de un flagelo linico ubicado a 
lo largo de la membrana ondulante que se extiende en la lon- 
gitud completa del cuerpo del parasito, a diferencia de 
Trichomonas vaginalis, en que solo se extiende en la mitad 
de su cuerpo. 

• Las formas tipicas observadas en muestras de heces con mas 
probabilidad corresponden a T hominis, aunque en las muje- 
res T vaginalis puede observarse como contaminante de al- 
gunas preparaciones. 

Ciliados: Balantidium coli 

Balantidium coli es el linico miembro de los ciliados que se 
sabe que infecta a los seres humanos. El modo de transmision 
es por medio de la via fecal-oral y no se requiere huesped inter- 
mediario para completar el ciclo vital, el cual se muestra en la 
figura 22-5. 

Aunque Balantidium coli se encuentra sobre todo en los por- 
cinos y con menor frecuencia en otros animales, tiene distribu- 
cion mundial. La balantidiosis humana tiene una prevalencia 
mayor en los sitios de cria y matanza de cerdos.^^ Son infre- 
cuentes los informes de infeccion, pero la mayona provienen 
de America Latina, el Lejano Oriente y Nueva Guinea. La 
infestacion en seres humanos no suele ser invasiva, es asinto- 
matica y autolimitada. En pacientes debilitados con una gran 
cantidad de trofozoitos, puede manifestarse disenteria sangui- 
nolenta, deshidratacion intensa o, en casos raros, la muerte. En 
la lamina en color 22-3F se observan varios trofozoitos de B. 
coli que invaden la submucosa del intestino. Esta microfoto- 
grafia se preparo de un caso mortal de infeccion por 
Balantidium. En casos aislados de autopsias se observaron 
ulceras intestinales, linfadenitis mesenterica y raras veces 
extension extraintestinal a higado, pulmon y otros organos.*^^ 
La tetraciclina o, de manera altemativa, el diyodohidroxiquina 
o el metronidazol, son los farmacos de eleccion en los casos de 
infecciones sintomaticas. 

Identificacion por el laboratorio. Suele ser facil de reconocer Ba¬ 
lantidium coli en muestras de heces por su gran tamafio (100 jam 
o mas de diametro). Las caracteristicas diagnosticas adiciona- 
les son: 


Trofozoito 

• Una membrana externa cubierta en toda su circunferencia 
por cilios cortos y delicados. 

• Un macronucleo grande, con forma de rinon (mas visible en 
preparaciones tefiidas con yodo) (lamina en color 22-3G). 

• Un micronucleo pequeno y esferico adyacente al macronu¬ 
cleo. 

• Movilidad rotatoria, lenta, cuando se observa en preparacio¬ 
nes en fresco. 

Quiste 

• Forma esferica a elipsoidal, de 50 a 65 pm. 

• Un macronucleo unico con forma de rinon, dentro del cual 
hay un micronucleo pequeno y esferico (lamina en color 22- 
3H). 

• En el citoplasma persisten vacuolas pequehas. 

• Los cilios estan retraidos dentro de la pared gruesa y resis- 
tente del quiste. 


COCCIDIOS 

Coccidia, un subgrupo de protozoos dentro del subfilo 
Sporozoa, son parasitos tisulares estrictos con estadios sexua- 
les y asexuales en sus ciclos vitales. A este grupo pertenecen 
los parasitos sangumeos del paludismo, las especies de Plas¬ 
modium, los protozoos tisulares Toxoplasma gondii y los coc- 
cidios intestinales Isospora belli, especies de Cryptosporidium, 
especies de Cyclospora y especies de Sarcocystis. 

El ciclo vital de la mayona de los coccidios requiere un 
huesped intermediario extemo, como gato, bo vinos u otros ani¬ 
males, en los cuales se lleva a cabo la esporogenesis y la for- 
macion del ooquiste. El ciclo vital de Isospora belli difiere solo 
en que ambos estadios de la gametogenesis, sexual y asexual, 
puede realizarse en el huesped humano sin necesidad de un 
segundo huesped. El ciclo vital de Isospora belli, como repre- 
sentativo de los coccidios, se muestra en la figura 22-6. 


CRYPTOSPORIDIUM PARVUM 

Los criptosporidios son protozoos coccidios diminutos que 
se los ha conocido asociados con enterocolitis en diversos ani¬ 
males domesticos, como terneros, cerdos y polios.* Con la dise- 
minacion del SIDA en la decada de 1980, la criptosporidiosis 
evoluciono como una enfermedad infecciosa emergente 
nueva.^‘ La deteccion de especies de Cryptosporidium o 
Isospora belli en pacientes en quienes no se sospechaba SIDA 
condujo a la comprobacion de infeccion por el HIV. Los seres 
humanos se infectan ya sea por el contacto directo con anima¬ 
les infectados o por la ingestion de alimentos o agua contami- 
nados con heces. La transmision por agua es muy problemati- 
ca para las especies de Cryptosporidium porque los ooquistes 
no se eliminan por la cloracion y puede persistir en suministros 
de agua despues del tratamiento.^^^ Dos brotes importantes de 
gastroenteritis y enfermedad diarreica se han informado en los 
ultimos tiempos: uno en Milwaukee,'^ que afecto a 300000 
personas, el otro en Carroll County, Georgia,con una esti- 
macion de 90 000 casos documentados de gastroenteritis 
aguda. El unico factor de riesgo colectivo determinado en cada 
uno de estos brotes fue la exposicion a un suministro de agua 
publica, filtrada y clorada segun las normas de la Environ¬ 
mental Protection Agency (Oficina de Proteccion Ambiental) 
de los Estados Unidos. 
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Figura 22-5 El ciclo vital de Balantidium coli es simple y no requiere huesped intermediario. Los huevos se eliminan por las heces al ambiente externo, madu- 
ran en el suelo en condiciones ideales y se toman infectantes. Despues de la ingestion de alimentos o agua contaminados con huevos, el protozoo se libera en el 
intestine delgado y luego se multiplica por fision binaria; los trofozoitos pasan a la luz del colon donde residen. Con el enquistamiento, los quistes vuelven a eli- 
minarse por las heces para completar el ciclo vital. 


Durante todas las etapas del desarrollo el protozoo esta limi- 
tado a las microvellosidades de las celulas epiteliales del intes- 
tino. Por lo tanto, el diagnostico puede realizarse en cortes del 
intestino delgado tenidos con hematoxilina y eosina (H-E) 
mediante la observacion de ooquistes diminutos, a menudo en 
cantidades enormes, adheridos a la superficie de las celulas 
epiteliales que recubren las vellosidades (vease lamina en color 
22-4A). Los ooquistes tienen una predisposicion a adherirse al 
borde en cepillo de las celulas epiteliales con perdida o dege- 
neracion de las microvellosidades en la zona de adherencia.^^^ 
La perdida de las microvellosidades puede causar deficiencias 
en la digestion, malabsorcion y diarrea, que conforman el sm- 
drome clmico. Las manifestaciones clinicas de la criptospori- 
diosis se presentan en el recuadro de correlacion clinica 22-3. 


Identificacion por el laboraiorio. El diagnostico suele hacerse por 

la identificacion de los ooquistes en muestras fecales. 

Presentan las siguientes caracteristicas: 

• Miden de 5 a 6 jim de diametro, son ovoides a esfericos y 
aparecen muy refringentes cuando se observan en las prepa- 
raciones por flotacion (fig. 22-7). 

• En el interior pueden observarse pequenos granulos o, con 
microscopia con contraste de fase, hasta cuatro esporozoitos 
finos con forma de lazo en cada ooquiste.^’ 

• Aparecen como ooquistes esfericos, tenidos de rojo, homo- 
geneos, de 4 a 6 pm de diametro, cuando se observan en pre- 
paraciones de heces tehidas para acido-alcohol resistencia 
(lamina en color 22-4B). 
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Figura 22-6 Ciclo vital de Isospora belli. Los ooquistes inmaduros que contienen un esporoquiste se eliminan al medio externo por las heces. En condiciones 
ambientales ideales, el ooquiste madura y desarrolla dos esporozoftos que actuan como formas infecciosas. Con la ingestion de los ooquistes infectantes en ali- 
mentos o agua contaminados por un huesped humano, se liberan los esporoquistes en el intestino e invaden las celulas epiteliales de la mucosa, en las cuales se 
desarrollan esquizogonias. Se liberan los esporozoftos maduros de las celulas intestinales. En el proceso de gametogenia se forman gametocitos masculinos y feme- 
ninos. Despues de la fecundacion del gametocito femenino por el masculino liberado del esporozofto se forma un ooquiste de pared gruesa. La liberacion de estos 
ooquistes inmaduros en el ambiente externo completa el ciclo vital. 


Notas del laboratorio, En el caso de infecciones con gran canti- 
dad de parasites, las tecnicas de concentracion habituales para 
el aislamiento de huevos y parasites en la mayoria de los labo¬ 
ratories son adecuadas para los ooquistes de Cryptosporidium. 
En el caso de infecciones leves se recomienda el metodo de flo- 
tacion con azucar de Sheather y puede realizarse como lo des¬ 
cribe Garza^® (recuadro 22-4). 

Es de uso habitual una tecnica modificada de concentracion 
con formol-acetato de etilo (FEA) para detectar ooquistes de 
criptosporidios en muestras de heces. Luego del procedimien- 
to habitual de FEA, el sedimento aparece en capas y flota sobre 
una solucion salina hipertonica para separar los parasites de los 
detritos de las heces. Esta tecnica mostro ser la mejora mas sig- 


nificativa en el aislamiento de ooquistes en muestras de heces 
solidas y no grasas. 

La tincion para acido-alcohol resistencia modificada puede 
utilizarse para detectar ooquistes de Cryptosporidium en frotis 
secados al aire y fijados con metanol improntas directamente 
de una muestra fecal.La tincion con carbolfucsina se aplica 
al frotis de la misma manera que la tecnica habitual para acido- 
alcohol resistencia; sin embargo, se utiliza H^SO^ al 1 % como 
decolorante en lugar del alcohol-acido. Los ooquistes aparecen 
rosados a rojos contra el fondo verde claro del colorante de 
contraste. 

Para la deteccion de ooquistes de Cryptosporidium en mues¬ 
tras fecales existen varios equipos comerciales de inmunoana- 
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El smdrome clinico de criptosporidiosis consiste en diarrea aeuosa tipa 
colera o mucosa, gastroenteritis persistente con grados variados de 
vomitos y cdlicos abdominales, malabsorcidn y fiebre de baja intensi- 
dad. En los pacientes inmunocompetentes, el smdrome es autolimitado, 
con sintomas que disminuyen en 7 a 14 dias. Sin embargo, la criptospo¬ 
ridiosis en los pacientes con SIDA es muy problematica por la prolon- 
gada y progresiva gravedad de la diarrea aeuosa, que puede durar meses, 
En estos pacientes, el tratamiento debe ser energico, sobre todo si el 
recuento de linfocitos CD4 disminuye por debajo de 200 por milfmetro 
cubico. 

Los ooquistes aparecen en las heces entre los 7 y los 28 dias de la 
infeccion, con un periodo de incul^cion medio de 7,2 dias, En un estu- 
dio de 84 ninos con diarrea relacionada con Cryptosporidium, Stehr- 
Green y cols.^^^ encontraron que la eliminacion de ooqui.stes vario de 8 
a mas de 50 dias, sin relacion entre la duracidn de la eliminacion y la 
gravedad de la diarrea. Por otra parte, Shepherd y cols.,^"^ en un estudio 
de 49 pacientes, encontraron que la mayona dejaba de eliminar ooquis¬ 
tes por las heces akededor de los 20 dias, con sintomas relacionados 
con la eliminacion en 25 de los 49 casos. Por lo tanto, la duracion de la 
diarrea y el comienzo y el tiempo de eliminacion de los ooquistes 
dependen de cada paciente.*^"^ En el pasado, los regfmenes terapeuticos 
resultaban en gran parte poco satisfactorios en los pacientes con SIDA, 
debido tal vez a la vacuola parasitofora singular que se forma dentro 
de la celula huesped que protege al parasito de los farmacos antimicro- 
bianos.*“ 

En la actualidad, el tratamiento con azitromicina,^’^ nitazoxanida,'^^ y 
paromomicina®* resulto ser promisorio en ensayos clinicos separados. El 
tratamiento ideal en pacientes infectados por criptosporidios y con 
SIDA tambien implica el restablecimiento de la funcidn inmunitaria con 
la terapeutica antirretroviral altamente activa.**^ Navin y Juranek^^ publi- 
caron una excelente revision clasica de los aspectos clinicos, epidemio- 
logicos y parasitarios de la criptosporidiosis y, mas recientemente, 
WTiittner y cols.^®^^ establecieron las relaciones en los pacientes con 
SIDA. 


lisis. En un estudio comparativo reciente, Garcia y Shimizu^"^ 
encontraron una sensibilidad del 98-99% y una especificidad 
del 100% en la deteccion de ooquistes de Cryptosporidium uti- 
lizando los equipos de El A ProSpecT (Alexon), y el Meridian 
Premier Cryptosporidium y el Meridian MERIFLUOR Cryp¬ 
tosporidium! Giardia (Meridian Diagnostics). Esto ratifica 
resultados similares a los publicados por Kehl y cols.,^^^ quie- 
nes encontraron que el ensayo Vue Cryptosporidium (Seardyn, 
Indianapolis, EN), el ensayo de microtitulacion ProSpecT 
Cryptosporidium y el equipo Merifluor Cryptosporidium men- 
cionado antes eran igualmente sensibles y especiTicos para la 
deteccion de oosporas de Cryptosporidium, aunque en su expe- 
riencia, el procedimiento de inmunofluorescencia fue mas facil 
para leer y requeria menos tiempo de tarea para el tecnico. 

La sensibilidad y la especificidad extremas de los diversos 
metodos de PCR para los ooquistes de Cryptosporidium deter- 
minan que sean bastante atractivos, en particular en el analisis 
del agua para consume humane. Estos estudios de PCR pueden 
detectar hasta un ooquiste en una muestra, lo que los hace mas 
sensibles que el analisis microscopico de los frotis tenidos para 
acido-alcohol resistencia.^^’^®^ Sin embargo, la sensibilidad de 
los metodos de PCR es reducida en las muestras conservadas 
con solucion de formaldehido al 10% en buffer, en especial si 
los tiempos de fijacion son prolongados. La sensibilidad tarn- 
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Figura 22-7 Ooquistes de Cryptosporidium parvum como se observan en una 
preparacion por flotacion en muestras de heces (aumento original 1280x). 
(Cortesfa de Bruce C. Anderson). 


bien puede ser reducida en el examen de muestras congeladas, 
ya que los ooquistes pueden romperse durante la descongela- 
cion. La deteccion de ooquistes por PCR tambien puede estar 
afectada por numerosas sustancias encontradas en las muestras 
de heces, para lo cual se han ideado tecnicas especiales de 
extraccion de acidos nucleicos.^^^ Estas tecnicas son bastante 
complejas y estan limitadas a laboratorios de referencia espe- 
cializados. Clark'^^ realize una actualizacion reciente sobre la 
biologia, el diagnostico, los procedimientos para la identifica- 
cion por el laboratorio (incluso inmunoanalisis y PCR) y el tra¬ 
tamiento de la criptosporidiosis. 


CYCLOSPORA CAYETANENSIS 

Los organismos incluidos actualmente en el genero Cyclos- 
pora en un comienzo se los consideraba cianobacterias u orga¬ 
nismos similares a las algas azul verdosas.^^^*^^ Las especies de 
Cyclospora presentan caracteristicas morfologicas semejantes 


Recuadro 22-4 Tecnica de flotacion de Sheather para el 
aislamienio de ooquistes de 
Cryptosporidium en muestras fecales 


1. Se hace una suspension densa de heces en solucion fisiologica y se fil- 
tra a traves de una gasa en un tubo de centrffuga hasta la mitad de su 
volumen. 

2. Agregar un volumen igual de solucion de azucar de Sheather (500 g de 
sacarosa, 320 mL de agua destilada y 615 g de fenol fundido) para que 
la superficie del liquido quede levemente por encima de la parte supe¬ 
rior del tubo. Mezclar con suavidad con el palillo de un aplicador. 

3. Colocar un cubreobjetos de 18 o de 22 mm^ sobre la superficie de la 
suspension y dejarlo durante 45 minutos. 

4. Retirar con cuidado el cubreobjetos y colocarlo sobre un portaobjetos. 
Observar con microscopia de contraste de fase para evaluar los ooquis¬ 
tes esfericos de 5 pm de diametro y muy refringentes (fig. 22-1).^ 
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a las especies de Isospora y Cryptosporidium parvum, salvo que 
tienen dos esporoquistes por ooquiste y dos esporozoitos por 
esporoquiste {Isospora belli tiene dos esporoquistes por ooquis¬ 
te y cuatro esporozoitos por esporoquiste; las especies de 
Cryptosporidium tienen cuatro esporozoitos “desnudos” o no 
enquistados por ooquiste). La especie se denomino Cyclospora 
cayetanensis en honor de la Universidad Peruana Cayetano 
Heredia de Lima, Peru, la institucion donde se realizo gran parte 
de la investigacion epidemiologica y taxonomica original. 

En muestras de heces no concentradas y sin tehir, los ooquis- 
tes de las especies de Cyclospora no presentan refringencia, 
son esfericos u ovales, con cuerpos algo rugosos, miden 8 a 10 
pm de diametro (casi el doble del tamano de los ooquistes de 
las especies de Cryptosporidium), con una agrupacion interna 
de globulos unidos a la membrana.*^ Son acido-alcohol resis- 
tentes y se tihen de color rosa palido o rosa rojizo con estruc- 
turas intemas mas oscuras (lamina en color 22-4C). Es posible 
que las celulas mas viejas no se tinan. Los ooquistes se tinen de 
rojo anaranjado con safranina; no se tinen con hematoxilina 
ferrica, metenamina argentica de Grocott-Gomori, yodo ni 
acido peryodico de Schiff (PAS).’^^ Los ooquistes tienen fluo- 
rescencia propia verde intensa (filtro de excitacion de 450-490 
DM) o azul intense (filtro de excitacion de 365 DM) con epi- 
fluorescencia. Los directores y supervisores de los laboratories 
de microbiologia deben decidir si las muestras de heces seran 
examinadas de manera habitual para la presencia de 
Cryptosporidium y Cyclospora. En los ambitos donde se reci- 
ben muestras de heces de muchos pacientes con SIDA, se reco- 
mienda realizar de rutina preparaciones tenidas para acido- 
alcohol resistencia de los frotis fecales. 

El ciclo vital, aunque no comprendido en su totalidad, se 
considera similar al de las especies de Cryptosporidium. Los 
esporozoitos se exquistan a partir de los ooquistes en el tubo 
digestive enseguida despues de su ingestion por alimentos o 
agua contaminados e ingresan en las celulas epiteliales del 
intestine delgado. Se desconoce el mecanismo que causa la 
diarrea; la endoscopia revela eritema moderado a intense de la 
porcion distal del duodeno. Las biopsias de duodeno y yeyuno 
revelan vellosidades yeyunales romas, atrofia de las vellosida- 
des e hiperplasia de las criptas de grade variable. La ausencia 
de leucocitos y eritrocitos fecales indica que el proceso no es 
invasive; la alteracion de la absorcion de la D-xilosa implica un 
smdrome tipico de malabsorcion. 

La enfermedad suele seguir a la ingestion de agua y es mas 
frecuente en los meses templados del verano. Tambien se ha 
implicado la leche en polvo diluida con agua antes de su con¬ 
sume.En un brote en el Cook County Hospital de Chicago, 
la diarrea afecto al personal medico y a los empleados en una 
habitacion luego de fallar la bomba de agua del lugar.“^^ La 
enfermedad relacionada con Cyclospora suele manifestarse 
como “diarrea del viajero”, con varias citas en la bibliografia 
de diarrea en viajeros que regresan de Haiti, Mexico, 
Guatemala, Puerto Rico, Marruecos, Camboya, Pakistan, In¬ 
dia, las islas Salomon y en particular Nepal.Especifica- 
mente, los brotes en los Estados Unidos y Canada durante los 
meses de la primavera de 1996 y 1997 se relacionaron con la 
ingestion de frambuesa importada de Guatemala. 

El periodo de incubacion es de 2 a 7 dias. El comienzo de la 
diarrea puede ser abrupto (68% de los casos) o gradual (32%).^"^^ 
La diarrea acuosa, que es autolimitada en los pacientes inmu- 
nocompetentes (rara vez tiene una duracion mayor de 12 dias), 
puede acompanarse por nauseas, colicos abdominales, fatiga y 
malestar general. En los pacientes inmunosuprimidos, en espe¬ 
cial en los pacientes con SIDA. que con frecuencia estan infec- 


tados, la diarrea puede prolongarse y durar de 4 a 6 semanas; 
puede simular al esprue tropical y asociarse con enfermedad 
biliar. En 450 pacientes con SIDA, Pappe y cols.^®'^ encontraron 
especies de Cryptosporidium en las muestras de heces de 135 
(30%), Isospora belli en el 12%, Cyclospora en el 11%, 
Giardia lamblia en el 3% y Entamoeba histolytica en el 1%. 

La farmacoterapia especifica tiene eficacia limitada. La aso- 
ciacion de trimetoprim y sulfametoxazol administrada por via 
oral resulto eficaz en el tratamiento de algunos casos; en otros 
se utilizaron metronidazol, norfloxacina, quinacrina, acido 
nalidixico y furoato de diloxanida con exito variable.En los 
pacientes con SIDA, el tratamiento suele estar limitado a medi- 
das de apoyo con hidratacion y suplementos nutricionales, aun¬ 
que Pappe y cols.^^ establecieron que trimetoprim-sulfameto- 
xazol resulto eficaz en algunos casos, en especial cuando se 
indicaron dosis mayores. En un estudio realizado en Nepal, la 
eliminacion de ooquistes y la desaparicion de los sintomas 
sucedieron despues de 7 dias de tratamiento.*^^ 

ISOSPORA BELLI 

La isosporiasis, una enfermedad caracterizada por diarrea y 
malabsorcion, antes solo se la encontraba en raras oportunida- 
des y se la consideraba de importancia clinica limitada. En al¬ 
gunos casos puede experimentarse una enfermedad grave, en la 
cual se observan concentraciones elevadas de protozoos en el 
intestine. En casos prolongados puede haber fiebre, cefalea, 
esteatorrea y perdida de peso; en infecciones abrumadoras se 
informaron muertes debidas a perdidas de agua y al desequili- 
brio electrolitico. La enfermedad puede persistir durante me¬ 
ses, en particular en los pacientes con SIDA, en que se aisla 
Isospora belli con frecuencia creciente como una de las causas 
del smdrome diarreico. Garcia^^ informo varios casos de enfer¬ 
medad intestinal y extraintestinal debilitantes en pacientes 
coinfectados con SIDA e Isospora belli, y concluyo con la 
recomendacion de que los medicos consideren este parasito en 
los pacientes con SIDA que han inmigrado o viajado a America 
Latina o que son hispanicos nacidos en los Estados Unidos, 
sobre todo si tambien son adultos jovenes. Ademas, se reco- 
mienda que los pacientes con SIDA que viajan a America Latina 
y otros paises en vias de desarrollo sean advertidos de la trans- 
mi sion por agua y alimentos de /. belli y se considere la posibi- 
lidad de la farmacoprofilaxis. El farmaco de eleccion es trime- 
toprim-sulfametoxazol; la pirimetamina es una alternativa. 

Las infecciones humanas por I. belli difieren de las de otros 
coccidios en que las formas sexual y asexual habitan en el 
intestino humano y no se requiere un segundo huesped para 
completar el ciclo vital. La transmision interhumana ocurre 
despues de la ingestion de los ooquistes infectantes en los ali¬ 
mentos o el agua contaminados por heces; por esto, la enfer¬ 
medad no es una zoonosis. Los ooquistes son las formas diag- 
nosticas observadas en las muestras fecales humanas; miden de 
25 a 30 pm de diametro, con una pared lisa y delgada y son 
inmoviles. Los ooquistes inmaduros contienen un esporoquiste 
unico (lamina en color 22-4E); lo mas tipico en muestras feca¬ 
les es la observacion de ooquistes maduros que contienen dos 
esporoquistes (lamina en color 22-4F). 

ESPECIES DE SARCOCYSTIS 

Las especies de Sarcocystis utilizan dos mamiferos para las 
fases sexual y asexual de sus ciclos vitales. Los seres humanos 
pueden actuar como huesped intermediario o definitivo. Como 
huesped definitivo, las personas se infectan por la ingestion de 
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came de vaca o de cerdo cocida de manera deficiente; el ciclo 
sexual del organismo se realiza en la porcion subepitelial de la 
mucosa del intestino delgado. Las infecciones intestinales se 
asocian con S. hominis o 5. siiihominis (antes Isospora homi- 
nis) y a menudo son asintomaticas, pero en ocasiones causa un 
smdrome diarreico similar al producido por Isospora belli. Las 
formas diagnosticas en muestras de heces son ooquistes ovales 
que miden entre 10 y 20 |im. Contienen dos esporoquistes, con 
un aspecto similar a los de 1. belli. Tambien pueden observarse 
esporoquistes unicos de 13 a 17 pm. 

Como huesped intermediario, que sucede cuando los seres 
humanos ingieren de modo inadvertido ooquistes provenientes 
de otras fuentes animales contaminadas con heces, se desarro- 
llan sarcoquistes en la musculatura esqueletica y pueden verse 
en biopsias de musculo esqueletico, o se han observado en 
musculo esqueletico en autopsias,^^ donde se visualizan estos 
sarcoquistes con un tamano de 100 x 300 pm (lamina en color 
22-4G). Esta forma suele ser asintomatica, aunque en casos 
raros se informaron polimiositis y eosinofilia. Mas reciente- 
mente. Amess y cols.*^ comunicaron un brote de miositis eosi- 
nofila aguda entre 15 hombres de un equipo militar estadouni- 
dense que trabajaban en las zonas rurales de Malasia. En siete 
soldados se observaron grados variables de fiebre, mialgias, 
broncoespasmos, erupciones pruriginosas fugaces, linfadeno- 
patia transitoria y nodulos subcutaneos; todos estos smtomas 
son comunes para sarcocistosis. Las alteraciones del laborato- 
rio incluian eosinofilia, aumento de la velocidad de eritrosedi- 
mentacion y concentraciones elevadas de creatincinasa en el 
musculo. Las especies de Sarcocystis se aislaron en una mues- 
tra de biopsia de musculo esqueletico obtenida del caso inicial. 
Los smtomas persistieron en algunos soldados durante 5 anos. 
En estos casos prolongados se observe en la hislologia miosi¬ 
tis cronica, fasciculitis y mionecrosis con calcificacion. 

File Microsporum: especies de Microsporidium 

Los microsporidios son parasites intracelulares estrictos lo 
suficientemente particulares para ser clasificados en un file 
separado: Microspora.^^^ La caracteristica singular de los 
miembros de este file es la produccion de esporas que contie¬ 
nen un mecanismo de extrusion tubular complejo por el cual el 
material infeccioso, “esporoplasma”, se inyecta en las celulas 
huesped. Esto sucede despues de la ingestion por el huesped, 
estimulado por cambios en el pH y en la concentracion ionica 
del contenido intestinal. El tiibulo enrollado se evierte y pene- 
tra en la celula huesped. 

Alrededor de 80 generos y mas de 700 especies se incluyen 
en este grupo “comodm”, que en conjunto se denomina Mi- 
crosporidiiim y que afecta sobre todo a huespedes no humanos 
de importancia comercial, como insectos, peces, roedores de 
laboratorio, conejos, animales para uso en peleteria y prima¬ 
tes.-^ Son eucariontes verdaderos (quiza se originan como una 
rama temprana de los eucariontes), con niicleo, membrana 
nuclear y una serie de membranas intracitoplasmaticas. Dentro 
del filo hay varios generos, de los cuales solo cuatro causan 
enfermedad en los seres humanos: Encephalitozoon, Nosema, 
Pleistophora y Enterocytozoon. Un quinto genero recien deno- 
minado Septata se encontro que esta estrechamente relaciona- 
do con Enterocytozoon y ya no pertenece a la categoria de un 
genero separado. La diferenciacion de especies es casi imposi- 
ble mediante la microscopia optica. 

Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de microsporidio- 
sis puede realizarse por la identificacion de las esporas de los 
microsporidios en cortes histologicos incluidos en parafina. 


Aunque pueden observarse en cortes tenidos con H-E, se visua¬ 
lizan mejor en cortes tenidos con PAS, sales argenticas (GMS), 
acido-alcohol resistencia o Giemsa. Las esporas aparecen den¬ 
tro de los enterocitos intestinales, ubicados de modo caracte- 
ristico entre el niicleo de la celula y la luz del intestino. En las 
preparaciones tenidas con PAS, puede observarse un granulo 
PAS positivo en el extremo anterior de cada espora. Aparecen 
como puntos oscuros cuando se tinen con Giemsa. En el traba- 
jo de Garcia se encuentran varias microfotografias que mues- 
tran estas esporas.^^ 

La microscopia electronica sigue siendo el metodo de refe¬ 
renda. La identificacion de las esporas con un tubo polar es 
caracteristica de todos los generos. Los miembros del genero 
Encephalitozoon estan encerrados en una vesicula limitante, 
similar a un fagosoma, producida por el huesped. Las especies 
de Enterocytozoon y de Nosema se desarrollan en contacto 
directo con el citoplasma de la celula huesped sin una vesicula 
limitante; las especies de Nosema se diferencian porque tienen 
niicleos pareados colindantes.^^ 

El diagnostico de laboratorio se realiza con mayor frecuen- 
cia en la seccion de parasitologia clmica mediante la demos- 
tracion de esporas en preparaciones tenidas de muestras feca- 
les. Presentan las siguientes caracteristicas: 

• Las esporas son diminutas y miden de 1,5-2,5 x 2,5-4 }im. 

• Presentan una forma oval o cilmdrica, con paredes gruesas 
que determinan la resistencia a las condiciones ambientales 
y son dificiles de tenir. 

• Una banda transversal y rosa en la mitad de la celula es la 
caracteristica distintiva para la identificacion (lamina en 
color 22-4H). 

• Las esporas se tinen de manera deficiente con H-E, pero 
pueden visualizarse mejor con tecnicas de Gram, acido- 
alcohol resistencia, PAS, Giemsa y una tincion tricromica 
modificada. 

• Son grampositivas y acido-alcohol resistentes; en las tincio- 
nes con PAS se observa un granulo anterior PAS-positivo. 

• La tincion ideada por Weber y cols.^^^ puede ser muy reco- 
mendada para la deteccion de las esporas de los microspori¬ 
dios en aspirados duodenales y en heces (recuadro 22-5). 

DeGirolami y cols.^*^ hallaron que la tincion tricromica mo¬ 
dificada de Weber y las tinciones fluorocromicas Uvitex 2B 
mostraron una sensibilidad igual y elevada cuando se compa- 
raron con las biopsias duodenales para la deteccion de esporas 
de microsporidios en frotis de material de biopsia de aspirados 
duodenales provenientes de 43 pacientes. Ryan y cols.^^^ des- 
cribieron una tincion modificada en la cual se disminuye la 
concentracion de acido fosfotungstico a 0,25 g/dL y se utiliza 
azul de anilina en lugar de verde rapido {fast green) como colo- 
rante de contraste. (2ada procedimiento de tincion requiere 90 
minutos y la seleccion entre la tincion de Weber y de Ryan 
depende de la preferencia personal. Kokoskin y cols.^^^ encon- 
traron que la realizacion de la tincion a la temperatura de 50 °C 
y la disminucion del tiempo a 10 minutos produjeron una tin¬ 
cion mas profunda y mas facil de interpretar. Como las esporas 
de microsporidios son muy pequehas y pueden semejarse a 
celulas bacterianas o de levaduras muy pequenas, siempre es 
necesario realizar un control positivo cuando se efectiia cual- 
quiera de estas tinciones. 

Aunque todas las especies de microsporidios pueden causar 
infecciones diseminadas y pueden encontrarse en diversos 
organos, como higado, rinon y cerebro, Enterocytozoon bie- 
neiisi es la especie que tiende a infectar de modo preferencial a 
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Recuadro 22-5 Tincion de Weber para la detecclon de 
esporas de microsporidios en heces 
y aspirados duodenales^^” 


1. Preparar los portaobjetos para el examen por microscopia optica de 
heces tomando una alicuota de 10 pL de heces liquidas sin concentrar, 
con formaldehido al 10% (relacion 12:3), esparcida fmamente en un 
area de 45 x 25 mm. 

2. Fijar los frotis en metanol durante 5 minutos. 

3. Tenir durante 90 minutos con la tincion cromotropica de Weber. 

Para preparar el colorante. mezclar: 

Cromotropo 2R (Harleco, Gibbstown, NJ) 6,00 g 

Colorante (Allied Chemical & Dye. New York) 0.15 g 

Acido fosfotungstico 0,70 g 

Permitir que estos ingredientes reposen ("maduren**) durante 30 minu¬ 
tos en 3 mL de acido acetico glacial. Luego mezclar con 100 mL de 
agua destilada. 

4. Despues de la tincion, enjuagar el portaobjetos con acido alcohol 

(4,5 mL de acido acetico y 995,5 mL de alcohol etflico al 90%) durante 
10 segundos y enjuagar brevemente con alcohol al 95%. 

5. Deshidratar en forma sucesiva los frotis en 
alcohol al 95% durante 5 minutos 
alcohol al 100% durante 10 minutos 

Hemo-De (sustituto de xileno, Fisher Scientific) durante 10 minutos. 

6. Examinar 100 campos con objetivo de inmersion por cada portaobjetos, 
durante alrededor de 10 minutos. Buscar las pequehas esporas cilmdri- 
cas de 1-4 pm, que se tihen de rosa a rojo brillante. 


los enterocitos en la mucosa del intestino delgado, en especial 
en los pacientes con SIDA.^^ Sin embargo, varies informes de 
cases, segiin la revision de Pol y cols.,^^^ indican que E. bie- 
neusi puede colonizar el epitelio del conducto biliar que con¬ 
duce a la colangitis. La prevalencia estimada de la infeccion 
intestinal por microspori(iios en pacientes con SIDA suele ser 
del 12%,'^^ o incluso mayor si se utilizan tecnicas especiales, 
como citocentrifugacion, deteccion con anticuerpos fluores- 
centes y serologia. Encephalitozoon cuniculi se asocia con ma¬ 
yor frecuencia con la infeccion diseminada, con predileccion 
para infectar el cerebro y los rinones. Nosema corneum se 
encontro en varies cases de queratoconjuntivitis;^^ sin embar¬ 
go, Encephalitozoon cuniculi y Encephalitozoon hellem tam- 
bien se aislaron en la cornea y la conjuntiva en pacientes con 
SIDA y queratoconjuntivitis.^^ La conjuntivitis, la escleritis, la 
sensacion de cuerpo extrano y la vision borrosa son smtomas 
de presentacion comunes. 

El personal con experiencia puede identificar las esporas 
intracitoplasmaticas diminutas (2 pm de diametro) caractensti- 
cas en cortes de tejido tenidos en biopsias intestinales. Las 
esporas se demuestran mejor mediante las tinciones de Gram 
modificadas por Brown-Brenn o Brown-Hopps para tejidos o 
de improntas tenidas con Giemsa. Los protozoos tambien pue- 
den observarse en cortes semidelgados incluidos en plastico 
tenidos con azul de metileno-azur II con fucsina basica o azul 
de toluidina como colorantes de contraste.^^ Cuando se utilizan 
estas tinciones siempre deben prepararse en paralelo portaob¬ 
jetos como control positivo. Las esporas tambien se ban 
demostrado en el liquido cefalorraquideo (LCR) y en la orina 
por microscopia optica de fluorescencia. Cuando el personal 
del laboratorio comienza a utilizar las diversas tecnicas descri- 
tas y se familiariza con la morfologia de las especies de 


Microsporidiurn en la microscopia optica, la prevalencia de las 
infecciones aumenta en forma evidente y la probabilidad de 
subdiagnostico es menor. 

Aldras y cols.^ demostraron la superioridad de la deteccion 
de esporas de microsporidios en las heces de pacientes con 
SIDA en tinciones de inmunofluorescencia indirecta, mediante 
el empleo de antisueros policlonales contra E. cuniculi y £. 
hellem y anticuerpos monoclonales contra £. hellem. 

En los laboratorios de investigacion existen varias tecnicas 
para la deteccion no microscopica de esporas de microspori¬ 
dios en la espera del momento en que pueda simpliticarse el 
diagnostico de laboratorio. Zierdt y cols.^^^ utilizaron diversos 
antisueros policlonales de raton y de conejo contra las esporas 
de E. cuniculi y Encephalitozoon hellem en una prueba indi¬ 
recta con anticuerpos fluorescentes para identificar de modo 
satisfactorio esporas de microsporidios en 11 de 12 muestras 
fecales. ademas de utilizarlos en la deteccion de antigeno en 
liquidos de colon y duodenal y en preparaciones de biopsia por 
impronta de duodeno. Franzen y cols.^^ utilizaron con exito 
amplificacion del DNA de microsporidios por PCR en seis 
muestras de biopsia duodenal que se sabia que eran positivas 
para detectar el fragmento especiTico de 353 pares de bases de 
DNA de Enterocytozoon hieneusi. Los autores sugirieron que 
la PCR puede ser un enfoque litil para diagnosticar microspo- 
ridiosis en pacientes infectados por el HIV. De hecho, los CDC 
consideran que el diagnostico molecular con cebadores para 
PCR especificos de especie es el metodo de referenda para la 
identificacion de especies de microsporidios.^^ Se ha encontra- 
do que los metodos de PCR utilizados en los laboratorios de los 
CDC no amplifican en forma cruzada con otras 20 especies no 
patogenas de Microsporidiurn. 

El tratamiento eficaz para la microsporidiosis es limitado. El 
tratamiento de las infecciones intestinales debidas a Eruerocy- 
tozoon bieneusi con pirimetamina, metronidazol o trimeto- 
prim-sulfametoxazol (SXT) puede obtener buenos resultados. 
De Groote y cols.^’ informaron el tratamiento exitoso de un 
paciente con SIDA con albendazol, un caso en el cual la PCR 
se utilize para proporcionar el diagnostico precoz. Para una 
revision global (le las infecciones humanas por microsporidios, 
que incluye 250 referencias, vease Weber y cols.,^*^ quienes 
introducen varias tecnicas diagnosticas nuevas que '^facilitaran 
estudios futures sobre incidencia, factores de riesgo, origenes 
de la infeccion, modes de transmision, manifestaciones clmi- 
cas, patogenia y tratamiento de este patogeno emergente”. 


Nematodos 

Los nematodos son helmintos cilmdricos: los adultos se ca- 
racterizan por un cuerpo algo aguzado, con miisculos orientados 
en sentido longitudinal y un esofago trirradiado. Las especies de 
nematodos intestinales que con mayor frecuencia infectan a los 
seres humanos son: 

Ascaris lumbricoides 
Trichuris trichiura 
Uncinarias: 

Necator americanus 

Ancylostoma duodenale 
Strongyloides stercoralis 
Enterobius verrnicularis 
Capillaria philippinensis 
Especies de Trichostrongyliis 
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Se estima que alrededor de 3,2 mil mi Hones de personas 
estan infectadas por nematodos intestinales en el mundo.^^*^^ La 
magnitud de estas cifras refleja la morbimortalidad considera¬ 
ble secundaria a los efectos de estos parasitos y la elevada pro- 
babilidad de que los laboratorios clmicos detecten una o mas de 
estas formas parasitarias en los examenes habituales de mues- 
iras de heces. 

En este grupo de helmintos los ciclos vitales varian en com- 
plejidad y modos de infeccion. Estos nematodos no tienen 
huesped intermediario, como se muestra en la figura 22-8; sin 
embargo, la mayoria requiere una fase fuera del huesped huma¬ 


ne para que los huevos evolucionen a una forma infecciosa. El 
huevo es un gameto maduro producido por las hembras adultas 
que residen en el intestine y es expulsado por las heces. Este es 
el estadio de repose, que sirve como forma diagnostica, infec¬ 
ciosa o ambas. Los huevos de la mayoria de las especies de 
nematodos requieren etapas intermediarias de desarrollo en el 
ambiente externo en una forma larvaria y a menudo infecciosa, 
de acuerdo con la temperatura, la humedad y la naturaleza del 
suelo en el cual se eliminan. En este capitulo se incluyen 
esquemas de los ciclos vitales con notas explicativas para 
varias de las especies de nematodos. 


CICLO VITAL DE Ascaris iumbricoides 
_ Traquea 


Pulmones Faringe 



Figura 22-8 Ciclo vital de Ascaris Iumbricoides. El ciclo vital no involucra un huesped intermediario extemo. Es algo complejo y requiere un periodo para la 
maduracion del huevo en el ambiente extemo y una fase migratoria larvaria transpulmonar en los seres humanos que pueden causar smtomas asmaiiformes transi- 
torios en las infecciones con gran cantidad de parasitos. Los huevos fecundados que son eliminados por las heces al suelo requieren 2 a 3 semanas en condiciones 
ideales de humedad y temperatura para evolucionar desde el estadio inicial de dos celulas a la particion avanzada y el estadio embrionado final e infectante. Cuando 
un huesped humane ingiere alimentos o agua contaminados con huevos infectantes, en el intestine emergen las formas larvarias e ingresan en la circulacion. Despues 
de su pasaje a traves de los capilares pulmonares, las larvas pasan a los alveoles pulmonares y con la tos ascienden y son digeridas. En el intestine maduran en para¬ 
sitos adultos machos o hembras, donde permanecen limitados a la luz o migran hacia diversos conductos u orificios. Las hembras gravidas depositan una gran can¬ 
tidad de huevos que son eliminados por las heces para completar el ciclo vital. 
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Ascariasis y Ascarls lumbricoides 

Se estima que Ascaris lumbricoides afecta a cerca del 25%, 
o mil millones, de la poblacion mundial.^^ La prevalencia maxi¬ 
ma se observa en personas desnutridas que residen en paises en 
vias de desarrollo. Las regiones con tratamientos modernos de 
agua y desechos cloacales tienen una incidencia baja de la 
enfermedad. En la figura 22-8 se esquematiza el ciclo vital de 
Ascaris lumbricoides, representativo de los nematodos como 
grupo. 

Las manifestaciones clinicas de la ascariasis se presentan en 
el recuadro de correlacion clmica 22-4. 

Identificaclon por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio de 
la ascariasis se efectiia mediante la observacion de los parasi- 
tos adultos cuando salen por los orificios del cuerpo, in situ en 
el intestino, o en sistemas de conductos contiguos, como el 
biliar o el pancreatico (como puede observarse en la cirugfa o 
en la autopsia). Con mayor frecuencia, la identificacion se rea- 
liza mediante la deteccion de los huevos caracteristicos en 
muestras de heces. Las caracteristicas de identificacion princi- 
pales de Ascaris lumbricoides son: 

Parasites adultos 

• Miden entre 15 y 35 cm de longitud. 

• Los machos son mas pequehos y pueden identificarse por su 
cola curva (lamina en color 22-5A). 

• La cuticula es lisa y carece de las estriaciones musculares 
anulares caracteristicas de las lombrices de la tierra. 

Huevos 

• Los huevos fecundados miden entre 45 y 60 Jim y los huevos 
no fecundados, entre 90 x 40 |im. 

• Son amarillo castano (tenidos con bills), ovales o esfericos 
y presentan una cascara gruesa, transparente y hialina 
recubierta por una capa albuminoide (lamina en color 22- 
5B). 

• Los huevos con una exposicion prolongada a las secreciones 
pancreaticas pueden carecer de la capa albuminoide (decor- 
ticados). 

• Los huevos fecundados pueden reconocerse por la particion 
de la yema interna; los huevos no fecundados carecen de la 
organizacion interna. Los huevos embrionados en los liltimos 
estadios del desarrollo pueden contener la forma larvaria 
(lamina en color 22-5C). 

• Los huevos no fecundados y decorticados recuerdan a las 
celulas vegetales y pueden ser extremadamente dificiles de 
reconocer en las muestras de heces (lamina en color 22-5D). 
En la mayoria de los casos, el examen de campos microsco- 
picos adicionales suele revelar los huevos con la capa exter¬ 
na albuminoide y mamelonada. 

Los huevos de Ascaris lumbricoides no fecundados son 
demasiado pesados para flotar en el procedimiento de flotacion 
con sulfato de cine y suelen pasarse por alto si no se examina 
tambien el sedimento. La presencia de huevos no fecundados 
solo en las muestras de heces puede indicar infeccion con un 
unico parasito hembra. Una hembra adulta de Ascaris lumbri¬ 
coides produce cerca de 200 000 huevos por dia; por consi- 
guiente, la cuantificacion de huevos en muestras fecales 
mediante el recuento de huevos, un procedimiento valioso para 
evaluar la magnitud de las infecciones por uncinarias, no siem- 
pre refleja la cantidad de parasitos. 


RECUADRO DE C0RRELACI6N CLINICA 22-4 Ascariasis 


Los pacientes con infecciones leves pueden ser asiniomaticos. En las 
infecciones intestinales con gran cantidad de parasitos, los smtomas fre- 
cuentes son dolor abdominal, malestar y diarrea. En contraposicion con 
las uncinarias, en las que el requisito previo para la presencia de enfer¬ 
medad es la abundante cantidad de parasitos, la infestacidn intestinal 
Humana por A. lumbricoides puede ser importante solo con un gusano, 
debido a su gran tamano. Los parasitos adultos tienen la propension de 
migrar y deambular en el interior de los conductos biliares, el conducto 
pancreatico o la luz del apendice o, en raras oportunidades, penetran el 
inlestino. Maddem y cols.*"^ informaron un caso mortal de pancreatitis 
en el cual un unico Ascaris lumbricoides se encontraba impactado den- 
tro de la ampolla de Vater. La apendicitis, la pancreatitis, la obstruccion 
biliar y la formacion de absceso hepdtico son posibles complicaciones, 
incluso en las infecciones leves. 

Esta propensidn de Ascaris de deambular desde la luz del intestino, 
en particular durante el tratamiento con fdrmacos, es una de las razones 
por las cuales los ciclos inadecuados o incompletos de tratamiento pue¬ 
den ser muy peligrosos. En las infecciones intensas, los parasitos adul¬ 
tos pueden salir del recto o ser expectorados. La obstruccion intestinal, 
la intususcepcion, el volvulo o la perforacion intestinal son posibles 
complicaciones de la infeccion intensa. La obstruccion intestinal sucede 
en alrededor de 2 de cada 1 000 individuos infectados; causa una morta- 
lidad de 6 por cada 100 000 ninos.-^** Baird y cols.'^ publicaron un caso 
mortal de ascariasis en una nina sudafricana de raza negra de 2 anos en 
la que se elimino en la autopsia un conglomerado de 796 Ascaris lum¬ 
bricoides que pesaba 550 g. La causa de la muerte fue la torsion y la 
gangrena del ileon por la gran cantidad de parasitos. Tambien se halla- 
ron parasitos en el estomago, el esofago, los conductos biliares intrahe- 
paticos y extrahepaticos, y la vesicula biliar, 

El tratamiento se realiza con mebendazol (Vermox®), que se admi- 
nistra como comprimidos masticables de 100 mg, Los efectos colatera- 
les incluyen dolor abdominal y diarrea, en especial si la infeccion es 
intensa y se eliminan muchos gusanos. El empleo de este farmaco esta 
contraindicado durante el embarazo. Hay pocos indicios sobre la utili- 
dad de los farmacos durante el estadio de migracion de las larvas.^ 


Tricocefalosis (trichuriasis) y Trieburis trichiura 

No se conoce la incidencia global de las infecciones por Tri- 
churis trichiura, aunque se ha citado una prevalencia del 90% 
en ciertas poblaciones de Camerun, Malasia y paises del Ca- 
ribe. Vermud y cols.,^^^ encontraron que T. trichiura era el 
nematodo mas frecuente aislado en 41 958 muestras de heces 
remitidas al Columbia-Presbyterian Medical Center en Nueva 
York durante 1971 1984. 

El ciclo vital de Trichuris trichiura sigue una via de trans- 
mision simple fecal-oral sin fase intermediaria en un huesped 
extemo y se ilustra en la figura 22-9. 

Las manifestaciones clinicas de la tricocefalosis se presentan 
en el recuadro de correlacion clinica 22-5. 

Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio de 
la tricocefalosis suele realizarse mediante la observacion de los 
huevos con forma de barril caracteristicos en muestras fecales. 
Los adultos miden de 30 a 50 mm de longitud; en promedio, 
los machos son algo mas pequenos. Estos pueden reconocerse 
por su extremidad caudal larga y delgada que forma una espi- 
ral de 360°, de la cual proviene la denominacion informal de 
“lombriz latigo”. En las infecciones intestinales, la cabeza esta 
clavada en la mucosa del intestino grueso; por consiguiente, los 
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Figura 22-9 El ciclo vital de Trichuris trichiura es similar al de Ascaris lumhricoides, salvo que no presenta el estadio larvario circulatorio. Los huevos, despues 
de la eliminacion en el ambiente externo, tambien requieren un periodo de alrededor de 21 dias en condiciones favorables antes de que se vuelvan infectantes. 
Cuando el huesped humano ingiere los huevos embrionados, las larvas eclosionan en el intestino. Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con Ascaris, estas lar- 
vas penetran solo en la mucosa del intestino, sobre todo en el ciego, donde se fijan y evolucionan a parasitos adultos, machos y hembras. Las hembras gravidas 
depositan huevos que son eliminados por las heces para completar el ciclo vital. 


adultos rara vez se observan en las muestras de heces. En la 
lamina en color 22-5E se muestra una fotografia con aumento 
de un parasito adulto. 

Huevos 

• Miden alrededor de 54 x 22 jam, 

• Estan entre las formas que se reconocen con mas facilidad en 
las preparaciones microscopicas por su forma de barril 
caracteristica y los “tapones” polares hialinos, convexos y 
refringentes en cada extremo (lamina en color 22-5F). 

• Estos huevos pueden confundirse solo con los de Capillaria 
philippinensis; sin embargo, sus tapones polares son menos 
prominentes, son aplanados y la cascara es mas gruesa y 
estriada (lamina en color 22-5P). 


Enterobius vermicularis (oxmos) 

Las infecciones por “oxiuros” se conocen desde la antigiie- 
dad y es probable que representen las mas comunes de todas las 
infecciones por nematodos. Una frase bien conocida es “Usted 
puede haber tenido una infeccion cuando era nino; o, si no, es 
probable que la adquiera cuando tenga nihos”. El ciclo vital de 
Enterobius vermicularis es bastante simple, no requiere un 
huesped externo y la principal via es la fecal-oral a traves de la 
transmision interhumana directa mano-boca, similar a la de las 
amebas intestinales. En la mayoria de los casos, los huevos ya 
han madurado en el momento de su deteccion en muestras de 
heces o en las preparaciones provenientes de la piel perianal. 
En estas muestras suelen observarse larvas bien desarrolladas y 
muy infecciosas. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-5 Tricocefa- 
losis (trichuriasis) 


En las infecciones leves. los pacientes suelen ser asintomaticos. Los 
parasitos adultos habitan en el intestine gruCvSO. En las infecciones inten- 
sas puede haber diarrea, disenteria y maiestar abdominal debidos en gran 
medida al dano mecdnico de la mucosa intestinal. La anemia, la restric- 
cion del crecimiento y la filtracidn intestinal se identificaron como con- 
secuencias predecibles de la infeccion intensa y pueden servir como 
indicio de la magnitud de la infevStacion.’^ Tambidn se observaron grados 
variables de malabsorcion y como la diarrea tiende a ser acuosa, las alte- 
raciones del equilibrio del sodio y del potasio pueden constituir un pro- 
blema. El prolapso rectal en los nines es una de las complicaciones de la 
infeccion intensa por Trichuris?^^ Como los parasitos adultos son visi¬ 
bles a simple vista como corpusculos diminutos, su presencia da una 
apariencia en “pastel de coco” a este prolapso. 

El tralamiento de eleccion es con mebendazoK en comprimidos masti- 
cables de 100 mg. 


Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de infeccion por 
oxiuros puede realizarse mediante la observacion de los parasi¬ 
tos adultos, ya sea directamente en el esfmter anal, o por 
microscopia en preparaciones con cinta engomada transparen- 
te. Estas preparaciones se realizan al presionar el lado pegajo- 
so de un segmento corto de la cinta sobre los pliegues alrede- 
dor del ano o la piel perineal, y luego pegando la superficie de 
la cinta en un portaobjetos para el estudio microscopico. No es 
habitual encontrar los huevos caracteristicos en muestras de 
heces; sin embargo, suelen observarse en estas mismas prepa¬ 
raciones con cinta engomada (lamina en color 22-4F). El ren- 
dimiento de estas formas de diagnostico es mejor en los ninos 
si la prueba se lleva a cabo en las primeras horas de la mariana 
cuando la migracion del parasito es maxima, inmediatamente 
antes de levantarse y antes de las deposiciones. Las manifesta- 
ciones clmicas de la enterobiasis se ilustran en el recuadro de 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-6 Entero¬ 
biasis 


Los parasitos adultos residen en el ciego y el recto. En ocasiones, el 
diagnostico se realiza mediante la observacion de los parasitos en prepa¬ 
raciones histologicas tenidas del apendice u otras porciones del intesti- 
no. Los sfntomas aparecen cuando la bembra gravida deposita los bue- 
vos en los pliegues de la piel perianal durante las ultimas horas de la 
noebe. El prurito anal noctumo es el sfntoma de presentacion habitual 
debido a la irritacidn causada por los buevos depositados. Las infeccio¬ 
nes son mas frecuentes en los ninos y las mujeres, que son mas propen- 
sos a la infeccidn que los bombres. En las infecciones con gran cantidad 
de parasitos puede haber vaginitis con secrecidn mucoide o uretritis en 
las mujeres jovenes.^® El nerviosismo, el insomnio y las pesadillas son 
otros smtoraas de presentacion. 

El pamoato de pirantelo o el mebendazol, este ultimo en una dosis 
linica de 100 mg en forma de capsulas masticables, constituyen los tra- 
tamientos de eleccion. Como las infecciones pueden recidivar, suele ser 
necesario repetir el tratamiento despu^s de 1 o 2 semanas si los sinto- 
mas reaparecen. 


correlacion clmica 22-6. Las caracteristicas utiles para la iden¬ 
tificacion son: 

Parasitos adultos 

• La hembra adulta mide alrededor de 8 a 13 mm de largo x 
0,4 mm de diametro. 

• Puede reconocerse por la expansion alar de la cuticula en el 
extremo anterior (lamina en color 22-5G) y la cola larga pun- 
tiaguda (en forma de “alfiler”). 

Huevos 

• Miden alrededor de 30 x 50 pm. 

• Tienen una cascara delgada, lisa y transparente. 

• Presentan un contorno oval y asimetrico, con un lado apla- 
nado, que Simula una pelota de fiitbol americano algo desin- 
flada (Lamina en color 22-5F). 

• Suele contener una larva bien desarrollada (lamina en color 
22-5F, derecha). 

Uncinarias 

Ancylostoma duodenale es la especie de uncinarias del Viejo 
Mundo y Necator arnericanus es la del Nuevo Mundo, defini- 
das por las areas de enfermedad endemica. Como los ciclos 
vitales de estas dos especies son en esencia iguales y no pue¬ 
den diferenciarse por el aspecto de sus huevos, suele utilizarse 
el termino “uncinarias” para ambas. Se estima que hay en el 
mundo entre 700 y 900 millones de personas infectadas por 
uncinarias (sobre todo Ancylostoma duodenale), de las cuales 
el 0,2% sufre anemia grave. 

Aunque no se precisa un segundo huesped para completar el 
ciclo vital, importantes diferencias mantienen separadas a las 
uncinarias de los otros nematodos. El ciclo vital se ilustra en la 
figura 22-10. 

Las manifestaciones clmicas de la enfermedad por uncina¬ 
rias se presentan en el recuadro de correlacion clmica 22-7. 
Diagnostico de laboratorio, Lo habitual es realizar el diagnostico 
de laboratorio mediante la observacion de los huevos caracte¬ 
risticos en las muestras de heces, aunque el diagnostico en raras 
ocasiones puede hacerse por la observacion de parasitos adultos 
en el intestino cuando estan fijados a la cubierta mucosa y no 
son eliminados por las heces. Es importante identillcar los hue¬ 
vos de las uncinarias en muestras de heces y tal vez realizar un 
recuento, ya que la enfermedad potencialmente grave puede 
asociarse con las infecciones intensas por este nematodo. Los 
huevos de A. duodenale y N. arnericanus son identicos y tam- 
poco pueden diferenciarse de los de Strongyloides stercoralis. 

Parasitos adultos 

• Miden hasta 1,5 cm de longitud y residen en la parte superior 
del intestino, donde se adhieren con firmeza a la mucosa por 
la accion penetrante de las partes cortantes de la capsula 
bucal. 

• La observacion de la capsula bucal puede servir para dife- 
renciar ambas especies. 

• Ancylostoma duodenale tiene dos pares de dientes quitino- 
sos (lamina en color 22-51). 

• Necator arnericanus se fija mediante un par de laminas 
cortantes (lamina en color 22-5J). 

• Los machos se distinguen por su bolsa copulatriz posterior, 
con aspecto deshilachado. 
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CICLO VITAL DE LAS uncinarias 



(en ocasiones en heces vieias) 


Figura 22-10 Ciclo vital de las uncinarias. Los huevos de las uncinarias suelen eliminarse por las heces en estadios tempranos de particion de las hembras gra¬ 
vidas. En alrededor de 24 horas en el suelo y en condiciones ideales de temperatura y humedad, los huevos eclosionan en el primer estadio larvario, la larva rabdi- 
toide de vida libre. Cerca de 5 a 7 dias despues, la larva rabditoide se transforma en la larva filariforme del tercer estadio, la forma infectante para los seres huma- 
nos. De acuerdo con la temperatura y la humedad del suelo, la larva filariforme puede permanecer infectante hasta 6 semanas. Los seres humanos se infectan por 
la penetracion de la larva filariforme que entra en contacto con la piel, ya sea de las manos cuando se excava en el suelo infestado por la larva, o de los pies cuan- 
do se camina sin calzado en el suelo contaminado con heces humanas. De manera similar a lo que sucede con Ascaris, las larvas de uncinarias tambien penetran la 
mucosa intestinal, ingresan en la circulacion, rompen los alveolos pulmonares, ascienden con la tos y son deglutidas. Estas larvas “procesadas” de nuevo excavan 
en la mucosa intestinal, donde evolucionan a parasitos adultos machos y hembras. Estos parasites adultos permanecen firmemente adheridos a la mucosa ya sea 
mediante las laminas cortantes o los pares de dientes segun la especie, mientras se aprovechan de un aporte constante de sangre del huesped. Las hembras deposi- 
tan grandes cantidades de huevos que se eliminan por las heces para completar el ciclo vital. 


Huevos 

• Miden alrededor de 60 x 40 jim y son perfectamente ovales. 

• Las cascaras son delgadas, lisas, transparentes y sin pigmen- 
tacion. 

• Las celulas de la yema se retraen y dejan un espacio claro 
debajo de la cascara (lamina en color 22-5K). 

Larvas rabditoides 

• A diferencia de las especies de Strongyloides en las cuales 
los huevos eclosionan mientras aun estan en el intestine y se 


observan en preparaciones microscopicas en fresco de mues- 
tras fecales, las larvas rabditoides de uncinarias rara vez es¬ 
tan presentes. 

• Las larvas rabditoides de las uncinarias tienen una cavidad 
bucal larga (lamina en color 22-5L, izquierda), una carac- 
teristica que las distingue de Strongyloides stercoralis. Los 
huevos de uncinarias rara vez eclosionan dentro del intes¬ 
tine. 

• Las larvas rabditoides de Strongyloides stercoralis tienen 
una cavidad bucal corta (vease lamina en color 22-5L, dere- 
cha). 
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RECUADRO DE CORRELACI6n CLI'NICA 22-7 Infeccio- 
nes por uncinarias 


Los sintomas pueden aparecer en relacion con los diversos estadios del 
ciclo de vida. Las infecciones de la piel pueden experimentarse en los 
sitios de penetracion de las larvas filariformes, en especial cuando 
los seres humanos se infectan por especies de uncinarias no humanas 
que afectan de modo habitual a otros animales (“prurito del suelo”).^^^ 
El smdrome de Loeffler en los pulmones y la eosinofilia suelen obser- 
varse durante la etapa migratoria de la larva pulmonar. Las uncinarias 
hembras adultas producen solo 2 500 a 5 000 huevos por dia; por lo 
tanto, el recuento de huevos fecales puede reflejar el niimero de uncina¬ 
rias adultas y, a su vez, indica la gravedad de la infeccion. La presencia 
de mas de 2 000 huevos de uncinarias por mililitro de heces en las 
mujeres y los ninos, y mas de 5 000 por mililitro en los hombres suele 
asociarse con anemia. Garcia^ describe las tecnicas para el recuento de 
los huevos. 

En las infecciones intensas de 500 o mas parasitos, el huesped podria 
perder el equivalente de 1/4 a 1/2 L de sangre por semana, lo que causa 
una anemia hipocromica grave por deficiencia de hierro e hiperplasia 
eritroide acentuada de la medula osea. que a su vez puede conducir a la 
osteoporosis y la formacion de quistes oseos. Las complicaciones de las 
infecciones graves pueden ser debilidad. fatiga, restriccion de) creci- 
miento, edema periferico e insuficiencia cardiaca congestiva. De impor- 
tancia fundamental en todo el mundo es la falta de desarrollo mental por 
la hipoxia asociada con la anemia en millones de ninos infectados por 
uncinarias2^* La diarrea, el dolor abdominal y las nauseas son manifesta- 
ciones de la fase intestinal de la infeccion. Kelley y cols.^^* informaron 
que las infecciones por uncinarias se desarrollaron en 35 de 684 solda- 
dos que participaron en las operaciones militares de Granada; en su 
mayoria se asociaron con exposicion al suelo cerca de los hogares donde 
las condiciones sanitarias eran minimas. 

Se recomienda el tratamiento con mebendazol, en comprimidos mas- 
ticables, 100 mg cada 12 horas durante 3 dias. 


Estrongiloidiasis y Strongyloldes stercoralls 

Las peculiaridades en el ciclo vital separan a las infecciones 
pov Strongyloldes stercoralls de las de los otros nematodos. Por 
ejemplo, el diagnostico de laboratorio de estrongiloidiasis 
suele realizarse mediante la observacion de las larvas rabditoi- 
des moviles mas que de los huevos en muestras de heces (lami¬ 
na en color 22-5M). El ciclo vital se ilustra en la figura 22-11. 

La magnitud mundial de la estrongiloidiasis es similar a la 
de la prevalencia de las infecciones por uncinarias, con una 
estimacion en alza de 800 millones de personas infectadas, que 
afecta hasta el 10% de la poblacion en algunas regiones. La 
incidencia de la infeccion en cualquier region dada es muy irre¬ 
gular ya que las larvas filariformes requieren considerable 
humedad y crecen mejor donde el nivel freatico es elevado. En 
los Estados Unidos, la estrongiloidiasis es endemica en las 
regiones rurales del sur y del sudeste, con 3% a 5% de las per¬ 
sonas infectadas en algunas regiones.^^^ Las infecciones tam- 
bien tienen alta prevalencia en los intemados en instituciones 
mentales y prisiones y en los inmigrantes que antes residieron 
en regiones tropicales endemicas. Las manifestaciones clmicas 
de la estrongiloidiasis se presentan en el recuadro de correla- 
cion clinica 22-8. 


Identificacion por el laboratorio 
Larvas rabditoides 

• Las larvas rabditoides de uncinarias tienen una cavidad bucal 

larga (lamina en color 22-5L, izquierda), a diferencia de la de 

S. stercoralls, que es corta (lamina en color 22-5L, derecha). 

• Las larvas rabditoides de Strongyloldes stercoralls tambien 

tienen un esbozo genital prominente ubicado aproximada- 

mente a un tercio de distancia de la cola. 

A menudo las infecciones cronicas se asocian con poca can- 
tidad de organismos, lo que dificulta el diagnostico objetivo. 
Puede necesitarse el examen de varias muestras de heces en dias 
sucesivos o puede estar indicado el procedimiento de concen- 
tracion de Baermann. En este procedimiento, se induce a las lar¬ 
vas activas a migrar fuera de la masa fecal en un recipiente con 
agua a traves de una malla de alambre cubierta con gasa, como 
lo describe Garcia.^^ DeKaminsky,^^ en un estudio de 427 mues¬ 
tras de heces, encontro que se diagnosticaron 33 casos mas 
cuando se utilize la tecnica de Baermann modificada y otros 28 
casos mas cuando se utilizo el cultivo en placas con agar. 

Especies de Trichostrongylus 

Las especies de Trichostrongylus, detectadas con muy poca 
frecuencia en los Estados Unidos, son nematodos adultos simi- 
lares a las uncinarias que residen en el epitelio del intestine del- 
gado con sus cabezas incrustadas en el. Los parasitos adultos 
habitan en el aparato digestive de ovejas, bovinos, cabras y 
otros herbivores. Aunque la larva de tercer estadio yace sobre 
los pastes y la vegetacion, la infeccion sucede por ingestion 
oral, dado que estas larvas carecen de la capacidad de invadir 
la piel. Asimismo, en las infecciones humanas, como no tienen 
las capsulas bucales especiales caracteristicas de las uncina¬ 
rias, no se produce la filtracion de sangre. Las infecciones con 
gran cantidad de parasitos pueden causar dolor abdominal, 
diarrea y eosinofilia leve, pero en la mayoria de los casos los 
smtomas son mmimos, Los huevos se asemejan a los de unci¬ 
narias, si bien son mas largos (78-98 x 40-50 pm), con extre- 
mos afilados. Es importante reconocer estas diferencias sutiles 
en la morfologia del huevo de modo de evitar el diagnostico 
incorrecto de infeccion por uncinarias. El tratamiento reco- 
mendado es tiabendazol, en dosis de 25 mg/kg cada 12 horas 
durante 2 dias. 

Capillaria philippinensis 

Caplllarla philippinensis es un nematodo extremadamente 
pequeno; los adultos miden de 1,5 a 3,9 mm de longitud y el 
ancho varia de 5 pm en su cabeza filamentosa a 30 pm en la 
parte media del cuerpo. Despues de considerable investigacion 
para hallar los huespedes reservorios, en la actualidad se con- 
sidera que las aves que se alimentan de peces son los huespe¬ 
des naturales dentro del ciclo vital pez-ave."^’ Los seres huma¬ 
nos se infectan cuando comen came de pescado poco cocida. 

La enfermedad es endemica en las Pilipinas, Tailandia y 
regiones adyacentes al mar de la China meridional. Los habitos 
de alimentacion locales incluyen la ingestion de organos cru- 
dos de animales y el uso de los jugos intestinales de los anima¬ 
les para sazonar arroz y otros productos comestibles, y comer 
cangrejos y pequenos peces de agua dulce sin cocinar, que se 
considera una delicadeza en muchas poblaciones indigenas. La 
infeccion por C philippinensis siempre causa enfermedad y 
puede conducir a la muerte si no se trata. Desde 1967 hasta 
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Figura 22-T1 Ciclo vital de Strongyloides stercoraiis. El ciclo vital de Strongyloides stercoralis es similar al de las uncinarias, excepto que la mayoria de los hue- 
vos eclosionan en larvas rabditoides mientras se encuentran en la luz intestinal. En los pacientes que presentan una perdida de la inmunidad, las larvas rabditoides 
pueden emerger de nuevo en larvas filariformes dentro de la luz intestinal, a partir de la cual pueden invadir directamente la mucosa, lo que produce una reinfec- 
cion diseminada. En casos de enfermedad diarreica, los huevos, indistinguibles de los de uncinarias, se observan en ocasiones en las heces. En condiciones ideales 
de humedad y temperatura en el ambiente externo, las larvas rabditoides mudan y rapidamente se transforman en larvas filariformes infectantes. Los seres huma- 
nos se infectan por penetracion de las larvas filariformes en la piel por el contacto directo. La migracion de estas larvas invasivas en la circulacidn es similar a la 
de las uncinarias que por ultimo evolucionan a parasites adultos en el intestine. 


1990, se documentaron 1 884 casos confirmados de capilaria- 
sis intestinal, de los cuales 110 fueron mortales."^^ 

El comienzo gradual con dolor abdominal, ruidos de borbo- 
teo en el estomago y diarrea intermitente en un periodo de 4 a 
8 semanas es el cuadro clmico de presentacion habitual. 
Tambien se observa con frecuencia enteropatia perdedora de 
protemas grave, malabsorcion de grasa y azucares, y excrecion 
disminuida de la xilosa. Puede haber perdida de liquidos y alte- 
raciones del equilibrio electrolitico caracterizadas por concen- 
traciones bajas de potasio, sodio y calcio plasmaticos. Hay con- 
centraciones elevadas de IgE y bajas de IgG, IgM e IgA. En los 
casos mortales se observo infeccion intensa en el yeyuno, higa- 
do graso y vacuolizacion del citoplasma de las celulas del tubu- 


lo contorneado proximal del rinon con deposito citoplasmati- 
co intenso de pigmento lipocromico. En los cortes histologicos 
de intestino delgado se observo atrofia focal de la mucosa en los 
sitios de invasion del organismo."^^ 

Identificacion por el laboratorio 

• Sobre la base del examen de las heces, este parasito puede 
confundirse con Trichuris trichiura porque los huevos tienen 
un aspecto similar. 

• Los huevos de C. philippinensis tienen extremos, poseen 
tapones polares menos notorios y una cascara estriada y 
gruesa (lamina en color 22-5P). 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-8 Estrongiloidiasis 


La puerta de entrada cutanea puede presentar dermatitis cronica leve con irritacion local y prurito.^'^ El verdadero prurito caracteristico de las infecciones 
cutaneas por uncinarias por lo general no sucede. Sin embargo, Leighton y MacSween’*^^ informaron el caso de una mujer de 74 anos con un antecedente de 
65 anos de erupciones similares a las urticarianas. Por ultimo, estos smtomas se correlacionaron con la persistencia a largo plazo de hiperinfeccion por 
estrongiloidiasis. Gordon y cols.'^tambien realizaron el diagnostico de estrongiloidiasis diseminada a traves del reconocimiento de la larva filariforme en 
biopsias de piel. 

Las manifestaciones intestinales de las infecciones por estrongiloides varian desde smtomas casi nulos en las infecciones leves hasta la enfermedad intes¬ 
tinal necrosante grave en las infecciones intensas. En algunos pacientes los smtomas pueden sugerir ulcera peptica; en otros, la afeccion del intestine delga- 
do puede simular en las radiografias la enfermedad de Crohn. Bhatt y cols.‘*^publicaron un caso de henioiTagia gastrointestinal alta masiva que afecto a un 
inmigrante africano de raza negra de 29 anos, causada por una infeccidn intensa del duodeno por 5. stercoralis. 

Con una dosis infectante intensa puede producirse la enfermedad pulmonar sugestiva de neumonia de Loeffler, manifestada por sibilancias y eosinofilia; 
o en casos de smdrome por hiperinfeccion, que se describira mas adelante en este capitulo. pueden aparecer neumonia verdadera, tos y disnea. Harris y 
cols.'-^ comunicaron dos casos de estrongiloidiasis diseminada en los cuales el diagnostico se habia hecho por la observacion de larvas en el esputo. Los 
autores sugirieron que en los pacientes inmunosuprimidos en quienes se desarrolla neumonia no bacteriana. en especial ante la presencia de eosinofilia, se 
deben controlar muestras de heces y de esputo para determinar la infeccidn por S. stercoralis. 

La corticoterapia a largo plazo tambien puede predisponer a las infecciones diseminadas por Strongyhides. Chu y cols.^^ describieron un caso de neumo¬ 
nia en un hombre de 65 anos con enfermedad pulmonar obstructiva cronica dependiente de esteroides. Las larvas rabditoides de Strongyloides se detectaron 
en una muestra de esputo expectorado. En general, la neumonitis causada por las larvas del nematodo es transitoria y se caracteriza por tos y fiebre: en los 
casos mas graves, se observan dolor toracico, disnea y hemoptisis. 

Los huespedes inmunodeprimidos presentan una vulnerabilidad particular a las infecciones diseminadas por Strongyloides. La propension de los huevos 
a eclosionar con rapidez y producir larvas filariformes intraintestinales (lamina en color 22-5N) convierte a los pacientes en vulnerabies a la autoinfeccion, 
lo que causa un cuadro conocido como sindrome por hiperinfeccion.'"^^ Purtilo y cols.,^-“ despues de observar la ausencia de respuesta de tejido granuloma- 
toso frente a las larvas en la autopsia de varios casos mortales de estrongiloidiasis, concluyeron que es necesario el sistema inmunitario mediado por celulas 
intacto para mantener controlado al organismo. Una vez que la inmunidad se compromete o anula. es probable que en pacientes que albergan el parasito 
suceda la hiperinfeccion por invasion directa de la mucosa intestinal (lamina en color 22-50) con diseminacion de las larvas a muchos organos y tejidos. 
Genta^ ofrecio el argumento alternativo de que los corticosteroides, en lugar de actuar a traves de la supresion de la inmunidad, pueden hacerlo directa- 
mente sobre el parasito como ‘'hormonas que estimulan la muda” que promueven de modo directo la proliferacion del organismo, lo que determina que la 
enfermedad diseminada sea la principal posibilidad. Aunque el smdrome de hiperinfeccion por Strongyloides no se ha asociado de manera especiTica con la 
positividad del HIV y el SIDA. se han informado algunos casos. 

Los seres humanos pueden ser portadores de S. stercoralis con infestacion subclmica durante muchos anos tras el contacto inicial. Por esta razon los 
pacientes en quienes se desarrolla la estrongiloidiasis diseminada no necesitan haber tenido una exposicidn reciente. Klein y cols.'^^ reiteran la necesidad de 
examinar muestras de heces para estrongiloidiasis antes de tratar con un ciclo de tratamiento inmunosupresor a los pacientes que viven en areas endemicas. 
Los receptores de trasplantes de organos representan otro grupo de alto riesgo en los que se deben realizar examenes de heces para detectar larvas de 
Strongyloides antes de comenzar el tratamiento inmunosupresor.^^ El smdrome de hiperinfeccion se complica aun mas por el mayor riesgo de desarrollar 
sepsis por microorganismos gramnegativos, debido tal vez a que las bacterias intestinales pueden invadir a traves de soluciones de continuidad de la mucosa 
producidas por la penetracion de las larvas de Strongyloides. 

El regimen terapeutico de eleccion es el tiabendazol, en dosis de 25 mg/kg cada 12 horas durante 2 dias. 


• El error en la identificacion puede conducir a una enferme¬ 
dad innecesaria o incluso a la muerte, ya que los casos de C. 
philippinensis suelen progresar si no se tratan. 


Cestodos 

Los cestodos son una subclase de helmintos que compren- 
den las tenias verdaderas, con un escolex y una serie de seg¬ 
ments del cuerpo hermafroditas, que producen huevos deno- 
minados proglotides. Los cestodos de importancia humana que 
se describen son: 

Taenia saginata 
Taenia solium 
Diphyllobothrium latum 
Hymenolepis nana 
Hymenolepis diminuta 
Dipylidium caninum 

El cuerpo de un cestodo adulto o tenia, conocido como estro- 
bilo, consta de dos partes: el escolex y los proglotides (lamina 
en color 22-6A). El escolex es la parte anterior con ganchos o 


ventosas, por los que el parasito se adhiere y se fija a la muco¬ 
sa intestinal. La corona del escolex, denominada rostelo, 
puede tener ganchos (armada) (lamina en color 22-6B) o estar 
desprovista de ellos y ser lisa (desarmada). Estas diferencias 
morfologicas son utiles para establecer la identificacion de la 
especie. 

La porcion principal del cuerpo de una tenia esta compuesta 
por una larga serie de segments denominados proglotides. 
Cada proglotide tiene las estructuras reproductivas masculinas 
y femeninas, las ramificaciones uterinas, las que estan repletas 
de huevos cuando maduran (lamina en color 22-6C). Los hue¬ 
vos son eliminados por las heces, donde se observan en prepa- 
raciones microscopicas en fresco para establecer el diagnostico 
de laboratorio. Las diferencias sutiles de tamano, forma y 
estructuras internas de los proglotides sirven como ayuda para 
establecer la identificacion de especie. 

Con excepcion de Hymenolepis nana, en el cual puede haber 
transmision interhumana de las infecciones a traves de la inges¬ 
tion de aliments o agua contaminados con heces que contie- 
nen los huevos infectantes, los ciclos vitales de los cestodos 
requieren uno o mas huespedes intermediarios para llevar a 
cabo los estadios de desarrollo larvarios. En la figura 22-12 se 
ilustra el ciclo vital de Taenia solium. 
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CICLO VITAL DE Taenia solium 
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Figura 22-12 Ciclo vital de Taenia solium. Un ser humano infectado con una tenia intestinal elimina con las heces proglotides o huevos maduros al ambiente 
externo. donde el suelo. el agua y la materia vegetativa se contaminan con las heces. En el caso de Taenia solium, los huevos embrionados son ingeridos por un 
cerdo; en su intestino eclosiona la oncosfera y penetra la mucosa. Las larvas liberadas ingresan en la circulacion y migran hasta el musculo esqueletico para enquis- 
tarse en la forma de un quiste similar a una vejiga denominado cisticerco. Con la ingestion de came de cerdo infestada por cisticerco por un ser humano confiado, 
el escolex se evagina en el intestino y se adhiere a la mucosa intestinal. La tenia crece a traves de la proliferacion de cientos de proglotides hasta que alcanza una 
longitud de varios metros. Los huevos y los proglotides se liberan de nuevo a la luz intestinal y se eliminan por las heces para completar el ciclo vital. 


Taenia solium y Taenia saginata 

Las infecciones por tenias se conocen desde la epoca biblica 
y su conocimiento primitivo puede relacionarse con la prohibi- 
cion del judaismo de ingerir cerdo. La diferenciacion entre 
Taenia saginata y Taenia solium es mas que un ejercicio aca- 
demico. Como ya se menciono, los seres humanos adquieren las 
infecciones intestinales de una tenia adulta por la ingestion de 
came de cerdo (T solium) o de vaca (T saginata) poco cocida 
que contiene la larva (lamina en color 22-6D). Las infecciones 
intestinales por las tenias adultas de estas dos especies ocasio- 
nan smtomas similares en los seres humanos, como se descri¬ 
be mas adelante. Sin embargo, estos pueden actuar tambien 


como huespedes intermediarios si ingieren los huevos de T 
solium. En este caso, la larva viaja por la circulacion, con una 
propension a alojarse en el cerebro en lugar de hacerlo en el 
musculo esqueletico, lo que causa una enfermedad conocida 
como cisticercosis (lamina en color 22-6E). El personal de 
laboratorio debe ser cuidadoso cuando manipula los progloti¬ 
des de T solium cargados de huevos para evitar la transmision 
inadvertida mano-boca. La cisticercosis humana no sucede con 
T saginata; sin embargo, como la identidad verdadera no se co- 
noce de inmediato, debe tenerse mucho cuidado cuando se ma¬ 
nipula cualquier proglotide. 

La cisticercosis tiene una prevalencia elevada en Mexico y 
America Latina, donde se estima que hay cerca de 350000 per- 
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sonas infectadas. La enfermedad se detecto en el 2-3% de casos 
de autopsias en la ciudad de Mexico, y determina el 25% de 
todas las masas intracraneanas encontradas por tomografia 
computarizada.^*^ Hasta la decada pasada, la neurocisticercosis 
era infrecuente en los Estados Unidos (solo unos cientos de 
casos registrados desde que comenzo la vigilancia en 1957); 
sin embargo, se ha notado un aumento destacado reciente, en 
paralelo con el de la inmigracion de personas de Mexico, 
America Central y del Sur y de Asia."^^ En 1989, la cisticerco- 
sis se convirtio en una enfermedad de comunicacion obligato- 
ria en California7^ Durante el primer ano se informaron cerca 
de 134 casos, casi todos (117) de personas de origen hispano 
que habian inmigrado de paises donde T solium es endemica. 
Ademas de la incidencia mayor de la enfermedad en 
California, se han informado varios casos individuales de 
diversas regiones de los Estados Unidos, como Texas, Colo¬ 
rado, Pensilvania y Misuri.*^^ Tal vez por esta experiencia, 
Roman y cols.^^^ propusieron que la neurocisticercosis sea 
declarada una enfermedad de comunicacion obligatoria inter- 
nacional. Diversas publicaciones recientes reflejan tasas eleva- 
das de incidencia de cisticercosis sintomatica en muchas regio¬ 
nes del mundo, ejemplificadas por areas endemicas de las 
comunidades andinas y en Burundi, como lo informaron Cruz 
y cols."^® y Newell y cols.,^^^ respectivamente. Las manifesta- 
ciones clmicas de las teniasis y las infecciones por cisticercos 
se presentan en el recuadro de correlacion clmica 22-9. 
Identificacion por el laboratorio, El diagnostico de laboratorio de 
las infecciones por tenias suele hacerse mediante la observa- 
cion de los huevos caracteristicos en preparaciones microsco- 


picas en fresco de las heces; para la identificacion de especie se 
requiere la observacion de los parasitos adultos o porciones de 
ellos. Los huevos para las dos especies presentan una morfolo- 
gia identica. 

Las caracteristicas de identificacion de las especies de 
Taenia son: 


Huevos 

• Forma esferica, de 30 x 45 pm de diametro. 

• Cascara lisa y gruesa caracteristica con estriaciones radiales 
(lamina en color 22-6H). En la lamina en color 22-6G se 
muestra una fotografia de estos huevos in situ dentro del 
utero gravido. 

• En el interior pueden observarse tres pares de ganchos en una 
estructura denominada oncosfera. 

Parasitos adultos 

Las caracteristicas por las cuales se diferencian T saginata y 
T. solium son: 


TAENIA SAGINATA 

Estrobilo: 4-10 m de largo 

Hasta 2 000 proglotides 
Escolex: Cuatro ventosas 

Rostelo inerme 

Proglotide: Mas de 13 ramificaciones 
uterinas laterales 


TAENIA SOLIUM 

2-4 m de largo 
800-1000 proglotides 
Cuatro ventosas 

Rostelo armado (lamina en color 
22-6B) 

Menos de 13 ramificaciones 
uterinas laterales (lamina en 
color 22-6C) 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-9 Teniasis y cisticercosis 


Teniasis 

Los smtomas intestinales suelen ser insignificantes. La eliminacion de proglotides en las heces puede ser el primer indicio de enfermedad. Puede experi- 
mentarse dolor epigastrico, sensacidn vaga de malestar abdominal, nerviosismo y aumento del apetito. La perdida de peso es minima y la eosinofilia suele 
ser moderada. 

Cisticercosis 

Cisticercosis se refiere al desarrollo de formas larvarias enquistadas extraintestinales de T solium en diversos organos tras la ingestion de huevos gravidos 
en alimentos o agua contaminados con heces. Aunque casi todos los casos humanos son causados por T. solium, otras especies de tenias animales pueden. en 
raras ocasiones, producir lambien cisticercos con morfologia similar. El sistema nervioso central esta afectado en el 60% a 96% de los pacientes, un cuadro 
conocido como neurocisticercosis (lamina en color 22-6E). La mayoria de los pacientes con neurocisticercosis presentan mas de un quiste y en un caso se 
observaron 200 en la autopsia.'®^ 

Los smtomas presentan variaciones entre los pacientes. Las lesiones en la corteza cerebral pueden causar convulsiones o trastornos neurologicos locali- 
zados. Con frecuencia se observan paralisis de los nervios craneales que afectan sobre todo al quinto y al septimo, y reflejos anormales. La cisticercosis es 
la causa identificada con mayor frecuencia de epilepsia en adultos jovenes que viven en areas endemicas y es la unica manifestacion en hasta la tercera 
parte de los casos.^^^ Las convulsiones focales aparecen en hasta las tres cuartas partes de los infectados. Los quisles cerebrales intraventriculares pueden 
obstruir el flujo de liquido cefalorraquideo, lo que conduce a smtomas de hipertension intracraneana aguda (cefalea, vertigos, nauseas, vomitos, edema de 
papila y trastornos visuales); los cambios de la personalidad y del estado mental se presentan en el 40% de los pacientes. 

Las larvas invasivas (oncosferas) son sensibles a los anticuerpos circulantes y al complemento en el huesped humano;^^^ sin embargo, titulos importantes 
solo se forman despues que las larvas se han transformado en metacestodos resistentes a los anticuerpos. De hecho, el anticuerpo puede unirse al pardsito 
por medio de los receptores Fc, al que pueden utilizar como fuente de protema. La taeniaestatina y otras moleculas del parasito pueden interferir en la proli- 
feracion de los linfocitos y la funcion de los macrofagos, por lo tanto se paraliza la respuesta inmunitaria celular. Herrera y cols.’^^ informaron un aumento 
de tumores cerebrales y procesos malignos de la sangre asociado con cisticercosis, relacionados tal vez con la posible induccion de dano del DNA en las 
celulas que rodean los cisticercos y de una respuesta inflamatoria persistente. 

El praziquantel y el albendazol han sido ampliamente probados y utilizados con exito para el tratamiento de la neurocisticercosis, por lo general en com- 
binacion con corticosteroides.^^® En un esfuerzo masivo reciente para tratar la cisticercosis en una comunidad rural de Mexico (dosis unicas de praziquantel 
de 5 mg/kg), la teniasis humana se redujo el 56% y las convulsiones de comienzo tardio, el 70% en un periodo de 42 meses.-^^ En este mismo estudio. las 
concentraciones de anticuerpos contra el cisticerco se redujeron en los seres humanos el 75% y en los cerdos tratados, el 55%. Se han desarrollado vacunas 
contra la hidatidosis que emplean antigenos recombinantes y en estudios experimentales en ovejas se hallo que inducen una proteccion mayor del 90% 
cuando se exponen a la enfermedad, lo que alienta la investigacion de una probable vacuna para su empleo tambien en seres humanos. 
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Chapman y cols.^^ han creado una sonda de DNA especifica 
de especie que diferencia los huevos de T. solium de los de T. 
saginata. Estos autores describen el aislamiento y la caracteri- 
zacion de clones recombinantes que contienen secuencias repe- 
titivas de DNA (una secuencia de 158 pb) para T solium y una 
secuencia no relacionada de T. saginata que codifica una por- 
cion del gen de la citocromo c oxidasa I mitocondrial, cada una 
hibrida especfficamente con DNA genomico de cualquiera de 
las especies. Cuando esta sonda este al alcance en el comercio, 
existira la posibilidad de realizar una prueba diagnostica rapi- 
da, sensible y no invasiva para la deteccion de huevos de T 
solium. For medio de los CDC se dispone de pruebas serologi- 
cas de hemaglutinacion indirecta para la confirmacion del diag- 
nostico de cisticercosis en casos de sospecha. Los titulos de 
1:64 o mayores suelen indicar infeccion activa. 


Diphyllobothrlum latum: \en\^ gigante de los peces 

D. latum, la tenia gigante de los peces, utiliza dos huespedes 
intermediarios en el desarrollo de sus formas larvarias. Las 
areas endemicas incluyen las regiones de los lagos claros y 
frios de Escandinavia, norte de Europa, norte de Japon, region 
superior del Oeste Medio de los Estados Unidos, Canada y 
Alaska. La figura 22-13 es una ilustracion del ciclo vital. 

Las manifestaciones clmicas de la difilobotriasis se pre- 
sentan en el recuadro de correlacion clinica 22-10. 

Identificacion por el laboratorlo 
Parasite adulto 

Aunque los proglotides rara vez se eliminan por las heces, 
son caracteristicos. 


CICLO VITAL DE Diphyllobothrium latum 



Figura 22-13 El ciclo vital de Diphyllobothrium latum comprende dos huesped intermediarios. Los huevos no embrionados son eliminados con las heces prove- 
nientes de un ser humano infectado en un estuario de agua dulce, sufren la embriogenesis durante un periodo de varios dfas y eclosionan liberando un coracidio de 
vida acuatica. A su vez, estos coracidios son ingeridos por crustaceos (copepodos o Cyclops), en cuyo interior se desarrollan las larvas procercoides. Los copepo- 
dos constituyen una de las principaies fuentes de alimentos para una diversidad de peces de agua dulce en Norteamerica. Tras la ingestion del copepodo por el pez, 
se desarrollan las larvas plerocercoides del parasite (espargano) dentro de la came del pez. Los seres humanos ingieren estas larvas plerocercoides en pescados cru¬ 
des o deficientemente cocidos donde evolucionan a parasites adultos en el intestine. Con la maduracion, los huevos del parasito adulto son eliminados por las heces 
para completar el ciclo vital. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-10 Difilobo- 
triasis 


Los pacientes pueden albergar el parasito adulto hasta 20 anos. Los sm- 
tomas intestinales son mmimos. Los parasitos adultos grandes pueden 
causar obstruccidn intestinal mecanica, acompanada por dolor abdomi¬ 
nal y diarrea. En una minoria de pacientes infectados por D. latum, en 
especial en el norte de Europa y especiTicamente en Finlandia, no es 
infrecuente la anemia megaloblastica secundaria a la defjciencia de vita- 
mina B12 por competicidn selectiva del parasito por esta vitamina 
esencial. 

Los seres humanos tambien pueden infectarse por las larvas plerocer- 
coides de las tenias difilobotrioides estrechamente relacionadas con D. 
latum, que causa una infeccion conocida como esparganosis. Los parasi¬ 
tos adultos se encuentran en perros y gatos; la forma larvaria se desarro- 
11a en los seres humanos tras la ingestidn de copepodos o came cruda de 
anfibios y reptiles infectados por la larva. Las larvas plerocercoides 
(espargano) se desarrollan en nodulos pruriginosos en los tejidos subcu- 
taneos en un periodo de meses. La eosinofilia de sangre periferica es un 
indicio inespecifico de la posibilidad de esparganosis; sin embargo, las 
larvas caracteristicas deben demostrarse en los nodulos subcutaneos 
antes de realizar un diagnostico definitive. 

Una unica dosis de 2 g de niclosamida o hasta 10 mg/kg de prazi¬ 
quantel son los regfmenes terapeuticos de eleccion. 


• El estrobilo mide de 3 a 10 m de longitud y tiene mas de 
3 000 proglotides. 

• De manera caractenstica, los segmentos individuales son 
mas anchos que largos {latum en latm significa ancho) (lami¬ 
na en color 22-61). 

• El escolex rara vez se aisla en las muestras de heces. Pre- 
senta: 

• Forma de almendra y mide 2-3x1 mm. 

• Se distingue por sus dos surcos profundos dorsoventrales 
{bothria = fosa [botrios], demarc ados por pliegues simi lares 
a labios laterales (phyllon = hojas) (lamina en color 22-6J). 

• Cada proglotide incluye un utero enrollado indefmido que 
forma una roseta compacta (lamina en color 22-6K). 

Huevos 

El diagnostico de laboratorio de la infeccion humana por 
D. latum suele hacerse mediante la identificacion de los hue¬ 
vos operculados caracteristicos en muestras de heces. Estos 
huevos: 

• Miden alrededor de 55-75 x 40-55 jim y son alargados. 

• Tienen una cascara lisa con un operculo no prominente y 
poco evidente en un extremo y un engrosamiento en forma 
de boton en el otro (lamina en color 22-6L). 

• Puede diferenciarse de los de Paragonimus westermani (se 
describe mas adelante), que tiene un operculo saliente carac- 
terfstico (lamina en color 22-7P). 

Especies de Hymenolepis 

Hymenolepis nana, conocida como tenia enana, tiene distri- 
bucion mundial y es una de las causas mas graves de infec- 
ciones por cestodos en los seres humanos, en especial en los 
ninos. Por el contrario, Hymenolepis diminuta es sobre todo 
un parasito de las ratas y los ratones y se lo encuentra con poca 
frecuencia en los seres humanos. Varias especies de artropo- 


dos (p. ej., gorgojos), que albergan las formas larvarias infec- 
tantes, pueden actuar como huespedes intermediarios. En la 
lamina en color 22-6F se ilustra una fotografia de un cisticer- 
co de Hymenolepis como aparece dentro del insecto. Los seres 
humanos se infectan a traves de la ingestion de estos insectos 
infectados con las larvas. Este huesped intermediario no es 
imprescindible para la transmision interhumana de 
Hymenolepis nana. Es mas comun que los seres humanos se 
infecten por la ingestion de alimentos o agua contaminada con 
huespedes de Hymenolepis. En la figura 22-14 se ilustra el 
ciclo vital de Hymenolepis diminuta. 

Las manifestaciones clinicas de himenolepiasis se presentan 
en el recuadro de correlacion clinica 22-11. 

Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio de 
las infecciones por Hymenolepis suele realizarse mediante la 
deteccion microscopica de los huevos caracteristicos en fresco 
o en frotis tenidos de muestras fecales. 

Huevos 

• Los huevos presentan una morfologia distintiva que permite 
la diferenciacion entre H. nana y H. diminuta. Cada uno 
tiene una cascara externa lisa y una membrana interna, que 
contienen el embrion hexacanto (seis ganchos). 

• Los huevos de H. nana presentan un contomo oval, son 
pequehos (47 x 57 jim) y tienen un par de filamentos polares 
caracteristicos que se originan de engrosamientos polares a 
cada lado de la membrana del embrion hexacanto (lamina en 
color 22-6M). 

• Los huevos de H. diminuta son esfericos, mas grandes (58 x 
86 pm) que los de H. nana y estan desprovistos de filamen- 
tos polares (lamina en color 22-6N). 

Parasitos adultos 

• Los parasitos adultos de H. nana son pequehos, miden no 
mas de 3,7 cm cuando es maduro. 

• A menudo simulan filamentos de moco; por lo tanto, no sue- 
len observarse en muestras de heces. 

• El escolex diminuto sobresale y es armado con una hilera de 
20 a 30 ganchos. 

Dipylidium caninum 

El ciclo vital de Dipylidium caninum es similar al de Hyme¬ 
nolepis diminuta. Los seres humanos actuan como huesped 
accidental y se infectan tras la ingestion de las pulgas de 
perros o gatos que estan infectadas por la forma cisticercoide 
de D. caninum. La tenia adulta reside en el intestino de los 
perros o los gatos. Los huevos, eliminados en las heces, son 
ingeridos por diversas especies de pulgas o piojos de perros, 
dentro de la cavidad del cuerpo de la cual se desarrollan los 
cisticercoides infectantes. Con la ingestion de una pulga del 
perro por un ser humano, la larva cisticercoide penetra la 
mucosa del intestino delgado y se convierte in situ en parasi¬ 
tos adultos. Las infecciones humanas afectan sobre todo a los 
ninos, que tienen contacto mas mtimo con las mascotas. Los 
smtomas suelen ser mmimos o estan ausentes. En las infec¬ 
ciones intensas pueden experimentarse grados variables de 
trastornos de la digestion, perdida del apetito y sensacion vaga 
de malestar abdominal. 

El praziquantel es el tratamiento de eleccion; la niclosamida 
tambien es eficaz. La infeccion humana puede prevenirse man- 
teniendo sin tenias ni pulgas a los perros y los gatos que son 
mascotas de las casas. 
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CICLO VITAL DE Hymenoiepsis diminuta 



Figura 22-14 Ciclo vital de Hymenolepis diminuta. Los huevos embrionados, eliminados en el suelo o el agua por las heces de un ser humano infectado son inge- 
ridos a su vez por un insecto. Eclosiona una oncosfera en el intestino del insecto y penetra por la pared intestinal. En la cavidad se desarrolla el cisticercoide infec- 
tante. Con la ingestion accidental del insecto infectado por un ser humano las larvas se liberan y penetran las vellosidades de la parte superior del intestino delga- 
do. El escolex se adhiere a la mucosa intestinal, donde se desarrolla el parasito adulto. Cuando madura, libera huevos embrionados de los proglotides gravidos y se 
eliminan por las heces para completar el ciclo vital. 


Identificacion por el laboratorio 

Huevos (paquetes de huevos) 

Parasito adulto 

• El estrobilo vaiia de 15 a 70 cm de longitud y tiene de 60 a 
175 proglotides. 

• El escolex presenta una forma romboidal, con un rostelo 
conico, retractil y armado. 

• El proglotide mide de 12 x 2,7 mm y se caracteriza por tener 
doble polo genital (Dipylidium) (lamina en color 22-600). 

• El proglotide puede separarse del estrobilo y migrar solo o 
como cadenas cortas desde el ano de gatos y perros, lo que 
da el aspecto de granos de arroz diminutos cuando se depo- 
sitan en el suelo. 


RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-11 Htmenole 
piasis 


A diferencia de lo que sucede en las infecciones por las especies de 
Taenia y Diphyllobothrium, en las cuales lo mas habitual es que solo un 
parasito habite el intestino, puede haber hasta 1 000 H. nana. Los sinto- 
mas en las infecciones leves pueden estar ausentes o limitados a un 
dolor abdominal bajo difuso y heces blandas. En las infecciones inten- 
sas puede observarse anorexia, dolor abdominal, diarrea. cefalea, ner- 
viosismo y prurito. La eosinofilia periferica es leve a moderada (4- 
16%). La autoinfeccion, en las cuales los huevos eclosionan en el intes¬ 
tino y reinfectan por medio del ciclo de vida normal descrito en el texto, 
puede producir una enorme carga de parasitos que pueden causar com- 
plicaciones graves en los pacientes inmunosuprimidos. 

El tratamiento de eleccion es niclosamida, 2 g por dia durante 7 dias 
en los adultos, y 1 g de dosis inicial, seguida de 500 mg por dia durante 
6 dfas en los ninos. 
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Huevos 

El diagnostico de laboratorio en las infecciones humanas 
suele realizarse mediante la observacion de los paquetes de 
huevos caractensticos en la microscopia, cada uno de los 
cuales: 

• Contiene 15-25 huevos globulares (lamina en color 22-6P). 

• Cada huevo mide 35-60 pm de diametro. 

• Cada huevo tambien contiene una oncosfera con seis 
ganchos. 


Trematodos 

Los trematodos son una clase de helmintos que incluyen 
aquellos que son parasitos para los seres humanos. Presentan 
forma de hoja, son pianos y hermafroditas, salvo los esquisto- 
somas y tienen dos ventosas: una oral, a traves de la cual se 
abre el tubo digestivo, y la otra ventral, para la adherencia. Los 
trematodos de importancia humana presentados en este capitu- 
lo son: 

Esquistosomas: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum 

Duelas hepaticas: Fasciola hepatica y Clonorchis sinensis 

Duela intestinal gigante: Fasciolopsis buski 
Duela pulmonar: Paragonimus westermani 

Los ciclos vitales de los trematodos son similares y requie- 
ren dos huespedes intermediarios antes de evolucionar a los 
estadios infectantes para los seres humanos (las especies de 
Schistosoma son la excepcion). Los estadios iniciales de los 
ciclos vitales son casi identicos, con miracidios que nadan li- 
bremente, liberados a partir de los huevos gravidos eliminados 
en estuarios de agua adecuados con las heces de un ser huma- 
no infectado. Las etapas del desarrollo de los estadios restantes 
en los ciclos vitales de las especies de trematodos incluidos en 
este capitulo se diagraman en los esquemas presentados mas 
adelante. 

Esquistosomas 

El nombre esquistosoma proviene del aspecto del parasito 
macho adulto, cuyo cuerpo presenta un surco genital longitudi¬ 
nal, o canal, que actua como receptaculo para la hembra duran¬ 
te la copulacion (lamina en color 22-7A). La mayoria de las 
infecciones humanas estan causadas por tres especies de 
Schistosoma: S. mansoni, S. haematobium y S. japonicum', S. 
mekongi, que se asemeja a S. japonicum y S. intercalatum, con 
huevos que se parecen a los de S. haematobium, pero con la 
enfermedad clmica que Simula la infeccion por S. mansoni, son 
otras dos especies con distribuciones gepgraficas en la cuenca 
del Mekong y en el centro y oeste de Africa, respectivamen- 
te7^^ El ciclo vital es similar al de los otros trematodos, salvo 
que no se requiere un segundo huesped intermediario para 
transmitir la enfermedad. En la figura 22-15 se ilustra el ciclo 
vital de Schistosoma. 

De acuerdo con la especie, los esquistosomas adultos pueden 
estar en diversas localizaciones en el sistema venoso portal: 1) 
en las venas porta del intestino grueso para S. mansoni y S. in¬ 
tercalatum, 2) en el intestino delgado para S. japonicum y S. 
mekongi y 3) en las venas de la vejiga en el caso de S. haema¬ 
tobium. Aunque los parasitos adultos, que miden cerca de 2,5 a 
3 cm de longitud y 0,5 mm de diametro cuando estan maduros, 


pueden causar la obstruccion de la vena porta en los sitios 
donde residen, la enfermedad se origina con mayor frecuencia 
por el dano tisular extenso como consecuencia del deposito de 
la gran cantidad de huevos que la hembra produce por dia.^^^ 
En el recuadro de correlacion clmica 22-12 se muestran las 
manifestaciones clmicas de la esquistosomiasis. 

Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio se 
realiza mediante la deteccion de los huevos caracteristicos en 
las heces o, en casos de infecciones por S. haematobium, en la 
orina. 

Huevos 

• Los huevos son muy grandes. Las siguientes son las varia- 
ciones del tamano de cada una de las tres especies que afec- 
tan a los seres humanos: 

• Schistosoma mansoni'. 116-180 x 45-58 pm 

• Schistosoma haematobium: 112-180 x 40-70 pm 

• Schistosoma japonicum: 75-90 x 60-68 pm 

• Los huevos de S. mansoni y S. haematobium presentan la 
caracteristica de ser ovales. 

• Los huevos de S. mansoni tienen una espicula lateral pro- 
minente (lamina en color 22-7B). 

• Los huevos de S. haematobium tienen una espicula termi¬ 
nal (lamina en color 22-7C). 

• Los huevos de la especie menos frecuente, S. intercalatum, 
tambien tienen una espicula terminal. 

• Los huevos de S. japonicum son ovales a semiesfericos; 
puede observarse una espicula rudimentaria en forma de 
boton lateral si se corrige el piano del foco (lamina en color 
22-7D). 

En la lamina en color 22-7E se ilustra una microfotografia de 
cercaria con cola bifurcada, la forma infectante en el ciclo vital 
de las especies de Schistosoma. 

Diversas tecnicas inmunologicas, como procedimientos de 
inmunofluorescencia indirecta, ensayo inmunosorbente ligado 
a enzimas, radioinmunoanalisis y fijacion del complemento se 
utilizan en los laboratorios de referencia para ayudar a estable- 
cer el diagnostico. Mediante el empleo de anticuerpos mono- 
clonales formados contra el antigeno del tegumento de 15 kDa 
de parasitos adultos S. mansoni. Da Silva y cols.^^desarrollaron 
un ensayo competitivo inmunosorbente ligado a enzimas con 
una sensibilidad del 94% para la deteccion de anticuerpos con¬ 
tra S. mansoni en pacientes infectados. De Jonge y cols.^^ efec- 
tuaron importantes investigaciones en la decada pasada sobre 
serodiagnostico de la esquistosomiasis, mediante el empleo de 
anticuerpos monoclonales biotinilados para detectar antigenos 
anodicos y catodicos en el suero de pacientes infectados por S. 
mansoni. Van Etten y cols.^^® informaron una sensibilidad del 
95,5% y una especificidad del 96,7% en la deteccion de anti¬ 
geno catodico circulante del esquistosoma en la orina de 
pacientes infectados por S. mansoni, mediante una tira reactiva 
de nitrocelulosa o de polivinilo recubierta con anticuerpos 
monoclonales. Esta tira pretende ser de valor en el diagnostico 
cualitativo de las infecciones por S. mansoni en los programas 
de control. 

Fasciola hepatica y Fasciolopsis buski 

La fascioliasis es una causa importante de enfermedad para- 
sitaria zoonotica hepatica en las ovejas. Por otra parte, los 
parasitos adultos de Fasciolopsis buski permanecen en el in¬ 
testino, donde se adhieren a la mucosa del duodeno y del ye- 
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Figura 22-15 Ciclo vital de los esquistosomas. Los huevos eliminados por las heces en los lagos, canales y lagunas de agua dulce eclosionan en condiciones ade- 
cuadas y liberan el miracidio que nada libremente. Ei miracidio penetra los tejidos de caracol especiTico de especie apropiado, dentro del cual madura y sufre la 
division para formar cientos de cercarias. Las cercarias que nadan libremente, liberadas por los caracoles infectados, pueden penetrar de modo directo la piel mace- 
rada por el agua de los nadadores y de los que caminan desprevenidos en estuarios de agua dulce. Una vez en los tejidos subcutaneos, las cabezas de las cercarias 
ingresan en la circulacion y migran al sistema venoso portal, donde se desarrollan a parasites adultos machos y hembras. Las hembras, que ocupan el canal gine- 
coforo de los machos, producen una minada de huevos que se liberan en un estuario acuatico adecuado para completar el ciclo vital. 


yuno. Otros herbivoros, como ciervos, conejos, vacas, cabras, 
cerdos y caballos, entre otros. tambien pueden infectarse. Las 
duelas pueden permanecer en los conductos biliares durante 
muchos anos y causar gran dano por irritacion mecanica en los 
sitios de invasion local y la produccion de derivados toxicos. 
Fasciola hepatica y Fasciolopsis buski son las dos especies de 
trematodos mas frecuentes y, salvo por el habitat final de los 
parasitos adultos, sus ciclos vitales son iguales. Ambos ciclos 
vitales son algo complejos y requieren dos huespedes inter- 
mediarios. En la figura 22-16 se ilustra el ciclo vital de 
Fasciola hepatica. 

Las manifestaciones clmicas de fascioliasis y fasciolopsiasis 
se presentan en el recuadro de correlacion clmica 22-13. 


Identificacion por el laboratorio 
Duela adulta 

Las duelas adultas se observan solo si se extirpan en la ciru- 
gia. Pueden reconocerse por: 

• F hepatica adulta, que mide 20-30 x 8-13 mm, presenta un 
aspecto de hoja aplanada, con una protrusion anterior con 
forma de cono (lamina en color 22-7F); las duelas adultas de 
F buski tienen un extremo cefalico redondeado (lamina en 
color 22-7G). 

• Cada duela adulta presenta una ventosa anterior y una ventral y 
son hermafroditas, con un utero convoluto en la parte anterior. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-12 Esquistosomiasis 


Davis'^^ ha dividido las manifestaciones clmicas de la esquistosomiasis en cuairo estadios separados, con smtomas que a menudo se superponen en indivi- 

duos que estan constantemente reexpuestos a la infeccion. 

Estadio 1: “Prurito del nadador'\ La invasion temprana por las cercarias causa una sensacion de picazon o prurito de la piel afectada. En los individuos 
no inmunes pueden observarse reacciones cutaneas, que varian de petequias diminutas a una erupcion papular pruriginosa. Los signos y los smtomas de 
estas erupciones suelen ser mas intensos en las reacciones frente a las cercarias de los esquistosomas no humanos (aves). Davis-Reed y Theis^^ publicaron 
un caso de infeccion cutanea por Schistosoma haematobium que aparecio como la unica manifestacion clmica 3 anos despues de la exposicion. Estos 
autores aconsejan que los dermatologos tengan en cuenta la esquistosomiasis en los pacientes que presentan lesiones cutaneas no habituales. en especial 
con antecedentes de viajes a regiones endemicas. 

Estadio 2: Smdrome de Katayama. Durante el segundo estadio, o maduracion, durante el cual los esquistosomas estan migrando a sus sitios anatomicos 
preferidos y se aparean antes de la postura de los huevos, los smtomas pueden ser mmimos o constituyen el denominado smdrome de Katayama, caracte- 
rizado por grados variables y combinaciones de fiebre. malestar general, dolor de espalda. artralgias, anorexia, tos, cefalea y toxemia. Puede detectarse 
hepatoesplenomegalia leve y la eosinotilia en sangre periferica puede ser importante. Como en este estadio los huevos a menudo aun no son excretados, 
el diagnostico se ba.sa en la obtencion de antecedentes de exposicion, la presencia de dermatitis tipica y uno o mas de los smtomas mencionados antes. 

Estadio 3: Inflamacion granuiomatosa. El tercer estadio implica la reaccion inflamatoria secundaria a la postura y la migracidn de los huevos en los teji- 
dos. La postura de los huevos es de cerca de 300 por dia por hembra de S. haematobium y S. mansoni y de 3 000 por dia para S. japonicum. Despues de 
invadir la pared de las venas en las cuales reside la hembra adulta, los huevos tienen una propension a penetrar en el interior de la viscera adyacente 
donde desencadenan una inflamacion granulomatosa supurativa intensa que causa fibrosis y cicatrizacion. El engrosamiento marcado de las paredes del 
intestino o de la vejiga, con perdida de la funcion, produce diarrea sanguinolenta, dolor abdominal vago y, en casos graves, obstruccion intestinal en las 
infecciones por S. mansoni, S. japonicum y S. mekongi. S. haematobium causa inflamacion de la vejiga, con hematuria intermitente, dolor abdominal bajo 
y, por ultimo, contraccidn. 

Estadio 4: Inflamacion cronica. En el cuarto estadio de la enfermedad o estadio cronico. se produce una fibrosis progresiva apreciable alrededor de las 
areas del granuloma, con una disminucion marcada de la caniidad de huevos excretados. Los pacientes con infeccion cronica por S. haematobium presen¬ 
tan aumento persistente de la frecuencia urinaria y disuria, ya que la vejiga continua contrayendose y tienen un riesgo alto de carcinoma de vejiga, En el 
estadio tardio de las infecciones por S. mansoni la hepatoesplenomegalia, la cirrosis y la ascitis son complicaciones frecuentes cuando los huevos son 
transportados hacia las venas porta y se alojan en el higado, Tambien pueden observarse poliposis intestinal y masas inflamatorias en el colon que simu- 
lan el carcinoma de intestino. S. japonicum puede provocar smtomas similares; sin embargo, debido a su mayor capacidad de depositar huevos. la morbi- 
lidad puede ser mucho mayor. 

El tratamiento recomendado es praziquantel, 20 mg/kg por via oral en tres dosis separadas por 8 horas. 


Huevos 

El diagnostico de laboratorio es mas frecuente mediante la 
deteccion de huevos en preparaciones de heces. Los huevos 
pueden reconocerse por su: 

• Tamano muy grande (150 x 80 pm), ovoide y amarillo cas- 
tano. 

• Cascara delgada y lisa, con un operculo sin caracteristicas 
especiales en uno de los hordes estrechos (lamina en color 
22-7H). 

• Division del material interno que esta mal organizado y se 
extiende al horde de la cascara sin dejar un espacio claro. 

Como los huevos del parasito pueden diseminarse solo des¬ 
pues de 8 semanas o mas de la infeccion o de modo intermi¬ 
tente mas tarde, en los lahoratorios de referencia se han utili- 
zado las pruehas serologicas para el diagnostico de fascioliasis. 
Espino y Finlay^^ desarrollaron un anticuerpo monoclonal a 
partir de antigenos excretorios-secretorios de E hepatica y un 
anticuerpo policlonal de conejo conjugado con peroxidasa para 
identificar el antigeno ES de Fasciola en muestras de heces. 
Estos autores indicaron que su prueha de deteccion de antige- 
nos tiene ventajas sohre otros metodos para la deteccion de 
anticuerpos porque los titulos sericos pueden permanecer ele- 
vados incluso despues de la curacion. Tamhien citan ventajas 
para la deteccion de antigeno en muestras de heces con respec- 
to al suero porque 1) evita el prohlema de la formacion de 
inmunocomplejos que disminuye la tasa potencial de detec¬ 
cion, 2) evita la venopuncion en muchas regiones del mundo 
donde el procedimiento es inaceptahle y 3) se logra una prue¬ 
ha disponihle con facilidad para la curacion. 


El tratamiento recomendado es praziquantel, 25 mg/kg por 
via oral en tres dosis separadas por 8 horas. 

Clonorchis sinensis 

Clonorchis sinensis, la duela hepatica china, es un tremato- 
do relativamente pequeno cuyo tamano varia (12-20 x 3-5 mm) 
cuando es maduro y reside dentro de los conductos hiliares o 
en la vesicula hiliar de los seres humanos. El ciclo vital es simi¬ 
lar al de Fasciola hepatica, salvo que su segundo huesped 
intermediario es un pez en lugar de las plantas acuaticas. Los 
seres humanos se infectan mediante la ingestion de came cruda 
o poco cocida de diversos peces de agua dulce. En la figura 22- 
17 se muestra su ciclo vital. 

El nomhre del genero (del griego cion, division y orchis, tes- 
ticulos) proviene del organo testicular profusamente ramifica- 
do en el parasito adulto hermafrodita. La enfermedad es mas 
frecuente en una amplia region del Lejano Oriente, en especial 
en Indochina, Japon. Corea, Formosa y sur de China. Las mani¬ 
festaciones clmicas de la clonorquiasis se presentan en el 
recuadro de correlacion clmica 22-14. 

Identificacion por el laboratorio 
Duela adulta 

• El parasito adulto es piano y hlando, con un tamano que varia 
de 12-20 X 3-5 mm. 

• La caheza, con forma de hotella y saliente, se ohserva en el 
extremo cefalico (lamina en color 22-71). 

• Una ventosa anterior lleva a un esofago que se ramifica en un 
ciego que se extiende lateralmente hasta el extremo posterior 
(lamina en color 22-7J). 
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Figura 22-16 Ciclo vital de Fasciola hepatica. Con la eliminacion de huevos maduros en canales, lagos y cursos de agua, los huevos embrionados eclosionan y 
liberan miracidios que nadan libremente. Despues de la penetracion en la came de un caracol adecuado, se forman los esporoquistes en el tejido. Dentro del cara¬ 
col se produce la maduracidn y la multiplicacion en redias, lo que por ultimo conduce a la liberacion de cientos de cercarias que nadan libremente y que presentan 
cola recta. Las cercarias se adhieren a las plantas acuaticas y se enquistan como metacercarias infectantes. Los seres humanos se infectan por la ingestion de plan¬ 
tas acuaticas cmdas o deficientemente cocidas infestadas por metacercarias. Tras la ingestion, se degrada la pared quistica de las metacercarias en el duodeno del 
ser humano y se liberan las formas larvarias. Estas invaden la pared intestinal, migran a la cavidad abdominal e ingresan en el higado, donde evolucionan las due- 
las maduras en los conductos biliares. Estos trematodos son hermafroditas y liberan huevos en la luz de los conductos biliares. Los huevos a su vez son transporta- 
dos hacia la luz intestinal, desde donde se eliminan por las heces para completar el ciclo vital. 


• Una ventosa ventral se ubica justo anterior al utero enrollado 
de modo laxo (lamina en color 22-7K). 

• Inmediatamente posterior al litero se encuentra el ovario 
conectado con conductos vitelinos delicados (lamina en 
color 22-7L). 

• Testiculos muy ramificados, de los cuales proviene el nom- 
bre del genero, se extienden en la parte posterior del cuerpo 
(lamina en color 22-7M). En esta fotografia tambien se 
observa la terminacion ciega del ciego y una vejiga excreto- 
ra mal defmida. 


El diagnostico de laboratorio se realiza mediante la identifi- 
cacion de los huevos pequehos, con forma de urna caracteristi- 
cos en muestras de heces. 

Huevos 

• El huevo tipico es relativamente pequeho, con forma de urna 
y mide 27-35 x 14-16 pm. 

• Se observa una pigmentacion parda amarillenta por la tincion 
con bilis. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-13 Fasciolia- 
sis y fasciolopsiasis 


Con la ingestion de higado crudo de oveja o de cabra infectado por 
parasitos adolescentes, los trematodos pueden adherirse a la mucosa 
fanngea y causar laringofaringitis local, denominada halzoun. La fascio- 
liasis Humana se manifiesta por cefalea, escalofrios, fiebre y dolor en el 
hipocondrio derecho. En las infecciones graves puede haber hepatome- 
galia, ictericia, diarrea y anemia; la cirrosis biliar hepatica es una com- 
plicacion tardia. El regimen terapeutico recomendado es praziquantel, 
en dosis de 25 mg/kg tres veces por dia durante 6 dias. 

F buski es una duela similar a F. hepatica, salvo que es algo mas 
grande (20-75 mm x 8-20 mm) y tiene una porcion anterior redondeada 
en lugar de c6nica (lamina en color 22-7G). Estos parasitos residen en 
el intestino delgado y se adhieren a la mucosa intestinal por medio de 
una pequena ventosa oral. Las ulceras locales de la mucosa producen 
grados variables de epigastralgia, nauseas y diarrea, en especial por la 
mafiana. En las infecciones con gran cantidad de parasitos puede obser- 
varse ascitis y obstruccion intestinal. El diagnostico de laboratorio se 
realiza mediante la identificacion de los huevos grandes en las heces, 
que presentan un aspecto identico a los de F hepatica. El tratamiento 
recomendado es una dosis unica de 25 mg/kg de praziquantel. 


• El operculo saliente, prominente y convexo es una caracte- 
ristica util para la identificacion (lamina en color 22-70). 

• Puede observarse con el microscopio un pequeno boton pos¬ 
terior cuando se corrige el piano del foco. 

• Este huevo presenta una morfologia similar a los de Hetero- 
phyes heterophyes y Metagonimus yokogawai^ dos duelas 
intestinales pequenas que tambien son prevalentes en el Le- 
jano Oriente y que infectan a los seres humanos que ingieren 
pescados crudos o en escabeche. 

Paragonimus westermani 

Pamgonimus westermani y otras especies de Paragonimus 
son duelas pulmonares que causan enfermedad endemica en el 
oeste de Africa, el Oriente y ciertas regiones de America 
Central y del Sur. Los parasitos adultos miden de 8-16 x 4-8 
mm y presentan una forma de cuchara, con un extremo contrai- 
do y el otro alargado. Las ventosas anterior y ventral tienen el 
mismo tamano. 

El ciclo vital de estos trematodos representa un ejemplo cla- 
sico de organotropismo; es decir, la afmidad especial que un 
parasito tiene para buscar y residir dentro de un organo dado. 
Los seres humanos se infectan tras la ingestion de came cmda 
o poco cocida de cangrejo o de langosta que contenga las meta- 
cercarias enquistadas. Tras la ingestion, la metacercaria eclo- 
siona en el duodeno y libera las larvas que se adhieren a la mu¬ 
cosa duodenal. Las larvas penetran todo el espesor de la pared 
del intestino ingresan en la cavidad abdominal, atraviesan el 
diafragma, ingresan en el espacio pleural y llegan al tejido pul- 
monar periferico donde maduran. La figura 22-18 es una ilus- 
tracion del ciclo vital. 

Las manifestaciones clmicas de paragonimiasis se presentan 
en el recuadro de correlacion clmica 22-15. 

Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio 
suele realizarse mediante la deteccion microscopica de los hue¬ 
vos caracteristicos en preparaciones de heces. 


Huevos 

• Varian de 80 a 120 x 48 a 60 |im. 

• Son amarillo castano oscuro y tienen una cascara lisa con un 
operculo saliente prominente. 

• Esta operculo saliente sirve para distinguir los huevos de 
Paragonimus de los de Diphyllobothrium latum, cuyo opercu¬ 
lo es liso y no sobresale (lamina en color 22-7P). 

• Los huevos de P. westermani tampoco tienen la protrusion 
similar a un boton en el sentido opuesto al operculo caracte- 
ristica de los huevos de Diphyllobothrium. 


Parasitos de la sangre y los tejidos 


Los parasitos encontrados en la sangre o en otros organos 
suelen describirse separados de los que habitan en el tubo 
digestivo. Sin embargo, debe comprenderse que los parasitos 
de la sangre y los tejidos incluyen protozoos, nematodos y ces- 
todos con diversas formas de sus ciclos vitales con morfologias 
similares a sus contrapartes intestinales. Por ejemplo. 
Toxoplasma gondii es un coccidio de los tejidos, los tripanoso- 
mas son hemoflagelados, las larvas migrans visceral y cutanea 
son causadas por las formas larvarias de los nematodos ascari- 
deos del perro y del gato y la hidatidosis es la forma larvaria de 
un cestodo del perro. Los plasmodios que causan el paludismo 
son esporozoos que tienen su contraparte intestinal, Isospora 
hominis, que puede encontrarse en las heces. 

En general, los ciclos vitales de los parasitos de la sangre y 
los tejidos son mas complejos que los de sus contrapartes intes¬ 
tinales, con estadios sexuales y asexuales. Casi todos los para¬ 
sitos de la sangre se transmiten a los seres humanos por un 
artropodo vector dentro del cual se realiza la fase sexual del 
ciclo vital. Muchos parasitos que causan infecciones tisulares 
utilizan una diversidad de especies de insectos para el desarro- 
llo de los estadios intermediarios en sus ciclos vitales. 

En los tejidos, los parasitos pueden ser intracelulares o 
extracelulares, segun las especies y la fase del ciclo parasita- 
rio. A continuacion se menciona una serie de parasitos hema- 
ticos y tisulares como guia para la descripcion posterior en el 
capitulo: 

Protozoos tisulares 

Paludismo: Plasmodium falciparum 

Plasmodium vivax 
Plasmodium malariae 
Plasmodium ovale 

Babesias: Babesia microti 


Leishmaniasis: Leishmaniasis donovani 

Leishmaniasis tropica 
Leishmaniasis brasiliensis 
Leishmaniasis mexicana 

Trypanosomiasis Trypanosoma brucei gambiense 

Trypanosoma brucei rhodesiense 
Trypanosoma cruzi 
Trypanosoma ranged 

Filarias: Wuchereria bancrofti 

Brugia malayi 
Loa loa 

Mansonella ozzardi 
Mansonella perstans 
Onchocerca volvulus 
Dirofilaria immitis 
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Figura 22-17 Ciclo vital de Clonorchis sinensis. Con la eliminacion de los huevos maduros en canales, lagos y cursos de agua, los huevos embrionados eclosio^ 
nan y liberan miracidios que nadan libremente. Estos son ingeridos por un determinado tipo de caracol dentro del cual eclosionan y forman un esporoquiste en los 
tejidos. El esporoquiste a su vez madura en redia, dentro de la cual tienen lugar la maduracion y la multiplicacion, lo que conduce a la liberacion de cientos de 
cercarias con cola recta que nadan libremente. Las cercarias se adhieren y penetran las escamas de diversas especies de peces de agua dulce y forman metacerca- 
rias. Los seres humanos se infectan a traves de la ingestion de pescado crudo o poco cocido infestado con metacercarias. Luego de ingeridas, las metacercarias se 
exquistan en el duodeno y salen las larvas que migran a los conductos biliares. Estos trematodos son hermafroditas y liberan huevos en la luz de los conductos bilia- 
res. Los huevos, en cambio, son transportados al intestino y se eliminan a traves de las heces, con lo que se completa el ciclo vital. 


CoccidiaS tisulares: Toxoplasma gondii 

Pneumocystis jiroveci 

Nematodos tisulares: Trichinella spiralis 

Toxocara canis (larva migrans visceral) 
Ancylostoma braziliensis o A. caninum (larva 
migrans cutanea) 

Dracunculus medinensis 


Cestodos tisulares: Especies de Anisakis 

Especies de Gnathostoma 
Echinococcus granulosus 
Echinococcus multilocularis 
Especies de Multiceps (cenurosis) 
Spirometra mansonoides (esparganosis) 


Paludismo 

En los Estados Unidos, la mayona de los casos de paludis¬ 
mo se encuentran en viajeros, estudiantes nacidos en el extran- 
jero o refugiados que han estado expuestos a los mosquitos en 
areas endemicas. En 1980 se informaron 566 casos a los CDC, 
una incidencia del 243% mayor que los 165 casos informados 
en 1988.^^ Aunque la mayoria de los pacientes con paludismo 
recientemente diagnosticado en los Estados Unidos nacieron 
en el extranjero o regresaron recientemente de regiones ende¬ 
micas, los vectores del genero Anopheles se encuentran en 
muchos sitios. Por ejemplo, se han informado casos inexplica- 
bles de paludismo en el condado de San Diego en California y 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-14 Clonor- 
quiasis 


En las infecciones leves, el dano de las celulas del parenquima hepatico 
es mmimo y no se produce cirrosis. A1 comienzo de la infeccion puede 
haber leucocitosis leve y eosinofilia. Aunque los conductos biliares en las 
infecciones humanas pueden engrosarse y dilatarse, en especial en los 
puntos donde los parasites se adhieren al revestimiento intemo, la obs- 
truccion biliar y la ictericia son raras salvo en las infecciones extremada- 
mente intensas (lamina en color 22-7N). En la mayoria de los casos, la 
enfermedad tiende a permanecer leve y cronica: los organismos persisten 
durante cuatro o cinco decadas y producen solo sintomas menores de 
malestar abdominal, diarrea intermitente y dolor espontaneo o a la palpa- 
cion del higado. Una preocupacion especial plantea el posible desarrollo 
de colangiocarcinoma en asociacion con las infecciones crdnicas por 
Clonorchis}^^^*^ 


en el condado de Bay en Florida.'^ Ninguno de los individuos 
afectados refirio un viaje reciente al extranjero, transfusiones 
de sangre recientes o uso de drogas intravenosas. Sin embargo, 
habian frecuentado o acampado en areas infestadas por mos¬ 
quitos adyacentes a campamentos de trabajadores itinerantes. 
Los estudios epidemiologicos revelaron que ninguno de esos 
trabajadores tema una historia clmica sugestiva de paludismo; 
sin embargo, el mosquito vector competente. Anopheles herm- 
si, se encontro a lo largo del rio San Luis Rey en California. 
Hace poco se informaron dos casos de paludismo autoctono del 
condado de Suffolk, Nueva York, en personas que no habian 
viajado fuera de los Estados Unidos.^^ La conclusion del estu- 
dio de estos casos aislados es que el paludismo debe ser inclui- 
do en el diagnostico diferencial de todo paciente con un 
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Figura 22-18 Ciclo vital de Paragonimus westermani. Los huevos no embrionados se eliminan al medio acuatico ya sea por el esputo o por las heces o por ambos. 
Estos huevos se embrionan en el agua y liberan un miracidio que nada libremente y que penetra en los tejidos de un caracol especiTico de la especie. En 6ste, se 
desarrollan los esporoquistes y las redias en cuyo interior se multiplican las cercarias. Cuando maduran, las cercarias que nadan libremente salen del caracol y pene- 
tran en las branquias, los musculos o las visceras de un crustaceo de agua dulce en cuyo interior se enquistan como metacercarias inactivas. Los seres humanos se 
infectan tras la ingestion de came cruda o deficientemente cocida de cangrejo o de langosta que contenga la metacercaria enquistada. Tras la ingestion, la metacer¬ 
caria eclosiona en el duodeno y libera las larvas que penetran todo el espesor de la pared intestinal, ingresan en la cavidad abdominal, atraviesan el diafragma e 
ingresan en espacio pleural. Las larvas llegan al tejido pulmonar periferico donde maduran en duelas adultas que residen dentro de quisles parabronquiales. Los 
huevos se liberan por el esputo, donde son expectorados o deglutidos para ser eliminados, por ultimo, por las heces para completar el ciclo vital. 
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RECUADRO DE CORRELACI6n CLINIC A 22-15 Paragon!- 
miasis 


Durante la fase migratoria del parasito pueden observarse escalofrfos, 
fiebre y eosinofilia protiunciada. Con el tienipo, las duelas adultas lie- 
gan a residir dentro de un seudoquiste pequeno en el tejido pulmonar. El 
quiste se agranda a medida que la duela adulta crece y puede abrirse 
camino al bronquiolo adyacente. Cuando el seudoquiste se rompe en un 
bronquio, la tos y la hemoptisis son sfntomas habituates. Los huevos 
producidos por las duelas maduras son eliminados en los bronquios y, 
por ultimo, deglutidos por el paciente de las secreciones que llegan a la 
orofaringe por la tos. 

La enfermedad tiende a ser cronica. lo que conduce a grados varia¬ 
bles de fibrosis y cicatrizacion pulmonares. El dolor toracico intermiten- 
te, la fiebre y los escalofrios pueden ser manifestaciones tardias. La 
paragonimiasis abdominal puede suceder si la duela permanece localiza- 
da en el abdomen. El dolor abdominal sordo y la diarrea sanguinolenta 
son los smtomas principals. Se han informado casos ocasionales de 
enfermedad cerebral, que debe diferenciarse de la hidatidosis; para el 
tratamiento se recomienda praziquantel, en dosis de 25 mg/kg tres veces 
por dia durante 2 dias, seguido de 30-50 mg/kg dia por medio durante 
10-15 dias. 


comienzo agudo de fiebre ciclica, aun cuando no existan ante- 
cedentes de viajes recientes al extranjero. 

La prevalencia mundial de paludismo es de casi 100 millo- 
nes: un millon de muertes por ano suceden solo en Africa. La 
mayona de los casos afectan a refugiados, sobre todo del 
sudeste asiatico. Por consiguiente, los medicos deben perma- 
necer alertas a la posibilidad de paludismo en ciertos grupos de 
la poblacion. Aunque se han realizado grandes progresos en su 


eliminacion de algunos sitios, el paludismo permanece en 
movimiento y la reaparicion de la infeccion es una preocupa- 
cion actual. Martens y Hall'^^ atribuyen este resurgimiento a la 
reagrupacion de personas de bajos recursos, que tienen mas 
probabilidad de estar infectadas, provenientes de areas ende- 
micas, que viajan a regiones sin paludismo en busca de una 
vida mejor. Las manifestaciones cl micas del paludismo se pre- 
sentan en el recuadro de correlacion clmica 22-16. 

El ciclo vital del plasmodio tiene dos fases: un ciclo sexual, 
conocido como esporogonia, que transcurre dentro del tube 
digestivo del mosquito, y un ciclo asexual, conocido como es- 
quizogonia, que sucede en el huesped humano. El ciclo vital de 
Plasmodium malariae, como prototipo de todas las especies 
de paludismo, se muestra en la figura 22-19. 

En el recuadro de correlacion clmica 22-16 se presentan las 
manifestaciones clmicas del paludismo. 

Identificacidn por el laboratorio. La identificacion por el labora- 
torio de los parasitos del paludismo en los seres humanos, 
como ya se describio, se efectiia mediante la observacion de 
frotis de gota fma y gruesa de sangre periferica. Estos frotis 
deben obtenerse en diferentes momentos del dia de los pacien- 
tes en los que se sospecha la infeccion porque la parasitemia 
puede ser intermitente y la cantidad de parasitos circulantes pue¬ 
de variar. 

Las tres especies de Plasmodium que con mayor frecuencia 
causan el paludismo humano son P vivax. P falciparum y P. 
malariae. Una cuarta especie, Plasmodium ovale, es rara en 
gran parte del mundo, pero relativamente comun en el oeste de 
Africa. A continuacion se describen las caracteristicas diferen- 
ciales de las tres especies frecuentes. La morfologia microsco- 
pica de las formas intraeritrociticas se ilustra en la lamina en 
color 22-8. 

La identificacion por el laboratorio de las diversas especies 
de Plasmodium no es dificil si se sigue un enfoque ordenado 
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La fiebre es el smtoma de presentacion constante de las infecciones por todas las especies de Plasmodium. Los picos de temperatura comienzan 7 a 10 dias 
despues de la picadura de un mosquito infectado del genero Anopheles durante un periodo cuando los parasitos estan sufriendo la multiplicacion preeritrocitica 
en las celulas del higado. Los smtomas prodromicos de cefalea, mialgias, malestar general y fatiga son sugestivos de un smdrome gripal que puede experimen- 
tarse durante este periodo. Sin embargo, una vez que una progenie de merozoitos abandona las celulas hepaticas e invade los eritrocitos, comienzan los ciclos 
de fiebre espaciados de modo regular. La periodicidad de cada acceso de fiebre elevada se relaciona con la rotura de eritrocitos a medida que los merozoitos se 
liberan a la circulacion. Las designaciones de este ciclo de fiebre, paludismo “terciano”, para Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum y paludismo “cuar- 
tano” para Plasmodium malariae son algo confusas. Los picos de fiebre para el paludismo terciano suceden con una periodicidad de dia por medio; sin embar¬ 
go, como cualquier acceso febril se cuenta como dia 1, el pico siguiente no sucedera hasta el tercer dfa (por eso terciano). De manera similar, los accesos 
febriles del paludismo cuartano suceden en un ciclo de un dfa cada tres; sin embargo, al contar el primer episodio como dia 1, el proximo pico sucedera en el 
cuarto dfa. No obstante, estos patrones clasicos de fiebre pueden ser irregulares y no sirven para basar el diagnostico presuntivo exclusivamente en ellos. 

Cada acceso febril se caracteriza por un periodo corto de ‘trfo” que dura alrededor de 1 hora, cuando la piel esta frfa, y los labios y los lechos ungueales 
aparecen cianoticos por la vasoconstriccion periferica. Este periodo corto es seguido por el comienzo subito del “periodo caliente", cuando la piel se siente 
calurosa y seca, y la fiebre asciende a 40,5-40,7 °C que dura de 3 a 6 horas. Los picos de fiebre suelen acompanarse por cefaleas, dolor de torax y espalda, 
taquicardia. tos, vdmitos y delirio de intensidad variable. Cada acceso febril es seguido por fatiga y sueno. Entre los accesos febriles, los pacientes suelen estar 
asintomaticos. 

En grade variable se observa anemia hemolftica, esplenomegalia y hepatomegalia dolorosa. Los pacientes son muy susceptibles a la rotura del bazo y 
durante el examen ffsico debe evitarse la palpacion profunda del hipocondrio y del flanco izquierdo. No hay linfadenopatfa y si se ob.serva aumento de tamano 
de lOvS ganglios linfaticos siempre indica otra enfermedad. De suma preocupacidn son las complicaciones del sistema nervioso central que pueden ser secunda- 
rias a las infecciones por P. falciparum. Los eritrocitos infectados por trofozoftos de P. falciparum sufren cambios de membrana en los cuales aparecen “bul- 
tos" sobre la superficie. que los toma “pegajosos” y se adhieren a los receptores especfficos sobre el revestimiento de celulas endoteliales de ios capi lares.La 
microcirculacion del cerebro presenta una vulnerabilidad particular al bloqueo con eritrocitos infectados por P. falciparum, lo que produce pequenas areas de 
infario cerebral y hemorragia.'^ Puede haber alteraciones de la conciencia que varian de la somnolencia al coma, trastomos de la conducta, alucinaciones, con- 
vulsiones motoras y, en ocasiones, temblores, paralisis musculares focales y otros signos localizados. En los casos fulminantes puede haber un empeoramiento 
rapidamente progresivo que conduce a la muerte. 
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Figura 22-19 Cicio vital de Plasmodium malariae. Tras producirse varios ciclos eritrociticos, algunos de los merozoitos se transforman en las formas sexuales de 
macrogametocitos (hembras) y microgametocitos (machos). Cuando un mosquito no infectado por plasmodio pica a un ser humano infectado por paludismo, estos 
gametocitos son ingeridos junto con los eritrocitos infectados que contienen trofozoitos como parte de su alimentacion con sangre. En el estomago del mosquito, 
los microgametocitos (machos) adoptan seis a ocho flagelos. Los microgametocitos penetran en los macrogametocitos hembra y producen cigotos fecundados. Estos 
cigotos penetran la pared del estomago del mosquito, donde los esporozoitos por ultimo se rompen en la cavidad general y migran a las glandulas salivales. Cuando 
el mosquito pica a un nuevo huesped, los esporozoitos salen de las glandulas salivales y se inyectan a traves de la proboscide. 

Los esporozoitos. la forma infectante para los seres humanos, se encuentran en las glandulas salivales de los mosquitos del genero Anopheles hembra. La sali¬ 
va que contienen los esporozoitos infecciosos es inyectada en el torrente circulatorio de los seres humanos a traves de la proboscide del mosquito. Despues de cir¬ 
cular en la sangre periferica durante 20-30 minutos, los esporozoitos ingresan en las celulas del parenquima hepatico. donde comienzan a multiplicarse (etapa exo- 
eritrocitica). A1 cabo de 10 dias, multiples formas pequenas, denominadas merozoitos, salen de los hepatocitos y se liberan a la circulacion, donde buscan y pene¬ 
tran en los eritrocitos. En su interior (cicio intraeritrocitico), tienen lugar una serie de etapas del desarrollo (lamina en color 22-8). Estos organismos evolucionan a 
una “forma anular” conocida como trofozoito, el cual, segun la especie, se agranda y divide en un estado conocido como esquizonte. Los segmentos individuales 
de los esquizontes son los merozoitos, Cuando maduran, los esquizontes rompen los eritrocitos y los merozoitos se liberan a la circulacidn. Estos merozoitos bus- 
can entonces eritrocitos no infectados y el cicio continua. 


basado en la observacion de determinadas estructuras morfolo- 
gicas. Es bastante importante que las infecciones por R falci¬ 
parum sean reconocidas lo antes posible, dado que la enferme- 
dad puede tener una gravedad especial, con un progreso rapido 
a un desenlace mortal. Un enfoque del laboratorio sugerido pa¬ 
ra la identificacion de las especies de Plasmodium es el si- 
guiente: 


1. Primero, descartar Plasmodium falciparum, Como se 
menciono, esta especie es la mas peligrosa y las infecciones 
deben diagnosticarse lo antes posible. Buscar en sangre 
periferica: 

• Formas anulares diminutas que ocupan menos de la ter- 
cera parte del diametro del eritrocito (lamina en color 
22-8A). 
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• A menudo se observan formas multiples dentro de un eri- 
trocito, con dos nucleos en el mismo anillo. 

• Las infecciones pueden ser intensas y afectan al 20% o 
mas de los eritrocitos, lo que indica una infeccion fulmi- 
nante. 

• Los anillos diminutos suelen ubicarse sobre la membra- 
na celular del eritrocito, lo que se conoce como aspecto 
en ‘anillo de sello” (lamina en color 22-8B). 

• En los frotis de sangre periferica tenidos rara vez se 
observan las formas anulares en desarrollo o los esqui- 
zontes. Las unicas formas que se observan, salvo en las 
infecciones fulminantes terminales, son las anulares tem- 
pranas y los gametocitos. 

• La presencia de gametocitos en forma de banana o de 
media luna es diagnostica (lamina en color 22-8C). 
Pueden estar ausentes en los estadios tempranos de infec¬ 
cion y suelen aparecer solo despues de 7-10 dias del 
comienzo de la fiebre. 

2. Si lo anterior no se observa, a continuacion se debe realizar 
la identificacion objetiva de Plasmodium vivax. Buscar: 

• Eritrocitos infectados con forma algo irregular, agranda- 
dos, palidos y que contengan granulos importantes de 
color rosado a rojo, denominados granulos de Schiiffner 
(lamina en color 22-8D). 

• Puede haber formas anulares en todos los estadios del 
desarrollo. 

• Los anillos jovenes miden mas de un tercio del diametro 
del eritrocito infectado. 

• A medida que los trofozoitos maduran, comienzan a lle- 
nar el eritrocito con un citoplasma que “fluye” o “ame- 
boide”. 

• La presencia de mas de un nucleo en un trofozoito 
indica la formacion de una forma segmentada tempra- 
na, conocida como esquizonte. Los esquizontes de R 
vivax estan compuestos por 12 a 14 o mas segmentos 
individuales denominados merozoitos (lamina en 
color 22-8E). 

• Los gametocitos son grandes y circu lares {Nota: cual- 
quier celula con un nucleo linico que ocupa mas de la 
mitad del diametro celular es un gametocito). 

• Los trofozoitos siempre pueden diferenciarse de los 
gametocitos porque, en el momento que alcanzan el tama- 
no de la mitad del diametro de la celula, debe observarse 
mas de un segmento nuclear (lamina en color 22-8F). 

• El pigmento paliidico en la forma de granulos finos de 
color pardusco puede ser abundante tanto en el gameto¬ 
cito como en el esquizonte. 

3. Aunque la identificacion de Plasmodium malariae suele ser 
por exclusion tras haber descartado las caracteristicas de P. 
falciparum y P vivax, como ya se describio, observar las 
siguientes caracteristicas por las cuales pueda realizarse la 
identificacion objetiva: 

• La presencia de trofozoitos en desarrollo que se extien- 
den hasta los hordes de la membrana del eritrocito y 
adoptan la forma de “bandas” (lamina en color 22-8G). 

• Los eritrocitos infectados no son alargados ni palidos. 

• Los granulos de Schiiffner estan ausentes. 

• Los esquizontes estan compuestos por no mas de 6-12 
segmentos, con los segmentos nucleares que se disponen 
para formar una “roseta” (lamina en color 22-8H). 

• El pigmento paludico es abundante y mas tosco (o inclu- 
so “voluminoso”) que el observado en P vivax, a menu¬ 
do condensado dentro del agujero del citoplasma que 
alberga el nucleo de los gametocitos. 


• Los gametocitos estan contenidos dentro de los eritroci¬ 
tos de tamano normal sin granulos de Schiiffner. 

La identificacion de las especies de Plasmodium no suele ser 
dificil si se aplican los principios mencionados. Sin embargo, 
se originan problemas en la interpretacion de los frotis de san¬ 
gre periferica en los pacientes que fueron tratados de modo par- 
cial o inadecuado cuando puede haberse bloqueado la madura- 
cion normal de los parlsitos y solo se observan formas atipicas. 
El cuadro de sangre periferica tambien puede ser confuso si un 
individuo determinado se infecta por mas de una especie de 
Plasmodium. En la decada pasada se adelanto mucho en los 
aspectos moleculares de la infeccion paliidica. Estos avances, 
como el esclarecimiento de los genes var que codifican la pro- 
teina de membrana I del eritrocito de Plasmodium falciparum, 
y las proteinas codificadas rosetina y rifina sobre la superficie 
de los eritrocitos infectados, se revisan en la publicacion de 
Chen y cols.^® 

Los individuos que planean viajes a regiones del mundo 
endemicas para paludismo deben consultar con las autoridades 
de salud publica locales para asesorarse respecto de las medi- 
das profilacticas y de proteccion. Las recomendaciones sobre 
la profilaxis son publicadas periodicamente por los CDC 
(www.cdc.gov). Para determinar el tipo de la profilaxis reco- 
mendable debera considerarse si los lugares a donde se preve 
viajar se asocian con un riesgo elevado de transmision de palu¬ 
dismo resistente a la cloroquina, si la persona tuvo reacciones 
previas a los farmacos antipaludicos y si se dispondra con faci- 
lidad de atencion medica. La profilaxis con cloroquina debe 
comenzar 1 a 2 semanas antes de realizar el viaje y se extiende 
durante 4 semanas despues del regreso. En todas las regiones 
endemicas para paludismo se han encontrado cepas de P falci¬ 
parum resistentes a la cloroquina. Actualmente, la mefloquina 
ha reemplazado a los farmacos utilizados con anterioridad para 
la profilaxis del paludismo que han desarrollado resistencia del 
parasito. En una serie de ensayos clmicos, Croft y Garnef*^ 
encontraron que la mefloquina previene el paludismo, aunque 
se estan investigando los efectos ad versos neuropsicologicos 
en pacientes ocasionales, asi como los aspectos de la tolera- 
bilidad. 

Babesia 

Persing y cols.^®^ examinaron el estado de las infecciones por 
Babesia microti en los Estados Unidos. B. microti causa la 
mayoria de las infecciones humanas en pacientes no esplenec- 
tomizados; B. hovis y B. divergens son otras especies que cau- 
san infecciones en personas esplenectomizadas. B. microti 
sigue de cerca a Borrelia burgdorferi, la espiroqueta que causa 
la enfermedad de Lyme, ya que ambos agentes tienen el raton 
de patas blancas, Peromyscus leiicopus, como el principal hues- 
ped reservorio. La mayoria de los brotes sucedieron en las 
regiones del noreste de los Estados Unidos, en especial en 
Connecticut, Isla de Nantucket, Long Island y Cape Cod. El 
vector predominante para ambos agentes es la garrapata Ixodes 
dammini, que en el 40% de los casos esta coinfectada con 
ambos parasitos. La incidencia mucho menor de la babesiosis 
respecto de la enfermedad de Lyme en las personas que viven 
en areas endemicas puede reflejar la tendencia de B. microti 
para causar infecciones subclmicas. Los estudios serologicos 
indican que el 10% de los nativos de Connecticut seropositivos 
para B. burgdorferi tambien poseen anticuerpos contra B. 
microti, lo que indica que las infecciones son mucho mas fre- 
cuentes de lo que se sospechaba. 
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Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio se 
realiza con mayor frecuencia mediante la deteccion de las 
inclusiones parasitarias intraeritrociticas en frotis tenidos de 
sangre periferica. Presentan las siguientes caracteristicas: 

• Las formas anulares son diminutas, varian entre 1 y 3 |im, 
que recuerdan a los trofozoitos tempranos de R falciparum 
(lamina en color 22-9A). 

• Los nucleos son muy pequenos y pueden observarse uno o 
dos granulos de cromatina. 

• Las formas maduras pueden aparecer como dobletes, lo que 
les da el aspecto de orejas de conejos; o en tetradas y simu- 
lan la Cruz de Malta. 

• Los eritrocitos no estan agrandados, son normocromicos y 
no presentan pigmentos. 

Las manifestaciones clinicas de la babesiosis se presentan en 
el recuadro de correlacion clinica 22-17. Tambien se ban comu- 
nicado infecciones relacionadas con transfusiones; especifica- 
mente, un grupo de seis casos de babesiosis asociados con 
transfusiones en el estado de Nueva York, rastreado a un unico 
donante asintomatico.^^ Se ha establecido que B. microti puede 
permanecer infecciosa a 4 durante 30 dias, el tiempo nor¬ 
mal de almacenamiento de la sangre de donantes.^^ Tambien se 
ha informado un caso reciente en el estado de Washington rela- 
cionado con transfusion con la cepa WAl 

El diagnostico mediante las escasas formas intraeritrociticas 
descritas antes es dificil y puede ser pasado por alto, incluso 
por microscopistas experimentados. Mattia y cols.^^' utilizaron 
una tecnica de capa enriquecida de leucocitos {bujfy-coat) para 
mejorar la deteccion de la parasitemia en casos de babesiosis. 
GarciV^ ha publicado una nota de precauciones que advierte 
sobre los posibles problemas diagnosticos provenientes de los 
diferentes instrumentos. La cantidad de campos examinados de 
manera habitual cuando se examinan los frotis es demasiado 
pequeha y estos instrumentos no estan disehados para detectar 
parasitos intracelulares. Por consiguiente, a menos que se 
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Como lo sefialaron Persing y cols.,"*” los smtomas en la babesiosis tem- 
prana pueden ser mmimos: malestar general, anorexia y fatiga son smto¬ 
mas inespeciTicos que se contunden con facilidad con otras enfermeda- 
des infecciosas. Aunque los smtomas de las infecciones contraidas en el 
noreste de los Estados Unidos tienden a ser relativamente leves. infor¬ 
mes recientes de estudios de casos de California y otras partes del 
mundo indican que las presentaciones de enferraedad fulminante, febril 
y hemolitica se encuentran con mayor frecuencia.Los estudios 
geneticos revelan que estas infecciones mas graves pueden ser causadas 
por una cepa mis estrechamente relacionada con un patogeno canino 
conocido, B. gibsoni. o con especies de Theileria, mis que con B. 

Esta cepa, designada WAl (Washington 1), se encuentra en 
amplia investigacidn. Dorman y cols.^' informaron el caso de un hombre 
de 58 anos, infectado por la picadura de una garrapata. en quien se desa- 
rrollo anemia hemolitica grave seguida de coagulacion intravascular 
diseminada e insuficiencia renal aguda y respiratoria. Se noto una rapida 
mejoria despues del tratamiento con clindamicina. 300 mg cuatro veces 
por dia (comenzada 2 dias antes de la intemacidnj, quinina (650 mg tres 
veces por dia) durante la intemacidn y una transfusion de intercambio, 
en la cual la proporcion de eritrocitos parasitados se redujo del 13,8% al 
4,2%. 


advierta al laboratorio sobre la sospecha diagnostica, los casos 
de babesiosis y de paludismo pueden pasar inadvertidos. 

Hemoflagelados: especies de Leishmaniay Trypanosoma 

La familia de protozoos Trypanosomatidae incluye miem- 
bros de los generos Leishmania y Trypanosoma, que son flage- 
lados que habitan la sangre y los tejidos humanos. 

Pueden observarse cuatro estadios de desarrollo de los para¬ 
sitos, La forma adulta, o tripanosoma, presenta un cuerpo alar- 
gado con un flagelo posterior en forma de latigo adherido por 
una delicada membrana ondulante que recorre todo el cuerpo. 
Tres especies se asocian con la enfermedad humana: 
Trypanosoma gambiense y Trypanosoma rhodesiense causan 
la enfermedad del suefio africana, mientras que Trypanosoma 
cruzi es el agente de la enfermedad de Chagas o tripanosomia- 
sis americana. Las formas menos desarrolladas de estos proto¬ 
zoos, conocidas como amastigoto o formas leishmanoides, 
estan desprovistas de flagelos y se encuentran como parasitos 
intracelulares en las celulas reticuloendoteliales. Leishmania 
donovani, la causa del kala-azar visceral en los seres humanos 
y el complejo Leishmania tropica, los agentes de las ulceras 
cutaneas tropicales, son las especies de Leishmania que se aso¬ 
cian con mayor frecuencia con las enfermedades humanas. T 
cruzi tambien existe en la forma de amastigoto e infecta las 
fibras del musculo cardiaco y celulas de otras visceras. Los 
estadios de desarrollo de leptomonas y critidias estan alberga- 
dos en el insecto vector; este ultimo estadio representa la forma 
infectante para los seres humanos. 

LEISHMANIASIS Y ESPECIES DE LEISHMANIA 

La leishmaniasis humana puede adquirir dos formas: la 
enfermedad diseminada, el kala-azar, que afecta el higado, el 
bazo y otras partes del sistema reticuloendotelial y una forma 
cutanea primaria, que se manifiesta como ulceras de la piel y 
las mucosas (lamina en color 22-9B). Los seres humanos se 
infectan a traves de la regurgitacion de los promastigotos infec- 
tantes del parasito en el tejido subcutaneo en el momento en 
que se alimentan de la sangre diversas especies de mosquitos 
del genero Phlebotomus. En la figura 22-20 se muestra el ciclo 
vital de las especies de Leishmania. 

La leishmaniasis visceral esta causada por varias especies 
que pertenecen al complejo Leishmania donovani', es decir, L. 
donovani donovani, L. donovani infantum y L. donovani cha- 
gasi. Cuando los flagelados ingresan al cuerpo humano, en pri¬ 
mer lugar invaden los monocitos inflamatorios del tejido sub¬ 
cutaneo en el sitio de la picadura. Estas celulas inflamatorias se 
rompen y liberan parasitos que a su vez invaden otros monoci¬ 
tos y macrofagos, dentro de los cuales se diseminan a traves del 
sistema reticuloendotelial. El periodo de incubacion varfa de 3 
a 8 meses. La progresion o no de la enfermedad depende de la 
capacidad de los linfocitos T del huesped para activar los 
macrofagos a fin de matar los parasitos. Las manifestaciones 
clinicas de la leishmaniasis se presentan en el recuadro de 
correlacion clinica 22-18. 

Identificacion por el laboratorio. Para la leishmaniasis disemina¬ 
da (kala-azar) el diagnostico se realiza mediante la demostra- 
cion de los amastigotos en frotis tenidos, en improntas o en 
biopsias de tejidos infectados. Presentan las siguientes caracte¬ 
risticas: 

• Los protozoos tienen una forma oval, son intracelulares y 

muy pequenos, de 2 a 4 pm. 
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CICLO VITAL DE Leishmania 


Los promastigotos 
son fagocitados 
por los macrofagos 



Los promastigotos se transforman 
en amastigotos dentro de 
los macrofagos) 



El flebotomo se alimenta 
con sangre (inocula en la piel 
el estadio promastigoto) 


Los amastigotos se multiplican 
en las celulas (incluso macrofagos) 
de diversos tejidos 


\ 



Figura 22-20 Ciclo vital de las especies de Leishmania. En el sitio de la picadura del flebotomo se forma una papula cutanea, pero rara vez progresa a una lilce- 
ra. Los promastigotos se transforman en amastigotos, los cuales proliferan localmente en el tejido subcutaneo y se diseminan a traves del sistema retieuloendote- 
lial para afectar bazo, higado, medula dsea y ganglios linfaticos, donde los organismos se encuentran como parasitos intracelulares estrictos (lamina en color 22-9C). 
El ciclo vital simple luego se completa cuando los amastigotos son captados por el flebotomo durante su alimentacion siguiente con sangre del huesped infectado. 
Los amastigotos se transforman en promastigotos infectantes en el intestino medio del mosquito. 


• Se asemejan a las celulas levaduriformes de Histoplasma 
capsulatum. 

• Los amastigotos tienen un cinetoplasto en barra adyacente al 
nucleo, una estructura que es util para la distincion de estos 
organismos de las formas levaduriformes de Histoplasma 
capsulatum (lamina en color 22-9C, D y E). 

Leishmaniasis cutanea. El diagnostico de laboratorio se 
realiza mediante la demostracidn de los amastigotos intracelu¬ 
lares en preparados de improntas o cortes de tejidos de lesiones 
activas. Las biopsias deben obtenerse de los hordes sobreeleva- 
dos e inflamados de la lesion; los aspirados deben obtenerse 
mediante la extension profunda de la punta de la aguja por 
debajo del lecho de la tilcera. Los metodos de cultivo, utiliza- 
dos sobre todo en los laboratorios que prestan servicios en 
areas endemicas, se detallan en la publicacion de Garcia. 
Lopez-Velez y cols.^^^ tambien describen un metodo de cultivo 
que utiliza muestras separadas en capa enriquecida de leucoci- 
tos de sangre periferica que fueron de valor en el diagnostico 
de leishmaniasis en pacientes con SIDA con cuadros clmicos 
atipicos. Las tecnicas de inoculacion en animales se utilizan en 


estos laboratorios para diagnosticar infecciones cuando las 
concentraciones del parasito son bajas. 

Las tecnicas de ELISA, que emplean anticuerpos monoclo- 
nales especificos de especies y las sondas de DNA fueron 
satisfactorias para la deteccion directa de antigeno de 
Leishmania en extractos de muestras de tejido en laboratorios 
donde se dispone de reactivos. Piarroux y cols.^^^ utilizaron un 
ensayo de PCR que amplifica una secuencia repetida del geno- 
ma de Leishmania infantum en un estudio de 73 pacientes con 
diagnostico clinico presuntivo de leishmaniasis visceral; estos 
autores demostraron una sensibilidad superior del metodo 
(82%) para hacer el diagnostico cuando se compare con el exa- 
men de aspirados de medula osea (55%) y mielocultivos 
(55%). Concluyeron que la PCR puede servir como ayuda en 
el diagnostico de leishmaniasis visceral en pacientes inmuno- 
deprimidos. Rodriguez y cols.,^^^ mediante la tecnica de hibri- 
dacion por PCR que emplea oligonucleotidos dirigidos contra 
regiones conservadas del DNA del cinetoplasto, pudieron 
detectar la presencia de Leishmania en el 98% de los pacientes 
con diagnostico clinico de leishmaniasis cutanea por la prueba 
cutanea de Montenegro positiva. Estos autores consideran que 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-18 Leishmaniasis 


Leishmaniasis diseminada: kala-azar 

Los smtomas pueden ser leves y autoiimitados en las infecciones con escasa cantidad de parasites o puede haber un comienzo subito de smtomas. con fiebre 
en picos (un patron de dos o tres picos por di'a), anorexia, malestar general y una sensacion de enfermedad, que Simula la fiebre tifoidea o el paludismo. Si la 
enfermedad progresa y se toma cronica, la fiebre de baja intensidad, el dolor abdominal vago, el aumento de tamano del abdomen por la hepatomegalia y la 
esplenomegalia (que puede tomarse enorme), la linfadenopatia general izada, ia anemia y la leucopenia pueden persistir. Recientemente se ha reconocido kala- 
azar como una infeccidn oportunista relacionada con el SIDA.^®^ 

Leishmaniasis cutanea primaria 

La enfermedad se clasifica en las formas del Viejo Mundo y del Nuevo Mundo. La enfennedad del Viejo Mundo, denominada lilcera de Oriente, esta causada 
con mayor frecuencia por miembros del complejo de L tropica (que comprende L major. L tropica minor y L. aethiopica). Esta forma de enfermedad es 
endemica en las regiones tropicales y subtropicales de Asia Menor, China, sur del Mediterraneo, India y Africa. En el sitio de las picaduras del insecto en las 
partes expuestas del cuerpo, los promastigotos inoculados en la piel son captados por las c61ulas reticuloendoteliales, donde evolucionan a amastigotos. La 
especie que causa la leishmaniasis cut^ea no circula salvo en muy raros casos. En el sitio de la picadura se manifiesta un prurito intense que en el transcurso 
de varias semanas o meses progresa a una ulcera cronica y bien circunscripta con hordes eritematosos y sobreelevados y un lecho poco profundo (lamina en 
color 22-6J). Las ulceras causadas por L. major tienden a ser humedas y multiples; las de L. tropica minor son mas secas y forman una costra que las recubre. 
Cast todas las lesiones son benignas y se curan solas; desarrollan inmunidad permanente. Las lesiones cutaneas de L. aethiopica pueden no ulcerarse, pero a 
menudo causar infecciones subcutaneas profundas que se diseminan y esta especie tambien tienen predileccion para provocar enfermedad diseminada indistin- 
guible de las infecciones por L donovani. 

La leishmaniasis cutanea del Nuevo Mundo esta causada por el complejo L. braziliensis (que tambien incluye L hraziliensis guyanensis y L. braziliensis 
panamensis), que es endemico en casi todos los estados de America del Sur y en varias regiones de America Latina, y por el complejo Leishmania mexicana. 
que incluye varias especies separadas endemicas en diversas regiones de Mexico. Guatemala, Venezuela y en la cuenca del Amazonas de Brasil. Los organis- 
mos del complejo L. braziliensis causan ulceras cutaneas cronicas agresivas, con diseminacion a las mucosas (bucal, nasal, faringea), un cuadro clmico deno- 
minado espundia. Los organismos del complejo L mexicana con mas probabilidad producen ulceras cut^eas autolimitadas (el 60% de las lesiones aparecen 
en los lobulos de las orejas^ y se conocen como “ulceras de los chicleros”). Las mucosas estan menos afectadas, aunque es probable que L. peruviana produz- 
ca una enfermedad cutanea difusa conocida como “uta” en Peru. 

El tratamiento de eleccion es el estibogluconato de sodio. 


la tecnica es valiosa des(je el punto de vista epidemiologico 
para la discriminacion taxonomica entre especies. 

TRIPANOSOMIASIS 

La tripanosomiasis humana esta causada por un protozoo 
flagelado que habita en la sangre y los tejidos. La forma aduL 
ta, que mide 1,5-30 |Lim x 1,5-3,5 pm, tiene un cuerpo alargado 
con un flagelo posterior en forma de latigo que se adhiere a una 
delicada membrana ondulante que recorre toda la longitud del 
cuerpo. Los animales silvestres actuan como huespedes reser- 
vorios. Se observan con facilidad un nucleo central y un cine- 
toplasto posterior. Estas formas diagnosticas se observan en los 
frotis tenidos de sangre periferica (lamina en color 22-9E) y en 
el liquido cefalorraquideo de pacientes con infeccion activa. 
Sin embargo, en las infecciones cronicas o leves, Bailey y 
Smith,en un estudio de muestras de sangre de 134 pacientes 
con infeccion por Trypanosoma gambiense, encontraron que la 
prueba con enriquecimiento de leucocitos desarrollada para el 
diagnostico de paludismo constituye la prueba diagnostica mas 
sensible para la deteccion de las formas de los tripanosomas. 

El ciclo vital incluye animales y seres humanos como hues¬ 
pedes defmitivos, en los cuales los tripanosomas maduros cir- 
culan y se dividen en la sangre periferica y, por ultimo, invaden 
el sistema nervioso central, y un huesped intermediario, la 
mosca tsetse (genero Glossina), en la que se desarrollan las for¬ 
mas inmaduras en las glandulas salivales que por ultimo forman 
los tripomastigotos metaciclicos infectantes. El ciclo vital se 
ilustra en figura 22-21. 

Las manifestaciones clinicas de la tripanosomiasis africana 
se presentan en el recuadro de correlacion clinica 22-19. 


En un informe de la Organizacion Mundial de la Salud emi- 
tido en 1986, se consideraba que alrededor de 50 millones de 
personas estan en riesgo de tripanosomiasis africana; se han 
diagnosticado 20 000 casos nuevos por ano.^^-*^ En la forma afri¬ 
cana de la enfermedad, los seres humanos se infectan a traves 
de las picaduras de las moscas tsetse infectadas que albergan 
los tripomastigotos prociclicos infectantes en sus glandulas 
salivales. Las moscas glosina se encuentran solo en Africa. La 
capacidad de estos organismos de permanecer viables en una 
poblacion de personas infectadas de modo cronico se debe a la 
propiedad singular de cambiar la estructura antigenica de las 
glucoproteinas dentro de sus membranas de superficie, lo que 
evita los efectos de los anticuerpos del huesped.’® 

Se han creado metodos para la deteccion de antigeno a fin de 
diagnosticar la tripanosomiasis africana. En un ensayo de cam- 
po realizado en Zaire, Nantulya y cols.'^-'^ utilizaron de modo 
eficaz ELISA para antigenos en la evaluacion de 77 casos de 
tripanosomiasis gambiense comprobados por metodos parasi- 
tologicos. De estos pacientes, 69 (89,6%) mostraron antigenos 
en suero y 35 (45,5%) en el LCR. De estos ultimos, 34 (97,1%) 
tuvieron recuentos de leucocitos elevados en el LCR, 29 
(82,9%) mostraron concentraciones elevadas de protemas y 23 
(65,7%) revelaron tripanosomas identificados por microscopia 
en el LCR. Los autores indican que su prueba de ELISA puede 
ser util en la estadificacion de la enfermedad y en el segui- 
miento hasta el tratamiento. Kyambadde y cols.‘^^ encontraron 
que la PCR demostro infeccion en 20 de 35 (57%) muestras de 
sangre obtenidas de pacientes con sospecha de tripanosomiasis 
en Uganda y en 21 de 34 muestras de LCR (61%). De las 21 
muestras de sangre negativas para las formas diagnosticas cir- 
culantes, 6 fueron positivas por PCR (28,6%), y 8 de 21 mues- 
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CICLO VITAL DE Trypanosoma gambiense, Trypanosome rhodiense 



La mosca ingiere sangre 
(ingestion 
de tripomastigotos) 


/ 





En las glandulas salivales I_q 5 promastigotos se multiplican 

evolucionan a epimastigotos gn q\ jntestino medio y posterior 



Figura 22-21 Ciclo vital de Trypanosoma hrucei gambiense. El ciclo vital comprende los seres humanos y un insecto, la mosca tsetse. Cuando el insecto pica a 
una persona infectada ingiere su sangre que contiene tripomastigotos. En el estomago de la mosca se liberan promastigotos que se multiplican en el intestino medio 
y posterior; por ultimo migran a las glandulas salivales como epimastigotos. A su vez, los seres humanos se infectan a traves de la picadura de una mosca infecta¬ 
da que inocula epimastigotos. En el sitio de la picadura del insecto se forma un chancro dentro del cual, en un periodo de varias semanas, los tripanosomas sufren 
su multiplicacion y maduracion. Por ultimo, estos invaden los vasos linfaticos y sanguineos, y se diseminan a los ganglios linfaticos y al sistema nervioso central. 
La multiplicacion del organismo continua en el torrente circulatorio a pesar de la inmunidad humoral del huesped infectado, una diferencia fundamental con T. cruzi. 


tras de LCR (38%) que fueron negativas por centrifugacion 
doble resultaron positivas por PCR. 

Los f^macos de eleccion en el tratamiento de la tripanoso- 
miasis africana son la suramina o la pentamidina. El melarso- 
prol puede utilizarse en los estadios tardios con enfermedad del 
SNC. 

Enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana): La enferme¬ 
dad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, se extiende 
desde el sur de los Estados Unidos por toda America Latina 
y del Sur hasta la Argentina. Se estima que hay entre 10 y 12 
millones de personas infectadas, de las cuales cerca de la mitad 
vive en Brasil.^^ Si bien T cruzi se ha encontrado en perros, 
mamiferos silvestres e insectos vectores en el sur de los 
Estados Unidos, solo muy rara vez se comunicaron casos au- 


toctonos humanos.El diagnostico puede realizarse 
mediante la observacion de los tripomastigotos circulantes en 
sangre periferica, aunque el periodo de circulacion es mas 
corto que el observado en la tripanosomiasis africana. Los tri¬ 
pomastigotos presentan un aspecto similar a los de su contra- 
parte africana, salvo por su tendencia caracteristica de formar 
la letra “C” (lamina en color 22-9G). 

El ultimo caso informado en los Estados Unidos fue en la 
region rural de Tennessee, cuando una madre encontro un tria- 
toma (chinche reduvidea o “vinchuca”) en la cuna de su nino 
de 18 meses.^^^ Se hallo que el contenido intestinal de la vin- 
chuca estaba infectado por Trypanosoma cruzi tan to por 
microscopia optica como por PCR. Un preparado enriquecido 
de leucocitos de una muestra de sangre del nino fue negative 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINIC A 22-19 
Tripanosomiasis africana 


La tripanosomiasis africana, tambien conocida como enfermedad del 
sueno, es causada por una de las dos especies. Trypanosoma brucei rho- 
desiense, endemico en las regiones de la sabana y de los bosques del 
centre y el este de Africa, y Trypanosoma brucei gambiense, endemico 
en las regiones selvaticas Iluviosas tropicales del centro y oeste de Afri¬ 
ca, La enfermedad clmica causada por T. brucei rhodesiense presenta un 
comienzo mas rapido con una tendencia mayor a tornarse rapidamente 
progresiva, incluso llevar a la muerte. El cuadro mas cronico del dete- 
rioro neurologico progresivo. que culmina en la “enfennedad del sueno” 
caracteristico de la tripanosomiasis gambiense, a menudo no tiene tiem- 
po de desarrollarse en las cepas rhodesiense. 

Los pacientes infectados por T brucei gambiense experimentan pri- 
mero fiebre recurrente intermitente asociada con linfadenopatias. Los 
ganglios linfaticos de la region cervical posterior del cuello son los afec- 
tados con frecuencia y producen la lesion conocida como signo de 
Winterbottom. Ormerod^'^- ha mostrado daios experimentales de una 
relacion fisioldgica entre los ganglios linfaticos cervicales y los 
ventriculos cerebrales, lo que sugiere que el signo de Winterbottom 
puede ser un marcador de la infeccion cerebral. 

La hepatoesplenomegalia tambien puede evidenciarse durante este 
estadio temprano de la infeccion. Cuando la enfermedad se torna croni- 
ca, la invasion por parte del organismo del sistema nervioso central pro¬ 
duce el estadio de sueno de la enfermedad, caracterizado inicialmente 
por cambios conductuales y de la personalidad, que conducen a la apa- 
tfa, la fatiga. la confusion y la somnolencia, signos de la meningoence- 
falitis progresiva. La emaciacion y el coma profundo llevan por ultimo a 
la muerte, a menudo causada por sobreinfecciones. 


para determinar la presencia de organismos; sin embargo, fue 
positivo por PCR, lo que indica parasitemia de bajo grado. Por 
lo tanto, este quinto caso informado de infeccion autoctona por 
T. cruzi en los Estados Unidos se hubiera pasado por alto sin la 
atencion de la madre y la tecnica de PCR altamente sensible. 

Tanto los roedores como los animales domesiicos, entre 
ellos perros, gatos y cerdos, actuan como reservorios de T 
cruzi. En los Estados Unidos se ban encontrado zarigueyas y 
mapaches infectados. En el caso informado antes, tres mapa- 
ches en la vecindad del caso inicial tenian hemocultivos positi- 
vos para T. cruzi. Las casas construidas con adobe, barro o 
material vegetativo, con numerosas grietas en las paredes, pro- 
porcionan los sitios optimos para la cria de los triatomas (lami¬ 
na en color 22-9H). Estas chinches tienen habitos nocturnos y 
atacan a sus victimas mientras duermen. Por consiguiente, la 
prevencion de la enfermedad esta dirigida a mejorar las condi- 
ciones de las viviendas. 

El ciclo vital de T. cruzi difiere del de las especies africanas 
en que el triatoma (reduvideo) actua como el artropodo vector 
y que las visceras pueden ser infectadas con las formas de 
amastigotos (leishmanias) del parasito. El ciclo vital se ilustra 
en la figura 22-22. 

Las presentaciones clmicas de la enfermedad de Chagas se 
encuentran en el recuadro de correlacion clmica 22-20. 

Trypanosoma ranged es otro tripanosoma transmitido a los 
seres humanos por chinches reduvideas. Las infecciones huma- 
nas suelen ser asintomaticas. Los tripomastigotos pueden iden- 
tificarse en frotis de gota gruesa y fina de sangre periferica y la 
morfologia se asemeja a la de la tripanosomiasis africana. Sin 
embargo, a menos que se obtenga una historia clmica detalla- 


da, puede realizarse un diagnostico erroneo de infeccion por T 
cruzi. La comprobacion serologica puede ser de valor para la 
diferenciacion de las infecciones por T. ranged de la enferme¬ 
dad de Chagas; sin embargo, pueden aparecer infecciones 
dobles que confunden los resultados. 

Se estan desarrollando metodos para el diagnostico serologi- 
co a fin de detectar anticuerpos sericos contra T. cruzi que ayu- 
den al diagnostico de la enfermedad de Chagas. Godsel y 
cols.^^^ identificaron en el suero de pacientes con enfermedad 
de Chagas un antfgeno recombinante nuevo denominado 
FCaBP, una protema de union al calcio flagelar de 24 kDa. Esta 
proteina puede utilizarse como componente de una preparacion 
de multiples antigenos recombinantes eficaz en la deteccion 
sislematica de T. cruzi en sangre de donante. Tantowitz y 
cols.^^^ en una revision global, analizan la importancia de la 
deteccion sistematica de enfermedad de Chagas en sangre de 
donantes. Esta cuestion afecta no solo a los individuos que 
viven en paises donde la enfermedad es endemica sino tambien 
a los Estados Unidos, donde mas de 50 000 inmigrantes de pai¬ 
ses endemicos pueden estar infectados. Avila y cols.*' sugieren 
una prueba de deteccion sistematica sensible para el diagnosti¬ 
co de la enfermedad de Chagas cronica en donantes para ban- 
cos de sangre. Estos autores demostraron una sensibilidad del 
100% en comparacion con las pruebas serologicas en la detec- 
Qion de productos del DNA minicircular del cinetoplasto de T. 
cruzi amplificado por PCR en 114 muestras de sangre obteni- 
das de pacientes cronicos con enfermedad de Chagas y sin 
ella, mediante la sonda de oligonucleotido marcada con digo- 
xigenina. 

Como en la enfermedad de Chagas cronica el numero de tri¬ 
pomastigotos circulantes es muy bajo, la deteccion de DNA del 
cinetoplasto de T cruzi por PCR provee un metodo altamente 
sensible para establecer el diagnostico. Muchos estudios han 
mostrado un alto grado de sensibilidad, comparable con el 
xenodiagnostico, capaz de detectar tan solo un tripomastigoto 
circulante en 20 mL de sangre.^®’^®-^ Este metodo tambien se 
encontro util como prueba para determinar la curacion en el 
control de los pacientes que estan realizando tratamiento. 

Filarias y filariasis 

Estos nematodos descritos aqui son parasitos con forma de 
hebras. Los adultos habitan sobre todo en los vasos sangumeos 
y linfaticos, pero tambien pueden encontrarse en musculos, 
tejido conectivo y cavidades serosas. Tres especies de filarias 
son las que con frecuencia causan enfermedad en los seres 
humanos: Wuchereria hancroftiy Brugia malayi y Loa loa. En 
1989 se estimo que 90 a 150 millones de personas en todo el 
mundo estaban afectadas, mas del 90% por W. hancrofti y 
menos del 10%, por B. malayi. En 1999, la estimacion fue de 
120 millones de personas.La filariasis por W. bancrofti se 
observa sobre todo en regiones urbanas del sudeste asiatico, 
debido a las malas condiciones sanitarias y a la cria intensa de 
mosquitos de los generos Culex. La filariasis por B. malayi es 
principalmente una enfermedad rural transmitida por mosqui¬ 
tos de los generos Anopheles y Aedes. Se cree que la cantidad 
de personas infectadas esta en aumento debido a la aparicion de 
barrios de viviendas precarias por migraciones desde las zonas 
rurales a las urbanas, lo que brinda condiciones favorables para 
la reproduccion de los mosquitos.^^^ 

Los seres humanos adquieren la enfermedad tras la picadura 
de un mosquito (W. bancrofti y B. malayi) o tabanos del gene- 
ro Chrysops infectados. Los mosquitos actuan como huespedes 
intermediarios para las especies M. perstans y M. ozzardi, que 



Parasites de la sangre y los tejidos 1249 


CICLO VITAL DE Trypanosoma cruzi 



Figura 22-22 Ciclo vital de Trypanosoma cruzi. Los seres humanos se infectan cuando la vinchuca con tripanosomas deposita sus heces sobre la herida que pro¬ 
duce al picar y chupar sangre. La picadura es bastante dolorosa y al frotarse, las heces infectadas penetran en la herida. En el huesped humano, los tripanosomas 
con forma de C circulan por el torrente circulatorio durante el comienzo de la fase aguda de la enfermedad (lamina en color 22-9G) y aparecen episodios febriles 
intermitentes. El ciclo se completa cuando la vinchuca reduvidea (lamina en color 22-9H) pica de nuevo a un huesped infeciado. 


carecen de vaina. El ciclo vital de Wuchereria bancrofti como 
prototipo de filarias se ilustra en la figura 22-23. 

Identificacion por el laboratorio. El diagnostico de laboratorio se 
realiza mediante la observacion de las microfilarias circulantes 
en frotis tenidos de sangre periferica.*^^ Las microfilarias cir¬ 
culan por la sangre periferica con una periodicidad regular; las 
de W. bancrofti y B. malayi son noctumas y las de Loa loa son 
diumas. Por consiguiente, para diagnosticar filariasis por W. 
bancrofti, las muestras de sangre deben obtenerse de modo 
Optimo entre la medianoche y las 2 de la madrugada. En casos 
de infecciones leves o cuando las muestras se recolectan en 
momentos suboptimos, las tecnicas de filtracion por membra- 
na, centrifugacion, sedimentacion (concentracion de Knott) y 
la preparacion de gotas gruesas pueden ayudar a detectar las 
microfilarias circulantes.El empleo de filtros de policarbo- 


nato (Nuclepore®) para atrapar las microfilarias sobre un filtro 
despues de haber lisado los eritrocitos es una tecnica de con¬ 
centracion altemativa,^ Como los filtros con un tamano de 
poro de 3-5 pm son transparentes cuando estan humedos, pue¬ 
den examinarse directamente en el microscopio sobre un por- 
taobjetos para determinar la presencia de microfilarias. 

Long y cols.^^^ describen un metodo interesante para el diag¬ 
nostico de laboratorio de filariasis que emplea una tecnica de 
naranja de acridina, en un tubo para microhematocrito. Este 
tubo, que incorpora heparina, EDTA y naranja de acridina, 
constituye la base para esta prueba. Con la centrifugacion, los 
parasitos se concentran en la capa enriquecida de leucocitos y 
pueden visualizarse a traves de la pared de vidrio transparente 
del tubo. El colorante naranja de acridina tine el DNA de los 
parasitos y pueden observarse las caracteristicas morfologicas. 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-20 Enferme- 
dad de Chagas (Tripanosomiasis americana) - 


Los ninos son los afectados con mayor frecuencia, aunque los adultos no 
estin exentos de adquirirla. En la forma aguda de la enfermedad puede 
aparecer un chagoma inflamado y edematoso en el sitio de la picadura 
del triatoma (vinchuca), Como esta chinche suele atacar mientras las 
personas duermen, son mas comunes las picaduras de la cara. Cuando la 
puerta de entrada es la conjuntiva aparece un edema indoloro del tejido 
periocular que causa el clasico signo de Romana. Los ganglios linfaticos 
locales son los afectados con mayor frecuencia. Puede observarse fiebre. 
malestar general, anorexia, linfadenopatia generalizada, edema de los 
miembros inferiores y hepatoesplenomegalia de grado variable de inten- 
sidad. Los antiprotozoos nifurtimox, un derivado nitrofurfurilideno y el 
benznidazol, un imidazol, son los f^rmacos recomendados para el trata- 
miento de la enfermedad de Chagas. Ambos presentan posibles efectos 
colaterales graves, como polineuropatia, alergias cutaneas, trastomos 
gastricos y leucopenia. 

En la forma crdnica, el estadio de amastigoto (leishmania) se encuen- 
tra con mayor frecuencia en los tejidos, por lo comun en las celulas reti- 
culoendoteliales o en el mdsculo cardiaco (lamina en color 22-11 A). La 
miocardiopatia, secundaria al edema y a la destruccion de las fibras mio- 
cardicas y una miocarditis intersticial, son la causa principal de muerte. 
El megaesofago y el megacolon son otras complicaciones de la enferme¬ 
dad de Chagas cronica. Aunque la afectacion del si sterna nervioso cen¬ 
tral no es tipica, puede haber meningoencefalitis que progresa a la con¬ 
fusion, la apatia, el estupor, el coma y la muerte. 

Manzullo y Chuit,^’* en un estudio de 4593 personas con al menos 
dos resultados serologicos positivos para infeccion por T. cruzi, encon- 
traron que hubo 89 muertes (1,5%). De estos casos mortales, las tres 
cuartas panes fallecieron por insuficiencia cardiaca y el cuarto restante, 
por arritmias ventriculares graves. Aquellos con bajo riesgo de muerte 
mostraron ECG y seguimiento clmico normales; los pacientes de alto 
riesgo fueron sintomaticos y presentaban ECG anormales, con bloqueo 
de rama derecho. alteraciones de la repolarizacion. 


• B. malayi: dos nucleos se extienden en la cola, espaciados 
por cerca de 10 pm (lamina en color 22-1 OB). 

• Loa loa: una columna ininterrumpida de nucleos se extien- 
de en la cola (lamina en color 22-IOC). 

Las microfilarias de las otras dos especies, Mansonella pers- 
tans (antes Dipetalonema perstans) y Mansonella ozzardi tam- 
bien pueden observarse en sangre periferica; sin embargo, los 
pacientes con estas infecciones suelen estar asintomaticos. En 
ocasiones, se ha observado en individuos infectados eosinofi- 
lia, linfadenitis, fiebre de baja intensidad, erupcion maculopa- 
pular y urticaria. Las microfilarias de estas dos especies estan 
desprovistas de vaina. 

Como la deteccion de microfilarias circulantes por la obser- 
vacion directa de sangre es relativamente insensible para esta- 
blecer el diagnostico de filariasis y depende de la recoleccion 
de muestras en momentos especiTicos del dia, se han introduci- 
do varios procedimientos de deteccion de antigeno. En un estu¬ 
dio previo, Weil y cols.^^* demostraron antigeno de filaria en 
los sueros de 56 de 57 pacientes con microfilaremia por W. 
bancrofti que vivfan en regiones endemicas del sur de la India. 
La cantidad de antigeno puede ser irregular, en especial duran¬ 
te las horas en que no se detectan las microfilarias circulantes; 
por lo tanto, incluso estos enfoques carecen de sensibilidad. 
Los ensayos de PCR resultaron utiles no solo para establecer el 
diagnostico en casos de infecciones con escasa o nula cantidad 
de microfilarias en sangre sino tambien para controlar el trata- 
miento y discriminar entre una infeccion pasada y presente.^® 
De gran interes actual es la aplicacion de la tecnica de PCR en 
el diagnostico de filariasis por W. bancrofti para el examen de 
muestras de esputo recolectadas durante el dia).^ Los datos pre- 
liminares de este estudio inicial son bastante alentadores y 
auguran una gran posibilidad para el futuro. Simonson y Dun- 
yo^"^® tambien encontraron muy promisorios tres enfoques 
recien introducidos para la deteccion de antigeno: la prueba 
ICT en tarjeta, la TropBio ELISA para muestras de suero y la 
TropBio ELISA para muestras en papel de filtro. 


como los patrones nucleares en cortes de la cola, por micros- 
copia de fluorescencia y realizar la identificacion de especie. 

Las hembras maduras producen una miriada de prelarvas co- 
nocidas como microfilarias que circulan por la sangre y cons- 
tituyen el modo de transmision cuando el mosquito vector se 
alimenta con sangre de un individuo infectado. La identifica¬ 
cion puede realizarse mediante la observacion de las caracte- 
risticas claves, particulares para cada especie de filaria. 
Microfilarias: 

• Miden entre 240-300 x 7-10 |Lim. 

• Se asemejan a cintas y pueden observarse en preparaciones 
microscopicas en fresco de sangre anticoagulada por su 
movimiento ondulante que desplaza a los eritrocitos de un 
lado hacia el otro a medida que ellas se mueven. 

• En los frotis tenidos de sangre periferica con la especie pato- 
gena se observa que se extiende una vaina importante mas 
alia del corte de la cola. La vaina es una membrana ajustada 
que envuelve a las microfilarias y representa los restos de la 
membrana del huevo a partir de la cual se forma. 

• Las especies pueden diferenciarse mediante la observacion 
del tamano y del patron de extension de los nucleos en los 
cortes de la cola: 

• W, bancrofti: los nucleos no se extienden en la cola (lami¬ 
na en color 22-lOA). 


ONCOCERCOSIS Y ONCHOCERCA VOLVULUS 

La oncocercosis es una enfermedad causada por filarias que 
afecta sobre todo el tejido subcutaneo en la forma de nodulos 
densos y fibrosos que varian de 5 a 25 mm, en los sitios de las 
picaduras del vector, la mosca negra o mosca bufalo del gene- 
ro Simulium. Se estima que 17,7 millones de personas estan 
infectadas por Onchocerca volvulus en el mundo, de las cuales 
270 000 son ciegas y otras 500 000 presentan deterioro visual. 
La oncocercosis es la principal causa mundial de ceguera. 

La mosca del genero Simulium tiene como habitat la maleza 
que recubre los bancos de los arroyos de corriente rapida. La 
oncocercosis africana afecta sobre todo el Congo, Zaire, 
Angola y Sudan; en el continente americano se encuentra en la 
altiplanicie de Guatemala, los estados de Oaxaca y Chiapas en 
Mexico, en Colombia y en el noreste de Venezuela. Los nodu¬ 
los se distribuyen con mayor frecuencia en el tronco, los 
muslos y los brazos en los individuos africanos, pero se locali- 
zan en el cuello y los hombros de los habitantes de America 
Central. El ciclo vital de Onchocerca volvulus se ilustra en la 
figura 22-24. 

La sospecha clinica del diagnostico surge cuando un pacien- 
te de un area endemica presenta nodulos subcutaneos prurigi- 
nosos asociados con dermatitis, perdida de la elasticidad e 
hiperpigmentacion. El prurito es un smdrome importante en 
algunos pacientes, y produce fatiga, debilidad e insomnio hasta 
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Al comienzo de las infecciones por W. banewfti y B. mahiyi aparecen fiebre elevada y escalofnos, que duran hasta 5 dias antes de remitir y que suelen aso- 
ciarse con linfadenitis. Estos episodios febriles pueden recidivar cuando la linfangitis persistente se extiende en sentido distal desde los ganglios linfaticos, a 
medida que los parasitos adultos migran para llegar a su residencia final en los vasos linfaticos. A diferencia de lo que sucede con los esquistosomas, las fila- 
rias adultas son lo suficientemente grandes como para bloquear los vasos linfaticos. La obstruccidn linfatica, la inflamacidn y la tumefaccibn que producen 
linfedema extenso se conoce como elefantiasis. La manifestacion clinica caractenstica de W. bancrofti es la enfermedad genital con funiculitis, epididimoor- 
quitis e hidrocele y, menos a menudo, elefantiasis.^®^ En la filariasis por B. mcilayi es mas frecuente la linfadenitis de la region inguinal y la elefantiasis, que 
afecta sobre todo la piema por debajo de la rodilla y dejan la rodilla y el codo no afectados con contornos normales. En los vasos linfaticos en los que se 
alojan los pardsitos se observa infiltracion densa de eosinbfilos, plasmocitos y macrofagos. El dano local de los vasos conduce a un aumento de la permeabi- 
lidad de la pared de estos y a la fuga de Kquidos con alta concentracion de protemas en los tejidos circundantes (linfedema), que por ultimo causa la elefan¬ 
tiasis clasica. La linfangitis aguda ocurre cuando los parasitos adultos mueren. Algunos pacientes pueden albergar parasitos adultos sin microfilarias circu- 
lantes; otros pueden tener microfilaremia circulante importante sin smtomas clinicos acorde con esta situacion. 

Loa loa causa una enfermedad en la cual los parasitos adultos migran a traves del lejido subcutaneo y puede observarse como una elevacion serpiginosa 
de las partes delgadas de la piel o por debajo del revestimiento conjuntival del ojo. Estas lesiones cutaneas angioedematosas migratorias se conocen como 
edema de Calabar y constituyen una manifestacion diagnostica. Debido al aumento de los viajes en todo el mundo, Rakita y cols.-’ aconsejan que la infec- 
cion por Loa loa sea considerada en el diagnostico diferencial de los pacientes que presentan angioedema migratorio, vasculitis urticariana, eosinofilia o 
cualquier combinacion de ellos. El termino “gusano ocular” proviene de la propension de este organismo a infiltrarse por debajo del epitelio conjuntival. 
Beaver'^ analizo 56 casos de filariasis Humana intraocular. En 10 casos. las filarias extirpadas se identificaron como Loa loa. Sin embargo, W. banewfti. 
especies de Dipetalonema y especies de Dirofilaria fueron las otras especies de filarias detectadas en los casos restantes. 


el punto de quedar incapacitado ffsica y socialmente. Las areas 
afectadas de la piel pueden tomarse calientes y edematosas, 
con cambio de color y arrugas prematuras, una afeccion cono- 
cida en America Central como mal morado. En Africa, la afec- 
tacion de la region de la cadera, en especial alrededor de los 
ganglios linfaticos inguinales, causa un cuadro conocido como 
“ingles pendulas”, que suele conducir a hernias femorales e 
inguinales. Diversas fotografias excelentes que ilustran estas 
presentaciones clmicas fueron publicadas por Garcia.^^ 

La lamina en color 22-lOD es un corte de un nodulo tenido 
con H-E, que incluye el corte de una hembra gravida dentro de 
la cual se observan muchas microfilarias. Aunque estas pueden 
permanecer localizadas en el sitio de infeccion, pueden deam- 
bular a traves de la piel adyacente y alcanzar otros tejidos, inclu- 
so el ojo. El compromiso ocular es la complicacion mas grave y 
suele llevar a grades variables de perdida de la vision, conocida 
como “ceguera de los rios”. El ojo actiia como una trampa para 
las microfilarias itinerantes, las cuales pueden morir o vivir en 
la camara anterior, la cornea, la coroides y el humor vitreo. Se 
considera que la accion mecanica o los efectos de las toxinas 
secretorias liberadas por el parasite adulto en un paciente hiper- 
sensible y la produccion de anticuerpos contra los antigenos de 
la retina pueden participar en el desarrollo de la ceguera bilate¬ 
ral. La gravedad de la ceguera en diversas regiones endemicas 
depende de la cepa de O. volvulus implicada, como se determi- 
no por analisis de la secuencia de DNA.^°^ El enzimoinmunoa- 
nalisis descrito antes puede ser util para establecer el diagnosti¬ 
co en los pacientes que presentan ceguera de los rios. 

El diagnostico de laboratorio se establece mediante la 
demostracion de las microfilarias en biopsias de piel. Puede ser 
necesario el examen de multiples tiras para establecerlo. 
Zimmerman y cols.^®^ utilizaron con exito la PCR para detectar 
microfilarias en biopsias de piel, lo que brinda un aumento sig- 
nificativo de la sensibilidad en la deteccion de la infeccion acti- 
va que la lograda por la observacion microscopica habitual o 
las pruebas serologicas. Ogunrinade y cols.^^^ evaluaron un 
enzimoinmunoanalisis con antigenos recombinantes de 
Onchocerca volvulus OC 3.6 y OC 9,3 como una ayuda para el 
diagnostico de pacientes en los que se sospechaba oncocerco- 
sis. Demostraron que 40 de las 42 (95%) muestras de suero 


probadas de pacientes con oncocercosis conocida fueron reac- 
tivas para el antigeno OC 3.6, mientras que el 81% fueron po- 
sitivas para el antigeno OC 9.3. Otros estudios revelaron que el 
antigeno OC 3.6 fue el mas litil para detectar infecciones 
humanas antes de su manifestacion; el antigeno OC 9.3 fue 
mas sensible en los pacientes con infecciones defmidas y mani- 
fiestas. 

El tratamiento consiste en la extirpacion quirurgica de los 
nodulos detectables cuando resulte eficaz. La ivermectina se 
considera en la actualidad el farmaco de eleccion cuando no es 
posible la extirpacion quirurgica de las lesiones. Este farmaco 
reduce las cantidades de microfilarias porque bloquea la libe- 
racion de las hembras, es bien tolerado y los efectos colatera- 
les, como prurito, artralgia y edema cutaneo, suelen ser meno- 
res. La dietilcarbamazina, comenzando con dosis pequehas 
mas la suramina, son farmacos alternativos que han resultado 
exitosos, aunque los efectos colaterales secundarios a la muer- 
te de las microfilarias pueden requerir el uso de antiinflamato- 
rios. La administracion de mebendazol o flubendazol (deriva- 
dos del benzimidazol) tambien resulto beneficiosa, con escasos 
efectos secundarios. 


DRACUNCULIASIS 

Dracunculus medinensis es un nematodo de los tejidos aso- 
ciado a menudo con las filarias. Es el gusano de Guinea que 
probablemente represente la “serpiente abrasadora” de la tradi- 
cion biblica.’^^ Hopkins y cols.,^^^ en una actualizacion recien- 
te, indican que Asia esta ahora libre de dracunculiasis, con 
Pakistan, India y Yemen sin nuevos casos desde 1993, 1996 y 
1997, respectivamente. Tampoco hay nuevos casos de la enfer¬ 
medad en Camerun y Senegal desde 1997, y hubo solo tres 
casos informados en Chad en 1998. En la actualidad, la dra¬ 
cunculiasis esta confinada a solo 13 paises de Africa, con una 
reduccion del niimero global de casos de 3,2 millones en 1986 
a 78 557 en 1998 (disminucion del 97%). Esta reduccion fue el 
resultado de un programa intensive de deteccion y contencion 
de casos, con recompensas para su comunicacion. 

Los seres humanos adquieren la infeccion a traves de la 
ingestion del copepodo infectado. Las larvas evolucionan en 
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CICLO VITAL DE Wuchereria bancrofti 



se desarrollan las larvas 
de las filarias 


Las microfilarias ingresan 
en el torrente circulatorio 



SERES HUMANOS 



El mosquito se alimenta 
de una persona e inocula 
las larvas infectantes en la piel 




El mosquito ingiere 
las microfilarias cuando 
se alimenta con la sangre 



Figure 22-23 Cicio vital de Wuchereria bancrofti. Los seres humanos adquieren la enfermedad tras la picadura de un mosquito infectado (W. bancrofti y B. mala- 
yi) o de un tabano {Loa loa). Los mosquitos picadores pequenos actuan como huespedes intermediarios para las especies sin vaina, M. perstans y M. ozzardi. Cuando 
el vector pica a un huesped humano infectado, se ingieren las microfilarias infectantes y penetran la pared del estomago del insecto. En el estomago evolucionan a 
un tercer estadio larvario infectante, el que a su vez migra a los musculos toracicos del insecto y luego a la proboscide. Cuando el insecto pica a otro huesped huma¬ 
no, estas larvas infectantes se movilizan hacia la proboscide y se inoculan en la herida cutanea mientras el mosquito se alimenta con su sangre. Estas larvas infec¬ 
tantes se reproducen en forma local en el tejido subcutaneo y por ultimo ingresan en los linfaticos perifericos y se dirigen a los ganglios linfaticos y vasos linfati- 
cos en diversas partes del cuerpo. En un periodo de varias semanas, las larvas evolucionan a parasitos adultos blancos y con forma de hebras. Los linfaticos de los 
miembros inferiores y los ganglios linfaticos epitrocleares y femorales son los sitios afectados con mayor frecuencia. Las hembras maduras liberan microfilarias 
que circulan por la sangre y son ingeridas por el insecto adecuado durante su proxima alimentacion con sangre para completar el cicio vital. 


parasitos adultos en las cavidades serosas y las hembras gravi¬ 
das migran al tejido subcutaneo. Estas hembras pueden medir 
hasta 100 cm y causan una sensacion de quemazon y ulcera- 
cion de la piel en los sitios de infeccion. Pueden ser extirpadas 
del tejido subcutaneo mediante una incision quirurgica, enro- 
llandolas despues lentamente con un palillo. El cicio vital del 
parasito se completa cuando las larvas producidas por la hem- 
bra escapan de la ampolla cutanea y se liberan en el agua donde 
vive el copepodo. La interrupcion de esta parte del cicio vital 
en las poblaciones infectadas permitira la erradicacion comple¬ 
ta de la dracunculiasis en la proxima decada. 


DIROFILARIASIS 

Las especies de Dirofilaria, transmitidas por mosquitos, son 
filarias que de manera habitual infectan a los animales. En el 
huesped definitivo, con frecuencia el perro, las formas larvarias 
infectantes inoculadas en el tejido subcutaneo de la proboscide 
del mosquito ingresan en la circulacion y por ultimo encuen- 
tran su recorrido al corazon, donde evolucionan a adultos 
(gusanos del corazon del perro) (lamina en color 22-lOE). El 
diagnostico se realiza en los perros infectados mediante la 
observacion de microfilarias circulantes en sangre periferica. 
Cuando los seres humanos (que actuan como huespedes acci- 
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Figura 22-24 Ciclo vital de Onchocerca volvulus. En el ciclo vital, los seres humanos se infectan por picaduras de la mosca del genero Simulium, en cuya boca 
se encuentran las forma larvarias del tercer estadio infectantes del parasito. Los parasitos adultos se desarrollan en masas enrolladas dentro de los nodulos debajo 
de la piel y las hembras producen microfilarias (lamina en color 22-9D). Las microfilarias permanecen localizadas en los sitios de infeccion y no circulan en la san¬ 
gre periferica salvo en raras ocasiones. El ciclo vital se completa cuando una mosca negra pica de nuevo a una persona enferma en uno de los sitios de infeccion, 
tomando microfilarias en su parte bucal. Las microfilarias evolucionan en la mosca al penetrar la pared del estomago, ingresando en los musculos toracicos y trans- 
formandose en larvas del primero y segundo estadio. Estas maduran a las forma larvarias infectantes del tercer estadio para completar el ciclo vital. 


dentales) son picados por mosquitos infectados, las larvas, 
debido a que estan en un huesped equivocado, son incapaces de 
completar su ciclo vital. En cambio, se alojan y obstruyen las 
arteriolas pulmonares, donde se desarrollan en nodulos granu- 
lomatosos locales que, en ocasiones, alcanzan el tamano sufi- 
ciente para ser diagnosticados como lesiones numulares” en las 
radiografias. Las microfilarias nunca circulan en la sangre 
humana. El diagnostico se efectua mediante la observacion his- 
tologica de las larvas de filarias inmaduras dentro de los nodu¬ 
los granulomatosos pulmonares. Flieder y Moran*^ realizaron 
una revision reciente de 39 casos de infeccion pulmonar por 
dirofilarias comprobadas por histologfa. Alrededor de la mitad 
de este grupo era asintomatico, con solo un nodulo pulmonar 


detectado en las placas radiograficas obtenidas en examenes 
fisicos de rutina; la mitad restante present© smtomas respirato- 
rios. Solo el 10% present© eosinofilia en sangre periferica. 

Infecciones tisulares por protozoos 
TOXOPLASMA GONDII 

Toxoplasma gondii es un parasito protozoo que tienen una 
predileccion particular por infectar el SNC human©. Su ciclo 
vital se ilustra en la figura 22-25. 

Tres modos de transmision conducen a la mayoria de las 
infecciones humanas: 1) directamente por la ingestion de 
ooquistes infectantes en alimentos (p. ej., verduras de hoja sin 
lavar) o agua contaminada con heces de gato; 2) indirectamen- 
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RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-22 Toxoplasmosis*^ 


En casos de toxoplasmosis humana puede encontrarse un amplio espectro de signos y smtomas. Sobre la base de la alta prevalencia de seropositividad en 
ciertas poblaciones. del 90% en algunas regiones del Salvador, Tahiti y Francia (un promedio del 20% en los Estados Unidos),*^^ millones de personas sanas 
estan o han estado infectadas por Toxoplasma gondii. Asi. los smtomas estan ausentes o son pasados por alto excepto en el 10% de los casos y la incidencia 
de la enfermedad progresiva es muy baja. 

La toxoplasmosis aguda sintomatica en personas inmunocompetentes se presenta como una linfadenopatia generalizada, en especial de la region cervical. 
Se acompana por odinofagia. fiebre y mialgias, y la enfermedad en conjunto puede simular la mononucleosis infecciosa. En la mayoria de los casos la enfer¬ 
medad es autoiimitada; sin embargo, en raras oportunidades puede haber una enfermedad diseminada manifiesta. La miocarditis, la neumonitis y la encefali- 
tis pueden aparecer en grades variables de intensidad y simular otras enfermedades diseminadas. como tuberculosis, sarcoidosis, tularemia, linfoma o leuce- 
mia. En los casos graves puede haber un desenlace mortal. 

Se hallo un aumento acentuado en la incidencia de la enfermedad sintomatica entre varones homosexuales y en drogadictos intravenosos. De hecho, debe 
sospecharse SIDA o drogadiccidn en todo paciente diagnosticado con toxoplasmosis. La enfermedad suele localizarse en el SNC con smtomas de encefalitis 
o meningoencefalitis o con manifestacion de una lesion ocupante.^*'^ Puede progresar con rapidez y por lo general termina con la muerte si no se modifica el 
estado de inmunodepresion. La enfermedad pulmonar, cardiaca y linforreticular tambien puede estar presente. De modo tipico, el LCR muestra concentra- 
ciones elevadas de protemas y aumento de las celulas inflamatorias mononucleares. 

Los taquizoitos que circulan en la sangre de una mujer embarazada infectada pueden atravesar la placenta y distribuirse en los tejidos fetales. Los recien 
nacidos de termino con un componente complete de anticuerpos IgG materno a menudo resisten las infecciones; los recien nacidos prematures o deficientes 
de anticuerpos son mas sensibles a la enfermedad progresiva. Pueden observarse smtomas generates como esplenomegalia, ictericia. fiebre y linfadenopatia. 
El SNC es especialmente sensible y los smtomas pueden variar; entre los mas frecueiites se observan deterioro de la vision, convulsiones, retraso mental, 
espasticidad. hidrocefalia. microcefalia y sordera. En los recien nacidos asintomaticos al nacer puede desarrollarse la enfermedad de comienzo tardio; en los 
casos sospechosos deben realizarse punciones raquideas o subaracnoideas a fin de establecer el diagnostico. Grover y cols.*'"^ aplicaron la tecnica de PCR 
para el diagnostico precoz de la infeccion congenita por Toxoplasma, Esta tecnica se basa en la lisis directa de las celulas centrifugadas del liquido amniotico 
seguida de amplificacion por PCR de una secuencia genica especifica de T. gondii. La PCR identified correctamente la presencia de T. gondii en cinco mues- 
tras de liquido amniotico obtenidas de cuatro pacientes con infeccion congenita comprobada en el estudio citado. 

El exudado del vftreo y la retinocoroiditis bilateral de la macula son signos oculares frecuentes de la toxoplasmosis congenita. Los smtomas pueden no 
manifestarse hasta la segunda o tercera decada de la vida. La coriorretinitis con vision borrosa, la fotofobia y el dolor ocular pueden observarse en los casos 
adquiridos; sin embargo, suele ser unilateral. 

El tratamiento recomendado es pirimetamina. en dosis de 25-100 mg/dia durante 3 a 4 semanas mas espiramicina, 2-4 g/dia durante 3 a 4 semanas en los 
adultos. Los ninos deben recibir dosis de pirimetamina de 2 mg/kg/dia durante 3 dias (maximo, 25 mg/dia), luego 1 mg/kg/dia durante 4 semanas, mas espi¬ 
ramicina 50-100 mg/kg/ dia durante 3 a 4 semanas. 


te, por la ingestion de came de animales cruda o poco cocida 
que tiene los ooquistes ingeridos (se estima que el 25% de la 
came de cordero y de cerdo vendida en los supermercados con- 
tiene quisles tisulares viables) y 3) transplacentaria, transferida 
al feto de una madre infectada durante el embarazo. Las tasas 
de infeccion materna durante los anos reproductivos se estiman 
entre el 3% y el 5%.^^ Las mujeres embarazadas debieran ser 
firmemente advertidas de que eviten la manipulacion con gatos 
y la ingestion de came poco cocida. Los smtomas clinicos pue¬ 
den ser mmimos o estar ausentes en los estadios agudos de la 
infeccion y los recien nacidos pueden no mostrar los signos 
cardinales de la infeccion -retinocoroiditis, calcificacion cere¬ 
bral, hidrocefalia o microcefalia- durante varios meses o in- 
cluso ahos. Las infecciones adquiridas en los adultos suele 
manifestarse como linfadenitis y linfadenopatia, grados varia¬ 
bles de miocarditis, meningoencefalitis, neumoma atipica y 
rinocoroiditis. 

En las infecciones humanas participan dos estadios parasita- 
rios. Tras la ingestion de los ooquistes o las formas infectantes 
enquistadas en came deficientemente cocida se liberan los 
taquizoitos (lamina en color 22-10/0 en el intestino delgado e 
invaden en primer lugar las celulas epiteliales de la mucosa a 
partir de las cuales ingresan en la circulacion y luego se distri- 
buyen ampliamente por el cuerpo. Puede haber un dano tisular 
considerable cuando los taquizoitos destmyen las celulas que 
parasitan; sin embargo, a medida que se desarrolla la respuesta 
inmimitaria, los taquizoitos se toman menos activos y por ulti¬ 
mo se agregan dentro de un quisle encerrado por una membra- 


na (lamina en color 22-lOG y H). Aunque inactivos, los taqui¬ 
zoitos dentro de estos quisles pueden permanecer viables 
durante semanas o anos. Lo mas comiin es que por ultimo se 
desintegren y queden enredados en una cicatriz hialina o sufran 
calcificacion. La deteccion de calcificacion intracerebral en el 
craneo en las radiografias es un metodo para establecer la 
infeccion previa. 

Diagnostico de laboratorio. El diagnostico de la toxoplasmosis 
aguda puede realizarse mediante la demostracion de grupos de 
taquizoitos en frotis tehidos con PAS o H-E. Las tinciones con 
tecnicas de anticuerpos fluorescentes y peroxidasa-antiperoxi- 
dasa se han utilizado para demostrar mejor los organismos en 
tejidos fijados con formaldehido e incluidos en parafina. Tal 
vez, los taquizoitos se observan mejor en aspirados con aguja o 
improntas tenidos con Wright-Giemsa. 

• Los taquizoitos presentan una forma tipica de arco, miden 3- 
4 X 6-7 jam y presentan un niicleo central oscuro (fig. 22-26 
y lamina en color 22-lOF). 

La presencia de uno o mas quisles en cortes de tejidos de 
pacientes suele indicar infeccion cronica y por lo general un 
estadio de infeccion inactiva, pero sirve como importante fuen- 
te de reactivacion aguda de la toxoplasmosis. 

• Los quisles miden hasta 200 pm de diametro y contienen varios 
cientos de bradizoitos de 2-3 pm de diametro (fig. 22-27 y 
lamina en color 22-lOG y H). 
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CICLO VITAL DE Toxopiasma gondii 
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Figura 22-25 Ciclo vital de Toxoplasma gondii. El ciclo vital de T. gondii tiene estadios sexual y asexual. El estadio sexual se produce en el intestino de los gatos, 
donde los ooquistes infectantes, que miden entre 10 y 12 pm de diametro, se replican dentro de las celulas epiteliales de la mucosa intestinal y se eliminan por las 
heces. El estadio asexual suele producirse en una diversidad de animales herbivoros y camivoros que ingieren los ooquistes infectantes cuando comen en el suelo 
contaminado. Los seres humanos tambien se infectan por la ingestion de alimentos y agua contaminados con ooquistes. Las cucarachas, las lombrices de tierra, los 
caracoles y las babosas tambien pueden actuar como huespedes de transporte para los ooquistes. 


El diagnostico serologico de toxoplasmosis es complejo y un 
analisis completo esta mas alia del alcance de esta presenta- 
cion. Las investigaciones innovadoras, realizadas por McCabe 
y Remingtond^^ se resumen en el recuadro 22-6. Dada la alta 
prevalencia de titulos elevados de anticuerpos contra Toxoplas¬ 
ma en la poblacion general, los resultados de la prueba deben 
interpretarse con cuidado antes de establecer un diagnostico 
definitivo. La prueba de Sabin-Feldman, en honor de sus crea- 
dores, basada en el principio de que los taquizoitos vivos de 
Toxoplasma gondii pierden su afinidad por el colorante azul 
de metileno en presencia de suero inmune, es muy sensible y 
especifica y aun sigue siendo el metodo de eleccion. No obs¬ 
tante, en la mayoria de los laboratorios de referenda se ha 
reemplazado por tecnicas mas nuevas para evitar la necesidad 


de trabajar con organismos vivos. Asimismo, esta prueba mide 
anticuerpos IgG, que aparecen en el suero en el transcurso de 1 
a 2 semanas despues de la infeccion, alcanzan su maximo a las 
6 a 8 semanas y declinan en los meses siguientes, pero en la 
mayoria de los pacientes nunca desaparecen por completo. 
Dado que los titulos en suero tan altos como 1:512 pueden per- 
sistir durante muchos anos en personas sanas, las interpretacio- 
nes de muestras unicas deben evaluarse con cuidado. 

En los ultimos anos se introdujeron varios metodos nuevos 
para el diagnostico serologico de toxoplasmosis, que incluyen 
enzimoinmunoanalisis, ELISA, pruebas de aglutinacion direc¬ 
ta, inmunofluorescencia indirecta y tecnicas de inmunocaptura 
e inmunotransferencia. Varias de estas pruebas fueron evalua- 
das por Cubitt y cols.Wong y col.^^^ han evaluado las aplica- 
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Figura 22-26 Imagen con gran aumento de un preparado por impronta teni- 
do con Giemsa donde se observan trofozoitos del toxoplasma. N6ten.se la 
forma de arco caracteristica y el nucleo central oscuro (1000 x). 


clones de la determinacion de anticuerpos inmunoglobulina E 
(IgE) contra toxoplasma como prueba diagnostica. Mediante 
un estudio de aglutinacion inmunosorbente (ISAGA) y ELISA, 
se determinaron las concentraciones sericas de IgE en varios 
grupos de pacientes con toxoplasmosis y sin ella. Los anticuer¬ 
pos IgE no se detectaron en muestras de suero de los individuos 
seronegativos, en los que tenian infeccion cronica por toxo¬ 
plasma o en los lactantes sin toxoplasmosis congenita. Las 
mujeres embarazadas en las que se produjo la seroconversion 
durante la gestacion, los pacientes con linfadenopatia por toxo¬ 
plasma, los lactantes con signos de toxoplasmosis congenita. 



Figura 22-27 Imagen con gran aumento de los seudoquistes de toxoplasma 
ilustrados en la figura 22-25. Cada seudoquiste contiene varios trofozoitos. 
Estos seudoquistes se observan con mayor frecuencia en los pacientes con 
enfermedad latente. Notese la ausencia de reaccion inflamatoria adyacente a 
estos seudoquistes (H-E 1000 x). 


los ninos y los adultos con coriorretinitis por toxoplasma y los 
pacientes adultos con SIDA y encefalitis por toxoplasma pre- 
sentaron titulos de IgE por encima de los valores limites. Los 
autores concluyeron que la recrudescencia de anticuerpos IgE 
en suero puede ser util para ayudar al diagnostico en los 
pacientes con reactivacion de la enfermedad. Li y cols.*^ ban 
creado una prueba de ELISA que incorpora una proteina 
recombinante (antigeno rP35 de Toxoplasma gondii) que detec- 


Recuadro 22-6 Interpretacion de ios resultados serologicos en los slndromes cllnicos de toxoplasmosis^^^ 


A. Toxoplasmosis adquirida aguda: paciente inmunocompetente. 

El diagn6stico puede tener un alto grade de sospecha si: 

1. Se demuestra la seroconversion de negativa a positiva. 

2. Un aumento de dos veces en el titulo entre la muestra basal y otra prueba repetida 3 semanas mas tarde. 

3. Un titulo elevado de IgM con un unico titulo elevado de IgG 
(> 1 : 1000 ). 

4. Un titulo bajo de IgM indica que la infeccion se adquirio hace 4 meses o mas. El titulo de IgM suele revertir a lo normal dentro de los 9 meses. 

Nota: una prueba de Sabin-Feldman o de inmunofluorescencia negativa en una persona inmunocompetente casi siempre descarta el diagnostico de toxo¬ 
plasmosis aguda. 

B. Toxoplasmosis adquirida aguda: paciente no inmunocompetente. 

Los criterios citados para los pacientes inmunocompetentes se aplican tambien a los individuos no inmunocompetentes. Sin embargo, los anticuerpos 
IgM o el aumento de dos veces en los anticuerpos IgG a menudo no se detectan; por consiguiente, una prueba negativa no descarta toxoplasmosis aguda. 
Los organismos deben demostrarse en biopsias de tejido o frotis por impronta de aspirados antes de que pueda realizarse un diagn6stico seguro en este 
grupo de pacientes. 

C. Toxoplasmosis ocular. 

El diagnostico puede sospecharse si: 

1. Titulos bajos de anticuerpos IgG en presencia de una lesion retiniana tipica. 

2, Si la relacion de anticuerpos “C” es igual o mayor de 8 utilizando la siguiente formula cuando se prueba liquido de humor acuoso: 

^ Titulo de anticuerpos en el humor acuoso x concentracion de y-globulina en suero 

Titulo de anticuerpos en suero x concentracion de y-globulina en el humor acuoso 

D. Toxoplasmosis congenita, 

El diagnostico de infeccion por toxoplasma en el recien nacido puede establecerse si: 

1, Hay un titulo persistente o que se eleva en la prueba de Sabin-Feldman o en la inmunofluorescencia. 

2. Se demuestra una prueba de IgM positiva con cualquier titulo despues del nacimiento en ausencia de filtracion placentaria (la prueba preferida es 

DS-IgM-ELISA) en biopsias de tejido o frotis por impronta de los aspirados. 
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ta anticuerpos IgG producidos solo durante el estadio agudo de 
la infeccion; por eso sirve como marcador serologico para dife- 
renciar entre infeccion adquirida en forma reciente e infeccion 
antigua latente. 

Las tecnicas de deteccion de antigeno tambien mejoraron 
de manera significativa en los ultimos anos, en especial con 
la introduccion de la tecnica de PCR. Varias publicaciones 
describen el gen B1 de 7! gondii como el marcador para ser 
detectado por amplificacion genica por El pro- 

cedimiento de amplificacion del gen B1 es lo suficientemente 
sensible para detectar un unico parasito aislado y tan poco 
como 10 parasitos sobre un fondo de 100 000 leucocitos.^®^ Las 
tecnicas de amplificacion genica son mas sensibles y pueden 
reemplazar a los cultivos de celulas como metodos de eleccion 
para detectar parasitemia por toxoplasmaLa deteccion de 
esta en pacientes con SIDA que presentan fiebre inexplicada o 
alteraciones del sistema nervioso central mediante la determi- 
nacion genica tras la amplificacion por PCR tambien resulta 
promisoria.^^ El examen de sangre por PCR puede ser util ade- 
mas en el diagnostico de toxoplasmosis extracerebral prove- 
niente de la reactivacion local de quistes cerebrales latentes.^"^ 
Dupon y cols7^ hallaron que el examen por PCR de LCR san¬ 
gre es un auxiliar valioso para detectar la reactivacion de la 
toxoplasmosis cerebral latente. Ademas de detectar secuencias 
de acido nucleico B1 de 7 gondii, citan otros estudios satis- 
factorios que utilizan genes p30, TGRl y el rDNA 18S como 
objetivos. 

PNEUMOCYSTIS JIROVECI 

En la actualidad y sobre la base del analisis de la secuencia 
del DNA, por su genetica, Pneumocystis jiroveci, denomina- 
cion actual para Pneumocystis carinii, esta mas estrechamente 
vinculado con los bongos y, por lo tanto, ha sido reclasificado 
como una levadura ascosporogena. Los criterios especificos 
para realizar esta reclasificacion, segun Hadley y Ng/^^ son los 
siguientes: 

• P jiroveci y los bongos tinen ultraestructuras similares de las 
paredes celulares. 

• Las crestas de las mitocondrias de P jiroveci son laminiHa¬ 
res (los protozoos presentan crestas tubulares). 

• Las formas quisticas que contienen cuerpos intraquisticos 
remedan a las ascosporas que forman los Ascomycota. 

• Tiene una alta homologia de los dominios mas conservados 
de la subunidad 16S del rRNA con Ascomycota. 

• El gen de p-tubulina presenta una homologia del 89-91% con 
el de los bongos filamentosos. 

• P jiroveci tiene protemas separadas para las actividades de 
timidilato sintasa y dihidrofolato reductasa (los protozoos 
producen una unica protema bifuncional). 

• Las subunidades 1, 2, 3 y 6 de la NADH deshidrogenasa; la 
subunidad II de la citocromo oxidasa y una subunidad peque- 
na del rRNA tienen una similitud promedio del 60% con los 
bongos (solo del 20% con los protozoos). 

Infecciones parasitarias por otras larvas tisulares 

Los seres humanos pueden ser huespedes accidentales invo- 
luntarios de diversos nematodos y cestodos que tienen ciclos 
vitales en otros animales. Los adultos de estas especies suelen 
residir en el tubo digestivo o en tejidos determinados de los 
huespedes definitivos; las personas se infectan mediante la 
ingestion de las larvas en came poco cocida o por la ingestion 


de huevos fertiles. De particular preocupacion en los Estados 
Unidos es la posibilidad de una mayor exposicion a una diver- 
sidad de helmintos a traves de la ingestion de peces o frutos de 
mar crudos como sushi, sashimi, salmon lomi lomi, arenque en 
vinagre y similares. Como los seres humanos no son los hues¬ 
pedes definitivos naturales para algunos de estos parasitos, las 
larvas a menudo migran sin rumbo entre tejidos y organos, ya 
sea formando lesiones cisticercoides o areas de inflamacion 
granulomatosa. Se brinda una breve descripcion de las siguien¬ 
tes enfermedades causadas por larvas de parasitos. 

Nematodos 

Trichinella spiralis (nematodo intestinal de cerdos, osos, 
morsa) 

Toxocara canis o Toxocara cati (ascaris de perros y gatos) 
Ancylostoma braziliense o A. caninum (uncinaria de perros y 
gatos) 

Especies de Anisakis (nematodos de peces o mamiferos mari- 
nos) 

Gnathostoma spinigerum (nematodo gastrico de perros y 
gatos) 

Especies de Angiostrongylus (ratas) 

Cestodos 

Echinococcus granulosus (tenia del perro) 

Echinococcus multilocularis (tenia de perros, zorros, lobos y 
gatos) 

Especies de Multiceps (cenurosis) 

Spirometra mansonoides (esparganosis) (tenia Diphyllobo- 
thrium de perros o gatos) 

TRIQUINOSIS 

La triquinosis es una enfermedad de los carnivores causada 
por la infeccion con el nematodo Trichinella spiralis, que resul¬ 
ta de la ingestion de came cruda o poco cocida. Los seres 
humanos son huespedes accidentales y lo mas frecuente es la 
infeccion a traves de la ingestion de cerdo o sus derivados que 
contienen larvas enquistadas.*^^ Tambien se informaron infec¬ 
ciones tras la ingestion de came de oso cocida de manera defi- 
ciente."^^ El ahumado, el salado o el desecado de la came no 
destruye las formas larvarias infectantes; sin embargo, la con- 
gelacion prolongada (en promedio 20 dias en el congelador del 
hogar) descontamina la came. La enfermedad presenta una dis- 
tribucion mundial; en 1968 se encontro en los Estados Unidos 
que el 4% de los cadaveres humanos estaban infectados. En 
1985, se informaron menos de 50 casos nuevos por ano,"^’ un 
tributo al programa de inspeccion de la came y a las leyes 
estrictas contra la alimentacion de los cerdos con desechos no 
cocidos. 

El ciclo vital en las infecciones humanas se inicia con la 
ingestion de las larvas infectantes provenientes de la came 
poco cocida. El ciclo vital se ilustra en la figura 22-28. 

Las manifestaciones clmicas de la triquinosis se presentan 
en el recuadro de correlacion clmica 22-23. 

Diagnostico de laboratorio. La forma mas comun de realizar el 
diagnostico de laboratorio de la triquinosis es mediante la de¬ 
teccion de las larvas espiraladas en el tejido muscular (lamina 
en color 22-1IG y H). El musculo deltoides de la parte supe¬ 
rior del brazo y el gastrocnemio de la pantorrilla suelen elegir- 
se para la biopsia. La muestra puede examinarse con el micros- 
copio tras la digestion de las fibras musculares con tripsina y 
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Las larvas penetran el revestimiento 
intestinal del intestine delgado, sufren 
4 mudas y se convierten en adultos 
sexualmente maduros 


Las larvas reci^n surgidas 
pasan por el sistema linfatico 


Las larvas circulan 
por el torrente circulatorio 




Figura 22-28 Ciclo vital de Trichinella spiralis. Cuando los seres humanos ingieren came contaminada con triquinosis, se liberan las larvas enquistadas en el 
intestine y se introducen en las vellosidades. Las larvas maduran, copulan y se convierten en parasites adultos machos y hembras que miden de 2 a 4 mm de lon- 
gitud. El promedio de vida de los adultos en el intestine humane es de alrededor de un mes. Durante este tiempo, cada hembra libera cerca de 3 000 larvas, las que 
viajan a traves del sistema linfatico, ingresan en la circulacion y se depositan en los tejidos del cuerpo. Casi todas las larvas mueren; sin embargo, muchas de las 
que alcanzan el musculo esqueletico se enquistan y sobreviven. El periodo de mayor invasion muscular es alrededor de los 10 dias despues de la infeccion. Entre 
los 17 y 20 dias, estas formas larvarias se diferencian y encapsulan, y forman una espiral dos veces y media sobre si mismas, rodeadas en un comienzo por una 
reaccion inflamatoria aguda y mas tarde por una reaccion cronica granulomatosa. (Lamina en color 20-1IG y H). Las fibras musculares adyacentes se degeneran, 
lo que deja un quiste que mide entre 0,25 mm y 0,50 mm. En cerca de 3 meses los parasitos mueren y las lesiones quisticas sufren un proceso de calcificacion que 
se completa en 6 a 12 meses. 


realizando el montaje de parte del tejido digerido sobre un por- 
taobjetos. En forma altemativa puede efectuarse la preparacion 
presionando un fragmento pequeno de musculo con una gota 
de solucion fisiologica entre dos portaobjetos; en cualquiera de 
los casos se buscan con el microscopio las formas larvarias 
enrolladas. Las formas lineales o espiraladas de las larvas tam- 
bien pueden observarse en cortes de tejidos tenidos, aunque su 
morfologia no suele estar bien delineada. 

Las pruebas serologicas tambien son utiles para realizar el 
diagnostico. Mahannop y cols.,*^^ mediante el empleo de antL 
genos crudos obtenidos del estadio larvario infectante de 


Trichinella spiralis en un sistema de ELISA para la deteccion 
de anticuerpos sericos de la clase IgG contra T. spiralis, infor- 
maron una sensibilidad del 100% en un grupo de pacientes con 
triquinosis confirmada. Estos autores hallaron reacciones cru- 
zadas en los sueros de pacientes con capilariasis, gnatostomia- 
sis, opistorquiasis y estrongiloidiasis. 


LARVA MIGRANS VISCERAL 

Toxocara canis, el nematodo intestinal del perro, con un 
ciclo vital similar al de Ascaris lumbricoides humano, es la 
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i RECUADRO DE CORRELACION CLINICA 22-23 Triquinosis 


En la mayona de los casos, los smtomas son leves. ya que la cantidad 
de larvas suele ser pequena. Muchos individuos presentan smtomas gri- 
pales. El niimero mmimo de larvas ingeridas para producir smtomas es 
de alrededor de 100 y una dosis mortal se estima en 300 000.'®* Con la 
ingestion de came contaminada, los primeros smtomas en aparecer son 
los gastrointestinales, como nauseas, diarrea y colicos abdominales, lo 
que sugiere una intoxicacion aguda por alimentos. Estos smtomas pue- 
den persistir con grades variables de intensidad durante 10 semanas. 
Durante el estadio de invasion larvaria puede haber dolor, tumefaccion y 
debilidad de los musculos afectados, acompanados por fiebre. La eosi- 
nofilia en sangre periferica, con recuentos diferenciales que alcanzan 
hasta el 50%, se observa durante el estadio de invasion muscular. El 
edema periorbitario es un signo diagndsiico, ya que los musculos extra- 
oculares suelen estar afectados. El dano a los musculos puede ocasionar 
trastomos para masticar, deglutir y respirar segun los musculos afecta¬ 
dos y el grado de compromise. Entre el 10% y el 20% de los pacientes 
presentan smtomas del SNC en grades variables, como polineuritis. 
miastenia grave o paresia de gmpos musculares localizados. La miocar- 
ditis aguda es la complicacion mas grave, que puede causar la muerte en 
casos en que la cantidad de parasites es importante. Watt y cols.-^^^ hicie- 
ron una evaluacion de los farmacos antiparasitarios eficaces para la mio- 
sitis por Trichinella. El tratamiento recomendado es mebendazol, en 
dosis de 200-400 mg tres veces por dia durante 3 a 5 dfas 


causa mas frecuente de larva migrans Humana. La larva mi- 
grans es una enfermedad en la cual las larvas de nematodos de 
animales inferiores migran en los tejidos de los seres humanos 
sin el desarrollo ulterior. Puede estar causada por diferentes 
especies de parasites y afectar tejido cutaneo o visceral, segun 
las areas del cuerpo afectadas y los parasites implicados. 

En la infeccion por T canis, los seres humanos se convierten 
en un huesped accidental a traves de la ingestion de huevos 
embrionados presentes en el suelo. La enfermedad es mas fre¬ 
cuente en los nines por la ingestion inadvertida de tierra y su 
estrecha relacion con los perros. Los huevos embrionados eclo- 
sionan en el intestine del huesped humane, liberan las larvas, 
las que a su vez penetran la pared intestinal e ingresan en la cir- 
culacion. Sin embargo, como los seres humanos son huespedes 
anormales, el ciclo pulmonar no se completa; en cambio, las 
larvas quedan retenidas en diversos organos, en especial el 
higado. Pueden causar reacciones tisulares locales o granulo¬ 
mas, pero por ultimo mueren sin secuelas. La infeccion puede 
sospecharse en un nine con hepatomegalia, enfermedad pul¬ 
monar inespeciTica y un grado elevado de eosinofilia en sangre 
periferica que puede llegar al 50-90%. 

Aunque el diagnostico definitive solo se confirma por la 
identificacion de larvas en muestras de autopsia o biopsia, se 
recomienda la comprobacion serologica para dirigir la terapeu- 
tica. Los titulos en suero de 1:32 o mayores son indicatives de 
larva migrans visceral; un titulo de 1:8 se considera diagnosti¬ 
co de larva migrans ocular. La deteccion de titulos elevados en 
muestras de liquido ocular es confirmatoria de esta ultima 
enfermedad. Buijs y cols.^"^ comunicaron que la seroprevalen- 
cia de Toxocara en los nines pequenos en edad escolar en 
Holanda a partir de 1994 era del 11% en La Haya y del 6% en 
Rotterdam. Encontraron una correlacion significativa de asma 
recurrente y bronquitis en los nines seropositivos para 
Toxocara y especularon que el aumento de la IgE especifica 


para el alergeno en estos pacientes puede ser el determinante 
del asma. Jacquier y cols.^"^^ evaluaron un equipo de ELISA 
comercializado por Biokema-Affinity Products (Crissier- 
Lausanne, Suiza), que se basa en la deteccion de antigeno 
excretor/secretor proveniente de las larvas de segundo estadio 
de T. cams. En un estudio de 1 000 muestras de suero recogi- 
das al azar de donantes de sangre sanos y nihos de Suiza, la 
seroprevalencia de toxocariasis fue del 2,7%. De las muestras 
positivas, el equipo de Biokema mostro una sensibilidad diag- 
nostica global del 91% y una especificidad del 86%. La menor 
especificidad se debio a la reactividad cruzada con filariasis, 
estrongiloidiasis e infeccion por Trichinella. En la interpreta- 
cion de los resultados serologicos se debe recordar que un por- 
centaje pequeho de la poblacion estadounidense, estimada en el 
2%, puede tener titulos residuales bajos por alguna infeccion 
anterior. 

LARVA MIGRANS CUTANEA - TOXOCARA 

Las larvas filariformes de las uncinarias del perro o del gato, 
por lo general de las especies Ancylostoma braziliense y A. 
caninwn. pueden penetrar la piel expuesta de los seres huma¬ 
nos y causar un trastorno popular y pruriginoso conocido como 
“erupcion reptante”. Las larvas penetran en la profundidad del 
tejido subcutaneo y producen trayectos lineales que se extien- 
den varios milimetros por dia. Las principales manifestaciones 
clmicas locales de las infecciones cutaneas son el impetigo, las 
reacciones alergicas vesiculares y el prurito intense, que per- 
sisten por periodos prolongados. La migracion a los tejidos 
profundos puede conducir a infecciones pulmonares. Las infec¬ 
ciones por especies de Ancylostoma deben incluirse en el diag¬ 
nostico diferencial cuando se detecta eosinofilia en sangre peri¬ 
ferica y cristales de Charcot-Leyden en la microscopia de las 
muestras de esputo. El diagnostico se realiza por los antece- 
dentes de exposicion y la presencia de trayectos lineales sub- 
cutaneos. Tremblay y cols.^^^ describieron un brote de larva 
migrans cutanea en un gran porcentaje de un grupo de 140 
turistas en Barbados. Los factores de riesgo fueron la edad mas 
joven, el uso infrecuente de calzado protector y caminar con los 
pies desnudos por la playa. 

Las biopsias de lesiones sospechosas a menudo suelen ser de 
escasa ayuda para establecer el diagnostico, ya que solo mues- 
tran un infiltrado celular eosinofilo. Yamasaki y cols.^^^ han 
desarrollado un antigeno recombinante de Toxocara canis que 
resulto altamente especiTico para toxocariasis, lo que propor- 
ciona un procedimiento diagnostico Liable en los ambitos 
donde se dispone de este metodo. Camous^^ informo el trata¬ 
miento satisfactorio de esta enfermedad con una unica dosis de 
400 mg de albendazol por via oral (tasa de curacion, 46-100%) 
o una unica dosis de 12 mg de ivermectina (tasa de curacion, 
81-100%). 

ANISAKIASIS 

La anisakiasis es una enfermedad zoonotica en la que los 
seres humanos, a traves de la ingestion de peces o frutos de mar 
crudos, ahumados o en vinagre como sushi, sashimi, salmon 
lomi lomi, arenque en vinagre y similares, se convierten en 
huespedes accidentales para las larvas de nematodos que perte- 
necen a los generos Anisakis, Phocanema y Contracaecurn. El 
niimero de infecciones en los Estados Unidos ha aumentado a 
medida que se hizo mas popular la comida con pescado crudo 
como los nombrados. Deardorff y Kent^^ informaron que solo 
el salmon del Pacffico (Rey o Cheenok) estaba infectado; el 
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salmon del Atlantico estaba libre de infeccion. Por lo tanto, el 
conocimiento del origen del pescado fresco puede ayudar a evi- 
tar las infecciones. 

Al ingresar en el estomago con la came de pescado conta- 
minada, las larvas penetran en la pared intestinal, forman tune- 
les pequenos y hurgan entre una densa reaccion inflamatoria 
granulomatosa. En algunos casos se identifican ulceras de la 
mucosa. En el transcurso de las 24 boras de la ingestion del 
pescado contaminado pueden presentarse nauseas y vomitos. 
Las manifestaciones tardias comprenden dolor abdominal alto, 
periodico y agudo, y diarrea, que simulan gastritis, ulcera duo¬ 
denal o, en oportunidades, apendicitis aguda. Daschner y 
cols.^^ informaron manifestaciones alergicas de hipersensibili- 
dad en una serie de 40 pacientes con anisakiasis. Los smtomas 
frecuentes de presentacion son urticaria, angioedema, eritema, 
broncoespasmos y grados variables de anafilaxia. Lopez- 
Serrano y cols.^^^ publicaron 22 casos mas de pacientes con 
anisakiasis gastroalergica. Dos o mas parasitos se detectaron 
por gastroscopia en tres de estos pacientes. Moneo y cols.*^^ 
demostraron que estas reacciones alergicas se debian a un 
poderoso alergeno (Ani S 1) producido en la glandula excreto- 
ra del parasito adulto Anisakis simplex. Como estos smtomas a 
menudo son mas tardfos, el diagnostico de anisakiasis puede 
ser dificil, pero debe considerarse, en especial si hay antece- 
dentes clmicos de ingestion de pescado crudo o deficientemen- 
te cocido. En ocasiones, la larvas de Anisakiasis migran mas 
alia del estomago y producen infecciones metastasicas en el 
epiplon, el higado, el pancreas y los pulmones.^^^ Ikeda y cols.'"^^ 
comunicaron el tratamiento exitoso de nueve pacientes con ani¬ 
sakiasis gastrica mediante la eliminacion de las larvas del para¬ 
sito causal por endoscopia, lo cual alivio de inmediato el dolor 
abdominal agudo. La extirpacion quirurgica del granuloma 
parasitario, la administracion de tiabendazol, en dosis de 25 
mg/kg tres veces por dia durante 3 dias o ambos es la terapeu- 
tica recomendada. 

Yaquihashi y cols.^®^ informaron el diagnostico exitoso de 
anisakiasis con un microanalisis inmunosorbente ligado a enzi- 
mas, con anticuerpos monoclonales dirigidos contra larvas 
especiTicas de A. simplex. Sin embargo, este enfoque esta limi- 
tado a algunos laboratorios de investigacion o de referenda, ya 
que hasta ahora no se cuenta con reactivos comerciales. 

GNATOSTOMIASIS 

Gnathostoma spinigerum es un nematodo que normalmente 
infecta el aparato digestivo de gatos y perros; no obstante, los 
seres humanos se convierten en huespedes accidentales por la 
ingestion de mariscos poco cocidos o en vinagre que contienen 
las formas larvarias inmaduras. La enfermedad es endemica en 
gatos y perros en el Lejano Oriente. Tras la ingestion del pez 
contaminado por un perro o un gato, las larvas liberadas evolu- 
cionan en el estomago o la pared intestinal en adultos que que- 
dan encerrados en nodulos inflamatorios granulomatosos. Sin 
embargo, en los seres humanos las larvas no maduran: en cam- 
bio, penetran la pared gastrica y migran por los tejidos. Se for¬ 
man tiineles cutaneos o subcutaneos profundos que simulan la 
larva migrans cutanea, o pueden aparecer tumefacciones duras 
y dolorosas, no depresibles. Hira y cols.^^^ comunicaron el caso 
de un residente tailandes que vivia en Kuwait que presento do¬ 
lor agudo en la fosa iliaca derecha. Se le extirpo una masa del 
fleon terminal y del ciego que revelo parasitos machos inma- 
duros de G. spinigerum. Hace poco, Grobusch y cols.^^^ publi¬ 
caron un caso de granuloma cutaneo del brazo de una mujer de 
Bangladesh que vivi'a en Alemania. Tambien se observe eosi- 


nofilia marcada y aumento manifiesto de IgE. El diagnostico se 
realize con la demostracion de anticuerpos sericos especiTicos 
contra Gnathostoma mediante el empleo de la tecnica de enzi- 
moinmunoanalisis. 


ANGIOESTRONGILIASIS 

La angioestrongiliasis esta causada por las larvas de los 
nematodes que en su estadio adulto viven en ratas como su 
huesped definitive. La enfermedad se presenta en los seres 
humanos en dos formas clmicas, de acuerdo con la especie: A. 
cantonensis, endemico de Tailandia, Tahiti y Taiwan entre otras 
regiones del sur del PaciTico, causa un smdrome de meningitis, 
pleocitosis eosinofila en LCR y eosinofilia en sangre periferica 
(conocida como meningitis eosinofflica). A. costaricensis, el 
parasito pulmonar de la rata, endemico sobre todo en Costa 
Rica, con casos tambien informados en Mexico y en America 
Central y del Sur, causa enfermedad abdominal, en especial en 
la parte distal del intestino delgado y el colon ascendente, los 
sitios de penetracion de las larvas en desarrollo. 

La hembra adulta produce huevos en el sitio de infeccion en 
el pulmon de la rata, que son deglutidos y eliminados por las 
heces. Las babosas, los caracoles de tierra y otros moluscos 
(con menor frecuencia tambien los langostinos de agua dulce, 
los cangrejos de tierra y las ranas) ingieren estos huevos y ac- 
tiian como huesped intermediary dentro de los cuales se desa- 
rrolla la larva infectante del tercer estadio. Los seres humanos 
adquieren la infeccion mediante la ingestion de alimentos, por 
lo general vegetales de hojas, contaminados con caracoles y 
babosas infectados. Tras la ingestion por los seres humanos, las 
larvas migran al cerebro y causan la meningitis eosinofflica. 
Los smtomas varfan desde cefalea leve, rigidez de cuello y 
debilidad hasta los smtomas tfpicos que incluyen nauseas, 
vomitos, erupcion cutanea pruriginosa y diversos smtomas 
neurologicos, como parestesias, paralisis del cuarto y el sexto 
par craneal e infecciones con gran cantidad de parasitos, coma 
y muerte. 

Witoonpanich y cols.^^' informaron dos casos mortales de 
tres pacientes infectados de una familia. Dos dfas despues de la 
ingestion de caracoles del genero Pila, aparecio una erupcion 
maculopapular generalizada y pruriginosa en los tres pacientes, 
seguida de mialgias, parestesia acentuada, fiebre y cefalea. Dos 
de los pacientes manifestaron debilidad en los miembros, 
retencion de orina y obnubilacion que progreso al coma con un 
desenlace mortal. La autopsia revelo trayectos y cavidades 
multiples con la presencia de A. cantonensis en el cerebro y en 
varies niveles de la medula espinal. 

En el huesped normal, la rata, los parasitos adultos de A. cos- 
taricensis ocupan las arterias y las arteriolas de la porcion ile¬ 
ocecal del intestino. Los huevos depositados en el tejido de la 
rata eclosionan y se eliminan por las heces. Las babosas tam¬ 
bien actuan como huespedes intermediarios y los seres huma¬ 
nos se infectan por la ingestion de alimentos contaminados por 
ellas. Las larvas penetran los tejidos en la porcion ileocecal del 
intestino humano, incluso el apendice, donde una combinacion 
de parasitos adultos y huevos depositados causa una reaccion in¬ 
flamatoria granulomatosa intensa que da por resultado la for- 
macion de una masa similar a un tumor. Hulbert y cols.*"^^ infor¬ 
maron dos casos de infecciones por A. costaricensis en ninos 
adquiridas dentro de los Estados Unidos. Un paciente presento 
smtomas sugestivos de apendicitis aguda; el otro, un posible 
divertfculo de Meckel. 

El diagndstico suele hacerse en pacientes de areas endemi- 
cas sobre la base de los smtomas descritos junto con el aumen- 
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to de eosinofilos en el liquido cefalorraquideo y la sangre peri- 
ferica. Las larvas o los parasitos adultos jovenes pueden aislar- 
se en el LCR. El aumento del titulo de anticuerpos por ELISA, 
en especial cuando se encuentra en suero y LCR, tambien 
puede ayudar al diagnostico.^®^ 

HIDATIDOSIS (ENFERMEDAD HIDATIDICA 0 EQUINOCOCOSIS) 

La hidatidosis es quizas una de las enfermedades parasitarias 
mas dificiles de comprender por las lesiones quisticas peculia- 
res que se forman cuando los estadios larvarios del parasito 
invaden las visceras. Pueden encontrarse dos especies con cier- 
ta morfologia y patrones de comportamiento algo diferentes: 
Echinococcus granulosus y Echinococcus multilocularis. Los 
seres humanos actuan como huespedes accidentales para ambas 
especies. El ciclo vital normal de E. granulosus abarca perros o 
zorros como huespedes definitivos, en cuyos intestinos residen 
las tenias adultas. Mi den cerca de 3-6 mm de longitud y tienen 
tres proglotides y un escolex armado con una doble corona de 
ganchos (lamina en color 22-1 IF). Las ovejas, las vacas o los 
cerdos actuan como huespedes intermediarios en los que se 
desarrolla la enfermedad quistica larvaria, descrita mas adelan- 
le. Echinococcus multilocularis difiere en que los huespedes 
definitivos son perros, zorros, lobos y gatos, mientras que los 
huespedes intermediarios son pequenos roedores, como ardillas 
y ratones de campo. Si los seres humanos se infectan, tambien 
son huespedes intermediarios que albergan la forma larvaria del 
parasito. El ciclo vital se ilustra en la figura 22-29. 

Los quistes de E. granulosus crecen con lentitud y suelen 
permanecer inactivos durante muchos afios. Solo en raras opor- 
tunidades se rompen, a veces en la via biliar y otras a traves de 
la capsula hepatica en la cavidad peritoneal. Si el quiste se 
rompe, ya sea de modo espontaneo o durante la cirugia, el peli- 
gro de muerte por shock anafilactico es elevado. En casi todos 
los organos pueden formarse lesiones quisticas metastasicas si 
el quiste primario se rompe. Si el material del quiste se dise- 
mina al revestimiento peritoneal puede haber una proliferacion 
masiva con invasion vascular y diseminacion a otros organos. 
En ocasiones, pueden hallarse quistes cerebrales. Los quistes 
de E. multilocularis crecen con mas rapidez, con invasion del 
parenquima hepatico que Simula un carcinoma. En la lamina en 
color 22-1 IB y C se ilustran ejemplos de quistes hidatidicos. 
Diagnostico de laboratorio, El diagnostico de laboratorio puede 
realizarse mediante la demostracion de los quistes hijos o las 
capsulas proligeras con protoescolices en el tejido extirpado 
por cirugia. El revestimiento intemo del quiste es la membrana 
germinativa de la cual se forman numerosos embriones hijos. 
Estas formas son estructuras polipoides diminutas (capsulas 
proligeras) que recubren la membrana reproductiva interna a 
partir de la cual se producen grandes cantidades de quistes 
hijos (arenilla hidatidica) (lamina en color 22-1 ID). Cuando 
los embriones se liberan de la membrana y flotan en el liquido 
dentro del quiste, se conocen como arenilla hidatidica (lami¬ 
na en color 22-1 IE). Si se examina con el microscopio, cada 
grano de arena es, de hecho, un embrion diminuto que repre- 
senta el comienzo de una tenia nueva completa, con el escolex 
invertido y el rostelo armado con ganchos (lamina en color 22- 
IIH). 

Varias tecnicas inmunodiagnosticas permiten confirmar el 
diagnostico clmico. En 1992 Gottstein'*^^ realize una revision 
global de los enfoques molecular e inmunologico para el diag¬ 
nostico de la enfermedad hidatidica. Casi todas las tecnicas 
inmunodiagnosticas implican la deteccion de anticuerpos espe- 
cificos para Echinococcus en el suero de pacientes en los que 


se sospecha la enfermedad mediante una diversidad de antige- 
nos crudos. El problema con los metodos que emplean este tipo 
de antigenos es la reactividad serologica cruzada de las pruebas 
para anticuerpos contra la hidatidosis con otras enfermedades 
parasitarias, cirrosis hepatica y colagenopatias. Los problemas 
con la reactividad cruzada se han mejorado de modo sustan- 
cial con el desarrollo de un antigeno seleccionado conocido 
como arco 5. En un estudio realizado por Schantz y 
McAuley,^^® se observe que un porcentaje elevado de personas 
positivas para el arco 5 con posterioridad albergaban quistes 
hidatidicos. Se demostro reactividad cruzada del antigeno del 
arco 5 en sueros de pacientes con cisticercosis; sin embargo, en 
estos cases el diagnostico diferencial se realiza por la clinica. 

Verastegui y cols.^^* brindan un analisis de inmunoelectro- 
transferencia ligado a enzima para el diagnostico de la enfer¬ 
medad hidatidica que sortea el problema de la reactividad cni- 
zada con la cisticercosis. El antigeno, preparado del liquido 
hidatidico bovine liofilizado, contiene tres bandas de 8, 16 y 21 
kDa, que reaccionan de modo cruzado en solo el 12,4% y el 
4%, respectivamente, de los sueros provenientes de pacientes 
con cisticercosis, una reduccion significativa respecto de la 
mayor parte de los metodos de ELISA. Los enzimoinmunoa- 
nalisis mas nuevos proveen sensibilidad y especificidad mayo- 
res del 90% para la deteccion de anticuerpos especificos contra 
Echinococcus. Mediante el procedimiento de ELISA, Poretti y 
cols.^^^ demostraron sensibilidad del 91% y especificidad del 
82% para detectar antigeno especifico de E. granulosus en el 
analisis directo de liquido de quiste, lo que provee una discri- 
minacion del 99% entre casos seropositivos de hidatidosis e 
infecciones parasitarias no causados por cestodos o procesos 
malignos. Helbig y cols.’^^ pudieron diferenciar entre enferme¬ 
dad quistica y alveolar con un analisis que utiliza antigenos lar¬ 
varios recombinantes que resultaron mas especificos que las 
imagenes radiologicas. La evolucion de la PCR junto con la 
produccion de sondas de DNA especificas resultan muy pro- 
misorias en el diagnostico de la hidatidosis, en especial en la 
deteccion del antigeno especifico en material de biopsia obte- 
nido con aguja fina de las lesiones sospechosas.*®^ 

ESPECIES DE MULTICEPS- CENUROSIS 

La cenurosis es otra enfermedad humana relacionada con 
una tenia del perro, un cestodo del genero Multiceps, en el que 
los huespedes intermediarios normales son los ovinos, los 
bovinos, los equinos y otros animales herbivoros. Los seres 
humanos se infectan mediante la ingestion de alimentos o agua 
contaminados con heces de perro que contienen huevos de 
Multiceps; en ellos, la enfermedad afecta sobre todo el sistema 
nervioso central, donde las larvas que migran evolucionan a 
quistes similares a los de la hidatidosis conocidos como cenu- 
ros, de los que difieren por presentar multiples escolices pero 
sin capsulas proligeras ni quistes hijos. Los sintomas suelen ser 
los de una lesion ocupante y consisten en cefalea, vomitos y 
sintomas neurologicos localizados, como hemiplejia, paraple- 
jia, afasia y convulsiones. La aracnoiditis basal que conduce al 
sindrome de la fosa posterior y la hidrocefalia interna tambien 
son sintomas de presentacion. El diagnostico suele realizarse 
tras la extirpacion quirurgica del quiste y el reconocimiento 
histologico de los cenuros. 

ESPARGANOSIS: SPIROMETBA MANSONOIDES 

Los perros y los gatos actuan como los huespedes definitivos 
para diversas especies de tenias difilobotroides pertenecientes 
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CICLO VITAL DE Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis 



Figura 22-29 Ciclo vital de Echinococcus granulosus. Los huevos, ya sean solos o dentro de los progldtides, que se asemejan a los de las especies de Taenia, se 
eliminan por las heces del perro y se embrionan en el suelo. En circunstancias normales estos huevos son ingeridos por los huespedes intermediarios naturales (ovi- 
nos, bovinos o porcinos) o por roedores pequenos mencionados en el texto en el caso de E. multilocularis. En el intestino de los huespedes intermediarios los hue¬ 
vos eclosionan y liberan el embrion hexacanto, que por medio de sus ganchos atraviesan la pared del intestino e ingresan en la circulacion. 

Los embriones circulantes son retenidos en los capilares de diversos organos, por lo general el higado, ya que es el primer organo en drenar la sangre mesenteri- 
ca. Echinococcus granulosus produce un quiste unico con multiples capas a partir de las cuales pueden formarse pequenos quistes denominados vesiculas (lamina 
en color 22-1 IB). Los quistes de E. multilocularis, como su nombre lo indica, presentan numerosas cavidades. En algunos casos pueden verse quisles multiples de 
hasta 5 cm de diametro, que se asemejan a lo que Aristoteles denomino granizo (lamina en color 22-1 iC). Los seres humanos tambien pueden convertirse en hues- 
ped intermediario por la ingestion de huevos de Echinococcus, cuyas larvas tambien pueden migrar a varios organos, en especial higado, pulmon y cerebro, y madu- 
ran en lesiones cisticercoides. El ciclo vital se completa cuando un perro, zorro u otro camivoro relacionado, come visceras infectadas del huesped intermediario. 


al genero Spirometra. Los huevos de este parasito con elimina- 
dos por las heces de perros o gatos al agua dulce donde eclo¬ 
sionan y son ingeridos por crustaceos diminutos del genero 
Cyclops, dentro de los cuales evolucionan a larvas procercoi- 
des. A su vez, estas maduran en la came de un segundo hues¬ 
ped intermediario (peces, serpientes, ranas) que se alimentan 
de Cyclops como larvas plerocercoides. cada una de las cuales 
recibe el nombre de espargano, Los seres humanos se infectan 
ya sea por la ingestion de Cyclops infectado, por comer la 
came cruda infectada del segundo huesped intermediario o por 


la practica de ciertas culturas de aplicar pescados crudos a la 
piel, los ojos o la vagina para curar otras enfermedades. Una 
vez ingeridos, los esparganos penetran la pared intestinal e 
ingresan en la circulacion. 

Casi todas las lesiones en los seres humanos son subcuta- 
neas, donde se forman nodulos edematosos de crecimiento 
lento, dolorosos y rojos. El diagnostico definitivo se realiza 
solo despues de extirpar el espargano e identificar el parasito 
bianco delgado y delicado que mide 60-80 x 1-2 mm de ancho. 
Esparaganos aberrantes se han observado en la parte externa 
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del ojo, donde la tumefaccidn edematosa del parpado Simula el 
signo de Romana (enfeimedad de Chagas); en los vasos linfa- 
licos, donde causan tumefacciones similares a la elefantiasis, y 
en el cerebro, en la forma de abscesos cerebrales. 


Diagnostico serologico de las infecciones parasitarias 

El enfoque serologico de la evaluacion de las enfermedades 
parasitarias es mas aplicable cuando para establecer el diag¬ 
nostico se requieren tecnicas invasivas distintas del examen 
habitual de sangre, heces u otros liquidos corporales. For ejem- 
plo, las formas parasitarias infectantes de toxoplasmosis, ame¬ 
biasis extraintestinal, triquinosis y cisticercosis a menudo se 
alojan en la profundidad de tejidos y organos, y para confirmar 
el diagnostico se necesitan biopsias por aspiracion con aguja 
fina o a cielo abierto. En estos casos, el diagnostico serologico 
puede ser posible si se consideran probables problemas, como 
lo deteimina Garcia:^^ 

1. Ciertos parasitos que pasan a traves de varias fases del desa- 
rrollo pueden no proporcionar estimulos antigenicos cons- 
tantes o continues suficientes para desencadenar la forma- 
cion de anticuerpos. 

2. En casos especificos pueden faltar las respuestas de anti¬ 
cuerpos, ya sea porque hay un estimulo antigenico limitado 
o porque no esta presente en el sistema de prueba. 

3. Los antigenos utilizados en los estudios a menudo son mez- 
clas heterog^neas o extractos de formas parasitarias mal 
defmidos. Estas preparaciones antigenicas pueden mostrar 
reactividad cruzada o sensibilidad inadecuada, lo que difi- 
culta la interprelacion. 

4. Los pacientes que viven en areas endemicas pueden tener 
titulos de anticuerpos basales mds elevados que los de areas 
no endemicas; por lo tanto, si es posible, deben determinar- 
se los cambios del tftulo. 

5. Los equipos de prueba fiables para el uso diagnostico gene¬ 
ral a menudo no los proveen fuentes comerciales. Aun 
cuando esten disponibles, la incidencia de la enfermedad 
parasitaria suele ser tan baja en la mayoria de los laborato- 
rios que los reactivos se vencen sin ser utilizados. Adem^s, 
estas pruebas pueden ser efectuadas por personal de labo- 
ratorio que solo pocas veces se siente capacitado para inter- 
pretarlas. 

Varias de las aplicaciones de la deteccion de anticuerpos y 
antigenos proporcionadas en la revision de Garcia estan refle- 
jadas en este libro en secciones cortas incluidas dentro de la 
descripcion de cada parasito. Hemos elegido incluirlas en cada 
seccion en lugar de hacer una presentacion unica aqui. Muchos 
de los detalles de los diversos metodos empleados en la actua- 
lidad en los laboratorios de investigacion exceden el alcance de 
este texto. Como el volumen de enfermedades parasitarias 
encontradas en la mayoria de los ambitos de la practica en los 
Estados Unidos es bajo o inexistente, la realizacion de las prue¬ 
bas serologicas es poco practica en los laboratorios de micro- 
biologia diagnostica. En la mayoria de los casos, las muestras 
se envian a los laboratorios de referenda local y regional, 
incluso a los diversos laboratorios de salud publica estatal. 
Cada laboratorio de la referenda tendra en funcionamiento t^c- 
nicas consagradas por la tradiddn y otras mds nuevas que son 
exclusivas para ese laboratorio y es necesario consultar para 
informarse sobre cudl es su aplicacion y los tipos de muestras 
requeridas que correspondan. Los procedimientos para la 


Recuadro 22-7 Pruebas serologicas realizadas en los 

Centers for Disease Control 

Enfermedad 

Prueba 

Titulos diagnosticos 

Tripanosomiasis africana 

IFA 

^ 1:16 

Amebiasis 

IHA 

^ 1:256 

Ascariasis 

ELISA 

^ 1:32 

Enfermedad de Chagas 

FC, IHA 

^ 1:8; 1:64 

Cisticercosis 

IHA 

^ 1:64 

Hidatidosis 

IHA 

1:256 

FascioJiasis 

IHA 

1:128 

Filariasis 

IHA 

S 1:128 

Leishmaniasis 

IFl 

^ 1:16 

Paludismo 

in 

^ 1:64 

Paragonimiasis 

FC 

^ 1:8 

Neumocistosis 

IFl 

^ 1:16 

Esquistosomiasis 

in 

> 1:16 

Estrongiloidiasis 

IHA 

^ 1:64 

Toxocariasis 

ELISA 

i 1:32 

Toxoplasmosis 

in, IFI-IgM 

> 1:256; 1:16 

Triquinosis 

Hoc. de la bentonita 

^ 1:16 


deteccion de antigenos y anticuerpos para las enfermedades 
parasitarias mas frecuentes pueden encontrarse en el capitulo 
22 de la edicion actual del texto de Garcia.^^ El recuadro 22-7 
es la lista de las pruebas serologicas realizadas en los CDC para 
diversas enfermedades parasitarias, junto con los titulos consi- 
derados importantes desde el punto de vista diagndstico, como 
lo publicaron originalmente Walls y Smith,^^'' 

La mayoria de los adelantos en el diagnostico de la parasito- 
logia clmica en los ultimos cinco anos implican la introduccion 
de tecnicas serologicas nuevas para la deteccidn de anticuerpos 
y antigenos en sangre y otros liquidos y secreciones. Los enzi- 
moinmunoanalisis (EIA), las pruebas de inhibicion de la hema- 
glutinacion indirecta (IHA), las pruebas de inmunofluorescencia 
indirecta y directa, y la fijacion del complemento constituyen 
el espectro de los procedimientos utilizados en los laboratorios 
de parasitologia clmica y de referencia. La aplicacidn de la bio- 
logia molecular en el diagndstico parasitologico o el uso de la 
cita corta de Persing^®* “desde las trincheras a la mesa de tra- 
bajo”, es una evolucion atractiva que surge de los laboratorios 
de investigacion. 

Sin embargo, como lo senala Weiss,^*^ el entusiasmo debe 
ser atenuado por ciertas realidades. Varias de las pruebas mole- 
culares nuevas para el diagndstico de enfermedades parasita¬ 
rias se han incluido en este libro como segmentos cortos en las 
secciones sobre diagndstico de laboratorio de los diversos para¬ 
sitos descritos antes. Estas citas se centran en el trabajo que se 
estan realizando en laboratorios de investigacidn; sin embargo, 
como lo senala ese autor, muy pocas de estas tecnicas han sido 
sometidas a estudios de campo o a evaluaciones clinicas en 
gran escala. Las aplicaciones practicas de la PCR pueden citar- 
se como ejemplo. Esta tecnica proporciona un gran aumento en 
la sensibilidad y especificidad de los estudios con sondas de 
DNA, lo que resulta del aumento de senales producidas por las 
miles de replicaciones de determinadas secuencias repetitivas 
de DNA especificas de especie. Esto brinda la posibilidad de 
identificar de manera rdpida y directa determinados antigenos 
en muy bajas concentraciones o en cantidades infimas en 
muestras clmicas. No obstante, en la actualidad la PCR s61o 
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Cuadro 22-1 

Farmacos utilizados con frecuencia en el tratamiento de las infecciones parasitarias 

FARMACO 

TIPODEAGENTE 

mododeacci6n 

COMENTARIOS 

Anfotericina B 

Macrolido polienico 

Aumenta la permeabilidad de la membrana celular, 
lo que conduce a una p6rdida por fuga, primero de 
iones y luego de otros componentes celulares. La 
union se efectua por los esteroles de la membrana 

Las celulas de mamiferos tambien pueden ser 
afectadas con varios efectos colaterales. 

Utilizada en el tratamiento de infecciones por 
especies de Acanthamoeba y en casos avanza- 
dos de leishmaniasis mucocutaneas 

Cloroquina 

4 amino quinolina (quinina) 

La concentracion del farmaco alcanzada en los eri- 
trocitos parasitados por paludismo es varios cien- 
tos de veces mayor que en los eritrocitos norma- 
les. El farmaco se une a la ferriprotoporfirina IX 
(FP), un producto de degradacion de la he- 
moglobina presente en la vacuola alimentaha del 
par^ito. El complejo cloroquina-FP produce la 
lisis del parasito. 

El pilar del tratamiento antipaludico durante dos 
decadas. En cepas de R falciparum que pue¬ 
den secuestrar algo de FP puede haber farma- 
corresistencia, de modo que no se une a la clo¬ 
roquina. Este farmaco no es curativo para R 
vivax 

Emetina 

Alcaloide (cicloheximida) 

Directamente letal para los trofozoitos de E. histoly¬ 
tica al causar cambios degenerativos en ellos. El 
farmaco interrumpe la division celular porque 
inhibe de manera irreversible la sfntesis de protei- 
nas al imped!r el movimiento del mRNA a lo 
largo de la subunidad ribosomica 60S 

Utilizada en el tratamiento de diversas amebiasis 
intestinales o en abscesos hepaticos amebianos 
como altemativa al metronidazol 

Tambien afecta las celulas de mamiferos y pro¬ 
duce graves efectos colaterales, lo que limita 
su uso terapeutico 

Dietilcarbamazina 

Derivado de piperazina (dos 
nitrogenos en un anillo 
benceno) 

Se considera que el farmaco altera las propiedades 
de superficie y la movilizacion de las microfilarias 
y determina que abandonen la circulacion a traves 
de un efecto neuromuscular especifico. Las micro¬ 
filarias quedan atrapadas en el hfgado y suffen 
fagocitosis 

Utilizada sobre todo en el tratamiento de las 
infecciones por filarias. El farmaco presenta 
buena absorcion, alcanza las concentraciones 
sericas maximas en el transcurso de las 3 horas 
y se distribuye ampliamente por el cuerpo 

Ivermectina 

Un 22,23 dihidroderivado 
de avermectina B, un 
complejo lactonico macro- 
ciclico producido por 
Streptomyces avermitilis 

El farmaco actua sobre los receptores para el acido 
gamma-aminobutmco (GABA) en la musculatura 
del parasito. Se estimulan las neuronas inhibidoras 
que causan la liberacion de GABA desde las ter- 
minales presinapticas, en esencia mediante el blo- 
queo de la transmision de la senal desde las termi- 
naciones a las neuronas excitadoras. El efecto es 
la perdida de la actividad locomotora del parasito, 
lo que hace a los par^itos normalmente moviles 
muy susceptibles a las diversas defensas del 
huesped 

El farmaco tiene un amplio espectro de actividad 
contra los nematodos, pero no tiene accion 
sobre los trematodos y las tenias. Se utilizo de 
manera eficaz contra la oncocercosis, la larva 
migrans cutanea y visceral, Angiostrongylus 
meningitis y diversas infecciones gastrointesti- 
nales por nematodos 

Mebendazol 

Benzimidazol-bencina + 

estrucnira de cinco ani- 
llos, que incluye tres 
moleculas de caibono y 
dos de nitrogeno 

Inhibicion selectiva de la captacion de glucosa en 
los nematodos y cestodos, lo que conduce a un 
aumento de la utilizacion de glucogeno del parasi¬ 
to; por consiguiente, los parasites quedan privados 
de sus fuentes principales de energia. Bajo la 
accion del farmaco, el parasito se inmoviliza y se 
interrumpe in vitro el desarrollo larvario 

El mebendazol es active contra nematodos y se 
utiliza sobre todo para el tratamiento de trico- 
cefalosis, ascariasis, uncinariasis y estrongiloi- 
diasis. El farmaco presenta una absorcion 
minima por el tubo digestive, por lo tanto, es 
mas eficaz para el tratamiento de los pardsitos 
intraintestinales 

Melarsoprol 

Arsenical (un derivado 
dimercaprol del oxido de 
p-melaminilfenilarsonato 
sodico [melarsen]) 

Los arsendxidos se adhieren a los tripanosomas por 
enlaces covalentes; los grupos que contienen azu- 
ffe en el arsendxido ejercen un efecto letal 
mediante el bloqueo de grupos enzimaticos gluco- 
liticos esenciales biologicamente activos. 

Los arsenicales reaccionan con los grupos sulfhi- 
drilos, lo que inactiva diversas enzimas sintetiza- 
das por el parasito para la glucolisis 

Utilizado en el tratamiento de la tripanosomiasis. 

El farmaco ingresa en las celulas del pardsito 
con m^s rapidez que en las celulas humanas y, 
por lo tanto, es mds tdxico para el peu^sito. 
Atraviesa la barrera hematoencefalica e ingre¬ 
sa en el liquido cefalorraquideo, por lo que es 
muy eficaz para el tratamiento de la infeccidn 
del SNC 


(Continua) 
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Cuadro 22-1 Farmacos utilizados con frecuencia en el tratamiento de las infecciones parasitarias (cont.) 

FARMACO 

TIPODEAGENTE 

MODO DE ACCION 

COMENTARIOS 

Metronidazol 

5-nitroimidazol 

El metronidazol se metaboliza en derivados, incluso 
radicales superoxidos, que interfieren en ei meta- 
bolismo del DNA de los parasitos, causan amplias 
roturas en las cadenas de DNA e interrumpen la 
estructura helicoidal. Por esto se altera la smtesis 
proteica del parasito 

Utilizado para el tratamiento de la amebiasis inva- 
siva y tambien para infecciones por 

Trichomonas vaginalis y Giardia lamblia 

Dado que solo el 10% del f^maco se une a las 
protemas sericas, alcanza concentraciones eleva- 
das en los tejidos, incluso pulmon, bilis, hueso, 
higado y cerebro, que exceden las concentracio¬ 
nes requeridas para inhibir los organismos con¬ 
tra los cuales es activo 

Niclosamida 

Derivado de pirazinoiso- 
quinolina heterociclica 

Se interrumpe la fosforilacion oxidativa de las mito- 
condrias de los cestodos. El efecto sobre los para¬ 
sitos adultos maduros es letal, ya que en ciertas 
especies induce la paralisis muscular completa. El 
farmaco induce el desprendimiento de los escoli- 
ces y los parasitos se desintegran antes de ser eli- 
minados por las heces 

La niclosamida es un fdrmaco altemativo para el 
tratamiento de las tenias. Para el tratamiento de 
los parasitos Hymenolepsis la administracion 
aumenta a 5 dias porque las oncosferas evolu- 
cionan en las vellosidades yeyunales y las larvas 
cisticercoides emergen en la luz intestinal cerca 
de 4 dias mas tarde 

Praziquantel (pirazi- 
noquinolina) 

Derivado de 8-amino- 
quinolina 

El farmaco actiia al aumentar la permeabilidad de la 
membrana al calcio, lo que causa contracciones y 
paralisis de la musculatura de los parasitos. Los 
efectos neuromusculares aumentan la movilidad y 
la paralisis espastica, lo que causa el desprendi¬ 
miento y la desintegracion de los parasitos en el 
intestino 

Utilizado para el tratamiento de la esquistosomia- 
sis, la cisticercosis, las infecciones por tenias y 
los trematodos hepaticos, pulmonares e intesti- 
nales. El farmaco alcanza excelentes niveles 
terapeuticos en el higado, la bilis y los tejidos 
musculares y como atraviesa la barrera hemato- 
encefalica, tambien en el liquido cefalorraquideo 

Primaquina 

Pirimidina tetraedrica 

El farmaco es gameticida y esquizonticida para 
todas las especies de paludismo humano. Se des- 
conoce su mecanismo de accion, aunque lo mas 
probable es que inhiba la smtesis de DNA 

La primaquina es un mal esquizonticida sangui- 
neo, pero es eficaz contra los hipnozoitos exoe- 
ritrociticos. Por consiguiente, es eficaz para evi- 
tar las recidivas por P. vivax y P. ovale. La cura- 
cion radical del paludismo puede lograrse por 
una combinacion de cloroquina y primaquina 

Pamoato de pirantelo 

Acido sulfonico de nafti- 
lamina, un colorante 
polianionico 

El pirantelo (y sus analogos) actua como un antago- 
nista colinergico y causa la despolarizacion de las 
celulas musculares dentro del parasito que produ- 
cen contracciones irreversibles 

Utilizado sobre todo para el tratamiento de infec¬ 
ciones con ascaris, uncinarias, oxiuros y 
Trichostrongylus. El farmaco es insoluble en 
agua y se absorbe mal por el tubo digestivo, por 
lo que tienen escasa toxicidad 

Suramina 


El farmaco inhibe la glicerol 3-fosfato oxidasa y la 
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, que impide la 
reoxidacion del nicotinamida-adenina dinucleoti- 
do y disminuye la smtesis de adenosintrifosfato. 
Esta interrupcion del metabolismo es letal para el 
parasito 

El farmaco se distribuye ampliamente por el cuer- 
po, porque tiene gran avidez por las protemas de 
union del suero, no atraviesa la barrera hemato- 
encefalica. El farmaco se utiliza para el trata¬ 
miento de la tripanosomiasis temprana; sin 
embargo, como no ingresa en el sistema nervio- 
so central, no es eficaz para el tratamiento de la 
enfermedad progresiva del SNC 

Tiabendazol 

Benzimidazol 

Mecanismo de accion desconocido 

El farmaco se adapta bien para el tratamiento de 
la infeccion diseminada por Strongyloides y 
todas las formas larvarias que causan larva 
migrans visceral y cutanea. La mayor parte del 
f^maco absorbido se metaboliza en el higado y 
se excreta como metabolitos por la orina 

Estibogluconato 
de sodio 

Un compuesto que con- 
tiene antimonio 

Se considera que el f^maco actua sobre las enzimas 
que contienen sulfhidrilo sodico dentro del parasi¬ 
to, lo que disminuye el flujo de glucosa en el ciclo 
del acido tricarboxflico y causa la acumulacion de 
subproductos glucolfticos que son toxicos para los 
amastigotos en desarrollo 

Utilizado sobre todo para el tratamiento de la 
leishmaniasis. A las 2 horas de la administracion 

intramuscular o intravenosa se alcanza la con- 
centracion maxima en suero y mas del 90% del 
farmaco se excreta en 8 horas. Sin embargo, se 
acumula de modo gradual en los tejidos, lo que 
explica la necesidad de ciclos prolongados de 
tratamiento 
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esta al alcance de muy pocos laboratorios de diagnostico por- 
que es muy costosa y por la gran exigencia tecnica del metodo. 

Debe destinarse una instalacion separada del laboratorio y 
tener gran cuidado en el manejo de las muestras a fin de evitar 
la contaminacion con DNA extrano. Los costos elevados, la 
necesidad de una capacitacion especial del personal y los 
requerimientos de equipos y reactivos especiales impediran el 
uso amplio de la PCR en paises en vias del desarrollo. Aun asi 
esta mas cerca que lejos el dia en que los metodos de amplifi- 
cacion se conviertan en procedimientos estandares en muchos 
de los laboratorios clmicos. Estas tecnicas de diagnostico 
directo no solo ayudaran al diagnostico temprano de las enfer- 
medades parasitarias en los seres humanos, sino que tambien 
proporcionaran la oportunidad de estudiar los vectores que 
albergan parasites, lo que conducira a la prevencion de enfer- 
medades parasitarias a traves del control mas eficaz del vector. 
La automatizacion, las leyes de mercado, la especializacion 
tecnica y la necesidad de acortar el tiempo del procesamiento 
para establecer un diagnostico de enfermedad parasitaria con- 
tribuiran a llevar la biologia molecular “a las mesas de trabajo”. 


Farmacos utilizados con frecuencia en el tratamiento 
de las enfermedades parasitarias 

La farmacoterapia de las enfermedades parasitarias esta diri- 
gida a suprimir la capacidad invasiva de los parasites. Las in- 
fecciones que suceden sobre todo dentro del aparato digestive 
se tratan mejor con compuestos que no se absorben bien, lo que 
produce concentraciones elevadas del principle active en la luz 
intestinal. Los agentes que se absorben bien y alcanzan con¬ 
centraciones elevadas en suero y tejidos son los requeridos para 
el tratamiento de las enfermedades parasitarias invasivas, en 
especial las formas larvarias. En algunos cases de amebiasis 
extraintestinal, puede requerirse la combinacion con un farma- 
co no absorbible para tratar los organ!smos restantes en el 
intestine. Muchos parasites existen en la forma quistica, en la 
cual los farmacos tienen dificultad de penetrar, lo que conduce 
a una probable reactivacion posterior de la infeccion. Un ejem- 
plo excelente lo constituyen las formas enquistadas e inactivas 
de Toxoplasma gondii, las que son resistentes a los farmacos y 
propensas a reactivarse cuando se pierde la inmunidad, en 
especial en los pacientes con SIDA, que raras veces se curan. 

En el cuadro 22-1 se resume el mode de accion y otros atri- 
butos de los farmacos antiparasitarios utilizados con mayor fre¬ 
cuencia. Para una revision completa de todos los farmacos 
actuales, incluso los mas recomendados y las dosis por utilizar 
para la mayoria de las enfermedades parasitarias humanas, 
veanse el capitulo 25 del libro de Garcia^^ y la publicacion de 
Moore. 
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Introduccion 

El diagnostico virologico es un agregado reciente a los ser- 
vicios ofrecidos por los laboratorios de microbiologia clmica. 
Se ban recorrido tres etapas bien definidas a medida que los 
laboratoristas ban proporcionado datos objetivos a los medicos 
para evaluar a los pacientes con infecciones virales. 

Resena historica 

La primera etapa de interes historico abarca los anos duran¬ 
te los cuales se establecio la existencia de infecciones por par- 
ticulas submicroscopicas. Durante mucbas decadas despues de 
que Carlos Finlay adelantara la bipotesis de que la fiebre ama- 
rilla era transmitida por la picadura de un mosquito, los linicos 
medios disponibles para el aislamiento de agentes virales eran 
la inoculacion de animales o huevos embrionados. Los buevos 
embrionados de gallina todavia se inoculan para la vigilancia 
de las infecciones causadas por el virus de la influenza A si no 
se cuenta con cultivos celulares. Los nuevos agentes continuan 
siendo descubiertos solo por el uso de primates no humanos 
(kuru y virus de Creutzfeldt-Jakob)^”^^ e incluso voluntarios 
bumanos (agente Norwalk de la gastroenteritis infecciosa).^^^ 

Evolucion de las tecnicas de cultivos celulares 

El siguiente gran adelanto en virologia diagnostica fue pro¬ 
porcionado por Enders y cols., quienes demostraron que el 
virus que causaba la poliomielitis podia ser aislado en celulas 
de origen no neurologico in vitro.En las decadas de 1950 y 
1960 bubo una rapida expansion del conocimiento de las carac- 
teristicas clmicas, la epidemiologia y el diagnostico de las 
infecciones virales comunes, proporcionado en su mayoria por 
la utilizacion masiva de los cultivos celulares. Los esfuerzos 
diagnosticos, que constituyeron parte integral de los estudios 
clmicos, fueron incorporados a los planes de los laboratorios de 
investigacion estatales y universitarios. El elevado costo de la 


identificacion definitiva de los aislamientos, la ausencia de una 
terapeutica antiviral eficaz y la escasez de instalaciones para 
cultivos de tejidos se combinaron para limitar la incorporacion 
de estas pruebas al laboratorio de microbiologia clmica. Levine 
ba presentado una descripcion mas detallada del desarrollo bis- 
torico de la virologia. 

Evolucion de los servicios de diagnostico virologico 

El primer paso fue la incorporacion de servicios de diagnos¬ 
tico en los laboratorios de microbiologia clinica, mucbos de los 
cuales ya babian limitado sus servicios a la bacteriologia 
(incluida la micobacteriologia), la micologia y la parasitologia. 
En el recuadro 23-1 se resumen algunos de los factores que 
facilitaron y estimularon esta transferencia de los laboratorios 
de investigacion de un departamento clinico a los laborato¬ 
rios de diagnostico, ubicados casi siempre en un departamento 
de anatomia patologica o de microbiologia. En las ediciones 
anteriores de este libro puede consultarse una exposicion mas 
detallada de esta transicion. 

La complejidad y la modernizacion del diagnostico virologi¬ 
co tradicional hicieron que la mayoria de los laboratorios clini- 
cos capaces de asumir este desafio se encontraran en centros 
medicos importantes, mucbos de los cuales estaban asociados 
con centros academicos. En la decada pasada, el ritmo de desa¬ 
rrollo tecnologico se ba acelerado, de modo que ciertas pruebas 
de diagnostico virologico pudieron introducirse en los hospita- 
les de la comunidad. En el recuadro 23-1 se resumen algunos 
de los desarrollos que favorecieron la concentracion adicio- 
nal de servicios de diagnostico en los laboratorios clinicos, ya 
sea de bospitales o privados. Ademas de los problemas cienti- 
ficos, un determinante sustancial fue la promulgacion y entra- 
da en vigor de las CLIA ’88 (Enmiendas para la mejora del 
laboratorio clinico, 1988), el primer proyecto importante acer- 
ca de la vigilancia de laboratorios desde la Ley de mejora de 
laboratorios clinicos de 1967 (CLIA ’67). Los numerosos 
requisitos para el personal y la realizacion de las pruebas eran 


Recuadro 23-1 Algunos factores que facilitan la remision de un laboratorio de investigacion a un laboratorio de 
diagnostico 


Factores que promueven la remision de pruebas al laboratorio cimico Desarrollos recientes en virologia diagnostica 


Aparicion de cuadros clinicos en los que el diagnostico viral es esencial; por 
ejemplo, herpes simple en las mujeres embarazadas. 

Desarrollo de terapeutica antiviral. 

Disponibilidad de fuentes comerciales fiables de celulas de mamifero para 
cultivo. 

Aplicacion de la tecnica de anticuerpos monoclonales al diagnostico, con 
disponibilidad comercial de reactivos fiables. 

Posibilidad de un diagnostico mas rapido por la aplicacion de las tecnicas de 
anticuerpos monoclonales y de amplificacion por centrifugacidn {shell 
vial). 

Aplicacion de enzimoinmunoanalisis para el diagnostico directo. 

Reglamentacion de los laboratorios de hospital segiin la CLIA '67. 

Apoyo para la epidemiologia de salud publica de las enfermedades 
transmisibles. 


Frecuencia creciente de cuadros clmicos que dependen del diagndstico viral: 
por ejemplo, aumento de la capacidad en virologia de la inmunodeficien- 
cia hum ana, control de infecciones en los receptores de trasplantes. 

Aumento del numero de enfermedades para las que es posible la terapeutica 
antiviral, incluso la terapia de combinacion. 

Fuentes comerciales de c61ulas sobre cubreobjetos para cultivos en frascos 
ampolla; desarrollo de mezclas de celulas. 

Desplazamiento de la tecnica de amplificacion de acidos nucleicos del labo¬ 
ratorio de investigacion a la clinica; disponibilidad comercial de sistemas o 
reactivos validados para la amplificacion. 

Introduccion del diagnostico sumamente rapido por la aplicacion de la PCR 
en tiempo real a la deteccion de agentes en muestras clmicas. 

Desarrollo de inmunoanalisis sobre membranas, que pueden realizarse en 
forma rapida y sencilla. 

Extension de la reglamentacion a todos los laboratorios, incluso los consul- 
torios medicos, segun la CLIA ‘88. 

Apoyo a la investigacion de amenazas bioterroristas. 
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Recuadro 23-2 Niveles de servicios de diagnostico 

Nivel 1 No presta ningiin servicio de virologia. Las muestras se obtienen para el traslado a un laboratorio de referencia. 

Nivel 2 Se realizan procedimientos virologicos limitados. Estos laboratories pueden o no tener la capacidad para detectar antigenos virales o de clami- 

dias en las secreciones y Hquidos corporales. Estos laboratorios pueden o no tener la capacidad de sembrar muestras en cultivo de tejidos para 
el traslado a los laboratorios de referencia. 

Nivel 3 Estos laboratorios pueden aislar determinados grupos virales que se desarrollan en los cultivos celulares normalmente usados. Tambien pueden 
realizar la identificacion limitada de determinados agentes para los que existen en el comercio sistemas de transporte, de aislamiento celular y 
de confirmacion simple inmunologica, y envian otros aislamientos a los laboratorios de referencia. 

Nivel 4 Estos laboratorios deben disponer de personal con un grade alto de especializacion en virologia, que pueda aislar todos los grupos virales 
comunes y realizar las identificaciones clmicamente pertinentes. 

Nivel 5 Laboratorios con capacidad para realizar las pruebas de amplificacion molecular complejas, incluso la ampliticacion en tiempo real. 


familiares para la mayoria de los laboratorios clmicos, pero 
extranos (y muy mal recibidos) para gran parte de los laborato¬ 
rios de investigacion, y casi fuera del alcance de los laboratorios 
de los consultorios medicos. 

Niveles de servicio 

Cada director o supervisor de laboratorio debe decidir el 
nivel de servicios conveniente para las necesidades clmicas 
locales. Es mucho mejor limitar los alcances del esfuerzo a las 
pruebas que puedan realizarse con alta eficiencia que intentar 
una cobertura amplia cuando los recursos son insuficientes. 
Pueden determinarse diferentes niveles posibles de servicio, 
que se enumeran en el recuadro 23-2. 

La mayoria de los laboratorios de los hospitales pequenos 
probablemente caen dentro de los niveles 1 o 2,*^^'’ en tanto que 
los laboratorios de hospitales comunitarios grandes y los labo¬ 
ratorios universitarios pueden ofrecer servicios de nivel 3, 4 o 
5. Estos hospitales tienen may ores probabilidades de atender a 
pacientes que necesiten servicios de virologia integrales. Es 
posible utilizar dichos laboratorios como recursos de diagnos¬ 
tico regional. 


Taxonomia y nomenclatura 

La taxonomia es la ciencia de clasificacion sistematica que 
usa reglas y principios generales; el termino se emplea con 
mayor frecuencia para el estudio de los seres vivos. La nomen¬ 
clatura es la actividad de atribuir nombres a los sujetos taxono- 
micos. 

Muchas infecciones virales, como la gripe, la varicela, el 
sarampion y la hepatitis, se caracterizaron perfectamente desde 
el punto de vista clinico mucho antes de que se descubriera el 
agente etiologico. Una vez aislado, se adjudico al virus el nom- 
bre del correspondiente cuadro clinico. En un intento de poner 
orden en el esquema de clasificacion, los taxonomistas han uti- 
lizado los modemos conocimientos de estructura viral y com- 
posicion antigenica para construir una clasificacion sistemati¬ 
ca. Los ordenes, las familias y los generos tienen raiz latina, 
pero el concepto de especie ha sido mas dificil para los virolo- 
gos.56,491 ^ menudo, se utilizan los nombres vernaculos como 
designacion de especie. 

El Comite Internacional de Taxonomia de Virus (Interna¬ 
tional Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) ha propues- 


to el Sistema Universal de Taxonomia Viral ICTV. En el recua¬ 
dro 23-3 se resumen las convenciones de nomenclatura viral. 
Los nombres jerarquicos se escriben en bastardilla y pueden 
ser precedidos por el taxon, que no se escribe en bastardilla. 
En el caso del nombre de las especies, nos encontramos con la 
situacion peculiar de que las mismas palabras pueden ponerse 
en bastardilla o no, segiin formen parte de una designacion 
taxonomica o se usen como nombre vernaculo. La designacion 
taxonomica solo debe utilizarse una vez en una publicacion cien- 
tifica. Por ejemplo, una descripcion podria referirse al virus del 
sarampion (virus del sarampion, genero Morbilliviriis, familia 
Paramixoviridae), Si bien en este momento este enfoque de la 
taxonomia y de la nomenclatura parece tener preferencia, el 
tema no se ha resuelto enforma definitiva. 

Gran parte de la taxonomia viral deriva del conocimiento 
detallado de la estructura de los virus. Estos se encuentran entre 
los mas pequenos agentes infecciosos (fig. 23-1). Los poxvirus, 
que son los miembros mas grandes de la familia de los virus 
y que tienen un tamaho similar a las bacterias mas pequenas, 
estan cerca del limite de resolucion del microscopio optico; para 
los otros virus se necesita un microscopio electronico. 

Casi sin excepcion, los virus contienen DNA o RNA, pero 
no ambos. El centro de cualquier particula viral, el core de 
nucleoproteina, contiene acido nucleico espiralado y protei- 
na.^^^ Alrededor del core se encuentra una cubierta protectora 
compuesta por unidades repetitivas denominadas capsomeros, 
que en su conjunto forman la capside. Junto con la nucleopro- 
tema, se completa la nucleocapside. La arquitectura de la 
mayoria de los virus tiene una simetria que puede ser helicoi- 
dal, similar a la de los acidos nucleicos, o icosaedrica, que es 


Recuadro 23-3 Convenciones para la nomenclatura 
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Figura 23-1 Los virus son los agentes infecciosos mas peque- 
nos. En la figura se compara el tamano relative de una bacteria, 
Staphylococcus, con Chlamydia, con el grupo de virus de mayor 
tamano (poxvirus) y con uno de los virus mas pequenos (polio¬ 
virus, miembro del grupo de los enterovirus). 
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la estructura de una cupula geodesica. Estas dos simetnas, ilus- 
tradas en la figura 23-2, proporcionan la forma mas eficiente de 
ensamblaje de las capas estructurales, economia esencial para 
estas particulas extremadamente pequenas con recursos geneti- 
cos limitados. 

Como regia, los virus de DNA se replican y se ensamblan en 
el nucleo; los virus de RNA se ensamblan en el citoplasma. Los 
complejos eventos que se suceden despues de que un virus 
infecta a una celula se reflejan solo de forma incompleta como 


alteraciones morfologicas celulares. Sin embargo, en algunos 
casos se ve con claridad como el virus se ha apropiado de los 
recursos geneticos de la celula (fig. 23-3A y B). El ensamblaje 
final de algunos virus tiene lugar en la membrana citoplasma- 
tica o nuclear. A medida que el virion se desplaza del nucleo al 
citoplasma o del citoplasma al espacio extracelular, se agrega a 
la nucleocapside una envoltura externa que contiene lipidos 
(veanse figs. 23-2, 23-3A y F, y cuadro 23-2). Los solventes de 
los lipidos inactivan a estos virus envueltos, en tanto que no 
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Figura 23-2 Estructura viral. Los virus estan organizados de una manera muy ordenada. Un core central de nucleoprotema se encuentra rodeado por una capside 
proteica, constituida por capsomeros individuates. Algunos virus tambien tienen una membrana lipoproteica alrededor de la nucleocapside. Los dos patrones de 
simetria de organizacion mas comunes son la simetria icosaedrica (A) y la helicoidal (B). Cuando se los observa con el microscopio electronico, los virus icosae- 
dricos parecen esfericos, aunque a veces se visualizan sus facetas (vease la ilustracion del adenovirus del cuadro 23-2). 




































Figura 23-3 Microfotografias electronicas de diversos virus. (A) Los herpesvirus se ensamblan en el nucleo de la celula (N). La cromatina celular (Q es despla- 
zada hacia los hordes del nucleo por la desoxirribonucleoprotema viral, que esta ligeramente tenida en la microfotografia. Este material corresponde a la inclusion 
intranuclear eosinofila que se observa con el microscopio optico (vease lamina en color 23-1). Los viriones desnudos (no envueltos) (flechas) se ensamblan en el 
nucleo. Fuera de la celula, se observan algunos viriones maduros que ban adquirido una envoltura lipidica a partir de la celula {puntas de flecha) (celulas MRC-5, 
infectadas por virus del herpes simple tipo 1, 22 400x). (B) Los adenovirus se ensamblan en el nucleo {N). Tienen simetria icosaedrica y son no envueltos. Con fre- 
cuencia se encuentran agrupados densamente en disposicion paracristalina (flechas). A medida que los virus se acumulan, la totalidad del nucleo puede estar repleta 
de viriones. que producen las inclusiones que se observan con el microscopio optico (vease lamina en color 23-IE) (celulas HEp-2 infectadas, 22 400x). (C) El virus 
sincitial respiratorio se ensambla en el citoplasma y madura a nivel de la membrana celular. Pueden verse inclusiones en el citoplasma de las celulas infectadas, tanto 
in vivo como in vitro (vease lamina en color 23-IG). Las inclusiones (flechas) son intracitoplasmaticas y estan compuestas por ribonucleoprotema fibrilar. 
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afectan a sus congeneres no envueltos. La replicacion de algu- 
nos virus causa la muerte de la celula, con liberacion de las 
nucleocapsides ensambladas. Los virus envueltos que maduran 
a nivel de la membrana citoplasmatica se liberan de la celula 
por “brotacion” a traves de la membrana (veanse figs. 23-3F y 
23-16). Durante este proceso, la envoltura incorpora porciones 
de la membrana lipfdica, asi como glucoprotemas especifica- 
das por el virus, que se insertan dentro de la membrana. 

En los cuadros 23-1 y 23-2 se resumen los principales gru- 
pos de virus. Se ban agregado microfotografias electronicas 
ilustrativas de particulas virales con tincion negativa (propor- 
cionadas por Frederick A. Murphy) yuxtapuestas a una breve 
descripcion de las familias y los generos. La lista no es exhaus- 
tiva. pero incluye los patogenos humanos mas importantes. Las 
caracteristicas taxonomicas se resumen en los cuadros, pero en 
el texto se siguen usando los nombres vemaculos. 

Las caracteristicas estructurales y bioquimicas que se utili- 
zan para la clasificacion son el tipo de acido nucleico (DNA o 
RNA), la configuracion o simetria de la nucleocapside (heli- 
coidal, icosaedrica o compleja), la presencia o la ausencia de 
una envoltura lipfdica, el tamano del virion, la cantidad de cap- 
someros, la estabilidad del virion frente a los tratamientos quf- 
micos y la composicion antigenica. Los virus contienen RNA 
o DNA. La mayorfa de los virus de RNA son de cadena sim¬ 
ple y se replican en el citoplasma; los virus de DNA son de 
doble cadena y se reproducen en el niicleo. Las principales 
excepciones respecto del sitio de replicacion son los virus de 
la gripe (RNA), cuya replicacion empieza en el nucleo, y los 
poxvirus (DNA), que se replican en el citoplasma. Los reovirus 
son virus de RNA de cadena doble; los parvovirus son virus de 
DNA de cadena simple. 

La polaridad de los virus de RNA se considera positiva si un 
virus puede funcionar como mRNA (es decir, las protemas 
necesarias para construir el virion pueden sintetizarse directa- 
mente a partir del acido nucleico viral, una vez que es liberado 
en el interior de la celula por la disgregacion de la capside del 
virion). Un virus de RNA con polaridad negativa debe usar una 
RNA polimerasa RNA-dependiente (una enzima que debe 
encontrarse empaquetada con el acido nucleico en el virion 
infectante) para sintetizar un RNA con polaridad positiva, des¬ 
pues de lo cual pueden sintetizarse las protemas necesarias. El 
genoma de la mayorfa de los virus de RNA esta contenido en 
un segmento lineal, pero en algunos casos hay segmentos mul¬ 
tiples. El genoma segmentado permite un mayor potencial de 
reordenamiento genetico cuando dos cepas infectan la misma 
celula. Una de las explicaciones para la asombrosa habilidad 
del virus de la gripe para cambiar y adaptarse es su genoma 


segmentado, que facilita la recombinacion de segmentos cuan¬ 
do dos viriones diferentes infectan la misma celula. 


Manifestaciones cimicas de ias infecciones viraies 

Las manifestaciones clfnicas de una infeccion viral son muy 
numerosas. Los sfntomas generales son fiebre con escalofrfos o 
no, malestar general y mialgias. Los sfntomas especfficos deri- 
van fundamentalmente de la propension del virus para infectar 
diferentes celulas y tejidos (tropismo), pero tambien pueden 
depender de la vfa de infeccion, de la virulencia de la cepa, del 
nivel inmunitario del paciente y de otros factores predisponen- 
tes, como las cardiopatfas o neumopatfas subyacentes. El lec¬ 
tor puede consultar varios excelentes libros de texto para obte- 
ner otros detalles.^^'*’'^^^ 

Ortomixovirus 

Los ortomixovirus, que incluyen los virus de la gripe o virus 
influenza A, B y C, causan una amplia variedad de infecciones 
respiratorias.^^’^^^ El sfndrome gripal comienza subitamente con 
cefalea, fiebre, escalofrios y tos seca; luego, aparecen fiebre 
alta, mialgias, malestar general y anorexia. En los nihos peque- 
nos los sfntomas gastrointestinales pueden ser considerables. 
Casi todos los casos de gripe se registran durante el invierno. 
Los virus influenza A y B son responsables de la mayor parte de 
las enfermedades respiratorias epidemicas en las que hay exce- 
so de mortalidad. Rara vez se afslan en ausencia de infeccion. 
El virus influenza A infecta diversas especies de mamfferos y 
aves. Se describio la transmision ocasional de influenza porcina 
del cerdo al hombre.^^^La preocupacion acerca de la infeccion 
humana con el virus porcino origino una campana de vacuna- 
cion de alcance nacional en 1976, con la aparicion de casos 
inesperados e indeseables de sfndrome de Guillain-Barre como 
resultado. El virus influenza C es una causa poco frecuente de 
infeccion humana, pero puede causar bronquitis y neumonfa.^^^ 
Los virus de la gripe pueden provocar infecciones graves de las 
vfas respiratorias bajas por sf mismos o, con mayor frecuencia, 
predisponer al paciente a una infeccion bacteriana secundaria.^^^ 
Un giro reciente en los cuadros de infeccion secundaria ha sido 
la produccion de sfndrome de shock toxico por la invasion de 
Staphylococcus aureusOims complicaciones de la gripe son 
la miocarditis^"^ y la encefalopatfa,^^^"^^^ aunque el virus casi 
nunca se detecta en estas situaciones. 

La estructura y la funcion del virus de la gripe estan fntima- 
mente relacionadas con la patogenia y el diagnostico de labo- 


--- 

Comparese la densidad del nucleolo (punta de flecha) con la de las inclusiones (celulas HEp-2 infectadas, 3 150x). (D) Coxsackievirus B. Los enterovirus son peque- 
nos virus de RNA con simetria icosaedrica y suelen ordenarse en masas paracristalinas (flechas). Se ensamblan en el citoplasma. Con el microscopio optico, no se 
observan cuerpos de inclusion (celulas de rifidn de mono Macaca mulatta infectadas, 56 OOOx). (E) Virus de la rabia. Este rhabdovirus con forma de bala se ensam- 
bla en el citoplasma. La nucleoprotema fibrilar {P) y los virus alargados (flechas) se encuentran juntos. La masa de material viral corresponde a los cuerpos de Negri 
que se observan por microscopia optica (vease lamina en color 23-IH). La estructura interna que puede verse dentro del cuerpo de Negri clasico es el resultado de 
la incorporacion de material citoplasmatico al cuerpo de inclusion (cerebro humano infectado, 25 OOOx). (F) Virus de la encefalitis equina del Este. Este togavirus 
ilustra la maduracion de particulas virales en la superficie de la celula. Los viriones maduros (flechas) se encuentran en el espacio extracelular. Se destaca un virion 
en proceso de maduracion (brotacion) por el core denso de nucleoprotema y una condensacion de la membrana celular en el punto en que se esta formando la envol¬ 
tura (punta de flecha). Algunos virus, como los mixovirus, insertan sus hemaglutininas dentro de la membrana en esta etapa; pueden detectarse por la adherencia 
de eritrocitos a la hemaglutinina viral presente en la membrana celular (hemadsorcion) (cerebro de raton infectado, 60 OOOx). (E, cortesia de Daniel Perl; F. corte- 
sia de Frederick Murphy). 
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Cuadro 23-1 Clasificacion de los virus de RNA (generos y especies seleccionados que infectan al hombre) 


Familia: Orthomyxoviridae 
Genero Influenza virus A 
Genero Influenza virus B 
Genero Influenza virus C 
Genero Influenza virus D 
(Thogotovirus) 


Tamano: 100 nm, esfericos o pleomorfos 
Acido nucleico: RNA segmentado, de polaridad 
negativa, cadena simple 
Simetria: helicoidal 
Envoltura lipidica: presente 
Antigenos: hemaglutinina y neuraminidasa 
Habitat natural: hombre y animales 
Distribucion: mondial 


Forma de transmisidn: diseminacion por microgotas 
en aerosol de una persona a otra; rara vez de ani¬ 
males al hombre 
Via de infeccion: respiratoria 
Enfermedades: infecciones respiratorias incluidas 
coriza (resfriado comun), traqueobronquitis y 
neumonfa. Los sintomas extrapul monares son 
prominentes en el smdrome gripal; raras veces se 
presenta enfermedad extrapulmonar, como mio- 
cardilis 



Virus influenza A. Las particulas son groseramente esfericas pero irregula- 
res. La estructura helicoidal interna es dificil de observar, pero las proyec- 
ciones similares a flecos de la hemaglutinina y la neuraminidasa son evi- 
dentes. 135 000x. 


Familiar Paramyxoviridae 
Subfamilia Paramyxovirinae 
Genero Respirovirus 
Especie Virus parainfluenza 
humane 1 

Especie Virus parainfluenza 
humane 3 

Genero Rubulavirus 
Especie Virus parainfluenza 
humane 2 

Especie Virus parainfluenza 
humane 4 

Especie Virus de la paretiditis 
Genero Merbilliviriis 
Especie Virus del sarampien 
Subfamilia Pneumevirinae 
Genero Pneumevirus 
Especie Virus sincitial respiraterie 
Genero Metapneumovirus 
Especie Metapneumovirus humane 


Tamano: 150-300 nm, esfericos o pleomorfos 
Acido nucleico: RNA no segmentado, de polari¬ 
dad negativa, cadena simple 
Simetria: helicoidal 
Envoltura lipidica: presente 
Antigenos: hemaglutinina, neuraminidasa, protei- 
na de fusion, nucleocapside (depende del virus) 
Habitat natural: hombre y animales 
Distribucion: mundial 


Forma de transmisidn: aerosoles de gotitas o ino- 
culacidn directa 
Via de infeccion: respiratoria 
Enfermedades: resfriado comun, traqueobronqui¬ 
tis, rara vez neumonia (parainfluenza); traqueo¬ 
bronquitis, bronquiolitis y neumonia (virus sin¬ 
citial respiratorio); parotiditis, pancreatitis, 
orquitis, meningitis (virus de la parotiditis); 
exantema, neumonia, encefalitis, panencefalitis 
esclerosante subaguda (virus del sarampidn) 




Virus parainfluenza 1. El virion irregular ha sido destruido y libera 
una larga cadena de RNA no helicoidal. Son evidentes las proyec- 
ciones de la hemaglutinina en el virion. 72 OOOx. 


(Continue ) 
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Cuadro 23-1 Clasificadon de los virus de RNA (generos y especies seleccionados que infectan al hombre) {cont.) 


Familia: Rhabdoviridae 
Genero Lyssavirus 
Especie Vims de la rabia 


Tamano: 50-95 nm por 130-389 nm, en forma de 
bala 

Acido nucleico: RNA no segmentado, de polari- 
dad negativa, cadena simple 
Simetria: helicoidal 
Envoltura lipidica: presente 
Habitat natural: animales domesticos y salvajes 
Distribucion: mundial 


Forma de transmision: secreciones infectadas, la 
rabia se transmite habitualmente por mordeduras 
Via de infeccion: cutanea o respiratoria 
Enfermedades: encefalitis (rabia) 



Familia: Filoviridae 

Genero “Virus tipo Marburg”, tenta- 
tivamente Marburgvirus 
Especie Marburgvirus 
Genero “Virus tipo Ebola”, tentati- 
vamente Ebolavirus 
Especie Zaire 
Especie Sudan 
Especie Rest on 
Especie Cote d'Ivoire 


Tamano: 80 nm por 800-1 000 nm, filamentosos 
Acido nucleico: RNA no segmentado, de polari- 
dad negativa, cadena simple 
Simetna: helicoidal 
Envoltura lipidica: presente 
Habitat natural: primates 
Distribucion: Africa, Pilipinas 


Forma de transmision: desconocida, pero se 
requiere contacto estrecho 
Enfermedades: fiebre hemorragica con tasas de 
mortalidad de hasta el 90% 



Virus Ebola. La forma larga, filamentosa, ha adoptado una morfolo- 
gia en “cayado”. 59 OOOx. 


(Continua) 
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Cuadro 23-1 Clasificaddn de ios virus de RNA (generos y especies seleccionados que infectan al hombre) (cont.) 


Familia: Bunyaviridae 
Genero Bunyavirus 

Especie Virus de la encefalitis de California 

Especie Virus LaCrosse 

Genero Hantavirus 

Especie Virus Hantaan 

Especie Virus Sin Nombre 

Genero Nairovirus 

Especie Virus de la fiebre hemorrdgica de 
Crimea-Congo 
Genero Phlebovirus 

Especie Virus de la fiebre del Valle del Rift 
Especie Virus de la fiebre siciliana por flebo- 


Tamafio: 90-120 nm 

Acido nucleico: RNA segmentado, de cadena 
simple. Puede tener polaridad negativa 
{Bunyavirus, Hantavirus y Nairovirus) o conte- 
ner ejemplos de cada polaridad {Phlebovirus) 
Simetria: helicoidal 
Envoltura lipidica: presente 
Antigenos: hemaglutinina de superficie 
Habitat natural: pequenos animates 


Distribucion: mundial. 

Forma de transmision: picadura de mosquitos infec- 
tados {Bunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus) o 
exposicion a excretas de roedores {Hantavirus) 
Enfermedades: enfermedad febril; meningitis asep- 
tica (Bunyavirus)', enfermedad febril, fiebre 
hemorragica, insuficiencia respiratoria 
(Hantavirus)-, enfermedad febril, fiebre hemorra¬ 
gica (Nairovirus)', enfermedad febril, encefalitis, 
fiebre hemorragica (Phlebovirus) 









Virus LaCrosse. Particulas virales irregulares; la envoltura lipidica y 
las proyecciones superficiales son evidentes. 117 OOOx. 



(Continua) 
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Cuadro 23-1 Clasificadon de los virus de RNA (generos y espedes selecdonados que infectan al hombre) {conU) 


Familia: Picontaviridae 
Genero Enterovirus 
Especie Poliovirus (3 serotipos) 

Especie Coxsackievirus (23 serotipos) 
Especie Echovirus (28 serotipos) 

Especie Enterovirus (4 serotipos) 

Genero Hepatovirus 

Especie Virus de la hepatitis A humana 

Genero Parechovirus 

Especie Parechovirus huinano (2 serotipos, 
antes incluidos en el genero Echovirus 
como serotipos 22 y 23) 

Genero Rhinovirus 

Especie Rinovirus humanos (103 serotipos) 


Tamano: 22-30 nm 

Acido nucleico: RNA no segmentado, de pola- 
ridad positiva, cadena simple 
Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipidica: ausente 
Habitat natural: aparato gastrointestinal huma¬ 
ne; sobrevive en el medioambiente 
{Enterovirus, Hepatovirus, Parechovirus)', 
vias respiratorias altas del hombre 
(Rhinovirus) 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: fecal-oral interhumana o por 
agua contaminada [Enterovirus, Hepatovirus, 
Parechovirus)', por aerosoles del aparato respira- 
torio humano o por las manos (Rhinovirus) 

Via de infeccion: gastrointestinal (Enterovirus, 
Hepatovirus, Parechovirus)', respiratoria 
(Rhinovirus) 

Enfermedades: enfermedad febril, meningitis, ence- 
falitis. miocarditis (Enterovirus, Parechovirus)', 
hepatitis (Hepatovirus), resfriado comun 
(Rhinovirus) 



Poliovirus 1. Las particulas son pequenas, regulares y sin envoltu¬ 
ra. 180 000X. 


Familia: Caliciviridae 

Genero Virus tipo Norwalk (tentative) 

Genero Virus tipo Sapporo (tentative) 


Tamano: 35-39 nm 

Acido nucleico: RNA no segmentado. de 
polaridad positiva, cadena simple 
Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipidica: ausente 
Habitat natural: aparato gastrointestinal 
humano 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: fecal-oral; agua contaminada 
Via de entrada: gastrointestinal 
Enfermedades: gastroenteritis 



Virus del exantema porcino. Particulas muy pequenas, regulares, 
con notables depresiones en forma de taza. Las depresiones super- 
ficiales de los virus humanos similares al agente Norwalk no son 
tan pronunciadas. 


(Continua) 
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Cuadro 23-1 Clasificacion de los virus de RNA (generos y especies seleccionados que infectan al hombre) (con/.) 


Familia: Reoviridae 
Genero Orthoreovirus Serotipos 1-3 
Genero Rotavirus Serotipos A-G {D-G solo 
en animales) 

Genero Coltivirus 

Especie tipo Virus de lafiebre por garrapa- 
tas de Colorado 


Tamano: 60-80 nm, morfologia variable 
Acido nucleico; RNA segmentado, de cadena 
doble 

SImetria: icosaedrica 
Envoltura lipfdica: ausente 
Habitat natural: aparato gastrointestinal del 
hombre (Reovirus y Rotavirus) y de los ani¬ 
males (Rotavirus) 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: fecal-oral por contacto direc- 
to; animales al hombre 
Via de entrada: aparato gastrointestinal 
Enfermedades: gastroenteritis (Rotavirus); ninguna 
(Reovirus) 



Rotavirus humano. La caracteristica distintiva de los Reoviridae es 
la presencia de una doble envoltura, cada una de las cuales tiene 
simetria icosaedrica. 135 000x. 


Familia: Astroviridae 
Genero Astrovirus 
Especie Astrovirus humano 


Tamano: 28-30 nm 

Acido nucleico: RNA no segmentado, de 
polaridad positiva, cadena simple 
Simetna: icosaedrica 
Envoltura lipfdica: ausente 
Habitat natural: aparato gastrointestinal del 
hombre 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: fecal-oral; agua contaminada 
Via de entrada: aparato gastrointestinal 
Enfermedades: gastroenteritis 


Familia: Togaviridae 
Genero Alphavirus 

Especie Virus de la encefalitis equina del Este 
Especie Virus de la encefalitis equina venezo- 
lana (otras especies de arbovirus) 

Genero Rubivirus 
Especie Virus de la rubeola 


Tamano: 70 nm 

Acido nucleico: RNA no segmentado. de 
polaridad positiva, cadena simple 
Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipfdica: presente 
Habitat natural: pequenos mamfferos e 
insectos {Alphavirus)\ hombre 
(Rubivirus) 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: por picadura de mosquitos 
(Alphavirus), aerosoles o transplacentaria 
(Rubivirus) 

Via de entrada: cutanea (Alphavirus); respiratoria o 
vascular (Rubivirus) 

Enfermedades; hepatitis, meningitis, encefalitis, 
artritis, enfermedades febriles (Alphavirus); enfer- 
medad eruptiva, infeccion congenita (rubeola) 



Virus de la rubeola. Los viriones esfericos tienen una membrana 
lipfdica y proyecciones de una hemaglutinina de superficie. 

135 000X. 


(Continiia) 
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Cuadro 23-1 Clasificadon de los virus de RNA (generos y especies seleccionados que infectan al hombre) {conL) 


Familiar Flaviviridae 
Genero Flavivirus 
Especie Virus de la fiebre amarilla 
Especie Virus de la encefalitis de San Luis 
Especie Virus de la encefalitis japonesa 
Especie Virus del Nilo Occidental 
Especie Virus del dengue 
(Numerosas especies mas, muchas transmiti- 
das por artropodos) 

Genero Hepacivirus 

Especie Virus de la hepatitis C 

Virus no asignados (agentes GB) 

Familiar Retroviridae 
Genero Deltaretrovirus 
Especie Virus linfotrdpicos T humanos, tipos 
1 y 2(HTLV) 

Genero Lentivirus 

Especie Virus de la inmunodeficiencia huma- 
na, tipos 1 y 2 (HIV) 


Tamano: 40-60 nm 

Acido nucleico: RNA no segmentado, de pola- 
ridad positiva, cadena simple 
Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipidica: presente 
Habitat natural: pequenos mamiferos e insectos 
(Flavivirus); seres humanos (Hepacivirus) 


Tamano: 100 nm 

Acido nucleico: RNA no segmentado, de pola- 
ridad negativa, dimero de cadena simple 
(envuelto por DNA polimerasa RNA depen- 
diente) 

Simetria: variable 
Envoltura lipidica: presente 
Habitat natural: hombre 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: picadura de mosquitos o 
garrapatas (Flavivirus); por sangre (Hepacivirus) 

Via de entrada: cutanea (Flavivirus) vascular, 
sexual (Hepacivirus) 

Enfermedades: hepatitis, meningitis, encefalitis, 
enfermedades febriles, fiebre hemorragica 
(Flavivirus); hepatitis, cirrosis, carcinoma hepato- 
celular (Hepacivirus) 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: sexual, agujas contaminadas, 
transfusiones, matemo-fetal/recien nacido. 

Via de entrada: mucosas, vascular 
Enfermedades: leucemia y linfoma de celulas T 
(HTLV); sindrome de inmunodeficiencia adquiri- 
da (HIV) 



Virus de la inmunodeficiencia humana. Microfotografia electronica por 
barrido de un linfocito T humano con particulas virales que brotan de su 
superficie. 


(Continua) 


ratorio.^^"^ El antigeno de la nucleoprotema presente en el core 
viral define el tipo de virus; por ejemplo, influenza A o B. Este 
antigeno es estable y es reconocido por muchos de los antisue- 
ros diagnosticos, que son capaces de detectar todas las cepas 
circulantes de un tipo determinado. Existen dos antigenos glu- 
coproteicos en la superficie del virion de influenza que son 
importantes para la patogenia, la epidemiologia y la inmunote- 
rapia. El antigeno dominante es la hemaglutinina, que es res- 
ponsable de la adsorcion del virus a las celulas epiteliales res- 
piratorias y, por lo tanto, una diana importante de las vacunas 
antivirales. La enzima de superficie neuraminidasa participa en 
la penetracion del virus en la celula. Estos antigenos de super¬ 
ficie estan en constante cambio, de modo que constituyen un 
bianco movil para los anticuerpos que se utilizan con fines tera- 
peuticos y diagnosticos. Las epidemias recurrentes de gripe son 
provocadas por los cambios constantes y acumulados (despla- 
zamiento antigenico) y por los cambios periodicos y cuantita- 
tivos (variacion antigenica). 

Los virus se denominan segun su estructura y consideracio- 
nes geograficas. Por ejemplo, un aislamiento puede denomi- 


narse influenza A/Leningrado/360/86 (H3N2), lo cual significa 
que esta cepa es el aislamiento numero 360 de influenza A en 
Leningrado, realizado en 1986 y que contiene el tercer tipo de 
hemaglutinina y el segundo tipo de neuraminidasa. La hema¬ 
glutinina y la neuraminidasa no son antigenos utiles desde el 
punto de vista diagnostico, pero su estudio es esencial para 
el epidemiologo, de manera que la vacuna del ano proximo 
pueda inducir la formacion de anticuerpos contra los antigenos 
actuales en circulacion. Aunque todavia no se ha logrado, se 
continua tratando de predecir el desplazamiento futuro de las 
cepas de virus influenza A, para que la vacuna para la proxima 
temporada de gripe pueda formularse en forma mas racional.^® 
Hasta la fecha se han encontrado nueve hemaglutininas dife- 
rentes. Se supuso que el antigeno inicial (HI) era un constitu- 
yente de la cepa que causo la pandemia de gripe en 1918, sobre 
la base de analisis serologicos. Race muy poco, se obtuvo evi- 
dencia de otro tipo usando las tecnicas moleculares modernas 
en tejidos de vfctimas de la gripe.Dos muestras provenian de 
tejido pulmonar fijado con formalina en Inglaterra, pero la 
muestra que proporciono la secuencia mas completa se tomo 
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Cuadro 23-1 Clasificacion de los virus de RNA (generos y especies seleccionados que infectan al hombre) (cont.) 


Familia: Arenaviridae 
Genero Arenavirus 
Grupo del Viejo Mundo 
Especie Virus de la coriomeningitis linfociti- 
ca (LCM) 

Especie Virus Lassa 
Grupo del Nuevo Mundo 
Especie Virus Junm 
Especie Virus Machupo 
Especie Virus Sabia 
Especie Virus Guanarito 


Tamano: 62 ^ 200 nm 

Acido nucleico: RNA bisegmentado. bipolar, 
de cadena simple 
Simetria: pleomorfa 
Envoltura lipidica: presente 
Habitat natural: roedores 


Distribucion: mundial (LCM); Sudamerica (Jumn, 
Machupo, Sabia, Guanarito); Africa (Lassa) 
Forma de transmision: contacto con secreciones 
provenientes de roedores o seres humanos 
Via de entrada: respiratoria, cutanea (laceraciones) 
Enfermedades: enfermedad febril, meningitis 
(LCM); fiebre hemorragica (virus Jumn, 
Machupo, Sabia, Guanarito) 



Virus de la coriomeningitis linfocitica. El virus esferico tiene 
grandes proyecciones en su superficie. El nombre deriva de la 
palabra latina arenosus (arenoso) y fue sugerido por las parti- 
culas intemas similares a ribosomas que se ven con el micros- 
copio electronico de transmision. 225 OOOx. 


del cuerpo de una mujer inuit sepultada en las nieves eternas de 
Alaska. Se encontro una homogeneidad notable entre las tres 
muestras provenientes de distintas localidades geograficas. 

Las epidemias mayores siguientes se ban asociado con varia- 
ciones importantes en la hemaglutinina: H2 durante la epide- 
mia de gripe asiatica en 1957 y H3 durante la epidemia de gripe 
de Hong Kong de 1968. Mas tarde, circularon cepas con las 
hemaglutininas HI o H3 hasta que una nueva cepa de gripe 
aviar (hemaglutinina H5) mato a 6 de 18 personas infectadas en 
Hong Kong. Este virus, que se disemino en forma directa de los 
polios a los seres humanos sin otro intermediario, parece tener 
caracterfsticas particularmente virulentas.^^^ Por fortuna, la 
diseminacion interhumana parece ser limitada. Luego aparecio 
en Hong Kong otra cepa (hemaglutinina H9) con caracteristi- 
cas epidemiologicas similares, pero con menos mortalidad. 
Hace poco, el virus H5 ha reaparecido en el Sudeste asiatico, 
una vez mas con tasas de mortalidad altas, en pacientes expues- 
tos a aves de corral, pero sin transmision interhumana impor- 
tante.^^"^-^*^ 

La frecuencia con la que los virus de la gripe aviar han cru¬ 
zado la barrera de las especies para infectar a los seres huma¬ 
nos es desconcertante. Esta claro que la enfermedad pandemi¬ 
ca devastadora espera solo la combinacion de virulencia alta y 
la transmision interhumana eficaz. Los Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC) han formulado recomendacio- 
nes provisorias para procesar muestras provenientes de pacien¬ 
tes con posible gripe aviar. Se recomienda el uso de instalacio- 
nes con nivel de bioseguridad 3 para algunas manipulaciones; 
se aconseja el envio de las muestras a una institucion, como los 
CDC, que tengan las instalaciones adecuadas,®^ 


Paramixovirus 
VIRUS PARAINFLUENZA 

Los paramixovirus constituyen un grupo variado. Los cuatro 
serotipos de virus parainfluenza son causas importantes de enfer- 
medad respiratoria, que suele ser leve en los adultos, pero que 
puede ser grave en los ninos pequenos.^^^ Los virus parainfluen¬ 
za 1 y 2 causan crup (laringotraqueobronquitis) en los ninos 
entre los 2 y 6 anos de edad durante la temporada de inviemo de 
virosis respiratorias. El virus parainfluenza 3 es una causa 
imporlante de bronquiolitis en los ninos menores de 2 anos; las 
infecciones se presentan durante todo el ano, con picos en el 
otono y la primavera. 

VIRUS DE LA PAROTIDITIS 

El virus de la parotiditis causa parotiditis epidemica (“pape- 
ras”). Con frecuencia produce meningitis aseptica, que suele 
ser leve, y puede afectar tambien el pancreas, las gonadas y, en 
raras ocasiones, las articulaciones. La introduccion de vacunas 
eficaces ha reducido en gran medida la incidencia de esta infec- 
cion. En la Mayo Clinic, se aislo virus de la parotiditis en 185 
ocasiones en la decada de 1960, pero solo 3 veces en la decada 
de 1970.'^^^Cabe destacar que desde la introduccion de la vacu- 
na contra la parotiditis, las cepas circulantes, que habian sido 
homogeneas, se hicieron mas divergentes.^^^ 

VIRUS DEL SARAMPION 

Es poco probable encontrar virus del sarampion en el labo- 
ratorio,"^^^ pero lamentablemente el virus esta reapareciendo cli- 
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Cuadro 23-2 Clasificacion de los virus de DNA (Generos y especies seleccionados que infectan al hombre) 


Familia: Herpesviridae 
Subfamilia Alphaherpesvirinae 
Genero Simplexvirus 

Especie Virus del herpes simple 1 (HHVl) 
Especie Virus del herpes simple 2 {HHV2) 
Genero Varicellovirus 
Especie Virus varicela-zdster (VZV) 
Subfamilia Betaherpesvirinae 
Genero Citomegalovirus 
Especie Citomegalovirus humano (CMV) 
Genero Roseolovirus 

Especie Herpesvirus humano 6A (HHV6A) 
Especie Herpesvirus humano 6B (HHV6B) 
Especie Herpesvirus humano 7 (HHV7) 
Subfamilia Gammaherpesvirinae 
Genero Lymphocryptovirus 
Especie Virus de Epstein-Barr (EBV) 

Genero Rhadinovirus 

Especie Herpesvirus humano 8 (Herpesvirus 
con el sarcoma de Kaposi) (HHV8) 


Tamano: 120-300 nm 
Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipidica: presente 
Habitat natural: hombre 
Distribucion: mundial 

Forma de transmision: por secreciones bucales o 
genitales infectadas, por sangre o a traves de la 
placenta 

Via de entrada: respiratoria, cutanea, intravascu¬ 
lar, transplacentaria 


Enfermedades: faringitis, cervicitis, lesiones locali- 
zadas de piel, neumonia, esofagitis, encefalitis, 
infecciones diseminadas (HSVl ); lesiones cutane- 
as, meningitis, sepsis neonatal (HSV2); infeccion 
congenita, hepatitis, mononucleosis, neumonia 
(CMV); varicela, infecciones diseminadas, zos- 
ter/culebrilla (VZV); faringitis, mononucleosis, 
hepatitis (EBV); exantema siibito (HHV6, 
HHV7); sarcoma de Kaposi, linfoma (HHV8) 



Virus del herpes simple (izquierda). Las nucleocapsides no 
envueltas muestran la estructura regular del virion. Las unida- 
des estructurales claramente definidas parecen tener una 
depresion central (derecha). La particula envuelta tiene, ade- 
mas, una membrana lipidica derivada de la celula infectada. 
189 OOOx. 



(Continua) 
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Cuadro 23-2 Clasificacion de los virus de DNA (Generos y especies seleccionados que infectan al hombre) {cont,) 


Familia: Papovaviridae 
Genero Papillomavirus 
Especie Virus de las verrugas humanas 
(>100 genotipos) 

Genero Polyomavirus 
Especie Virus simiano 40 (SV40) 
Especie Virus JC (JCV) 

Especie Virus BK (BKV) 


Tamano: 45-55 nm 
Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipidica: ausente 
Habitat natural: hombre (virus de las verrugas, 
JCV y BKV); monos (SV40) 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: por contacio con secreciones 
infectadas, contacto sexual; los virus peimanecen 
latentes en los tejidos o se integran al genoma 
(virus de las verrugas) 

Via de entrada: cutanea, genital, respiratoria (papi- 
loma); ^respiratoria? (polioma) 

Enfermedades: papilomas cutaneos, genitales y del 
aparato respiratorio (verrugas); neoplasias epite- 
liales (virus del papiloma); leucoencefalopatia 
multifocal progresiva (virus polioma) 



Virus de las verrugas humanas. Estos virus nunca han side pro- 
pagados con exito en cultivos celulares. Las enfermedades se 
han asociado por demostracion de los viriones, de antigenos 
virales o del acido nucleico en las lesiones. 135 OOOx. 


Familia: Parvoviridae 
Subfamilia Parvovirinae 
Genero Erythrovirus 
Especie Virus BI9 


Tamano; 18-26 nm 

Acido nucleico: DNA no segmentado de cade- 
na simple 

Simetria: icosaedrica 
Envoltura lipidica: ausente 
Habitat natural: hombre 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: interhumana (via descono- 
cida); transfusiones 
Via de entrada: desconocida; vascular 
Enfermedades: eritema infeccioso (quinta enfer- 
medad); enfermedad hemolitica del recien naci- 
do, anemia 



Virus H-1. Los viriones son muy pequenos y regulares en forma y 
tamano. Los parvovirus tienen la particularidad de contener DNA 
de cadena simple. 


(Continua) 


nicamente. La reiajacion de los controles y de las practicas de 
refuerzo de la vacunacion ha dado origen a brotes explosivos 
tanto en los adultos jovenes, que pueden tener inmunidad en 
desaparicion, como en los ninos, sobre todo en zonas urbanas 
en las que los niveles de vacunacion son bajos.^ La afeccion de 
equipos deportivos universitarios y la cancelacion de contien- 
das deportivas de afluencia masiva atraeran sin duda la aten- 


cion de los medios de comunicacion y del gran publico. El ana- 
lisis molecular sugiere la presencia de multiples casos impor- 
tados, mas que la existencia de una sola cepa endemica.'*^^ 

Las implicaciones que los frecuentes desplazamientos actua- 
les de personas tienen en la salud publica por exposicion a 
enfermedades quedo ilustrada por una epidemia de 247 casos 
que comenzo en una zona de practica del esqui en Brecken- 
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Cuadro 23-2 Clasificadon de los virus de DNA (Generos y especies selecdonados que infectan al hombre) {conL) 


Familia: Hepadnaviridae 
Genero Hepadnavirus 
Especie Virus de la hepatitis B 


Tamano: 42-47 nm 

Acido nucleico; DNA circular no segmentado 

Simetria: compleja 

Envoltura lipfdica; presence 

Habitat natural: hombre 

Antigenos: 

Antigeno de superficie (HBsAg) 

Antigeno del core (HBcAg) 

Antigeno temprano (HBeAg) 


Distribucion: mundial 

Forma de transmision: secreciones y sangre infecta- 
das, sexual, transfusiones 
Via de entrada: cutanea, vascular, genital 
Enfermedades: hepatitis, cirrosis, carcinoma hepa- 
tocelular 




Virus de la hepatitis B. Estas particulas de 42 nm, que son el 
agente infeccioso, se conocian antiguamcnte como particulas de 
Dane. 225 OOOx. 


Familia: Poxviridae 
Subfamilia Chordopoxvirinae 
Genero Orthopoxvirus 
Especie Virus variola (viruela) 
Especie Virus vaccinia 
Especie Virus de la viruela vacuna 
(Cowpox) 

Especie Virus de la viruela simiana 

Genero Parapoxvirus 

Especie Virus orf 

Genero Molluscipoxvirus 

Especie Virus del molusco contagiosa 

Genero Yatapoxvirus 

Especie Tanapoxvirus 


Tamano: 300-450 x 170-260 nm 
Acido nucleico: DNA no segmentado de doble 
cadena 

Simetria: compleja 
Envoltura lipfdica: ausente 
Habitat natural: hombre y animales 


Distribucion: mundial; la viruela esta “extinguida” 
Forma de transmision: respiratoria, cutanea 
Via de entrada: respiratoria, cutanea 
Enfermedades: lesiones cutaneas ulceradas, enfer- 
medad diseminada {Orthopoxvirus)', lesiones 
cutaneas ulceradas {Parapoxvirus, 

Yatapoxvirus); molusco contagioso 
(Molluscipoxvirus) 



Virus vaccinia. La cubierta externa enrollada de esta gran partfcula en forma de ladrillo es evidente. 
Cuando existia la viruela, la microscopia electronica con tincion negativa era una herramienta util 
para la diferenciacion de las vesfculas de la viruela de las producidas por la varicela. 49 500x. 




1288 CAPITULO 23 Diagnostico de infecciones causadas por virus, Chlamydia, Rickettsia y microorganismos relacionados 


ridge, Colorado.^^ Despues de la dispersion de las personas 
infectadas, se detectaron casos de sarampion en lO estados. 

Dos factores disminuyen la probabilidad de aislar virus del 
sarampion: el diagnostico suele ser clinico y casi nunca se 
envian muestras al laboratorio. Ademas, el virus se aisla en 
secreciones respiratorias y de orina solo en las primeras etapas 
de la infeccion. El exantema diagnostico es producido por 
complejos de antigeno viral y anticuerpos. Por lo tanto, en el 
momento en que se realiza el diagnostico, el virus esta siendo 
neutralizado y es probable que los cultivos scan negativos. En 
el pasado se veian smtomas clmicos atipicos en pacientes que 
habian recibido las primeras vacunas inactivadas,*^ pero este 
fenomeno ya no es habitual. La neumonia y la encefalitis son 
las complicaciones mas graves del sarampion.Ademas, el 
virus del sarampion (o una de sus variantes) causa, en raras 
ocasiones, una encefalitis cronica conocida como panencefali- 
tis esclerosante subaguda.^^ 

VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 

El virus sincitial respiratorio (RSV) causa infecciones respi¬ 
ratorias recidivantes desde la infancia hasta la edad adulta. Las 
epidemias son frecuentes y pueden ser intrahospitalarias. 
Existen dos grupos serologicos bien definidos de virus sincitial 
respiratorio (A y B). En la mayoria de las epidemias predomi- 
na un linico grupo, pero el tipo viral no se relaciona con la 
gravedad de la infeccion.Los casos de enfermedad se con- 
centran en los meses invemales, aunque pueden ocurrir infec¬ 
ciones en verano en los climas calurosos.^®^ 

La infeccion se disemina por medio de grandes gotas con 
particulas y por fomites (particulas ambientales contaminadas, 
como el polvo domestico), mas que por aerosoles de particulas 
pequenas. Esta infeccion viral es una causa importante de 
infecciones intrahospitalarias; la observacion cuidadosa de los 
principios de control de infecciones es esencial.'^^ Se requiere 
un buen apoyo diagnostico de laboratorio, no solo para el 
manejo de cada paciente, sino tambien para limitar la disemi- 
nacion hospitalaria de la infeccion. 

El virus sincitial respiratorio puede causar laringitis estridu- 
losa, bronquitis, bronquiolitis o neumonia intersticial.^*^^ Es la 
causa mas frecuente de enfermedad respiratoria en los lactan- 
tes hospitalizados menores de I ano. Las infecciones causadas 
por este virus suelen ser graves en los ninos pequehos. Si exis¬ 
ten cardiopatias congenitas o inmunodeficiencias, la enferme¬ 
dad puede ser mortal; en un estudio, murieron 8 (73%) de 11 
lactantes con cardiopatias congenitas e hipertension pulmo- 
nar.^^® Muchos ninos antes sanos, sobre todo lactantes, se enfer- 
man lo suficiente como para necesitar asistencia respiratoria. 
La apnea es un componente prominente del smdrome. 

La inmunidad contra el virus sincitial respiratorio es de corta 
duracion e incompleta. Se penso durante mucho tiempo que era 
una enfermedad de lactantes y ninos pequenos, pero la infec¬ 
cion de adultos, con producciorr de enfermedad grave, se con- 
sidera un problema clmico actual importante.Se han 
informado epidemias en instituciones geriatricas.'^^ 

Se ha demostrado la naturaleza grave de las infecciones cau¬ 
sadas por el virus sincitial respiratorio en adultos inmunode- 
primidos.^^^ Tambien se observan infecciones graves en ancia- 
nos y en adultos con enfermedades cronicas, como diabetes, 
cirrosis y enfermedad pulmonar obstructiva cronica.^®*’ 

OTROS PARAMIXOVIRUS 

Varios paramixovirus nuevos han aparecido en la ultima 
decada. El metaneumovirus humano fue reconocido inicial- 


mente en Hong Kong, pero ya se ha encontrado en todo el 
mundo. Es un miembro de la subfamilia Pneumovirinae, que 
incluye el RSV;^"^^ el virus humano esta estrechamente relacio- 
nado con dos virus aviarios. Cl mica y epidemiologicamente se 
parece al RSV.^"* Se han obtenido aislamientos en celulas LLC- 
MK2 (una Imea celular continua de rinon de mono Macaca 
mulatta que no suele usarse en los laboratorios de diagnostico). 
El virus se reconocio por su efecto citopatico, pero la identifi- 
cacion se ha hecho por tecnicas moleculares. 

Otros dos paramixovirus encontrados hace poco se han aso- 
ciado con enfermedades neurologicas graves, en lugar de con 
infecciones respiratorias. El virus Nipah ha causado encefalitis 
en criadores de cerdos en Malasia y Singapur.^*^’ Esta estrecha¬ 
mente relacionado con el virus Hendra, que produjo enferme¬ 
dad en caballos y algunas infecciones humanas en Australia. Se 
han observado infecciones adquiridas en el laboratorio. 

Picornavirus 

Los picornavirus, que incluyen los rinovirus y los enterovi¬ 
rus, constituyen otro grupo importante y grande de virus del 
RNA. Los rinovirus son causas frecuentes de resfriado comun. 
Son sensibles a los acidos y no infectan el aparato gastrointes¬ 
tinal. Su transmision probablemente tiene lugar por la genera- 
cion de aerosoles respiratorios,"® como se ha sugerido para 
otros virus respiratorios. Estos resistentes virus tambien pue¬ 
den transmitirse a traves del contacto con superficies inanima- 
das contaminadas. 

Existen tantos serotipos de rinovirus (hasta el momento 100), 
que el diagnostico inmunologico es poco practico. Los cultivos 
se solicitan con muy escasa frecuencia ya que las infecciones 
causadas por rinovirus son incomodas, pero casi nunca poten- 
cialmente mortales. 

Los enterovirus clasicos son los virus de la poliomielitis 1 a 3, 
los virus Coxsackie A y B y los echovirus.^®^ El grupo de virus 
Coxsackie recibio su nombre por una pequeha ciudad del estado 
de Nueva York, en la que se realizaron los primeros aislamientos. 
“Echo” significa ^^nteric cytopathic /mman orphan, nombre que 
se utilizaba antes de reconocer el potencial patogeno de estos 
virus. Luego, se encontraron otros miembros del genero, desig- 
nados enterovirus 68 a 71. Pueden aislarse enterovirus en el 40% 
al 80% de los pacientes con meningitis aseptica.^^ Es probable 
que existan muchos casos mas de meningitis aseptica esporadica 
y epidemica causados por enterovirus, segiin se desprende del 
hallazgo de que la curva epidemica de todos los casos de menin¬ 
gitis aseptica sigue un curso exactamente paralelo a la curva de 
los casos en los que se aislan enterovirus. El pico de incidencia 
es en el verano y comienzos del otofio. 

Los enterovirus, sobre todo el virus Coxsackie B, tambien 
causan miocarditis, pericarditis y pleurodinia epidemica. Se ha 
sugerido una asociacion entre estos virus y la miocardiopatia, 
trastorno no inflamatorio del musculo cardiaco, pero el tema es 
controvert!do.El virus Coxsackie A causa herpangina y 
enfermedad de mano, pie y boca. Los enterovirus tambien pro- 
ducen enfermedad febril con exantema, que suele ser maculo- 
papular, pero en raras ocasiones vesicular. Dos enterovirus 
patogenos recien encontrados son el enterovirus 70, que causa 
conjuntivitis hemorragica epidemica, y el enterovirus 71, que 
provoca infecciones del si sterna nervioso central (SNC), entre 
el las una paralisis similar a la poliomieitis. 

La infeccion por enterovirus es mucho mas frecuente en los 
lactantes y los ninos pequenos. Paradojicamente, la enferme¬ 
dad paralitica producida por poliovirus es mas frecuente en los 
adultos jovenes. La diseminacion de los enterovirus se facilita 
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por la mala higiene, los servicios sanitarios deficientes y el 
hacinamiento. En las poblaciones en las que el virus se disemi- 
na activamente (de nivel socioeconomico bajo), la infeccion 
tiene lugar en edades tempranas y la enfermedad paralitica es 
infrecuente. Las personas pertenecientes a grupos socioecono- 
micos mas altos escapan a la infeccion cuando ninos y tienen 
mayores probabilidades de sufrir una paralisis cuando la con- 
traen en la adolescencia. Se ha demostrado un fenomeno simi¬ 
lar con los virus de la varicela-zoster, de Epstein-Barr y de la 
rubeola. Por fortuna, la enfermedad paralitica era causada casi 
en forma exclusiva por serotipos virulentos de poliovirus que 
han sido virtualmente erradicados por la vacunacion en la 
mayoria de los paises. En la actualidad el tipo silvestre de 
poliovirus ha sido erradicado en tres de las seis regiones de la 
Organizaciqn Mundial de la Salud (OMS), con casos recalci- 
trantes en Africa, el Mediterraneo oriental y el sudeste asiati- 
co7^ La enfermedad paralitica puede ser causada por los virus 
Coxsackie y los enterovirus tradicionales, pero solo en muy 
raras ocasiones. Se ha registrado la produccion de enfermedad 
paralitica por enterovirus 71. 

La patogenia de la mayoria de las infecciones causadas por 
enterovirus consiste en la infeccion primaria del aparato respi- 
ratorio o gastrointestinal, seguida de viremia e infeccion de un 
organo diana distante, como la piel, el corazon o las meninges. 
La vacuna inactivada (Salk) contra la poliomielitis estimula la 
formacion de anticuerpos sericos neutralizantes, pero no de 
anticuerpos en las mucosas. La vacuna funciona porque los 
anticuerpos sericos bloquean la diseminacion del virus a las 
meninges durante la viremia. La incapacidad de la vacuna Salk 
para prevenir la infeccion gastrointestinal leve no es un proble- 
ma grave para el individuo, pero permite la circulacion conti- 
nua de la cepa virulenta. 

En los ultimos anos la mayoria de los casos de poliomielitis 
paralitica en los paises desarrollados han sido causados por 
cepas atenuadas de vacunas (Sabin). Por consiguiente, la vacu¬ 
na inactivada (Salk) se recomienda una vez mas para el uso en 
los Estados Unidos. 

Los smtomas de la mayoria de las infecciones causadas por 
enterovirus son ocasionados por el efecto citopMco directo 
sobre el organo diana. La meningoencefalitis se acompana por 
una infeccion productiva del SNC por parte del virus que se 
replica activamente. Sin embargo, el smdrome clmico de mio- 
carditis se produce por una reaccion inmunitaria contra el teji- 
do cardiaco infectado por el enterovirus. En el momento en que 
el paciente se torna sintomatico, el virus casi siempre ya ha 
sido eliminado del corazon. 

Del conocimiento de la patogenia de la infeccion por ente¬ 
rovirus surge con claridad que el cultivo tiene sentido en los 
pacientes con meningitis aseptica (infeccion productiva), pero 
que en los pacientes con miocarditis (enfermedad inmunopato- 
logica) es improbable que de como resultado el aislamiento del 
virus. 

Rhabdovirus 

Se describieron otros virus importantes de RNA, algunos de 
los cuales causan infecciones con alta mortalidad. Estos virus 
son fundamentalmente tropicales y, por lo tanto, es menos pro¬ 
bable hallarlos en los laboratorios clmicos, en comparacion con 
los picomavirus y los mixovirus. Entre estos virus se encuen- 
tran los rhabdovirus, que incluyen el agente productor de la 
rabia, de importancia mundial. 

El diagnostico de rabia se realiza por deteccion de antigeno 
viral en muestras clinicas provenientes de animales o seres 


humanos. El cultivo del virus de la rabia se hace con poca fre- 
cuencia, debido a la simplicidad, precision y rapidez de la 
inmunofluorescencia directa. Este flagelo historico es endemi- 
CO en los animales salvajes en los Estados Unidos, pero es 
excepcional en el hombre. Sin embargo, la exposicion humana 
sigue existiendo, por contacto con perros de caza expuestos a 
animales salvajes infectados, murcielagos infectados y anima¬ 
les domesticos.^^^ Los murcielagos pueden ser insectivoros y el 
contacto puede ser solo casual. En algunos casos el unico con¬ 
tacto reconocido fue encontrar un murcielago en una alcoba, en 
ausencia de una mordedura evidente. Puede ser imposible iden- 
tificar una fuente para la rabia humana. No es raro que el diag¬ 
nostico no se sospeche hasta la autopsia. 

Las posibles exposiciones causan gran ansiedad debido a la 
letalidad de la infeccion. El costo de la prevencion de la enfer¬ 
medad humana puede ser enorme, como quedo demostrado en 
New Hampshire cuando numerosas personas estuvieron poten- 
cialmente expuestas a un gato rabioso en una tienda de masco- 
tas.^® Los costos calculados de la investigacion epidemiologica 
y de la profilaxis fueron de 1,5 millones de dolares. La enfer¬ 
medad epizootica actual de los mapaches del este de los 
Estados Unidos causa particular preocupacion, debido a la fre- 
cuencia con la que estos agresivos animales invaden las vivien- 
das humanas. La estructura molecular de las cepas del virus de 
la rabia refleja su huesped animal. En la actualidad, es posible 
identificar el origen probable de un aislamiento viral de la com- 
posicion de su acido nucleico. Se ha publicado un caso de 
transmision quinirgica inadvertida de rabia en ocasion de un 
trasplante de comea.^"^^ 

Arenavirus 

Los arenavirus son una familia de virus de RNA que com- 
parten caracteristicas biologicas fascinantes."^^ Sus huespedes 
naturales son una variedad de roedores, que persisten infecta¬ 
dos sin que haya una respuesta inmunitaria eficaz por parte del 
huesped ni enfermedad sintomatica. El virus infeccioso se 
excreta por orina, que es la fuente de infeccion humana. Por lo 
tanto, las personas que tienen riesgo de infeccion son las que 
entran en contacto con excretas de roedores infectados, ya sea 
en sus casas o durante el trabajo en el campo. La transmision 
interhumana se observa con regularidad solo en el caso del 
virus Lassa, por lo general entre miembros del personal sanita- 
rio que han estado expuestos a liquidos corporales infectados, 
sobre todo durante autopsias. Aparentemente, varias de las fie- 
bres hemorragicas han sido transmitidas por varones convale- 
cientes a sus parejas sexuales. El paciente infectado no repre- 
senta un riesgo particular para los individuos que entran en 
contacto ocasional con el. Las infecciones de laboratorio por 
estos agentes han sido un riesgo infrecuente pero constante. 
Hace muy poco, un investigador se infecto con el virus Sabia.^’ 
El origen de la infeccion fue la formacion de aerosoles de 
medios de cultivo infectados y probablemente de orina de roe¬ 
dores. Se han registrado epidemias de coriomeningitis linfoci- 
tica entre investigadores que trabajaban con hamsters o en per¬ 
sonas que poseian esos animales como mascotas.^^* 

Los principales patogenos humanos, su distribucion geogra- 
fica, el roedor reservorio, la enfermedad clmica y la fecha de 
descubrimiento se resumen en el cuadro 23-3. El virus de la 
coriomeningitis linfocitica (CML) fue descubierto en el curso 
de las investigaciones de la epidemia de encefalitis de St. Louis 
en 1933. Pronto se reconocio que este virus producia meningi¬ 
tis aseptica en el hombre. Es probable que la frecuencia de la 
infeccion este subestimada ya que los medicos no la sospechan 
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Cuadro 23-3 

Caracteristicas de los arenavirus patogenos para el hombre 



VIRUS 

DISTRIBUCION 

GEOGRAFICA 

HUESPED 

ROEDOR 

ENFERMEDAD 

HUMANA 

TASA DE 
MORTALIDAD 

ANO DE 

DESCUBRIMIENTO 

Virus de la corio- 
meningitis linfc 
citica (LCM) 

Europa, America del Norte 
y del Sur 

Mus domesticus; Mus musculus 

Meningitis aseptica 

< 1% 

1939 

Virus Junm 

Argentina 

Calomys musculinus 

Fiebre hemorragica 

15-30% 

1958 

Virus Machupo 

Bolivia 

Calomys callosus 

Fiebre hemorragica 

25% 

1963 

Virus Lassa 

Africa Occidental 

Especies de Mastomys 

Fiebre hemorragica 

15% 

1969 

Virus Guanarito 

Venezuela 

Zygodontomys hrevicauda; 
Sigmodon alsoni 

Fiebre hemorragica 

25% 

1990 

Virus Sabia 

Brasil 

Desconocido 

Fiebre hemorragica 

Demasiado pocos 
casos para deter- 
minarla 

1990 

Virus Arroyo 
White Water 

Sudoeste de los Estados 
Unidos 

Neotoma albicula 

Fiebre hemorragica 

Varios casos identi- 
ficados presunti- 
vamente 

1999 


y no se dispone facilmente de medios diagnosticos. Los inves- 
tigadores han encontrado anticuerpos contra el virus de la CML 
en el 5,1% de las mujeres sanas de Birmingham, Alabama.'*^^ El 
virus Jumn fue el primer arenavirus conocido como productor 
de fiebre hemorragica, la fiebre hemorragica argentina de la 
region pampeana. Los misterios de su epidemiologia fueron 
revelados algunos ahos despues por Karl Johnson y cols, 
durante la investigacion de un brote de fiebre hemorragica 
boliviana en la provincia del Beni, causado por el virus Ma- 
chupo.^^^ Estos virus ganaron mas notoriedad por la aparicion 
de casos de enfermedad hemorragica grave en varios pafses de 
Africa Occidental, causados por el virus Lassa. Los agregados 
mas recientes provienen de Sudamerica: el virus Guanarito de 
Venezuela y el virus Sabia de Brasil. Los antiguos virus toda- 
via conviven con nosotros: ha ocurrido un brote de fiebre 
hemorragica boliviana en 1994 en las provincias de El Beni y 
Santa Cruz.^® 

Los arenavirus tienen una morfologia distintiva (vease cua- 
dro 23-1), que ha conducido al reconocimiento del grupo.^^^ 
Son particulas aproximadamente esfericas, envueltas, con pro- 
minentes estructuras similares a ribosomas en su interior. El 
nombre del grupo deriva del latm arenosus (arenoso), que fue 
sugerido por estas particulas internas. La propuesta original, 
arenovirus, fue luego modificada para evitar la confusion con 
los adenovirus. 

Filovirus 

Durante muchos anos, el unico miembro conocido de este 
grupo fue el virus Marburg, que produjo una misteriosa y mor¬ 
tal enfermedad entre cuidadores de monos en Marburg, Alema- 
nia, en 1967.'*^^ El origen del virus fueron monos verdes afri- 
canos, pero los intentos de aislarlo en monos recien capturados 
en Africa no tuvieron exito. En el curso de la siguiente decada, 
hubo pocos aislamientos del virus, que quedo como curiosidad, 
aunque una curiosidad mortal. En 1977, un nuevo virus, deno- 
minado virus Ebola, se aislo en brotes simultaneos de enfer¬ 
medad en Zaire y Sudan. Los brotes compartian caracteristicas 
clinicas y epidemiologicas y los virus estaban estrechamente 
relacionados, aunque eran antigenicamente diferentes. La 
enfermedad se caracterizaba por fiebre alta, shock, compromi¬ 


se de varios sistemas organicos y hemorragias difusas. La tasa 
de mortalidad del virus Marburg era del 25%; la del Ebola- 
Sudan, 50% y la del Ebola-Zaire, 90%. Como sucedio con el 
virus Marburg, el origen de la infeccion no se conocio, pero la 
transmision estaba claramente asociada con la exposicion a 
liquidos corporales de pacientes infectados. El personal medi¬ 
co de algunos de los pequehos hospitales misioneros fue diez- 
mado por la misteriosa enfermedad. 

Las dos epidemias en zonas remotas del Sudan y del Zaire 
produjeron alarma en los circulos dedicados a la salud publica 
y a las enfermedades infecciosas, pero no alcanzaron al publi¬ 
co general. Esta situacion cambio radicalmente cuando sucedio 
un gran brote en 1995 en Kikwit, Nigeria. Se registraron mas 
de 300 casos en un corto periodo; mas de un tercio de los casos 
tuvieron lugar en personal sanitario y la mortalidad fue de 
aproximadamente el 80%. La epidemia pudo controlarse por la 
puesta en vigencia de estrictas precauciones de barrera para 
evitar que los miembros de la familia y el personal sanitario 
entraran en contacto con las secreciones de los pacientes infec¬ 
tados. El origen de esta extensa epidemia no se aclaro. 

Una tercera cepa de virus &ola se detecto en Costa de Mar- 
fil en 1994. Las conjeturas acerca del origen en la naturaleza de 
este virus se han concentrado en los monos debido al origen 
simiano del virus Marburg, pero no se han encontrado eviden- 
cias solidas para apoyar esta hipotesis. Una cepa de virus Ebola 
muy estrechamente relacionada con el tipo Zaire se aislo en la 
sangre de un investigador que probablemente adquirio la infec¬ 
cion mientras realizaba la autopsia de un chimpance infectado. 
La epidemia, muy letal entre los chimpances, fue la primera 
demostracion de la infeccion natural en los animales salvajes. 
El acicalamiento y otros tipos de contacto intimo no eran fac- 
tores de riesgo para adquirir la infeccion para los chimpances, 
pero el consumo de came si lo era.^^^ Esta observacion hace 
que la costumbre de comer came de caza (de animales silves- 
tres) sea una practica de mal augurio. Debido a la alta mortali¬ 
dad entre los chimpances, es improbable que estos primates 
sean el reservorio natural de la infeccion. 

Las pruebas adicionales del origen simiano del vims Ebola 
provienen de una epidemia de infecciones letales entre maca¬ 
cos de Java (Macaca fascicularis) en dos instalaciones de cria 
de animales: la primera en Reston, Virginia, y la segunda en 






Manifestaciones clmlcas de las infecciones virales 1291 


Texas. En ambos casos los animales habian side importados de 
las Pilipinas, y el virus era antigenicamente diferente de las 
cepas aisladas en Sudan, Zaire y Costa de Marfil. Se ban 
demostrado solo cinco casos de infeccion humana con la cepa 
Reston del virus Ebola, todos ellos asintomaticos. Existen evi- 
dencias de transmision de la infeccion entre animales por aero- 
soles, caracteristica epidemiologica terroriTica, que por fortuna 
no se ha encontrado en las epidemias humanas. Tambien se han 
publicado datos que indican la existencia de enfermedad epi- 
demica entre Macaca fascicularis en cautiverio en las Pilipinas 
antes de su exportacion. La mortalidad en los monos infectados 
fue del 82% y los monos mantenidos en grupo en una misma 
jaula tenian mayor probabilidad de contraer la infeccion que 
los alojados en jaulas individuales. 

Los filovirus son virus de RNA con una ultraestructura 
(vease cuadro 23-1) y una morfologia filamentosa caracterfsti- 
cas que dan su nombre a la familia. Los dos virus, Marburg y 
Ebola, pueden diferenciarse por su morfologia ultraestructural, 
y los tipos de virus Ebola son antigenicamente diferentes. 

Es improbable que estos agentes de nivel 4 de bioseguridad 
se encuentren en los laboratorios de diagnostico clmico. Los 
lectores interesados pueden consultar varios analisis excelentes 
de la biologia de estos virus fascinantes y de las enfermedades 
que provocan.^^"^ "^^^ 

Togavirus 

En la actualidad, Togaviridae y Biinyaviridae incluyen la 
mayorfa de los virus antes conocidos como arbovirus (virus 
transmitidos por artropodos).^^ Ambos grupos comprenden 
virus de RNA de cadena simple, con una envoltura lipidi- 
ca.437.439 togavirus reciben su nombre por la “toga” lipidica 
que rodea al virus. Estos agentes biologicamente diversos tie- 
nen una ecologia compleja; suelen infectar pequenos mamffe- 
ros o aves (reservorios) y son transmitidos de un animal a otro 
por garrapatas o mosquitos (vectores). Muchos de ellos tam¬ 
bien se mantienen por pasaje transovarico desde el insecto 
adulto a las larvas. El hombre es un huesped accidental cuando 
es infectado inadvertidamente en lugar de los reservorios ani¬ 
males habituales. 

Dos miembros de la familia Togaviridae no coinciden con el 
perfil y se trataran en su contexto tradicional. Se trata del virus 
de la rubeola, un alfavirus, y del virus de la hepatitis C, un fla- 
vivirus. 

Existen dos divisiones dentro de Togaviridae. Los alfavirus 
(antes arbovirus del grupo A) estan constituidos por los agen¬ 
tes de la encefalitis equina del Este, la encefalitis equina del 
Oeste y la encefalitis venezolana. Los flavivirus (antes arbovi¬ 
rus del grupo B) incluyen los agentes de la encefalitis de San 
Luis, el dengue (fiebre quebrantahuesos), la fiebre amarilla y la 
fiebre del Nilo Occidental. 

Todos los anos se registran pequehas cantidades de casos de 
encefalitis equina del Este y de encefalitis equina del Oeste. La 
enfermedad humana puede presagiarse por un aumento de la in- 
cidencia de la enfermedad en los cabal los. Las epidemias de ence¬ 
falitis de San Luis ocurren aproximadamente cada 10 anos en la 
zona sur de los Estados Unidos, sobre todo en Texas, los estados 
de la Costa del Golfo y en Florida. El reservorio de la encefa¬ 
litis de San Luis son las aves y los mosquitos vectores varian de 
acuerdo con la local idad geografica. La enfermedad es mas grave 
en el anciano y los casos se encuentran concentrados en zonas 
densamente arboladas con casas mal protegidas de los insectos. 

El dengue es prevalente en el Caribe y en el sudeste asiatico. 
En los Estados Unidos se ven casos importados cada vez mas a 


menudo y se describio la transmision domestica ocasional del 
virus dentro del pais, en especial en Texas. Una via de entrada 
en los Estados Unidos muy poco habitual se descubrio cuando 
se encontraron mosquitos infectados en el agua estancada que se 
habia acumulado en neumaticos de automovil importados del 
sudeste asiatico. La infeccion por dengue no complicada es una 
enfermedad febril indiferenciada, a veces acompanada por 
exantema y artralgias o artritis. El diagnostico diferencial in- 
cluye otras infecciones virales, como la rubeola. Existen cuatro 
serotipos de virus del dengue. Halstead propuso la hipotesis de 
que la infeccion sucesiva con diferentes serotipos desencadena 
mecanismos inmunopatologicos que causan el sindrome de fie¬ 
bre hemorragica del dengue.Limitada anos atras al sudes¬ 
te asiatico, la forma hemorragica letal de la enfermedad se ha 
observado en el Caribe con frecuencia creciente. 

Entre estos virus, el que mas recientemente ha concitado la 
atencion es el virus del Nilo Occidental, que causa un espectro 
de enfermedades neurologicas como encefalitis, meningitis y 
un smdrome similar a la poliomielitis.J^^ Hasta 1999 habia pro- 
ducido infecciones localizadas en Africa, Medio Oriente y 
Europa Oriental. En ese ano hizo su aparicion sorpresiva en la 
ciudad de Nueva York y desde entonces se ha expandido a to¬ 
dos los Estados Unidos. 

Se creyo que los primeros casos de encefalitis estabn causa- 
dos por el virus de la encefalitis de San Luis, relacionado inmu- 
nologicamente con el virus del Nilo Occidental. Ambos virus 
comparten otras caracteristicas, como tener las aves como 
huesped frecuente (una caracteristica que puede estar vincula- 
da a su rapida diseminacion). Asi, en unos pocos anos, el virus 
del Nilo Occidental ha pasado de ser una trivialidad exotica a 
tener importancia cotidiana.^^^ 

Bunyavirus 

La familia Bunyaviridae esta constituida por un grupo gran¬ 
de y heterogeneo de virus transmitidos al hombre por artropo- 
dos vectores, sobre todo garrapatas y mosquitos, y por las 
excretas de roedores. Existen cuatro generos de importancia 
medica: 1) los bunyavirus, que incluyen el grupo de la encefa¬ 
litis de California; 2) los nairovirus, que incluyen los virus de 
la fiebre hemorragica del Congo-Crimea; 3) los flebovirus, que 
incluyen los virus de la fiebre del valle del Rift y el virus de la 
fiebre por flebotomos y 4) los hantavirus, que incluyen los 
agentes de la fiebre hemorragica de Corea, la nefropatia epide- 
mica y el smdrome pulmonar por hantavirus.^^*^^"^ 

VIRUS DE LA ENCEFALITIS DE CALIFORNIA 

Los bunyavirus mas importantes en los Estados Unidos son los 
pertenecientes al grupo de virus de la encefalitis de California. A 
pesar del nombre “de California” estos virus causan enfermedad 
con mayor frecuencia en los estados centrooccidentales y del cen- 
tro y norte. Los virus de la encefalitis de California suelen produ- 
cir meningitis aseptica, enfermedad que aparece en verano y que 
es clfnicamente indistinguible de la enfermedad causada por ente¬ 
rovirus.El virus de la encefalitis de California propiamente 
dicho es poco frecuente; el virus LaCrosse es el patogeno huma¬ 
ne mas frecuente del grupo. La mayorfa de los pacientes se 
recuperan de la infeccion sin secuelas. 

HANTAVIRUS 

Los hantavirus son un grupo de virus en constante expansion 
que se han transformado de agentes infecciosos exoticos en 
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amenazas endemicas en los Estados Unidos."^^^ Las caracteris- 
ticas uniformes del grupo son la infeccion persistente, asinto- 
matica de un huesped roedor, la probable transmision al hom- 
bre a traves de excretas de roedores infectados y la infeccion 
del endotelio vascular. El estado de conocimiento actual de 
estos virus, su huesped roedor y las enfermedades clmicas aso- 
ciadas se resumen en el cuadro 23-4. 

Durante la guerra de Corea, se detecto una grave fiebre 
hemorragica entre los soldados norteamericanos. El shock y la 
insuflciencia renal, que eran los smtomas mas destacados, pro- 
porcionaron el descriptivo nombre de fiebre hemorragica con 
smdrome renal (FHSR). El cuadro clmico clasico comprende 
fiebre, plaquetopenia e insuficiencia renal. La recuperacion de 
las plaquetas presagia la recuperacion de la funcion renal nor¬ 
mal. El shock y el fallo multiorganico, similares a los de una 
sepsis bacteriana, caracterizan a los casos mas graves. Las 
manifestaciones menos frecuentes son hemorragias retroperito- 
neales y edema pulmonar. Algunos pacientes tienen una enfer- 
medad febril indiferenciada con funcion renal normal. En 
Grecia, donde las cepas prevalentes recuerdan al virus asocia- 
do con las infecciones de Corea, se describio un smdrome cli- 
nico con enfermedad hepatica grave. 

Luego de la demostracion de la enfermedad en Corea, se 
reconocio que este grave smdrome clmico ocurria en el este de 
la Union Sovietica y en Manchuria. El agente etiologico no fue 
aislado hasta 1982, cuando se aislo el virus Hantaan (cuyo nom¬ 
bre deriva del rio de Corea donde se observe enfermedad epi- 
demica). Este virus causa una infeccion asintomatica persisten¬ 
te en su huesped roedor, Apodemus agrarius. Mas larde, se aislo 
un segundo agente relacionado, el virus Seul, que causa una 
infeccion menos grave. Los huespedes roedores del virus Seul 
son las ratas urbanas, Rattus norvegicus y Rattus rattus. Este 
virus se ha encontrado en ratas de laboratorio y ha causado 
infeccion en personal de laboratorio. No existen casos docu- 
mentados de infeccion por virus Hantaan en los Estados Unidos, 
pero se han demostrado serologicamente casos de FHRS causa- 
da por el virus Seul en Baltimore. Los hantavirus asociados con 
ratas en los Estados Unidos se han relacionado con frecuencia 
con la enfermedad renal hipertensiva, pero no con otras enfer¬ 
medades renales cronicas.^®^ Aunque la enfermedad hipertensi¬ 


va renal no suele asociarse con agentes infecciosos, la leccion 
proporcionada por Helicobacter pylori y la gastritis debe aler- 
tamos acerca de no despreciar esta asociacion. 

Una version mas leve de esta infeccion, conocida como ne- 
fropatia epidemica, es causada por el virus Puumala y se obser- 
va en Escandinavia (cuadro 23-4)."^^^ El virus produce infeccio¬ 
nes asintomaticas en ratones campestres; en el hombre es una 
enfermedad febril aguda con dolor lumbar y poliuria, pero con 
manifestaciones hemorragicas leves o sin ellas, y sin shock. 
Los pacientes se recuperan sin secuelas. Los smtomas son casi 
siempre inespecificos y el diagnostico clmico fue correcto solo 
en el 28% de los casos en un estudio finlandes. 

La atencion se centro en los hantavirus en 1993, cuando se 
observe un brote de enfermedad respiratoria grave en la zona 
de Four Comers, en el sudoeste de los Estados Unidos. 

Los pacientes tenian un smdrome prodromico con fiebre, mial- 
gias, tos o disnea, smtomas gastrointestinales y cefalea, que 
progresaba rapidamente al edema pulmonar irreversible. El 
agente causal fue reconocido con sorprendente rapidez como 
un nuevo miembro del genero hantavirus, denominado virus 
Sin Nombre (inicialmente virus Four Corners). El huesped roe¬ 
dor del virus Sin Nombre es el raton ciervo, Peromyscus mani- 
culatus. Se ha adelantado la hipotesis de que las lluvias copio- 
sas incrementan las fuentes de alimentacion, lo que ocasiona 
un gran aumento del niimero de ratones y del contacto del hom¬ 
bre con estos, alterando asi la epidemiologia, que pasa de ser 
una enfermedad esporadica, endemica, a una infeccion epide¬ 
mica. No existen evidencias de transmision interhumana del 
smdrome pulmonar por hantavirus. El diagnostico retrospecti- 
vo de casos de infeccion por virus Sin Nombre o un vims rela¬ 
cionado, ocurridas hace tanto como en 1978, se ha hecho por 
tincion con inmunoperoxidasa de tejidos incluidos en parafina 
y conservados desde esa fecha.^^"^ La totalidad de las 12 infec¬ 
ciones identificadas retrospectivamente habian ocurrido al 
oeste del rio Misisipi, la mayoria en el Lejano Oeste. 

Con posterioridad al descubrimiento del virus Sin Nombre se 
han identificado otros hantavims relacionados en los Estados 
Unidos: en Louisiana, Florida y en el este (cuadro 23-4). Se des- 
conoce la frecuencia de la infeccion por hantavirus fuera de las 
areas endemicas. 


Cuadro 23-4 

Hantavirus selecdonados: huespedes y enfermedades clmicas'' 


VIRUS 


DISTRIBUCION 

GEOGRAFICA 

HUESPED ROEDOR 

ENFERMEDAD CLINICA 

Hantaan 


Lejano Oriente 

Apodemus agrarius (forma oriental) 

Fiebre hemorragica con smdrome 
renal (FHSR) 

Seul 


M undial 

Rattus rattus; Rattus norvegicus (ratas de ciudad) 

FHSR leve 

Dobrava 


Balcanes 

Apodemus flavicolis 

FHSR 

Puumala 


Escandinavia; Europa 

Clethrionomys glariolus (ratones campestres) 

Nefropatfa endemica 

Sin Nombre 


Sudoeste de los Estados Unidos 

Peromyscus maniculatus (raton ciervo) 

Smdrome pulmonar por hantavirus 
(SPH) 

Bayou 


Louisiana 

Oligoryzomys palustris (rata del arroz) 

SPH 

Black Creek Canal 

Florida 

Sigmodon hispidus (rata del algodon) 

Desconocida 

New York 


Noreste de los Estados Unidos 

Peromyscus leucopus (raton de patas blancas) 

SPH 

Monongahela 


Este de los Estados Unidos 

Peromyscus maniculatus nubiterrae (forma silvestre 
del raton ciervo) 

SPH 

Andes 


America del Sur y Central 

Oligoryzomys longicaudaius 

SPH 

“ Para mas informacion sobre otros virus, consultar referenda 
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El pulmon es el organo diana, tanto desde el punto de vista 
anatomopatologico como clmico.'^^^ El edema y los depositos 
de fibrina con membranas hialinas localizadas en los espacios 
aereos se acompanan por un exudado intersticial mononuclear. 
Grandes celulas inmunoblasticas infiltran muchos organos. Los 
hallazgos hematologicos son leucocitosis con neutrofilia y des- 
viacion a la izquierda, plaquetopenia, inmunoblastos circulan- 
tes y (en los casos graves) hemoconcentracion. El antigeno 
viral se concentra en las celulas endoteliales, sobre todo en el 
lecho vascular pulmonar, y pueden verse particulas similares a 
virus dentro de estas celulas.^” Los antigenos de hantavirus 
tambien se encuentran en las celulas dendriticas, los macrofa- 
gos y los linfocitos foliculares. 

Virus de la gastroenteritis humana 

La gastroenteritis viral ocupa el segundo lugar, despues de 
las enfermedades virales respiratorias, como causa de morbili- 
dad en los Estados Unidos. Su incidencia se ha estimado en 
cerca del 11% por ano.*^"^ La mortalidad es rara. En la decada 
pasada, se aprendio mucho acerca de sus agentes etiologicos, 
pero puede asignarse una etiologia a solo el 50% de las gastro¬ 
enteritis virales. La mayoria de estos agentes han sido identifi- 
cados por inmunomicroscopia electronica. En esta tecnica, se 
mezcla suero inmune con una suspension de virus o una mues- 
tra de heces. Puede observarse la aglutinacion de particulas 
submicroscopicas examinando con el microscopio electronico 
preparaciones con tincion negativa. La mayoria de estos agen¬ 
tes no son faciles de cultivar. Por lo tanto, no se conocen deta- 
lles acerca de su composicion; por razones de conveniencia, 
seran tratados junto con el agente patogeno mas frecuente: los 
rotavirus. 

Los agentes de la gastroenteritis viral pueden dividirse en 
seis grupos. La clasificacion se encuentra en etapa embrionaria 
debido al limitado conocimiento que se posee acerca de algu- 
nos de ellos: 

Rotavirus 

Calicivirus (virus redondos pequehos) 

Agentes similares al Norwalk (norovirus) 

Sapovirus 

Astrovirus 

Adenovirus entericos 

La frecuencia de estos virus en los Estados Lfnidos se resume 
en el cuadro 23-5. Los datos provienen de un estudio multicen- 
trico, realizado con microscopia electronica.^^ La identificacion 
de los agentes en este estudio fue puramente morfologica; es 
probable que los adenovirus esten representados en exceso, por- 
que el enfoque ultraestructural no diferencia los serotipos gas- 
trointestinales de los respiratorios. 

Muchos aspectos de estas infecciones gastrointestinales 
virales son similares. Causan vomitos o diarrea agudos, casi 
siempre leves, autolimitados y no inflamatorios. No hay diarrea 
sanguinolenta. El analisis microscopico de biopsias provenien- 
tes de voluntarios humanos que han ingerido estos agentes 
infecciosos muestra aplanamiento de las vellosidades intestina- 
les y cambios inflamatorios leves de la submucosa, alteraciones 
que son indicativas de malabsorcion del intestino delgado. Las 
celulas deterioradas en las puntas de las vellosidades son reem- 
plazadas por celulas de la base de las criptas en el termino de 5 
a 10 dias. La diarrea que dura mas de 7 a 10 dias tiene pocas 
probabilidades de ser de etiologia viral. El tratamiento es la 
reposicion de los hquidos y electrolitos perdidos, en general 


por los vomitos. Lamentablemente, la inmunidad parece ser 
solo parcial.'^^ 

Cabe destacar la ausencia de virus intestinales convenciona- 
les en la lista de agentes patogenos. Existen pocas evidencias 
de que los enterovirus o los adenovirus respiratorios produzcan 
enfermedad gastrointestinal. 


ROTAVIRUS 

Los rotavirus son los patogenos humanos mas importantes 
dentro de los Reoviridae. En si mismos no se asocian con 
enfermedades humanas, pero han sido utiles para el estudio de 
los mecanismos moleculares de la patogenia viral. “Reo” sig- 
nifica respiratory-^nteric-^^rfan, nombre proveniente del origen 
de los aislamientos del virus y de la falta de asociacion con 
enfermedad clmica. Los rotavirus recibieron su nombre por el 
aspecto en rueda del virion en las microfotografias electronicas 
(vease cuadro 23-1). 

Los rotavirus incluyen patogenos tanto humanos como ani- 
males, pero los rotavirus animales no infectan al hombre. Los 
rotavirus humanos han sido clasificados serologicamente y la 
mayoria de las cepas patogenas para el hombre encontradas en 
los Estados Unidos y Europa pertenecen al grupo A. Los rota¬ 
virus humanos son causa frecuente de gastroenteritis en lactan- 
tes y nihos pequehos.^^^ La presentacion clmica es variable, 
pero los vomitos y la deshidratacion son caracteristicas clinicas 
prominentes en comparacion con la gastroenteritis causada por 
otros virus. La combinacion de vomitos y la aparicion estacio- 
nal en los meses de invierno han llevado a los investigadores a 
denominar a este cuadro “enfermedad de vomitos del invier¬ 
no”. La frecuencia y la especificidad de los smtomas respirato¬ 
rios en la infeccion por rotavirus son controvertidas. Es posible 
que la prevalencia de los vomitos en las infecciones por rotavi¬ 
rus refleje la edad del paciente mas que una propiedad del 
virus, ya que el agente Norwalk causa mucho mas vomitos en 
los ninos. Uhnoo y Svensson compararon las caracteristicas del 
grupo A, subgrupos 1 y 2 en lactantes suecos."^*^ Los pacientes 
con infecciones por cepas del subgrupo 1 tuvieron fiebre de 
hasta 39 en forma significativamente mas frecuente que los 
infectados por el subgrupo 2, pero los lactantes que tenian in¬ 
fecciones por el subgrupo 2 estaban mas enfermos, fueron hos- 
pitalizados con mayor frecuencia y tenian mayores probabili¬ 
dades de sufrir smtomas respiratorios. La frecuencia de diarrea 
y vomitos en los dos grupos fue similar. 


Cuadro 23-5 Prevalencia de los agentes virales productores 
de gastroenteritis en los Estados Unidos y 
Canada 


Cantidad de positives 

8 262 

Rotavirus 

48% 

Astrovirus 

2,4% 

Calicivirus 

1,3% 

SRV/SRSV“ 

10,0/0,4% 

Adenovirus 

17,2%'’ 

Coronavirus 

6,6%'’ 

Otros 

14,6% 


° Virus redondos pequenos/virus redondos pequenos estructurados. incluso los simila¬ 
res al agente Norwalk. 

Incluye tanto cepas respiratorias como intestinales. 

Adaptado de la referencia^*^. 
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Puede haber infecciones cronicas por rotavirus en ninos 
inmunosuprimidos. En los adultos, la infeccion suele ser asin- 
tomatica. Estos virus son notorios causantes de infecciones 
intrahospitalarias, incluso de epidemias, en los ninos. 

CALICIVIRUS 

Estos virus, identificados al principio por microscopia elec- 
tronica, se caracterizaron descriptivamente como virus peque- 
nos de estructura redonda.^^^ Existen dos grupos principales de 
virus dentro de los calicivirus, que se describen a continuacion. 
Virus similares al Norwalk (Norovirus), El agente Norwalk de la 
gastroenteritis se reconocio como una particula de 27 nm en 
muestras de heces de un brote de gastroenteritis en la comuni- 
dad de Norwalk, Ohio. Mas tarde, se han aislado virus de RNA 
similares en otras epidemias. El analisis molecular ha revelado 
que existen dos grupos principales.^* Estos agentes se denomi- 
nan norovirus.^^'* 

Los virus similares al Norwalk han causado epidemias de 
enfermedad con frecuencia y tambien producen infecciones 
e sporadic as originan infeccion y enfermedad activa en per¬ 
sonas de todas las edades, a diferencia de la mayoria de otros 
agentes virales, que producen enfermedad sintomatica sobre 
todo en lactantes y ninos pequenos. Son la principal causa de 
gastroenteritis infecciosa en los adultos. Los agentes similares 
al Norwalk se han asociado con alimentos y agua contamina- 
dos y son una de las posibilidades para considerar cuando un 
paciente ha ingerido recientemente mariscos. Se describio 
enfermedad epidemica en ambitos que varian desde juegos de 
futbol hasta cruceros de placer o institutos geriatricos. 

Virus similares al Sapporo (Calicivirus clasicos). Estos agentes son 
morfologicamente parecidos a los virus similares al Norwalk, 
pero difieren desde el punto de vista inmunitario y genetico. 
Algunos autores los consideran agentes importantes de gastro¬ 
enteritis en los ninos, a veces transmitida por alimentos.^^ Otras 
autoridades en la materia se reservan su juicio.^**** 

ASTROVIRUS 

Los astrovirus tambien contienen RNA y han sido dificiles 
de cultivar in vitro, aunque algunas cepas se han desarrollado 
con exito.^^^ Su nombre proviene de su aspecto ultraestructural 
en forma de estrella. Los astrovirus son eliminados en grandes 
cantidades en las heces, pero parecen ser menos patogenos que 
los agentes tipo Norwalk. Han causado enfermedades epidemi- 
cas en ninos pequenos, en guardias pediatricas, en guarderias y 
en sanatorios. Se describio la infeccion simultanea con astrovi¬ 
rus y calicivirus. 

ADENOVIRUS ENTERICOS 

No puede establecerse una relacion causal de los serotipos 
clasicos de adenovirus con la enfermedad diarreica, pero se han 
demostrado serotipos “no cultivables” por inmunomicroscopia 
electronica. Los adenovirus tipos 40 y 41, que no se desarrollan 
bien en los tipos habituales de cultivo de tejidos, son patogenos 
intestinales.^'*^ Estos adenovirus entericos son la segunda causa 
en orden de frecuencia de gastroenteritis viral en los lactantes. 
Causan infecciones esporadicas, aunque se notificaron epide¬ 
mias. La mayoria de los pacientes son menores de 2 anos. 

Coronavirus 

Los coronavirus clasicos son causantes del resfriado co- 
mun.^^^ La mayoria requiere el uso de cultivos de organos para 


el aislamiento fiable y es improbable que se los encuentre en el 
laboratorio clinico. 

En 2003 se produjo un espectacular agregado al genero, 
cuando un nuevo coronavirus se identified como la causa de 
una nueva y misteriosa enfermedad respiratoria en China. Esta 
infeccion se llamo smdrome respiratorio agudo grave (SRAG). 
A diferencia de las infecciones conocidas antes por coronavi¬ 
rus, el SRAG se caracteriza por una infeccion de las vias respi- 
ratorias bajas que a menudo requiere la hospitalizacion en una 
unidad de cuidados intensivos; puede ser mortal.Otra 
caracteristica problematica de esta infeccion es su propension 
a infectar al personal de los hospitales, en especial a los que 
han estado en contacto estrecho con los pacientes.^^® Con 
asombrosa rapidez, con la colaboracion de cientfficos de todo 
el mundo y por medio de tecnicas moleculares, la causa de la 
infeccion fue identificada como un nuevo coronavirus. La 
importancia de un metaneumovirus humano que fue aislado en 
algunos pacientes no se ha aclarado.®^ Cabe destacar que un 
coronavirus convencional, OC243, produjo un brote reciente de 
infecciones respiratorias que incluyeron neumonias. 

Coltivirus 

Este grupo incluye el virus de la fiebre por garrapatas del 
Colorado, una enfermedad febril indiferenciada, casi siempre 
leve y autolimitada, pero que puede ser grave o incluso mor¬ 
tal.'*^'* Se transmite por la picadura de garrapatas. Este virus 
estaba incluido antes en el grupo Orbivirus, que esta compues- 
to por patogenos para los animales. Los orbivirus son miem- 
bros de la familia Reoviridae, junto con los rotavirus. 

Retrovirus 

Los retrovirus son virus de RNA; reciben ese nombre porque 
contienen una enzima que transcribe el RNA a DNA, a la inver- 
sa de lo que sucede normalmente, que el DNA se transcribe a 
RNA. Durante muchos anos, estos virus fueron conocidos como 
causantes de tumores en los animales. En la decada de 1970, se 
enconiraron dos virus que causaban linfomas linfociticos de 
celulas T en seres humanos, que se denominaron virus del lin- 
foma humano de celulas T (HTLV-I y HTLV-II). Este descu- 
brimiento fue importantisimo desde el punto de vista biologi- 
co, pero los tumores son poco frecuentes.*^ 

El grupo de los retrovirus adquirio un siibito aumento de su 
notoriedad en 1983, cuando se identified un tercer retrovirus 
como causante del smdrome de inmunodeficiencia adquirida 
(SIDA).*^^ El SIDA habia sido reconocido clmicamente varios 
anos antes, cuando se detectaron infecciones oportunistas en 
varones jovenes homosexuales, bisexuales o drogadictos, pero 
que no tenian los factores de riesgo convencionales para la neu- 
monia por Pneumocystis ni para la candidiasis. 

Se han aislado virus similares en varios laboratorios, que han 
recibido indistintamente el nombre de HTLV-III, virus asocia¬ 
do con linfadenopatia (LAV) y virus relacionado con el SIDA 
(ARV). Un panel de expertos determino el nombre definitivo: 
virus de la inmunodeficiencia humana (HIV). Aunque el HIV 
fue aislado por primera vez en 1983, el analisis retrospectivo de 
sueros y tejidos congelados sugiere que un virus similar habia 
infectado a un adolescente sexualmente activo en St. Louis en 
1968.*^^ Mas tarde, se aislo un virus serologicamente relacio¬ 
nado que se denomino HIV-2. La distribucion del HIV-1 es 
mundial. El HIV-2, que se encuentra fundamentalmente en 
Africa Occidental, tambien causa un smdrome de inmunodefi¬ 
ciencia adquirida. Se han informado casos de infeccion por 
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HIV-2 en los Estados Unidos, pero la mayoria de estos pacien- 
tes teman alguna conexion con Africa Occidental. Existen 
reacciones inmunitarias cruzadas entre el HIV-1 y el HIV-2. 
Deben realizarse inmunoanalisis especiTicos para distinguir 
entre ambas infecciones y tambien para detectar los antigenos 
tipo especiTicos con la maxima sensibilidad. Para complicar 
aun mas las cosas, se ha identificado al menos un paciente 
infectado por ambos virus. El HIV es miembro de la subfami- 
lia lentivirus (lenti = lento) de Retroviridae. Otros virus de este 
grupo causan infecciones cronicas con largos periodos de la- 
tencia clinica. Algunos retrovirus de animales tambien produ- 
cen inmunodeficiencias, como el virus de la inmunodeficiencia 
simiana y el virus de la leucemia felina. No se ha demostrado 
la infeccion entre especies. 

Al contrario de otros lentivirus, el HIV es muy heterogeneo 
desde el punto de vista genetico, al extremo que cada aisla- 
miento es casi unico (denominados cuasi-especies). Sin embar¬ 
go, existen grupos relacionados geneticamente, que a su vez se 
dividen en subtipos o dados. Las cepas del grupo M (major) 
representan el 95% de los aislamientos y se dividen en por lo 
menos ocho subtipos (A, B, C, D, F, G, H y J). Todos los da¬ 
dos se encuentran en Africa; en los Estados Unidos y Europa el 
dado B es el subtipo predominante. (Cabe hacer notar que los 
dados geneticos no mapean en serotipos virales defmidos). 

Las cepas del grupo O, que predominan en Africa Occi¬ 
dental, tienen menos del 50% de homologia con las cepas del 
grupo M. Los virus del grupo N (no-M u O) se encuentran en 
Camerun, 

Todos los retrovirus tienen ademas tendencia a la recombi- 
nacion cuando se superponen multiples cepas. Se supuso que 
los pacientes infectados por el HIV deberian ser resistentes a la 
infeccion por una segunda cepa. Lamentablemente, la ausencia 
de inmunidad completa y la frecuencia de exposiciones multi¬ 
ples al virus han tenido como resultado las infecciones por 
varias cepas, situacion en la que puede tener lugar la recombi- 
nacion.^^ 

No existen dudas acerca de que el HIV es la peste mas de- 
vastadora que enfrentamos al entrar en el siglo xxi. Este virus 
ha alterado el rostro de nuestra sociedad y continuara causan- 
do estragos durante muchos de los ahos venideros, sobre todo 
en el Tercer Mundo. Si bien la aparicion del tratamiento anti- 
rretroviral de alta actividad ha reducido la velocidad de avance 
de la infeccion y disminuido la mortalidad en los paises que 
pueden conseguir los farmacos, la epidemia continua avanzan- 
do. En el cuadro 23-6 se resume el estado actual de la epidemia 
mundial. 

El analisis que sigue es un breve intento de presentar algu- 
nas de las caracteristicas mas prominentes de este virus multi- 
facetico y de la enfermedad que causa. Es un tribute a la cien- 
cia modema que un agente infeccioso haya sido aislado solo 3 
anos despues de los primeros informes del sindrome clmico. 
Sin el modemo arsenal de la biologia y la virologia molecula- 
res, todavia estariamos in defenses ante este flagelo. 

El virion del HIV-1 es icosaedrico y tiene 72 espiculas exter- 
nas.^^^ Es considerablemente mas complejo que el HTLV-1 y el 
HTLV-2, en consonancia con su evolucion natural mas compli- 
cada. Los productos geneticos pueden dividirse en tres grupos. 
Las proteinas virales que representan los antigenos mas impor- 
tantes para el diagnostico se resumen en el cuadro 23-7. 

La proteina de envoltura gpl20 tiene la informacion para el 
ingreso del virus HIV-1 en el paciente.Esta proteina tiene 
una afmidad destacable por un complejo de receptores existen- 
te en la superficie de celulas distribuidas por todo el organismo. 
El principal componente del complejo, el receptor CD4, se 


Cuadro 23-6 La epidemia mundial de HIV en el aho 2003 

PARAMETRO 

REGION 

GEOGRAFICA 

PERSONAS 

AFECTADAS 

Personas que viven 
con SIDA 

Todo el mundo 

Norteamerica 

Africa subsahariana 

34 a 46 millones 

790 000 a 1,2 millones 

25 a 28,2 millones 

Nuevos casos de adul- 
tos y ninos infecta¬ 
dos por el HIV 

Todo el mundo 

Norteamerica 

Africa subsahariana 

4,2 a 5,8 millones 

36 000 a 54 000 

3 a 3,4 millones 

Muertes de adultos y 
ninos debidas al 

SIDA 

Todo el mundo 

Norteamerica 

Africa subsahariana 

2,5 a 3,5 millones 

12 000 a 18 000 

2,2 a 2,4 millones 

Fuente: Annual UN AIDS Epidemic Update Report en http./Avww. unaids.org. 


encuentra en los linfocitos T helper, macrofagos y celulas de 
Langerhans de la piel. La segunda parte del complejo de recep¬ 
tores es una quimiocina receptora. Las cepas virales que inte- 
ractiian con el receptor CXCR4 (virus X4) tienen mayores pro- 
babilidades de infectar los linfocitos T in vitro; las cepas que 
interactuan con el receptor CCR5 (virus R5) se asocian in vitro 
con Imeas celulares de macrofagos. Algunos virus, que interac¬ 
tuan con ambas quimiocinas correceptoras, pueden infectar 
tanto linfocitos como macrofagos. 

Se ha adelantado la hipotesis de que los hombres no circun- 
cidados tienen mayores probabilidades de desarrollar infeccio¬ 
nes por HIV porque el prepucio tiene abundantes celulas de 
Langerhans, asi como macrofagos y linfocitos.^ La mayor sus- 
ceptibilidad a la infeccion por el HIV de los pacientes con ulce- 
ras genitales puede ser el resultado de la accesibilidad de los 
macrofagos y linfocitos CD4-I- en las bases inflamadas de las 
ulceras."^ 

Sin embargo, las celulas diana mas importantes del virus son 
los linfocitos T CD4-i-.^®^ Estos linfocitos helper representan el 
centro neural del sistema inmunitario celular. Sin ellos, el orga¬ 
nismo tiene mayores riesgos de sufrir muchas infecciones 
oportunistas. Ademas de la anormalidad de las celulas T, se ha 
demostrado tambien una respuesta defectuosa de las celulas B 
a antigenos T independientes. Los macrofagos son muy impor¬ 
tantes, ya que proporcionan un sitio donde el virus queda ocul- 
to, incluso despues de que las celulas T han sido destruidas y la 
mayor parte del virus ha sido eliminada por la quimioterapia. 

La primoinfeccion por el virus HIV causa una enfermedad 
febril transitoria, que puede estar acompanada por linfadeno- 
patia, faringitis o una erupcion cutanea difusa.*®^ Durante la 
enfermedad aguda se encuentran altos niveles de virus circu- 
lante, en ausencia de anticuerpos especiTicos. En el curso natu¬ 
ral de la infeccion, los anticuerpos se desarrollan despues de 
varias semanas a varios meses. 

La siguiente fase subclmica de la enfermedad esta acompa- 
hada por la presencia de anticuerpos, antigeno p24 circulante, 
inmunocomplejos y bajos niveles de virus circulante. Se ha 
introducido la realizacion de pruebas para detectar el virus en 
hemoderivados, en un intento de reducir al mini mo el riesgo de 
transfundir unidades infectadas. Durante la fase de viremia cro- 
nica, mutaciones repetitivas del genoma viral abortan los inten- 
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Cuadro 23-7 Principales antigenos del virus de la 
inmunodeficiencia humana tipo 1 


GEN PRODUCTOS GENETICOS 

Antigeno grupoespecifico/core (GAG) p (proleina)18, p24, p55 
Polimerasa (POL) p31, p51, p66 

Envoltura (ENV) gp(g]ucoproteina)41, gpl 20, 

gpl60 


Adaptado de la referenda^'. 


tos del sistema inmunitario del huesped para eliminar la infec- 
cion. El comienzo de la enfermedad clmica se asocia con un 
aumento de la cantidad de virus, tan to en las celulas mononu- 
cleares de sangre periferica como en el plasma. 

Despues de la infeccion por el HIV-1 puede aparecer un 
amplio espectro de cuadros clmicos. La clasificacion de los 
CDC de la enfermedad por HIV se resume en los cuadros 23-8 
y 23-9.^* Ciertas enfermedades (grupo C del cuadro 23-9) se 
asocian con alta frecuencia con el HIV y se denominan enfer¬ 
medades defmitorias del SIDA. 

Las complicaciones infecciosas de la infeccion por el HIV 
incluyen infecciones virales, micoticas, micobacterianas, bac- 
terianas y parasitarias. La practica de la infectologia y de la 
microbiologia clmica ha sido irrevocablemente alterada por 
este virus. Numerosas infecciones, antes consideradas exoticas 
o poco frecuentes, se han transformado en cuadros comunes en 
centros que atienden a gran cantidad de pacientes infectados 
por el HIV. Las antiguas reglas deben descartarse cuando el 
enfermo esta tan intensamente inmunosuprimido como lo estan 
los pacientes con SIDA o los pacientes con trasplante de orga- 
nos importantes. Todo es posible y la respuesta inflamatoria del 
huesped que se ha asociado con un agente infeccioso en parti¬ 
cular puede estar presente o no. Lo que en un paciente normal 
seria microbiologia indiscriminada, se transforma en buena 
practica en este grupo de enfermos. Es necesaria la integracion 
de datos clmicos, epidemiologicos y de laboratorio para deci- 
dir cuales son los recursos de laboratorio que deben aplicarse a 
un paciente determinado. 


Las infecciones oportunistas mas frecuentes que afectan a 
los pacientes infectados por el HIV se encuentran entre las 
enfermedades defmitorias de SIDA enumeradas en el cuadro 
23-9. Algunas de esas infecciones son caracteristicas de una 
fase particular de la enfermedad. Por ejemplo, la candidiasis 
bucal suele ser una caracterfstica de presentacion de la enfer¬ 
medad. La neumonia por Pneumocystis jiroveci (carinii) apa- 
rece por primera vez cuando los recuentos de linfocitos se 
encuentran relativamente altos, al comienzo del proceso pato- 
logico. Las infecciones por el complejo Mycobacterium avium 
tienden a presentarse tardiamente en el curso de la enfermedad, 
cuando los recuentos de linfocitos CD4+ son bajos. Aunque las 
infecciones con agentes patogenos asociados con celulas 
(microorganismos intracelulares facultativos) se relacionan 
mas estrechamente con defectos de la inmunidad celular, las 
infecciones bacterianas para las cuales la inmunidad humoral 
es importante para la defensa del huesped tambien son mas fre¬ 
cuentes en los pacientes infectados por el HIV. La busqueda de 
la etiologia de una infeccion oportunista no debe detenerse 
cuando se identifica el primer agente, ya que muchas de las 
infecciones en los pacientes con SIDA son polimicrobianas. 

No todas las enfermedades relacionadas con el HIV son cau¬ 
sadas por infecciones oportunistas. El virus es citopatogenico 
por SI mismo y causa enfermedades clinicas como encefalitis y 
demencia relacionada con el SIDA. El colapso del sistema 
inmunitario celular y sus mecanismos de vigilancia conduce a 
complicaciones neoplasicas, algunas de las cuales pueden ser 
producidas por virus. Los linfomas son frecuentes.Una neo¬ 
plasia antes rara, el sarcoma de Kaposi, se ha registrado a 
menudo en los pacientes con SIDA, muchas veces como mani- 
festacion precoz de la enfermedad. Otras manifestaciones pue¬ 
den tener un mecanismo inmunopatologico o ser de mecanis- 
mo desconocido. Algunas infecciones que deberian afectar a 
pacientes con SIDA, como la legionelosis o la aspergilosis, son 
bastante infrecuentes. Sin duda, el sistema inmunitario celular 
contribuye al control de la aspergilosis y la legionelosis inva- 
soras, pero otros mecanismos, no destruidos por el HIV-1 son 
tal vez de importancia. 

A medida que ha mejorado el tratamiento para la infeccion 
por el HIV y para las complicaciones infecciosas de la inmu¬ 
nodeficiencia, el patron de infecciones encontradas ha cambia- 
do. Un analisis de autopsias realizadas en Los Angeles entre 
1982 y 1993 demostro una disminucion del numero de infec¬ 
ciones mortales causadas por Pneumocystis jiroveci, sepsis 


Cuadro 23-8 Sistema de clasificacion revisado en 1993 para adolescentes y adultos positivos para HIV 


CATEGORIAS 

SEGUN 

LINFOCITOS 

TCD4+ 


CATEGORfAS CLINICAS 


(A) Asintomatico. HIV 
primario (agudo) 

0 linfadenopatia 
persistente generalizada 

(B) Sintomatico, cuadros 
diferentes de (A) o (C) 

(vease cuadro 23-9) 

(C) Cuadros marcadores 
de SIDA (vease cuadro 23-9) 

(1) ^ 500/|iL 

Al 

B1 

CP 

(2) 200-499/|iL 

A2 

B2 

C2« 

(3) < 200/nL 

A3 

B3 

03" 

" Estas categonas indican SIDA. 


Para la clasificacion debe utilizarse el menor recuento de linfocitos T CD4+ confirmado, pero no necesariamente el mas reciente. 
Adaptado de la referenda^'. 
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Cuadro 23*9 Enfermedades accesorias (categorla B) y enfermedades incluidas en la definicion 
de vigilancia de casos (categona C) de SIDA de 1993 


Categoria B 

Angiomatosis bacilar 
Candidiasis orofaringea (muguet) 

Candidiasis vulvovaginal; persistente, frecuente, o con mala respuesta al tratamiento 
Displasia cervical (moderada o grave)/carcinoma in situ 

Enfermedad inflamatoria pelviana, particularmente si esta complicada con abscesos tuboov^cos 
Herpes zoster (zona), que incluya al menos dos episodios diferentes o mas de un dermatoma 
Leucoplasia vellosa bucal 
Listeriosis 

Neuropatia periferica 

Otros cuadros no especificados 

Purpura trombocitopenica idiopatica 

Smtomas generales, como fiebre (38,5 °C) o diarrea de mas de un mes de duracion 

Categoria C“ 

Candidiasis de bronquios, traquea o pulmonar 
Candidiasis de esofago 
Cancer cervical invasor 

Coccidioidomicosis, diseminada o extrapulmonar 

Complejo Mycobacterium avium o Mycobacterium kansasii, diseminado o extrapulmonar 
Criptococosis extrapulmonar 

Criptosporidiosis intestinal cronica (de mas de un mes de duracion) 

Encefalopatia relacionada con el HIV 

Enfermedades producidas por citomegalovirus (excepto hfgado, bazo, ganglios linfaticos) 

Herpes simple: ulceras cronicas (de mas de 1 mes de duracion); o bronquitis, neumonitis o esofagitis 

Histoplasmosis, diseminada o extrapulmonar 

Isosporiasis intestinal cronica (de mas de un mes de duracion) 

Leucoencefalopatia multifocal progresiva 
Linfoma de Burkitt (o termino equivalente) 

Linfoma inmunoblastico (o termino equivalente) 

Linfoma primitive de cerebro 

Mycobacterium tuberculosis en cualquier localizacion (pulmonar o extrapulmonar) 

Neumonia por Pneumocystis jiroveci 
Neumonia recidivante 

Otras especies de Mycobacterium o especies no identificadas, diseminadas o extrapulmonares 

Retinitis por citomegalovirus con perdida de vision 

Sarcoma de Kaposi 

Septicemia recidivante por Salmonella 

Smdrome de emaciacion producido por el HIV 

Toxoplasmosis cerebral 


“ Estas categorias indican SIDA. 
Adaptado de la referenda^’. 


bacteriana, citomegalovirus, complejo Mycobacterium avium y 
Toxoplasma gondii entre 1989 y 1993, en comparacion con el 
periodo 1982-1988.^*^ En el curso del tiempo, la institucion de 
la profilaxis para las infecciones relacionadas con el SIDA y 
de tratamientos mas eficaces ha cambiado las causas de muer- 
te de las personas con SIDA.^^"^ Aunque las enfermedades defi- 
nitorias de SIDA siguen siendo importantes, otras enfermeda¬ 
des cronicas y las compileaciones del tratamiento han cobrado 
mayor relevancia. 


Estos cambios tambien afectan la forma en que se lleva a 
cabo la vigilancia para la infeccion.^^ La nueva definicion del 
cuadro conserva los criterios clmicos e inmunologicos que eran 
el cuerpo central de los estandares de vigilancia previos (cua¬ 
dros 23-8 y 23-9), pero agrega un criterio virologico (cuadro 
23-10). Segun el nuevo enfoque, se incluyen los pacientes 
infectados, pero en los cuales todavia no se ha desarrollado la 
enfermedad clmica. En el nuevo estandar se incluyen pautas 
para ninos. Las recomendaciones revisadas para la deteccion 
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Cuadro 23-10 Definiciones de caso revisadas para la vigilancia de la enfermedad por HIV 


CRITERIOS CLINICOS Y OTROS 
CRITERIOS (SI NO SE CUMPLEN 

GRUPO DE PACIENTES CRITERIOS DE LABORATORIO LOS CRITERIOS DE LABORATORIO) 


Serologfa positiva para HIV“ Diagnostico de infeccion por el HIV, sobre la 

base de criterios de laboratorio, consignado en 
una historia ch'nica por un medico 


Adultos, adolescentes o ninos i 18 meses 


Ninos <18 meses 


Los ninos < 18 meses nacidos de una madre infec- 
tada por el HIV se consideran no infectados si el 
nino NO reiine los criterios para infeccion por el 
HIV pero Si cumple los criterios de la columna 
adyacente 


OBIEN 

Prueba viral positiva^ 


Prueba viral positiva en dos oportunidades dife- 
rentes (excluida sangre del cordon) 

OBIEN 

Prueba viral positiva (presuntiva) en una 
oportunidad (excluida sangre del cordon) y 
ninuna prueba viral o resultados de serologfa 
posteriores 

^ 2 pruebas para anticuerpos negativas en dife- 
rentes muestras tomadas cuando el nino tiene 
^ 6 meses de edad 

OBIEN 

Por lo menos dos pruebas virales negativas, 
ambas realizadas a la edad de ^ 1 mes y una 
realizada a los ^ 4 meses de edad 

Y 

Ninguna otra evidencia de laboratorio o clmica 
de infeccion por el HIV 

OBIEN 

Una prueba para anticuerpos negativa (presunti¬ 
va) efectuada a los ^ 6 meses de edad y ningu¬ 
na prueba viral positiva 

OBIEN 

Una prueba viral negativa ralizada a los > 4 
meses de edad y ninguna prueba viral positiva 

OBIEN 

Una prueba viral positiva con ^ 2 pruebas virales 
posteriores negativas (por lo menos una de 
ellas realizada a los ^ 4 meses de edad) o una 
prueba de anticuerpos negativa (por lo menos 
una de ellas realizada a los ^ 6 meses de edad) 


OBIEN 

Enfermedades incluidas en la defmicion de casos 
de SIDA (cuadros 23-8 y 23-9) 

Diagnostico de infeccion por el HIV, sobre la 
base de criterios de laboratorio, consignado en 
una historia clmica por un medico 

OBIEN 

Enfermedades que cumplan la definicion de caso 
de SIDA de la vigilancia pediatrica de 1987^^ 

Definido por un medico como “no infectado” y 
con los resultados de las pruebas de diagnostico 
de HIV consignados en la historia clmica 

Y 

Ninguna otra evidencia de laboratorio o clmica de 
infeccion por el HIV 


Se considera que los ninos <18 meses nacidos de 
una madre infectada por el HIV han tenido 
exposicion perinatal si el nino no reiine los crite¬ 
rios para infeccion por HIV o los criterios de 
“no infectado por el HIV” 


“Serologfapositiva para HIV = enzimoinmunoandlisis reiteradamente positivo, seguido de una prueba confirmatoria positiva, p. ej., Western blot. 

Prueba viral positiva para HIV = prueba positiva para dcido nucleico del HIV, prueba positiva para antigeno p24 o cultivo viral positivo. 
Adaptado de la referenda^'. 


sistematica en mujeres embarazadas se han publicado por sepa- 
rado.^^ 

El HIV-1 se excreta en la saliva, la leche, el semen y otros 
liquidos corporales, pero se ha demostrado que la transmision 
de la infeccion solo ocurre despues de la exposicion a secrecio- 
nes genitales o sangre. La importancia de la leche matema en la 
transferencia del virus de la madre al nino no esta aclarada. 


Los grupos mas importantes con riesgo de infeccion por el 
HIV son los que han recibido hemoderivados (receptores de 
transfusiones de sangre, hemofOicos), los que han compartido 
agujas contaminadas (adictos a drogas), los que han tenido re- 
laciones sexuales con una persona infectada y los ninos de 
madre infectada. Al comienzo de la epidemia, la mayorfa 
de las infecciones transmitidas sexualmente en los Estados 
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Unidos y Europa se registraban entre varones homosexuales o 
bisexuales, pero rapidamente se demostro la transmision 
heterosexual. Esta ha sido predominante en Africa desde el 
comienzo de la epidemia. El riesgo de transmision de la 
infeccion por el HIV de la madre al lactante y la gravedad de 
la enfermedad en el lactante estan directamente relacionados 
con la gravedad de la infeccion de la madre en el momento 
del par to. 

El tratamiento de la infeccion ha representado una batalla 
constante entre el virus y la industria farmaceutica, con regoci- 
jo y desesperacion altemados entre los pacientes y los profe- 
sionales de la salud. Hacia 1996, los esfuerzos terapeuticos se 
concentraron en la quimioterapia de combinacion, usando un 
inhibidor de la DNA polimerasa RNA dependiente (transcrip- 
tasa inversa), junto con un inhibidor de la proteasa viral. El 
inhibidor de la transcriptasa inversa puede ser un nucleoti- 
do/nucleosido o un no nucleosido. El tratamiento de los pacien¬ 
tes con estos poderosos farmacos, conocido como tratamiento 
antirretroviral activo (TARAA) se ha transformado en una 
subespecialidad dentro de la infectologia. El virus, por supues- 
to, tambien ha sido elastico y ha desarrollado resistencia a las 
principales clases de farmacos antivirales,^^ en especial si el 
tratamiento es incompleto o inadecuado. 

Aunque ningun tratamiento ha demostrado hasta ahora ser 
capaz de erradicar la infeccion por el HIV, la sentencia de 
muerte que representaba su diagnostico se ha revertido por el 
TARAA en las sociedades que pueden financial estos costosos 
f^macos. Cuando se combina con una mejor educacion de los 
grupos de alto riesgo, el TARAA tiene como resultado la esta- 
bilizacion o la disminucion de la incidencia de nuevas pri- 
moinfecciones. El desafio es encontrar fuentes de fmanciacion 
para ofrecer los nuevos tratamientos a paises con magras reser- 
vas economicas. Lamentablemente, la curva epidemiologica ha 
comenzado a trepar nuevamente debido a la continua aparicion 
de resistencia a los farmacos, a la dificultad de llegar a los 
usuarios de drogas intravenosas y al resurgimiento de la activi- 
dad sexual por la (incorrecta) percepcion de que la pena de 
muerte ha sido conmutada.*® 

El riesgo de transmitir el HIV por transfusiones de sangre se 
ha reducido de manera notable por medio de la deteccion siste- 
matica en todas las unidades de sangre en busca de anticuerpos 
y por la solicitud a los integrantes de grupos de alto riesgo de 
no donar sangre. El resultado ha sido una disminucion cons¬ 
tante en la incidencia de las infecciones por el HIV producidas 
por transfusiones, a medida que la sensibilidad de las pruebas 
utilizadas para el control de hemoderivados ha aumentado. 

La introduce ion de pruebas de amplificacion extremadamen- 
te sensibles para la deteccion sistematica en todas las unidades 
de sangre administradas en los Estados Unidos ha reducido al 
minimo absoluto el riesgo por transfusion. 

La exposicion laboral a agentes infecciosos es un hecho ine¬ 
vitable en la vida del personal medico. Los patogenos transmi- 
tidos por sangre son un componente importante del problema, 
debido a su frecuencia y a la exposicion a sangre. Los objetos 
cortantes (p. ej., agujas e instrumental quirurgico) son los vehicu- 
los de transmision mas comunes. Los agentes virales re- 
presentan el riesgo laboral mas peligroso; entre ellos, el HIV 
encabeza la lista. Los CDC han publicado recomendaciones 
para el manejo, preferentemente por prevencion, de las exposi- 
ciones laborales.^^'^^’^^ En el recuadro 23-4 se ofrece un resu- 
men de las recomendaciones generales. 

El tratamiento de los pacientes con infeccion por el HIV es 
complicado y requiere el apoyo de muchas areas del laborato- 
rio. En alguna forma, la expansion de las posibilidades diag- 


Reouadro 23-4 Man^o de las expoalcioiies iabioraies 
a sangre^ 

Proporcionar atencion inmediata al sitio de exposicion: 

Lavar las heridas y la piel con agua y jabon. 

Enjuagar las mucosas con agua. 

Determinar el riesgo asociado con la exposicion por: 

Tipo de liquido (p. ej., sangre, liquido visiblemente sanguinolento, 
otros liquidos o tejidos potencialmente infecciosos o virus concentrado) 
Y 

Tipo de exposicion (lesion percutanea, exposicidn de piel o mucosas no 
intactas, o mordeduras que produzcan exposicion a la sangre). 

Evaluar la fuente de exposicion. 

Evaluar el riesgo de infeccion usando la informacion disponible. 
Realizar pruebas en las fuentes conocidas para detectar HBsAg, anti- 
HCV y anticuerpos anti-HIV (considerar usar pruebas rapidas). 

En el caso de fuentes desconocidas, evaluar el riesgo de exposicion a 
HBV HCV o HIV. 

No efectuar pruebas para contaminacion viral en agujas o jeringas dese- 
chadas. 

Evaluar a la persona expuesta: 

Determinar su nivel inmunitario contra la infeccion por HBV (p. ej., 
por antecedentes de vacunacidn y de respuesta a la vacuna). 

Administrar la profilaxis posexposicidn para exposiciones que plantean 
riesgo de infeccion, de acuerdo con las recomendaciones en vigencia. 
Realizar pruebas de seguimiento y proporcionar asesoramiento. 


‘‘ Hepatiiis B {HBV), hepatitis C (HVC) y virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV). 
Adaptado de las referencias^^'^^-^^. 


nosticas ha simplifeado el enfoque, como se resume en el cua- 
dro 23-11. 

Herpesvirus 

Los virus del grupo de los herpesvirus humanos son los ais- 
lamientos mas frecuentes en los laboratorios generales. El 
grupo consta de los siguientes miembros: 

Virus del herpes simple tipo 1 
Virus del herpes simple tipo 2 
Citomegalovirus humano 
Virus de Epstein-Barr 
Virus de la varicela-zoster 
Herpesvirus humano 6 
Herpesvirus humano 7 
Herpesvirus humano 8 

Algunos miembros del grupo de los herpesvirus puede inte- 
grar su DNA con el de la celula huesped. La mayoria causa 
una infeccion latente en celulas linfoides o en ganglios del 
SNC y se reactivan luego para producir enfermedades recidi- 
vantes. En general, las primoinfecciones son mas graves que 
las recidivas. Las primoinfecciones producidas por varies 
virus de este grupo son mas graves cuando ocurren en la ado- 
lescencia y la edad adulta que cuando suceden en la infancia. 
Los virus circulan mas libremente y antes en el curso de la 
vida en los grupos socioeconomicos bajos y no aparecen hasta 
la adolescencia en las capas sociales mas pudientes. Por lo 
tanto, las infecciones en los grupos socioeconomicos altos 
tienden a ser mas graves. 
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Cuadro 23-11 Apoyo de laboratono para tratar a los pacientes infectados por el HIV 


parAmetro 

METODO PRINCIPAL 

METODO SECUNDARIO/ 
CONFIRMATORIO 

Diagnostico inicial 

Enzimoinmunoanalisis (repetidamente positivo) 

Western blot o inmunofluorescencia: pruebas para 

Pronostico y comienzo del tratamiento 

Cuantificacion de la concentracion de virus en 

acido nucleic 0 viral (carga viral) para pacientes 
con smtomas agudos^^^ y recien nacidos de 
madres infectadas 

Pueden .ser necesarias pruebas ultrasensibles 

Comienzo del tratamiento y profilaxis de infeccio¬ 

plasma (carga viral) 

Cuantificacion de linfocitos CD4 


nes oportunistas 

Control del tratamiento 

Cuantificacion de la concentracion de virus en 

Pueden ser necesarias pruebas ultrasensibles 

Evaluacion de las recaidas clinicas o virologicas 

plasma (carga viral) 

Pruebas de resistencia fenotipicas o genotipicas 



VIRUS DEL HERPES SIMPLE 

Los virus del herpes simple producen una amplia variedad 
de infecciones.^^* Dos serotipos del virus infectan a los seres 
humanos. Los antigenos compartidos entre los grupos 1 y 2 
complican la diferenciacion serologica de antigenos y anti- 
cuerpos, pero en este momento se comercializan reactivos fia- 
bles.^^^ En las personas sanas, predominan las infecciones de la 
cavidad bucal y del aparato genital. Las infecciones por el tipo 1 
son mas frecuentes en la porcion superior del cuerpo, en tanto 
que el tipo 2 causa lesiones genitales; pero hay excepciones a 
esta regia. Hasta un tercio de los aislamientos del aparato geni¬ 
tal son cepas del tipo 1. En cambio, muy pocos aislamientos de 
la cavidad bucal son cepas del tipo 2. 

La tipificacion de los aislamientos de herpes en localizacio- 
nes genitales proporciona una valiosa informacion pronostica, 
ya que las causadas por el herpes simple tipo 1 tienen menos 
tendencia a recidivar que las producidas por el tipo 2?^^ En un 
grupo de 457 mujeres que habian tenido primoinfeccion geni¬ 
tal (definida por la ausencia de anticuerpos contra el virus tipo 
2 y un cultivo positivo de las lesiones genitales), el 89% tuvo 
una recidiva despues de una mediana de 391 dias.^^ Hubo al 
menos seis recidivas durante el primer ano en el 38% de las 
pacientes y el 20% tuvo mas de 10 recidivas. Un estudio 
secuencial de pacientes con infecciones recidivantes demostro 
que el paciente era asintomatico y carecia de lesiones visibles 
durante un tercio del periodo durante el cual eliminaba virus."^^* 
Las infecciones genitales con cualquiera de ambos tipos de 
virus tienen may ores probabilidades de recidivar que las infec¬ 
ciones bucales con el mismo tipo.^^^ Ademas, el mecanismo de 
infeccion puede ser diferente para ambos serotipos. La exposi- 
cion al serotipo 1 comienza en la infancia, y entre el 25% y el 
50% de los estudiantes secundarios presentan anticuerpos con¬ 
tra el virus. La adquisicion de anticuerpos contra el tipo 2 no 
comienza hasta la adolescencia y continua durante todo el pe- 
riodo de actividad sexual. El aislamiento de virus del tipo 2 en 
una localizacion genital implica transmision sexual, mientras 
que la via de transmision para el tipo I puede ser la autoinocu- 
lacion con secreciones bucales. 

El virus del herpes es transmitido de una persona a otra por 
secreciones infectadas o por lesiones. La infeccion suele ser 
esporadica, pero se describio una epidemia de infecciones cuta- 
neas en un campamento de luchadores (herpes gladiatorum).^"^ 


Las infecciones mas graves producidas por el herpes simple 
son las encefalitis, que afectan con mayor frecuencia el lobulo 
temporal y la cara orbital del lobulo frontal en los adultos, y la 
infeccion diseminada en los lactantes, que puede ser adquirida 
durante o despues del nacimiento. El virus del herpes simple 
produce encefalitis esporadicas. En el periodo neonatal, las 
cepas infectantes son del tipo 2, lo que refleja su origen en el 
aparato genital matemo. Las cepas tipo I son abrumadoramen- 
te predominantes en los ninos mayores y los adultos. El diag¬ 
nostico puede hacerse en forma definitiva por biopsia de cere- 
bro y cultivo, pero la disponibilidad del tratamiento antiviral no 
toxico ha llevado a los medicos a tratar en forma empirica a los 
pacientes, evitando asi este procedimiento invasivo. Lamenta- 
blemente, como resultado pueden pasarse por alto otras enfer- 
medades potencialmente tratables. Whitley y cols, estudiaron a 
432 pacientes sometidos a biopsia de cerebro por sospecha de 
encefalitis por herpes simple como parte de un estudio coope- 
rativo, de alcance nacional, sobre tratamiento.^^’ Se detecto 
encefalitis por herpes simple en el 45% de los pacientes. Otro 
18% tenia alguna otra enfermedad infecciosa identificable, la 
mitad de las cuales eran tratables. Asi, el 10% de la poblacion 
total tenia una infeccion tratable que se hubiera pasado por alto 
sin la biopsia de cerebro. Hasta hace poco, la linica prueba 
diagnostica no invasiva era el electroencefalograma, en el que 
las descargas anormales del lobulo temporal eran caracteristi- 
cas, cuando estaban presentes. El advenimiento de las moder- 
nas tecnicas de obtencion de imagenes ha revolucionado el 
enfoque clinico. La resonancia magnetica (RM) es mas sensi¬ 
ble que la tomografia computarizada. La encefalitis por herpes 
simple se observa rara vez o nunca en presencia de un estudio 
normal de RM. Sin embargo, las lesiones no se limitan a lesio¬ 
nes unilaterales del lobulo temporal. Las anomalias detectadas 
por RM pueden ser multifocales o difusas.^^* Al comienzo de la 
enfermedad, es posible que las linicas anormalidades se en- 
cuentren en el electroencefalograma."^^^ 

El virus del herpes simple se aisla rara vez en el liquido cefa- 
lorraquideo (LCR). En el estudio cooperativo de alcance nacio¬ 
nal citado solo se aislo en el LCR de 2 de 45 casos (4%) de 
encefalitis herpetica comprobados por biopsia.^"^® El diagnosti¬ 
co serologico es muy poco sensible, inespecifico y demasiado 
lento como para ser de utilidad en la toma de decisiones tera- 
peuticas. El uso de tecnicas de amplificacion molecular para la 
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deteccion del genoma del herpesvirus en el LCR de pacientes 
con encefalitis o meningoencefalitis representa un avance diag- 
nostico importante. 

Los virus herpeticos permanecen en forma latente en los 
ganglios espinales despues de la primoinfeccion. El virus tipo 
1 se aisla en los ganglios dorsales y el tipo 2, en los sacros. La 
meningitis aseptica herpetica es poco frecuente y suele ser 
causada por el virus tipo 2. La meningitis viral se asocia con 
un nivel de glucosa normal en el LCR, a diferencia de los nive- 
les muy disminuidos de las meningitis bacterianas. Sin embar¬ 
go, los niveles de glucosa en la meningitis herpetica pueden 
ser muy bajos y el recuento celular puede alcanzar magnitudes 
del orden de los miles.A1 comienzo de la evolucion de cual- 
quier meningitis viral, pueden predominar los neutrofilos y 
sugerir la posibilidad de un proceso bacteriano. El virus del 
herpes simple, casi siempre el tipo 2, tambien causa meningi¬ 
tis linfocitica recidivante (meningitis de Mollaret); el cultivo 
suele ser negative, pero puede demostrarse la presencia de 
genoma viral en el LCR por reaccion en cadena de la polime- 
rasa (PCR).^^^ 

Se calcula que la infeccion herpetica neonatal se observa en 
1:2 000 a 1:5 000 partos. Casi siempre es sintomatica y con fre- 
cuencia, mortal. En un estudio en colaboracion, la tasa de mor- 
talidad fue del 50% al 60% en los lactantes con infeccion dise- 
minada tratados con aciclovir o vidarabina.^^^ En cambio, no se 
registraron muertes en los lactantes con enfermedad limitada a 
la nariz, los ojos o la boca. El diagnostico es sugerido por el 
desarrollo de lesiones vesiculares cutaneas, pero estas pueden 
estar ausentes en el 20% de los pacientes. Los factores de mal 
pronostico son la enfermedad diseminada, el estado comatoso 
en el momento de la intemacion en el hospital, la coagulacion 
intravascular diseminada o la prematuridad. 

Las altas tasas de morbimortalidad de la enfermedad del lac- 
tante han impulsado grandes esfuerzos para diagnosticar la 
infeccion matema. En la mayor parte de los casos de herpes 
simple neonatal, la infeccion se contrae durante el parto vagi¬ 
nal y puede evitarse por cesarea. Se han ideado complejos pro- 
tocolos para la deteccion sistematica en mujeres embarazadas, 
pero lamentablemente no han funcionado bien. La infeccion 
materna suele ser asintomatica en el momento del parto, aun- 
que el riesgo para el nino parece ser bajo si la infeccion es reci¬ 
divante y existen anticuerpos maternos contra el tipo 2. Muchas 
mujeres no reconocen su primoinfeccion genital. En un estu¬ 
dio, se detectaron anticuerpos especificos contra herpes simple 
tipo 2 en 439 de 1 355 mujeres embarazadas sin historia clmi- 
ca de herpes genital (32%).^^^ Se detecto la eliminacion asinto¬ 
matica del virus al fin del embarazo y en el parto en 5 de 1 160 
cultivos (0,43%). Durante el embarazo, 43 de las mujeres que 
habian tenido anticuerpos contra el virus tipo 2 reconocieron su 
primoinfeccion genital sintomatica. 

Los esfuerzos para evitar la infeccion neonatal se han des- 
viado a la evaluacion del nivel de anticuerpos en mujeres 
embarazadas y al examen fisico cuidadoso en busca de enfer¬ 
medad clmica activa en el momento del parto. La comerciali- 
zacion de pruebas fiables para detectar anticuerpos tipoespeci- 
ficos facilita la identificacion de las mujeres expuestas a con- 
traer una primoinfeccion.^*'^ 

Las personas con mecanismos de defensa comprometidos 
estan predispuestas a la esofagitis, la traqueobronquitis o la 
neumonia herpeticas, y a las infecciones diseminadas, entre 
ellos la hepatitis. Las infecciones por herpes simple pueden ser 
necrosantes y sugerir una etiologia bacteriana si no se encuen- 
tran los cuerpos de inclusion caracteristicos o no se realizan 
cultivos para virus.^^^ La inmunosupresion no es un requisite 


previo para la infeccion de las vias respiratorias bajas o la eso¬ 
fagitis. Los riesgos de infeccion respiratoria baja incluyen la 
intubacion, lo que sugiere que la patogenia puede ser similar a 
la de la neumonia bacteriana: la aspiracion de secreciones oro- 
farmgeas contaminadas."^^^ Los pacientes con quemaduras 
extensas tienen riesgo de infeccion, tanto de la piel denudada 
como de las vias respiratorias bajas.^^^ 

La infeccion ocular consiste en una conjuntivitis, que puede 
estar acompanada por fiebre, fotofobia y linfadenopatia regio¬ 
nal. La queratitis herpetica, que tiene un aspecto ramificado o 
dendritico, es la segunda causa en frecuencia de ceguera cor¬ 
neal (despues de los traumatismos) en los Estados Unidos. 

El virus del herpes simple es una de las causas virales de 
faringitis y amigdalitis, por lo general como primoinfeccion. 
La mucosa puede estar ulcerada y las lesiones limitarse a la 
pared posterior de la faringe.^^^ La amigdalitis necrosante 
puede simular un absceso bacteriano periamigdalino. Se ha 
informado la presencia de cistitis hemorragica como parte de la 
infeccion diseminada*y puede haber proctitis herpetica en 
varones homosexuales.*^^ 


CITOMEGALOVIRUS 

El citomegalovirus (CMV) es un miembro de una familia de 
virus relacionados que son especificos para especies determi- 
nadas.^^* El CMV del raton no infecta al hombre y viceversa. 
Aislado por primera vez en ratones por Margaret Smith, luego 
se aislo el virus humano en tejido de glandulas salivares de un 
lactante infectado. Esa autora reconocio la especificidad de 
especie de estos virus, aunque los revisores de su publicacion, 
inicialmente rechazada, no lo aceptaron.^**^ El aislamiento del 
virus humano fue publicado en forma simultanea por Smith, 
Weller y Rowe. Con la generosidad de un caballero, que llego 
a ganar un premio Nobel, Weller cedio a la doctora Smith el 
merito de la prioridad en el descubrimiento. El CMV es un 
patdgeno oportunista que puede causar infecciones persisten- 
tes, incluso de por vida.^^^ Se lo ha reconocido desde hace 
muchas decadas como patogeno del hombre por la peculiar 
citopatologia que produce (vease lamina en color 23-ID). Al 
principio, los investigadores consideraron el CMV un protozoo 
invasor de los tejidos humanos.^^® 

Este virus se asocia con los leucocitos y puede ser transmi- 
tido por transfusiones sanguineas o trasplante de organos. 
Cuando se detecta por medio de anticuerpos monoclonales o 
sondas geneticas, se concentra en la fraccion de neutrofilos de 
la capa rica en leucocitos, mas que en la fraccion mononuclear. 
El virus replicante se halla en ambas fracciones, de manera que 
el material para cultivo debe incluir todos los leucocitos. 
Tambien se excreta por la saliva y el semen. La transmision 
venerea es sugerida con firmeza por la existencia de grupos de 
casos relacionados epidemiologicamente. El CMV puede 
transmitirse de la madre al hijo a traves de la placenta, por las 
secreciones cervicales durante el parto o por la leche. 

La variedad de enfermedades infecciosas causadas por este 
patogeno es amplia y abarca infecciones congenitas y neonata- 
les, mononucleosis con anticuerpos heterofilos negativos, 
hepatitis, neumonia e infeccion diseminada en pacientes inmu- 
nodeprimidos.^^^ Al mismo tiempo, puede ser muy dificil deci- 
dir si un paciente determinado tiene una enfermedad inducida 
por CMV o solo tiene una infeccion persistente, debido a que 
el virus replicante se encuentra en organos y liquidos corpora- 
les que son esteriles en ausencia de enfermedad clmica. Se han 
observado multiples variantes geneticas de CMV en un mismo 
paciente infectado.^"^ 
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Resulta bastante facil demostrar la infeccion por cultivo del 
virus o por la presencia de anticuerpos especificos. A diferen- 
cia de la demostracion de una infeccion producida por CMV, la 
comprobacion de que una determinada enfermedad es causada 
por el CMV suele requerir biopsia y examen histologico. Aun 
asi, no siempre es facil confirmar con certeza el diagnostico. 
Por ejemplo, algunos pacientes excretan CMV en la orina 
durante anos sin estar enfermos, sobre todo los que tienen 
infeccion congenita. El aislamiento de CMV en lavados bron- 
coalveolares se correlaciona mal con la neumonia producida 
por CMV,"^^^ que debe diagnosticarse fmalmente por considera- 
cion de todos los datos en conjunto, a menudo incluidos los de 
las biopsias pulmonares. La deteccion de anticuerpos sericos es 
el metodo mas sensible para determinar si el paciente ha esta- 
do infectado alguna vez por CMV. Sin embargo, la presencia de 
anticuerpos es de poca utilidad para determinar si el paciente 
esta actualmente infectado o hay una enfermedad producida 
por CMV, aunque existe la presuncion de que el virus puede 
persistir en ciertos tejidos o celulas del huesped. La determina- 
cion cuantitava del antigeno o del DNA virales es lo que mejor 
diferencia la infeccion de la enfermedad. 

Un virus latente o uno clmicamente silencioso puede reacti- 
varse para causar enfermedad. Un paciente puede experimentar 
enfermedad por CMV despues de la reactivacion de una infec¬ 
cion latente o despues de la primera exposicion al vims. La 
diferencia es importante desde el punto de vista del pronostico, 
ya que las primoinfecciones son clmicamente mas graves y tie¬ 
nen mayores probabilidades de causar enfermedad sintomatica 
en un recien nacido. 

Algunas situaciones pueden ser manejadas para aumentar las 
ventajas contra las primoinfecciones. Por ejemplo, los recepto- 
res de trasplantes pueden ser controlados de tal forma que los 
pacientes seronegativos no reciban sangre o un organo prove- 
nientes de dadores seropositivos. 

La infeccion viral de personas antes sanas suele manifiestar- 
se como un smdrome de mononucleosis autolimitado. Como 
ocurre en el caso de la infeccion por virus de Epstein-Barr, 
ciertas evidencias indican que en la mononucleosis causada por 
CMV los sintomas son producidos por linfocitos citotoxicos, 
que intentan eliminar las celulas infectadas por CMV. 

El espectro de enfermedades es mucho mas amplio en los 
pacientes inmunodeprimidos, de acuerdo con la magnitud de la 
inmunosupresion. En los pacientes moderadamente inmunode¬ 
primidos, como los receptores de un trasplante renal, la neu- 
moma por CMV es una manifestacion frecuente. Cuando la 
inmunosupresion es mas extrema y extensa, puede haber una 
infeccion fulminante. Los receptores de trasplantes de corazon, 
higado o medula osea, o los pacientes infectados por el HIV 
pueden presentar hepatitis o complicaciones antes insolitas, 
como la perforacion de una pared intestinal infectada. 

Otra complicacion que se observa en los receptores de tras¬ 
plantes de organos es la asociacion de la infeccion por CMV 
con el rechazo del trasplante renal o cardiaco. La patogenia de 
este proceso no esta aclarada. Aunque se describio una glome- 
rulopatia en rifiones trasplantados de pacientes infectados por 
CMV, la anatomia patologica de los rifiones rechazados sugie- 
re casi siempre un proceso inmunitario mas que infeccioso. 
Mas aun, las evidencias senalan que los pacientes que reciben 
un trasplante de corazon y estan infectados por CMV sufren 
mas infecciones sobreagregadas por bacterias y hongos que los 
trasplantados que no tienen CMV. 

La mayoria de las infecciones congenitas y neonatales son 
asintomaticas, pero algunos lactantes que parecen sanos al 
nacer presentan sintomas sutiles. En el otro extremo se encuen- 


tra la infeccion diseminada con enfermedad multiorganica y 
anomahas congenitas graves, como la microcefalia. La fre- 
cuencia de la transmision intrauterina del CMV se ha estimado 
en un 20% a 40% y el riesgo de un resultado final adverso es 
mayor durante la primera mitad del embarazo. 

VIRUS DE EPSTEIN-BARR 

El virus de Epstein-Barr (EBV) es la principal causa de mo¬ 
nonucleosis infecciosa."^^^ Este virus versatil origina enfermeda¬ 
des que varian desde la infeccion aguda autolimitada hasta las 
neoplasias malignas. El smdrome de mononucleosis consiste en 
fiebre, males tar general, faring! tis exudativa, linfadenopatias y 
linfocitos atipicos circulantes en sangre periferica. La espleno- 
megalia es habitual y la rotura del bazo es una complicacion 
grave. La hepatitis aguda tambien puede ser parte del smdrome. 

El virus, descubierto durante estudios acerca del linfoma de 
Burkitt en Africa y despues asociado con la mononucleosis 
infecciosa,"^^^ ingresa en el organismo por infeccion del epitelio 
farmgeo. Sin ambargo, su celula diana fundamental son los lin¬ 
focitos B circulantes, a los que infecta y luego inmortaliza. El 
linfoblasto B activado, junto con el EBV que transporta, madu- 
ra a un linfocito de memoria de larga vida en los centros ger- 
minales de los ganglios linfaticos.^^^ El resultado de esta inte- 
raccion es una estimulacion policlonal del sistema inmunitario 
humoral, que produce una variedad de anticuerpos contra 
muchos antigenos. Al mismo tiempo, el sistema inmunitario 
celular es estimulado para eliminar la infeccion por EBV. Lo 
que se ve en sangre periferica como linfocitos atipicos son los 
linfocitos T activados. El circulo se cierra cuando el virus se 
excreta, a traves de la mucosa bucal, por la saliva. En los ninos 
pequefios la infeccion suele ser asintomatica o con pocos sm- 
tomas, y la prueba diagnostica de anticuerpos heterofilos es 
casi siempre negativa. 

Si ocurre la integracion del genoma del EBV en cierto tipo 
de celulas, puede producirse una neoplasia en lugar de una 
infeccion aguda. El crecimiento descontrolado del EBV en 
pacientes con infeccion por el HIV, que han perdido el control 
regulador de la inmunidad celular, puede conducir a un aumen- 
to de los tumores causados por el EBV. La mayoria de estos 
tumores son de la estirpe de los linfocitos B, como el linfoma 
de Burkitt y el linfoma primitivo de cerebro, pero el carcinoma 
nasofaringeo tambien se ha asociado estrechamente con el 
EBV Se ha adjudicado ademas la infeccion por EBV un sub- 
grupo de carcinomas gastricos y de colon. Otros diversos pro- 
cesos son la neumonia linfocitica intersticial y el smdrome 
hemofagocitico. Establecer la asociacion con un virus persis- 
tente o latente como el EBV no es suficiente para probar una 
relacion causal, prueba que puede provenir solo de la asociacion 
reiterada y del analisis molecular cuidadoso. La relacion entre 
el EBV y los linfomas parece ser especialmente compleja'^^^ 

A mediados de la decada de 1980 se sugirio que un smdro¬ 
me mal defmido de fatiga cronica podria representar una infec¬ 
cion cronica por el EBV. Esta existe y puede ser penosa, pero 
el smdrome inespeciTico de fatiga cronica no parece estar rela- 
cionado con el virus. 

Las cdulas que mejor permiten la replicacion viral, con pro¬ 
duce! on de particulas infecciosas, son las celulas epiteliales de 
la orofaringe. La saliva de los pacientes con infeccion cronica 
o con enfermedad aguda contiene virus viable, que puede 
demostrarse por cocultivo con linfocitos perifericos normales. 
En forma alternativa, los linfocitos de sangre periferica de indi- 
viduos infectados pueden cultivarse en presencia de un agente 
que elimine los linfocitos T, como la ciclosporina. El diagnos- 
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tico de las manifestaciones neoplasicas puede hacerse por 
demostracion molecular de que el virus se ha integrado al 
genoma de las celulas malignas. Las celulas de los tumores 
producidos por el EB V pueden cultivarse como Imeas celulares 
inmortalizadas in vitro. 

VIRUS DE LA VARICELA-Z6STER 

El virus de la varieda-z6ster (VZV) causa varicela como pri- 
moinfeccion.^^ El virus puede permanecer latente en los gan- 
glios sensitivos de la medula espinal durante muchos anos 
antes de reactivarse y producir enfermedad por segunda vez. La 
enfermedad reactivada recuerda la varicela, pero se limita al 
dermatomo inervado por el nervio infectado. La enfermedad de 
reactivacion se conoce como zona o herpes zoster (culebrilla). 
El dermatoma mas problematico es la rama oftalmica del tri- 
gemino, ya que, como parte de la enfermedad de reactivacion, 
puede haber una infeccion destructiva de la cornea. Antes de 
reconocer la identidad del proceso, el virus de la varicela se 
denominaba varicela y el de la culebrilla, herpes zoster. 

El virus de la varicela-zoster provoca una considerable inco- 
modidad en las personas sanas y puede causar neumonia, pero 
en personas inmunosuprimidas la enfermedad puede transfor- 
marse en una infeccion diseminada potencialmente mortal. Las 
mujeres embarazadas tienen mayor riesgo de sufrir varicela 
grave y los recien nacidos dentro de los 4 dias de la infeccion 
matema tienen grandes riesgos, ya que aun no se han desarro- 
llado anticuerpos matemos. El riesgo de embriopatia para el 
feto despues de la infeccion matema con VZV en las primeras 
20 semanas de embarazo es de alrededor del 2%. 

Segun el conocimiento convencional la inmunidad contra la 
varicela es de por vida y toda enfermedad posterior es un recru- 
decimiento. Sin embargo, la existencia de reinfecciones ha sido 
sugerida por cuidadosos estudios serologicos de personas 
inmunes en una casa con un caso reciente de varicela. Los 
convivivientes que teman anticuerpos preexistentes permane- 
cieron en buen estado de salud, pero sus titulos de anticuerpos 
aumentaron, lo que indica infeccion subclmica. 

Existe gran preocupacion en los hospitales acerca de la segu- 
ridad de los pacientes inmunodeprimidos que entran en con- 
tacto con una persona infectada. La exposicion puede tener 
lugar inadvertidamente, ya que los pacientes con VZV son 
infecciosos poco antes de la aparicion de la empeion cutanea 
caracteristica. Las medidas para reducir los riesgos incluyen el 
uso de personal sanitario inmune para la atencion de pacientes 
inmunosuprimidos y la limitacion de visitas. La administracion 
inmediata de inmunoglobulina antizoster despues de una expo¬ 
sicion inadvertida tiene efecto protector. 

HERPESVIRUS HUMANOS 6 Y 7 

Un nuevo agregado a la lista de patogenos del grupo herpes 
es el herpesvirus humano 6 (HHV-6). Este virus fue aislado por 
primera vez en pacientes con enfermedades linfoproliferativas 
y se lo denomino virus B-linfotropico humano.^^^ El virus tiene 
la estructura morfologica de un herpesvirus, pero no esta rela- 
cionado geneticamente con los cinco herpesvirus identificados 
antes. Por eso, fue denominado herpesvirus humano 6. Existen 
en la actualidad dos subtipos reconocidos, designados A y B; el 
subtipo B es el que predomina. Este virus comparte con el EBV 
la capacidad de reproducirse en los linfocitos humanos. A dife- 
rencia del EBV, que infecta los linfocitos en forma latente y 
que no se reproduce activamente en las celulas, el HHV-6 pare- 
ce causar solo infecciones productivas en linfocitos humanos 


(las celulas infectadas producen particulas virales infecciosas 
maduras). 

En 1990, se aislo un nuevo virus en los linfocitos T CD4+ de 
un individuo sano, utilizando tecnicas que producen la activa- 
cion de linfocitos T. El virus, denominado herpesvirus humano 
7 (HHV-7), es diferente pero esta estrechamente relacionado 
con el HHV-6. Los dos virus no tienen inmunidad cruzada. 

El HHV-6 y el HHV-7 causan una enfermedad comun de la 
infancia denominada exantema subito (tambien conocida como 
roseola infantil, enfermedad de Duke o cuarta enfermedad). El 
exantema subito se observa en los ninos entre los 6 meses y los 
3 anos de edad. Casi todos los ninos mayores de 13 meses tie¬ 
nen anticuerpos contra el HHV-6. Los anticuerpos contra el 
HHV-7 aparecen un poco mas tarde. 

El exantema subito comienza con fiebre brusca, seguida de 
una erupcion cutanea cuando desaparece la fiebre, al tercero o 
cuarto dfa. En un 8% de los pacientes con infeccion aguda se 
observan convulsiones febriles. Es muy improbable que exista 
esta infeccion en un niho afebril. La enfermedad suele resol ver¬ 
se sin secuelas, pero en raras ocasiones la enfermedad es grave. 
En los adultos inmunosuprimidos, el HHV-6 ha causado enfer¬ 
medades graves despues del trasplante de medula osea y de 
organos solidos en pacientes infectados por el HIV. Se ha suge- 
rido que estos virus son los agentes etiologicos del smdrome de 
fatiga cronica, de la esclerosis multiple y de enfermedades neo¬ 
plasicas, pero el tema no esta resuelto. La frecuente reactivacion 
de los herpesvirus durante el curso de otras enfermedades com- 
plica la determinacion defmitiva de un papel etiologico. 

HERPESVIRUS HUMANO 8 

El ultimo agregado al grupo de herpesvirus linfotropicos es 
el herpesvirus asociado con el sarcoma de Kaposi, denomina¬ 
do herpesvirus humano 8 (HHV-8). Como su nombre lo indica, 
el virus fue detectado por primera vez en tejidos provenientes 
de sarcoma de Kaposi en pacientes infectados por el HIV utili¬ 
zando tecnicas moleculares.^^"^ Las investigaciones posteriores 
demostraron que se encontraban secuencias geneticas virales 
en varios tipos clmicos de sarcoma de Kaposi: el que se pre- 
senta en los pacientes con SIDA, el sarcoma de Kaposi clasico 
no relacionado con la infeccion por el HIV y el sarcoma de 
Kaposi de varones homosexuales que no estan infectados por el 
HIV. Las secuencias han sido identificadas en linfomas de cavi- 
dades corporales relacionados con el SIDA, que tambien con- 
tienen secuencias geneticas del EBV. Por ultimo (quiza), se han 
encontrado secuencias del HHV-8 en tejidos de la enfermedad 
multicentrica de Castleman, que es una hiperplasia linfoide ati- 
pica que puede progresar al linfoma o al sarcoma de Kaposi. 
Las secuencias tambien se encuentran en tejidos no neoplasicos 
de pacientes infectados por el HIV y con sarcoma de Kaposi. 

VIRUS B 

En la decada de 1930, se aislo un virus del grupo herpes en 
un paciente que sufrio una enfermedad neurologica mortal des¬ 
pues de haber sido mordido por un mono. Casi en el mismo 
momento, Sabin aislo un virus en otro paciente que desarrollo 
una mielitis transversa despues de la mordedura de un mono. 
Este autor denomino al aislamiento virus B por el nombre del 
paciente afectado. Tambien ha sido denominado herpesvirus 
simiano, que es en cierta forma un nombre que lleva a confu¬ 
sion, dado que en los monos se encuentran diversos virus her- 
peticos. El nombre taxonomico recomendado es cercopitheci- 
ne herpesvirus 1. Se han documentado por lo menos 25 casos 
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de infeccion por el virus B en seres humanos, de los cuales 16 
ban sido mortales.^^® 

El virus B tiene la rara caracteristica de cruzar la barrera 
entre especies. Es autoctono en los monos del Viejo Mundo, 
como Macaca mulatta y Macaca fascicularis, en los que causa 
una infeccion latente. Se han informado infecciones humanas 
localizadas, pero la mayoria son generalizadas y graves. La 
forma habitual de infeccion es la mordedura de un animal, pero 
se ha publicado la infeccion despues de una lesion por pincha- 
dura con una aguja. A menudo aparece una erupcion vesicular 
alrededor de la mordedura, seguida de linfadenopatia regional 
y fjebre. La diseminacion sistemica se acompana por encefali- 
tis, mielitis transversa o necrosis visceral. 

Dos acontecimientos recientes han renovado el interes acer- 
ca del virus B. El primer caso documentado de transmision 
interhumana se registro como parte de un grupo de casos en un 
establecimiento de investigacion. El segundo acontecimiento 
fue el descubrimiento de que celulas de rinon de mono comer- 
cializadas por laboratorios de diagnostico estaban contamina- 
das con el virus B. No se registraron infecciones humanas, pero 
las celulas fueron retiradas del mercado.^^^ La capacidad del 
virus B de replicarse en monocapas de rinon de mono se cono- 
ce desde hace anos. De hecho, el estres del procesamiento de 
los rihones puede estimular la activacion del virus B latente. El 
efecto citopatico del virus consiste en el agrandamiento y la 
fusion celulares, que se puede extender a toda la monocapa. 
Pueden verse cuerpos de inclusion tipo A de Cowdry, identicos 
a los del virus del herpes simple o del VVZ en preparados teni- 
dos de celulas. El subcultivo a otras celulas de rinon de mono 
o a celulas de rinon de conejo (de uso habitual para el aisla- 
miento de virus del herpes simple) transmite el virus. 

Adenovirus 

Los adenovirus fueron reconocidos originalmente cuando se 
observe degeneracion espontanea en cultivos de tejido de ori- 
gen adenoideo. Se denominaron agentes de degeneracion ade- 
noide, adenoideo-faringoconjuntivales y productores de enfer- 
medad respiratoria aguda."^^® Estos virus pueden estar presentes 
en la faringe y en la heces sin causar enfermedad. La designa- 
cion de un agente infeccioso como agente etiologico debe efec- 
tuarse con cuidado, de manera de no confundirse con una aso- 


ciacion fortuita. Por ejemplo, en algun momento los adenovi¬ 
rus se consideraron causantes del smdrome de la tos ferina, 
debido a que fueron aislados en ausencia del agente bacteriano 
habitual, Bordetella pertussis. El papel de los adenovirus en el 
smdrome pertussis es motivo de discusiones. Se ha sugerido 
que, por tener requerimientos nutricionales especiales, B. per¬ 
tussis puede no haberse aislado en muchos casos de tos con- 
vulsa, en tanto que los adenovirus representan aislamientos 
accidentales o copatogenos.^^ 

La enfermedad por adenovirus puede ser esporadica o presen- 
tarse en epidemias. Estos virus causan alrededor del 5% de las 
enfermedades respiratorias agudas en los nihos menores de 5 
anos y pueden ser responsables del 10% de las neumonias de la 
infancia. Producen una faringitis exudativa que puede simular la 
enfermedad por estreptococos p-hemoliticos del grupo A. Los 
adenovirus pueden causar otitis, faringitis y gastroenteritis. Cier- 
tos serotipos se asocian con conjuntivitis aguda, con faringitis o 
sin ella. Las infecciones por adenovirus del aparato gastro¬ 
intestinal ya fueron tratadas, junto con otras causas de gastroen¬ 
teritis viral. Las principales infecciones causadas por adenovirus 
y sus serotipos asociados se resumen en el cuadro 23-12. 

Poxvirus 

Los poxvirus son un grupo hetrogeneo.^^^La mayoria de sus 
integrantes son patogenos para los animales, pero algunos tam- 
bien pueden infectar a los seres humanos. El rey del grupo de 
los poxvirus era el virus variola, agente etiologico de la virue- 
la y el unico miembro del grupo que infectaba solo a los seres 
humanos. En la actualidad ha pasado de la categoria de especie 
en peligro a la de especie extinguida.*"^^ Despues de que se 
registro el ultimo caso natural, las reservas de virus se conser- 
vaban solo en los Estados Unidos y en la Union Sovietica; sin 
embargo, tras la disolucion de esta ultima, existe la posibilidad 
de que se hay an dispersado fuera de Moscu. Se ha secuenciado 
el genoma del virus variola y de otros cinco poxvirus.^^^ 

El reconocimiento de que el virus variola representa una 
amenaza importante como agente de bioterrorismo ha renova¬ 
do el interes por estos virus. La poblacion mundial actual es 
sensible en su mayoria o tiene solo inmunidad parcial y los 
mMicos no estan familiarizados con la presentacion clmica y 
el diagnostico. Se han vuelto a examinar los registros de brotes 


Cuadro 23-12 infecciones causadas por adenovirus 

SINDROME 

GRUPOS ETARIOS 

SEROTIPOS 

Faringitis aguda febril 

Ninos pequenos 

1,2, 3, 5, 6,7 

Fiebre faringoconjuntival 

Ninos pequenos y adolescentes 

3. 7, 14 

Enfermedad respiratoria aguda 

Reclutas militates 

3, 4, 7, 14, 21 

Neumonia 

Ninos pequenos 

1,2, 3,7 


Reclutas militates 

4,7 

Queratoconjuntivitis epidemica 

Todos 

8, 11, 19, 37 

Cistitis hemorragica aguda 

Ninos pequenos 

11, 21 

Gastroenteritis 

Ninos pequenos 

39, 40 

Meningoencefalitis 

Ninos y pacientes inmunodeprimidos 

1,2,5 

Hepatitis 

Ninos y pacientes inmunodeprimidos 

1,2,5 

Adaptado de la referencia^'^'*. 
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historicos, como una epidemia ocurrida en Boston a principios 
del siglo XX, para actualizar los datos.^*^^ La vacunacion con el 
virus vaccinia, uno de los logros seneros de la medicina moder- 
na, se abandono en 1970 debido a los efectos secundarios bien 
conocidos de la vacuna.'^^ Sin duda, el cambio de circunstancias 
ha modificado el balance costos-beneficios de la vacuna¬ 
cion,pero hay discusiones respecto de las medidas ade- 
cuadas para tomar."^^’^^’ Se ha demostrado la presencia de anti- 
cuerpos residuales en individuos previamente inmunizados, 
pero no esta aclarada su eficacia.*^^ 

Los ortopoxvirus de los animales, como el pox vacuno y los 
virus del pox simiano, pueden infectar en ocasiones al hombre. 
Estas infecciones se parecen clinicamente a la viruela. El ries- 
go del pox simiano ha adquirido nuevas dimensiones despues 
del reconocimiento de que algunos casos de infeccion humana 
se han adquirido de perritos de la pradera usados como masco- 
tas."^^^ Las mascotas pueden haberse infectado de roedores afri- 
canos importados, que se sabe son sensibles al virus. El diag- 
nostico diferencial de todas las infecciones causadas por pox¬ 
virus incluye el virus de la varicela-zoster.^"^^ Por lo tanto, el 
apoyo del laboratorio es esencial toda vez que surja la posibili- 
dad de que se trate del virus variola. 

El origen del virus vaccinia no esta aclarado. Tiene muchas 
caracteristicas de una especie diferente, pero puede haberse 
originado por mutacion o recombinacion de alguno de varios 
virus posibles (entre ellos, el cowpox). 

Los miembros de otros dos generos, Parapoxvirus y Yata- 
poxvirus, son patogenos para los animales, pero pueden infec¬ 
tar a los seres humanos. Los tanapoxvirus causan infecciones 
en zonas de Africa, pero han producido enfermedad en viajeros 
despues de regresar de una zona endemica.^^'^ 

El virus del molusco contagioso, el unico miembro del gene- 
ro Molluscipoxvirus, provoca una lesion cutanea caracteristica; 
como el virus variola, infecta solo a los seres humanos. 

Los parapoxvirus incluyen agentes que producen enfermeda- 
des de las ovejas (virus orf o de la dermatitis pustulosa conta¬ 
giosa) y en las vacas (nodulo de los ordenadores o seudocow- 
pox). Tambien causan infecciones localizadas en las personas 
expuestas profesionalmente a los virus. Es improbable aislar 
poxvirus en el laboratorio clinico. 

Papovavirus 

Los papovavirus, un grupo heterogeneo de virus de DNA, 
estan constituidos por los virus del papiloma (Pa), polioma 
(PO) y el virus vacuolante (VA). Los subgrupos difieren mucho 
en su biologia. Los virus vacuolantes son autoctonos de los ani¬ 
males y los microbiologos pueden encontrarlos solo como 
agentes contaminantes en cultivos de tejido de celulas de rinon 
de mono. 


VIRUS DEL PAPILOMA 

Los virus del papiloma humano (HPV) producen verrugas 
comunes, verrugas venereas de transmision sexual y tumores de 
los aparatos respiraiorio, intestinal y genital. La naturaleza viral 
de las verrugas se conocio a comienzos del siglo pasado, cuan- 
do fueron transferidas por medio de filtrados libres de celulas, y 
Shope defmio el papilomavirus del conejo como agente causal 
de papilomas en 1933,^^^ El estudio del HPV estuvo detenido 
hasta que se desarrollaron las tecnicas moleculares necesarias 
para la tarea en la decada de 1970. 

Se describieron mas de 60 tipos geneticos de HPV. Existen 
fuertes asociaciones entre ciertos genotipos y las lesiones cli¬ 


nicas (cuadro 23-13). La verruga comun es la lesion mas fre- 
cuente, pero la mayor atencion se ha dirigido a las infecciones 
genitales, incluida su asociacion con neoplasias. Las parejas 
sexuales de los pacientes infectados por el HPV tambien se in- 
fectan con frecuencia por el mismo genotipo. 

La asociacion del HPV con la neoplasia de cuello uterino se 
ha determinado a partir de muchos estudios. Aunque el virus 
represenia el mayor riesgo, otros factores no definidos parecen 
necesarios para el desarrollo del cancer. Mas que una violenta 
transicion del epitelio normal al neoplasico en el cuello uteri¬ 
no, existe un espectro continuo, reconocido como grados de 
gravedad creciente de la neoplasia intraepitelial cervical. El 
estadio final del proceso es el desarrollo de un tumor maligno 
franco, el carcinoma invasor, que puede ser glandular o esca- 
moso. En forma similar, existe una gradacion en la expresion 
de los genes y antigenos del HPV En el epitelio normal las 
celulas de la capa basal se diferencian de manera progresiva 
para formar epitelio piano no queratinizado en la superficie. A 
medida que el epitelio cervical cambia de apenas displasico a 
intensamente displasico, se observan las siguientes alteracio- 
nes: 1) las celulas se hacen menos diferenciadas en todo el epi¬ 
telio, 2) el contenido cromosomico de los niicleos se transfor¬ 
ma progresivamente en anormal, 3) la expresion de productos 
geneticos del HPV (antigenos) es menos intensa y 4) la expre¬ 
sion de los genes de HPV se vuelve cada vez mas dificil de 
demostrar. Una caracteristica de la celula infectada por el HPV 
es la coilocitosis, un halo perinuclear del epitelio escamoso 
acompanado por atipia nuclear, aunque esta alteracion no se 
presenta en todas las celulas infectadas. El aspecto de la atipia 
coilocitica en celulas cervicales exfoliadas se muestra en la 
figura 23-4. 

La biologia celular del HPV apoya su papel fundamental en 
el desarrollo de neoplasias.^^*" Los tipos virales asociados mas 
estrechamente con el cancer cervical, en particular el HPV-16, 
son capaces de transformar celulas en cultivo de manera que 
estas pierden sus mecanismos normales de control de creci- 
miento. El DNA de estos tipos se integra al DNA del huesped, 
en un caso cerca de los oncogenes celulares. La integracion 
viral puede producir reordenamiento cromosomico y conducir 
a la diferenciacion anormal in vitro. Zur Hausen ha adelantado 
la hipotesis de que la neoplasia cervical es el resultado de una 
falla de un mecanismo primordial de vigilancia celular que ha 
sido disenado para controlar genomas virales persistentes.^^^ 

Se ha demostrado DNA de papilomavirus en el epitelio cer¬ 
vical normal adyacente a verrugas genitales y a tumores malig- 
nos. La omision de extirpar todo el tejido infectado puede dar 
lugar a recidivas. Tambien puede demostrarse DNA de HPV en 
el 5% al 10% de las mujeres con frotis o biopsias cervicales 
normales. La infeccion puede ser transitoria; la asociacion de 
los genotipos de alto riesgo con las neoplasias cervicales es 
muy evidente cuando el DNA del HPV esta siempre presente. 

Las recomendaciones consensuadas nacionales de los 
Estados Unidos para el tratamiento de las pacientes con riesgo 
de contraer neoplasia de cuello uterino, que evolucionan de 
modo continuo, incluyen parametros morfologicos (citologia 
exfoliativa cervical) y determinantes virales (deteccion de 
HPV). El enfoque actual para clasificar la citologia de endo- 
cervix es el Sistema Bethesda."^^® En el cuadro 23-14 se resu- 
men las recomendaciones actuales para tratar a las pacientes 
con anomalias.*^^'^ 

El papel del laboratorio en el manejo de la enfermedad endo- 
cervical tiene muchas facetas.’ Las recomendaciones para el 
manejo de la enfermedad por HPV estan en continua evolu- 
cion. El American College of Obstetricians and Gynecologists 
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Cuadro 23-13 Asociacion de papilomavirus humanos (HPV) seleccionados con enfermedades cHnicas 

TIPO DE VIRUS 

ENFERMEDAD CLINICA 

POTENCIAL NEOPLASICO 

HPV-1 

Verruga plantar profunda 

No descrito 

HPV-2 

Verruga comun 

Veruga en mosaico 

Lesiones labiales 

No descrito 

HPV-3 

Verruga plana 

No descrito 

HPV-4 

Verruga comiin 

No descrito 

HPV-5 

Placas de la epidermodisplasia vemiciforme 

Puede desarrollarse carcinoma de celulas planas en zonas 
expuestas al sol 

HPV-6 

Genital: condiloma exofitico; condiloma piano; con- 
diloma gigante 

Papilomas respiratorios 

Papilomas conjuntivales 

Asociacion debil, en especial en la vulva 

HPV-7 

Verruga comiin de los camiceros 

No descrito 

HPV-11 

Vease HPV-6 

Vease HPV-6 

HPV-13 

Hiperplasia epitelial focalizada de la cavidad bucal 

No descrito 

HPV-16 

Anogenital: papulosis de Bowen; condiloma piano 

Asociacion estrecha en el cuello uterino 

Asociacion moderada en vagina, vulva, ano y pene 

Tambien se encuentra en aparato respiratorio, incluso 
laringe, amigdalas y cavidad bucal 

HPV-18 

Genital: condilomas pianos 

Asociacion estrecha en el cuello uterino; es infrecuente 
en lesiones precursoras 

HPV-31 

Genital: condilomas pianos 

Asociacion estrecha con el carcinoma de cuello uterino 

HPV- 32 

Hiperplasia epitelial focalizada de la cavidad bucal 

No descrito 

HPV-33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 68 

Genital 

Asociacion moderada con el carcinoma de cuello uterino 

HPV-45 

Genital 

Asociacion estrecha con el carcinoma de cuello uterino 

Adaptado de la referenda^ 




sugiere la opcion de efectuar citologia y pruebas para HPV en 
combinacion para mujeres de 30 o mas anos de edad; si ambas 
pruebas son negativas, solo es necesario repetir la deteccion 
sistematica cada 3 anos. 


VIRUS DEL POLIOMA 

El mas importante de los virus del polioma humanos es el 
virus JC, que causa una encefalitis destructiva (leucoencefalo- 


. • • - 



patia multifocal progresiva) en pacientes inmunodeprimidos.^^^ 
El SV40 (virus simiano 40) tambien produce la misma enfer- 
medad y constituye otro ejemplo de un virus simiano que atra- 
viesa la barrera de las especies. El aspecto histologico de la 
leucoencefalopatia multifocal progresiva, como los cuerpos de 
inclusion virales intranucleares, es diagnostico. 

Los poliomavirus son reactivados con frecuencia en los 
receptores de trasplantes, casi siempre mucho despues del tras- 
plante que otros virus humanos latentes. El virus JC y el virus 



Figura 23-4 Tincion de Papanicolaou. (A) Celulas epiteliales planas cervicales normales exfoliadas. El nucleo es pequeno y compacto y el citoplasma es abun- 
dante en estas celulas epiteliales maduras, queratinizadas. (B) Atipia coilocitica. Los nucleos de algunas de estas celulas superficiales se encuentran agrandados, 
con cromatina gruesa y agrumada, y existe una zona palida o aclaramiento del citoplasma iflecha) (250x). 
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Cuadro 23-14 Clasificacion de Bethesda de la citologia 
cervical 

ANOMALIA CITOLOGICA 

ACTITUD RECOMENDADA 

Negative para lesion o tumor maligno 
epiteliales 

Celulas planas atipicas de importancia 
indeterminada (ASC-US)'’ 

Continuar con las pruebas cito- 
logicas periodicas 

Realizacion de pruebas citologi- 
cas rapidas 

OBIEN 

Pruebas para HPV^ 

OBIEN 

Examen colposcopico 

Celulas planas atipicas, no se puede 
descartar una lesion intraepitelial 
plana de alto grade (ASC-H) 

Lesion intraepitelial plana de bajo 
grade (LSIL) 

Lesion intraepitelial plana de alto 
grado (HSIL) 

Carcinoma de celulas planas 

Examen colposcopico 

Examen colposcopico 

Examen colposcopico 

Confirmacion por biopsia 

“ Consuhar las referencias para ver las recomendaciones en circunstancias especia- 
les: mujeres posmenopdusicas, mujeres inmunosuprimidas y embarazo. 

^Se recomienda hacer pruebas para HPV si hay material disponible de la visita ini- 
cial (evitar los exdmenes pelvianos repetidos). 

Adaptado de las referencias*’^' 


BK son los que se encuentran mas a menudo. Ambos se han 
asociado con cistitis hemorragica grave en los receptores de 
trasplante de medula osea. 

Parvovirus 

Como su nombre lo indica, los parvovirus son muy peque- 
nos; son fuera de lo comun en el sentido que contienen DNA 
de cadena simple. Se ha demostrado que el unico parvovirus 
humano, conocido como B19, causa una enfermedad febril 
comun de la infancia con erupcion cutanea. El eritema infec- 
cioso tambien se conoce como quinta enfermedad (la quinta 
enfermedad de la infancia despues del sarampion, la rubeola, la 
varicela y la roseola).^^-^^^ Se caracteriza por fiebre y una erup¬ 
cion cutanea caracteristica en “mejillas abofeteadas” en los 
nihos pequenos. La mayoria de las personas son inmunes al lle- 
gar a la edad adulta, pero las personas sensibles pueden expe- 
rimentar artritis o artralgias. Este patron de enfermedad leve 
con erupcion cutanea en la infancia y de artritis grave en la 
edad adulta recuerda al virus de la rubeola. La erupcion cuta¬ 
nea del eritema infeccioso es maculopapular, pero se ha publi- 
cado una lesion vesicopustulosa en un adulto. 

El parvovirus B19 tiene afinidad por los precursores inma- 
duros de los eritrocitos. El receptor para el parvovirus B19 
existente sobre los eritrocitos humanos es el antigeno P y los 
individuos que carecen de este antigeno son naturalmente resis- 
tentes a la infeccion. Lamentablemente, muy pocos individuos 
carecen de antigeno P eritrocitario. El parvovirus B19 puede 
causar anemia transitoria en las personas sanas y anemia grave 
cronica o crisis aplasicas en los pacientes con tumores malig- 
nos o hemoglobinopatias. Si una mujer embarazada sufre una 
primoinfeccion con parvovirus, puede haber una eritroblastosis 
fetal con hidropesia fetal. En este caso el virus produce una 
anemia cronica grave, en tanto que en la eritroblastosis inmu- 


nitaria (enfermedad por Rh) los que causan el dano son anti- 
cuerpos dirigidos contra los eritrocitos fetales. Un sindrome 
hemofagocitico viral en nihos y adultos se ha asociado con el 
parvovirus humano. Se ha demostrado la transmision de la 
infeccion por parvovirus de pacientes con grandes cantidades 
de virus a personal sanitario. 

Las manifestaciones clinicas de la infeccion humana por 
parvovirus durante una epidemia en Cadiz, Espaha, incluyeron 
manifestaciones hematologicas en el 13,9% de 43 pacientes, 
lesiones dermatologicas en el 53,4%, artralgias o artritis en el 
20,9% e infeccion durante el embarazo en el 7% de los pacien¬ 
tes (dos de estas mujeres sufrieron aborto). La fiebre y las ade- 
nopatias fueron los smtomas de presentacion en el 37% de los 
casos.*”^^ 

Virus de las hepatitis 

Muchos virus pueden causar daho infeccioso en el higado. 
El EBV y el CMV producen en ocasiones hepatitis sintomati- 
ca como parte del sindrome de mononucleosis. Los virus de las 
hepatitis primarias son un grupo heterogeneo. La “sopa de 
letras” de las hepatitis se resume en el cuadro 23-15. Se des- 
cribieron varios otros virus como posibles agentes de hepatitis, 
pero la evidencia a favor de su papel como agentes etiologicos 
no es concluyente; estos virus son el virus de la hepatitis G (o 
variante GB del virus de la hepatitis C, un miembro de la fami- 
lia Flavoviridae^^^), asi como los virus TT y SEN, ambos 
miembros de la familia Circoviridae. Aunque no se ha demos¬ 
trado que el virus de la hepatitis G cause hepatitis, los pacien¬ 
tes con infeccion por el HIV coinfectados por el virus de la 
hepatitis G 5 a 6 ahos despues de la seroconversion para HIV 
tienen menos probabilidades de morir que los pacientes infec- 
tados por el HIV que no estan cronicamente infectados por el 
virus de la hepatitis 


VIRUS DE LA HEPATITIS A 

El virus de la hepatitis A causa hepatitis infecciosa espora- 
dica y epidemica. La enfermedad se conoce desde la antigiie- 
dad, pero el virus no fue identiflcado hasta la decada de 1970. 
El virus de la hepatitis A se clasifico inicialmente como ente¬ 
rovirus 72, sobre la base de sus caracteristicas bioquimicas y 
fisicas. Mas tarde, se encontro que tenia notables diferencias 
con los enterovirus clasicos. En la actualidad ha sido transferi- 
do a un nuevo genero, los Hepatovirus, dentro de la familia 
Picornaviridae siete genotipos de virus de la hepati¬ 
tis A; la mayoria de las cepas pertenecen al genotipo I. 

El virus de la hepatitis A produce una hepatitis aguda auto- 
limitada. El periodo de incubacion entre la exposicion y la 
enfermedad clmica es corto (< 1 mes). Durante los 7 a 10 dias 
antes de la enfermedad clmica hay replicacion no citopatoge- 
nica en los hepatocitos, viremia y eliminacion fecal de virus 
infeccioso. Sigue un periodo de replicacion viral con daho del 
hepatocito, incluida la clasica degeneracion “en globo” de las 
celulas hepaticas. En este momento se completa practicamente 
el periodo de contagiosidad. La infeccion por virus de la hepa¬ 
titis A se transmite raras veces por transfusiones de sangre, ya 
que hay poco virus en ella y la duracion de la viremia es limi- 
tada. Se describio en Europa y los Estados Unidos transmision 
de la infeccion a pacientes con hemofilia por el concentrado de 
factores de la coagulacion, que contiene sueros de muchos 
dadores. La necrosis masiva del higado y la cirrosis posinfec- 
cion son raras. La hepatitis cronica y la neoplasia no son com- 
plicaciones. 
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Cuadro 23-15 Principales causas virales de hepatitis 

VIRUS 

TAXONOMIA 

transmisi6n 

CRONICIDAD 

NEOPLASIAS 

Hepatitis A 

Hepatovirus 

RNA 

Enterica: Agua 
Alimentos 

Mariscos 

No 

No 

Hepatitis B 

Hepadnavirus 

Parenteral: Sangre 

Sexual 

Agujas 

Enterica 

Si 

Sj 

Hepatitis C 

? Togavirus 

Viriones de 27 nm 

RNA 

Parenteral; sangre 

Si 

Si 

Hepatitis D 

Virion de 42 a 47 nm 

RNA 




Hepatitis E 

Virion de 27 a 34 nm 

Enterica 

?No 

?No 


La hepatitis A se transmite por agua y alimentos contamina- 
dos. Los moluscos bivalvos obtenidos de aguas contaminadas 
han originado numerosos brotes porque suelen ingerirse crudos 
o cocidos al vapor, a una temperatura que no mata al virus. 
En un brote ocurrido en Shangai, mas de 300 000 personas se 
infectaron despues de comer almejas crudas provenientes de 
aguas contaminadas.^^"^Tambien existe la transmision sexual. 

La transmision del virus de la hepatitis A, como sucede con 
la del EBV o la de la poliomielitis, esta determinada por las 
condiciones sanitarias y socioeconomicas. El virus circula con 
libertad en condiciones de mala infraestructura sanitaria e 
infecta al hombre a edades tempranas, cuando la infeccion 
suele ser asintomatica. Los ciudadanos mas pudientes escapan 
a la infeccion hasta la edad adulta, cuando ocurre hepatitis sin- 
tomatica.^^"^ (Vease el texto sobre “Poliovirus” y “Virus de 
Epstein-Barr”). 

VIRUS DE LA HEPATITIS B 

El virus de la hepatitis B es un hepadnavirus de DNA. Causa 
hepatitis cronica y aguda y un agente etiologico del carcino¬ 
ma hepatocelular.^^"^ El virus tiene un largo periodo de incuba- 
cion (45-120 di'as) y se transmite sobre todo por via parenteral. 
Hasta que se inicio el control de rutina para este virus, la hepati¬ 
tis B era la causa mas frecuente de hepatitis asociada con trans- 
fusiones. Otras vias parenterales son la acupuntura y el tatuaje. 
Se ha encontrado antigeno de hepatitis B en mosquitos, pero la 
transmision de la infeccion por artropodos no se ha demostrado. 
Este virus puede transmit!rse por contacto sexual y ha producido 
enfermedad epidemica en varones homosexuales, prostitutas y 
adictos a drogas intravenosas. Existe la infeccion perinatal, pero 
la leche matema no parece ser importante en la transmision. A 
diferencia del virus de la hepatitis A, el virus de la hepatitis B 
puede causar una hepatitis fulminante aguda mortal, denomina- 
da necrosis hepatica masiva. Se ha sugerido que esta manifesta- 
cion grave es causada por una mutacion del virus. 

La variedad de mecanismos de transmision de la infeccion 
por virus de la hepatitis B recuerda al HIV. Sin embargo, la 
concentracion de virus de hepatits B en sangre y liquidos cor- 


porales es mucho mayor que la del HIV y, en consecuencia, las 
infecciones intrahospitalarias son un problema mucho mas 
serio. La hepatitis B ha sido una causa importante de infeccio¬ 
nes laborales entre el personal medico, pero la frecuencia ha 
disminuido mucho por el amplio uso de la vacunacion del per¬ 
sonal sanitario. 

El virus de la hepatits B es un virus esferico de 47 nm que 
tiene varios antigenos de importancia para el diagnostico y la 
patogenia. Varios genotipos del virus tienen implicaciones cli- 
nicas definidas. La infeccion con el genotipo A tiene una mayor 
tasa de supervivencia y la enfermedad es menos grave; el geno¬ 
tipo B se encuentra casi siempre en las infecciones que tienen 
como resultado un carcinoma hepatocelular: el genotipo C pro¬ 
duce enfermedad grave: el genotipo D se encuentra en la hepa¬ 
titis fulminante. 

Existen tres polipeptidos de envoltura que se conocen como 
HBsAg (antigeno de superficie de la hepatitis B), HBcAg 
(antigeno de core de la hepatitis B) y HBeAg (antigeno de la 
hepatitis B). Este virus no ha sido cultivado in vitro, pero la va¬ 
riedad de antigenos y sus correspondientes anticuerpos propor- 
cionan gran cantidad de elementos para la demostracion de la 
enfermedad clinica. Aunque esto no es absoluto, la presencia 
de antigeno se correlaciona bien con la presencia de DNA y 
DNA polimerasa y con la infecciosidad viral. La fascinante his- 
toria del descubrimiento del antigeno Australia (conocido como 
HBsAg) y su relacion con la hepatitis ha sido analizada por 
Blumberg.^^ Sirve como recordatorio de que nadie puede prede- 
cir donde hara impacto la investigacion basica. ^Quien hubiera 
dicho que un grupo de investigacion dedicado a polimorfismos 
geneticos de proteinas sanguineas descubriria la clave de una de 
las causas mas importantes de la hepatitis humana? 

Por razones no aclaradas, algunas personas que han estado 
infectadas por el virus de la hepatitis B desarrollan anticuerpos 
y eliminan el virus de su organismo, en tanto que en otras los an¬ 
tigenos virales continuan circulando. Un subgrupo de estos 
portadores cronicos desarrollan enfermedad hepatica cronica. 
Otra complicacion grave de esta infeccion es la integracion del 
DNA viral en el genoma del hepatocito y el desarrollo de car¬ 
cinoma hepatocelular. 
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VIRUS DE LA HEPATITIS C 

Despues de que estuvieron disponibles los reactivos diag- 
nosticos para la hepatitis A y B, se hizo evidente que habia 
otras causas de hepatitis asociada con transfusiones.^^^ El virus 
o virus desconocidos se denominaron virus de la hepatitis no A, 
no B. Gracias a la compleja tecnica de la biologia molecular, 
reconocemos ahora la hepatitis C como la causa de la mayona 
de los casos de hepatitis no A, no B, asociados con las transfu- 
siones. El virus, que no ha sido cultivado, fue finalmente carac- 
terizado por tecnicas moleculares, en lo que constituyo uno de 
los primeros triunfos de la biologia molecular. Resulto sor- 
prendente que el agente recien caracterizado estaba mas estre- 
chamente relacionado con un grupo de virus transmitidos por 
artropodos; en la actualidad es un genero (Hepacivirus) de la 
familia Flaviviridae. Los conceptos de las relaciones geneticas 
entre cepas del virus de la hepatitis C estan en evolucion. Se 
describieron al menos 11 genotipos, pero otros investigadores 
asignan los genotipos a seis dados. Los pacientes infectados 
por cepas pertenecientes a los dados la y lb (que correspon- 
den a los genotipos lay 1 b) no responden tan bien al trata- 
miento con interferon y progresan mas rapidamente a la hepa- 
topatia cronica que los individuos infectados por otras cepas. 
Por lo demas, parece haber pocas diferencias fenotipicas entre 
cepas geneticamente distintas. 

La epidemiologia de las infecciones por hepatitis C tiene 
muchas similitudes con la de la hepatitis B, pero son evidentes 
ciertas diferencias importantes. La via mas frecuente de dise- 
minacion es a traves de hemoderivados, como la inmunoglobu- 
lina, la cirugia y la adiccion a drogas intravenosas. La detec- 
cion sistematica en los hemoderivados en busca de virus de la 
hepatitis C ha disminuido sustancialmente el riesgo de trans- 
mision por esta via. Existe la transmision sexual, pero la fre- 
cuencia es mucho menor que para la infeccion por hepatitis B. 
La frecuencia de los anticuerpos contra la hepatitis C entre el 
personal sanitario en Baltimore fue igual a la de la poblacion 
general, lo que sugiere que el personal sanitario esta expuesto 
a bajos niveles de virus o que la transmisibilidad no es impor- 
tante."*^^ 

La infeccion aguda por el virus de la hepatitis C suele ser 
menos grave que la hepatitis B, pero la frecuencia de hepatitis C 
cronica es alta. El tema ha sido estudiado por Iwarson y cols.^^*' 

La mortalidad a largo plazo de los pacientes infectados por 
el virus de la hepatitis C es similar a la de los controles, aun- 
que los pacientes infectados tienen un riesgo ligeramente supe¬ 
rior de morir por enfermedad hepatica. Sin embargo, una vez 
que se comprueba la infeccion cronica, el pronostico es mucho 
peor. La cirrosis es una complicacion importante de la infec¬ 
cion cronica. La infeccion por hepatitis C es un factor de ries¬ 
go independiente para el carcinoma hepatocelular despues del 
desarrollo de cirrosis. Las manifestaciones inmunitarias extra- 
hepaticas, como la crioglobulinemia y los factores reumatoi- 
deos, son parte importante de la infeccion por hepatitis C, 
como lo son para la hepatitis B. 

VIRUS DE LA HEPATITIS D 

El virus de la hepatitis D, conocido tambien como agente 
delta, es un virus de RNA de 35 nm, con doble envoltura que 
es incapaz de multiplicarse sin el antigeno de superficie del 
virus de la hepatitis B.^^^ El virus delta maduro se recubre a si 
mismo con la cubierta del HBsAg antes de infectar otras celu- 
las. Asi, la biologia de la hepatitits D esta indisolublemente 
unida a la de la hepatitis B. El virus de la hepatitis D puede cau- 
sar infeccion y enfermedad solo en los pacientes infectados en 


forma simultanea por el virus de la hepatitis B o que estan pro- 
duciendo HBsAg por una infeccion previa. No es sorprendente 
que la hepatitis D este concentrada en bolsones de poblaciones 
con infeccion por el virus de la hepatitis B, como los adictos a 
las drogas y los varones homosexuales. 

Cuando existe coinfeccion, la enfermedad clinica es similar 
a la producida por la hepatitis B y suele ser autolimitada. 
Cuando el virus de la hepatitis D infecta a un individuo que es 
portador cronico del virus de la hepatitis B, la enfermedad cli- 
nica es mucho mas grave, se hace cronica en hasta el 80% de 
los casos y las tasas de mortalidad pueden aumentar de mane- 
ra espectacular, hasta alcanzar un 12 %. 

VIRUS DE LA HEPATITIS E 

El agregado mas reciente a la sopa de letras de los virus de 
las hepatitis es un virus labil de RNA de 27 nm.^^ El virus de la 
hepatitis E causa una hepatitis aguda transmisible por via ente¬ 
ral, muy similar a la hepatitis A. El genoma viral ha sido clo- 
nado por tecnicas similares a las utilizadas para identificar el 
virus de la hepatitis C. La ubicacion taxonomica del virus no 
esta aclarada todavia. Tiene similitudes con los calicivirus, 
pero su pariente genetico mas cercano es el virus de la rubeo¬ 
la, clasificado actualmente como togavirus. Cuando los siste- 
mas sanitarios son deficientes se producen grandes epidemias 
transmitidas por el agua, pero la infeccion no se ha encontrado 
aun en forma autoctona en los Estados Unidos. Sin embargo, 
los viajeros a areas endemicas han regresado con la infeccion. 

Enfermedades causadas por priones 
(encetalopatias espongiformes transmisibles) 

Las encefalopatias espongiformes transmisibles son un 
grupo fascinante de infecciones del SNC que se definen por 
una anatomia patologica celular distintiva, que produce un 
aspecto vacuolado de la materia blanca cerebral. Las infeccio¬ 
nes y sus huespedes naturales se resumen en el cuadro 23-16. 
Se ha propuesto una clasificacion molecular y clmica de estas 
enfermedades. 

Durante decadas se ha sabido que el agente del scrapie 
(“tembladera” de las ovejas o encefalopatia espongiforme ovi- 
na) era novedoso: un agente aparentemente transmisible que no 
presentaba evidencias de contener ninguno de los tipos de 
acido nucleico. El patogeno responsable se considero en prin- 
cipio un “virus lento”, pero el agente era mas resistente a la 
inactivacion por rayos X, luz ultravioleta y tratamientos quimi- 
cos energicos, incluida la inmersion en formalina al 10 %, que 
cualquier otra particula infecciosa conocida. En la decada de 
1960, Pattison propuso que el agente era una protema basica y 
Griffith sugirio varios mecanismos hipoteticos, uno de los cua- 
les resulto ser el correcto.*^^ La naturaleza de las particulas 
infecciosas fue develada por Prusiner. Este autor prosiguio su 
batalla para convencer a sus colegas escepticos y finalmente 
recibio un premio Nobel por sus esfuerzos. Este peculiar agen¬ 
te infeccioso, denominado prion, resulto ser una protema celu¬ 
lar normal (PrP^^^) modificada por un cambio de conformacion. 
La protema PrP^" se convierte en la protema anormal (PrP^O por 
el plegamiento adicional de una parte de su estructura de a 
helice a una hoja (J.‘♦ 02,404 /\m^que la teoria de la protema infec¬ 
ciosa esta aceptada en general, el consenso acerca de la natura¬ 
leza del agente infeccioso no es unanime.^^ 

Las enfermedades producidas por priones se denominan 
encefalopatias espongiformes transmisibles 
Eran enfermedades de interes veterinario hasta que se encontro 
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Cuadro 23-16 Encefalopatfas espongiformes transmisibles (enfermedades causadas por priones) 

AGENTE 

HUESPED NATURAL 

INFECCION HUMANA 

Scrapie 

Ovejas 

No 

Encefalopatia transmisible del vison 

Vison 

No 

Enfermedad consuntiva cronica 

Ciervo, caribu 

No 

Kuru 

Seres humanos 

Si 

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) (formas 
familiar, esporadica y iatrogenica) 

Seres humanos 

Si 

Smdrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker (GSS) 

Seres humanos 

Si 

Insomnio mortal (formas esporadica y familiar) 

Seres humanos 

Si 

Encefalopatia espongiforme bovina (EEB) 

Ganado bovino 

Si 


la primera EET humana. El kuru se observo en una remota y 
aislada tribu de abongenes de las tierras altas de Nueva 
Guinea.^^' Gajdusek gano un premio Nobel por develar la mis- 
teriosa enfermedad que comenzaba con ataxia cerebelosa y un 
temblor similar al de los escalofrios, progresaba a la perdida 
completa de la funcion motora y del habla y causaba la muerte 
en el termino de un ano. El agente se transmitia a traves de las 
practicas de canibalismo ritual, como parte del rito de duelo 
por los muertos. La transmision de la enfermedad se detuvo 
cuando la tribu fue convencida de alterar sus practicas. Mas 
tarde, se encontro que dos demencias humanas raras, la enfer¬ 
medad de Creutzfeldt-Jakob (ECJ) y una variante de ella, el 
smdrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker (GSS), eran cau¬ 
sadas por un agente similar. Estas enfermedades degenerativas, 
que se observan en forma familiar y esporadica, producen la 
rapida aparicion de demencia. La perdida de la memoria y los 
problemas de conducta aparecen en algun momento posterior 
en la mayoria de los pacientes. La muerte ocurre en meses o 
dentro del ano de la aparicion de los smtomas. 

La encefalopatia espongiforme bovina (EEB) aparecio en el 
sur de Inglaterrra en 1986 y para finales de 1993 se habian 
documentado alrededor de 100 000 casos."*^^ El scrapie ha sido 
transmitido experimentalmente de los ovinos al ganado bovi- 
no>84 y se ha conjeturado que la enfermedad se transmite al 
ganado bovino a traves del cerebro de oveja incluido en el ali- 
mento balanceado como suplemento proteico."^^ La EEB puede 
haber surgido tambien como una mutacion al azar, como suce- 
de con la EEJ en el hombre. Cualquiera que haya sido el origen 
del primer caso, la inclusion de productos de origen animal en 
los alimentos balanceados para animales permitio la disemina- 
cion amplia de la infeccion en el ganado bovino. 

Lo que fuera un desastre economico se Vansformo en una 
pesadilla politica y cientifica en 1996, cuando se anuncio que 
algunos casos de “enfermedad de Creutzfeld-Jakob atipica” en 
Inglaterra podian haberse originado por la ingesta de came pro- 
cedente de vacas con EEB. El gobierno britanico reaciono 
tibiamente, los gobiemos europeos lo hicieron en forma exage- 
rada, y se produjo una crisis con mas politica que ciencia. 
Rapidamente quedo claro que la variante de la enfermedad de 
Creutzfeldt-Jakob (vECJ) era real. Varios autores creen que es 
el resultado de comer came contaminada,*^’^^'^'^^^ aunque 
Prusiner ha sido mas circunspecto en su analisis.*^®^ '^®^ La vECJ 
se diferencia de la forma clasica de varias maneras, como el 
comienzo a edades tempranas. La epidemia de EEB, y aparen- 
temente la de vECJ, se control© fmalmente en Gran Bretana 


por la matanza masiva de ganado bovino y la prohibicion de 
usar productos de origen animal para elaborar alimento para 
animales. Los largos periodos de incubacion de las EET hacen 
que la cautela adoptada antes de cantar victoria sea una politi- 
ca prudente.^^'^ 

La saga de la EEB y de la vECJ destruyo la (reconfortante) 
teorfa aceptada antes de que las enfermedades transmitidas por 
priones eran especificas de especie. Aunque las EET se cono- 
cen desde hace muchos anos, nunca antes la transmision cruzo 
las barreras de la especie. Resulto devastador reconocer que 
estas barreras pueden no ser absolutas y que los seres humanos 
pueden no estar exentos de riesgo. El hecho es que por lo 
menos una de las victimas de la ECJ habia participado en un 
banquete en el que se consumio came de animales de caza.”^® 
No se sabe si los animales silvestres estaban afectados por una 
enfermedad cronica consuntiva, como la que afecta las mana- 
das de renos y ciervos del oeste y norte central de los Estados 
Unidos. De todas maneras, el riesgo adicional para los seres 
humanos es mas que obvio. Otra reconfortante ilusion fue des- 
truida cuando se identiflco EEB en Canada y los Estados 
Unidos.^’ 

Hasta este momento, todas las transmisiones de enfermeda¬ 
des por priones han tenido lugar a traves de tejidos nerviosos, 
incluso la transmision de ECJ por hormonas derivadas de teji- 
do hipofisario humano, por trasplante de duramadre y corneas, 
y por electrodos para encefalograma infectados."^^^ Algunos 
casos se han hecho clmicamente evidentes mas de 14 anos des¬ 
pues de la probable exposicion. No se poseen pruebas definiti- 
vas de la transmision por tejidos extraneurales,^^ pero se ha 
demostrado la presencia de priones fuera del SNC en la ECJ 
clasica^^^ y en la vECJ."^^^ 

Ante la sospecha clmica de una EET, deben tomarse precau- 
ciones extremas en el cuarto de autopsias y en el laboratorio de 
histologia, porque los agentes de estas infecciones sobreviven 
la fijacion con formalina y son demostrables incluso en tejidos 
embebidos en parafina. 


Clasificacion clmica de las infecciones virales 

Aunque la taxonomia viral es importante desde el punto de 
vista cientiTico. los esquemas clmicos de clasificacion tienen 
validez practica cuando se considera a un paciente en particu¬ 
lar. Los smdromes clmicos y los virus asociados con ellos con 
mayor frecuencia se resumen en el cuadro 23-17. Notese que 
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Cuadro 23-17 Slndromes cHnicos asociados con infecciones virales 


SISTEMA CLfNICO 

SfNDROME 

AGENTES MAS PROBABLES 

AGENTES MENOS PROBABLES 

Respiratorio 

Coriza (resfriado comun) 

Rinovirus 

Coronavirus 

Adenovirus 

Parainfluenza 3 

Influenza A y B 

Parainfluenza 1 y 2 

RSV 

Enterovirus 


Faringitis 

Adenovirus 

Herpes simple 1 

Enterovirus 

EBV 

Influenza A y B 

RSV 

Parainfluenza 1 y 2 

Rinovirus 

Coronavirus 


Laringitis estridulosa 

Parainfluenza 1 

Parainfluenza 2 

Parainfluenza 3 

Influenza A 

RSV 

Sarampion 

Coronavirus 


Bronquiolitis 

Parainfluenza 3 

RSV 

Adenovirus 

Parainfluenza 1 y 2 

Influenza A y B 

Rinovirus 


Neumonia 

Influenza A 

RSV 

Parainfluenza 3 

Adenovirus 

CMV (en pacientes inmunosuprimidos) 

Parainfluenza 1 y 2 

Rinovirus 

EBV 

Influenza B 

Coronavirus del SRAG 

Metapneu movi ru s 


Pleurodinia 

Coxsackie B 

Coxsackie A 

Echovirus 

Sistema nervioso central 

Meningitis aseptica 

Echovirus 

Coxsackie A 

Coxsackie B 

Virus de la parotiditis 

LCM 

Herpes simple 2 

vzv 

Adenovirus 

Bunyavirus 

Parainfluenza 3 

Poliovirus (cepas vacunantes) 


Encefalitis 

Herpes simple 1 

Togavirus 

Flavivirus 

Bunyavirus 

EBV 

Enterovirus 

Virus de la rabia 

CMV 

Gastrointestinal 

Diarrea (lactantes) 

Rotavirus 

Calicivirus (Norwalk) 


Adenovirus 40 y 41 


Astrovirus 


(Continua) 
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Cuadro 23-17 Smdromes clinicos asociados con infecciones virales (cont,) 


SISTEMA CLINICO 

SfNDROME 

AGENTES MAS PROBABLES 

AGENTES MENOS PROBABLES 

Gastrointestinal (cont.) 

Diarrea (adultos) 

Calicivirus (virus tipo Norwalk) 

Rotavirus 

Adenovirus 40 y 41 

Astrovirus 


Hepatitis 

Hepatitis A 

Hepatitis B 

Hepatitis C 

EBV 

CMV 

Hepatitis D 

Hepatitis E 


Parotiditis 

Virus de la parotiditis 

Parainfluenza 

Cutaneo 

Erupcion vesicular 

Herpes simple 1 y 2 

vzv 

Echovirus 

Coxsackie A 

Vaccinia 


Erupcion maculopapular 

Echovirus 

Coxsackie 

Herpesvirus humano 6 y 7 

Adenovirus 

EBV 

Dengue 

Sarampion 

Rubeola 


Erupcion petequial 

Ninguno frecuente 

Adenovirus 

Echovirus 

Coxsackie 

Virus de las fiebres hemorragicas 

Urogenital 

Cistitis hemorragica 

Ninguno frecuente 

Adenovirus 

Virus del herpes simple 1 

Cardiaco 

M i oc ardi ti s/peric ard i ti s 

Coxsackie A, B 

Echovirus 

Adenovirus 

Virus del herpes simple 1 

Influenza A 

Virus de la parotiditis 

Ocular 

Queratitis/conjuntivitis 

Herpes simple 1 

VZV 

Adenovirus 

Vaccinia 

Sarampion 


Adaptado de McIntosh K: Diagnostic virology. En: Fields BN, Knipe DM, Melnick JL, et ai, eds.. Virology, 2° ed. Nueva York: Raven Press, 1990:4} 1-440. 


virus de diferentes grupos taxonomicos pueden ocasionar los 
mismos sintomas. 


Diagnostico de las infecciones virales 

La tecnica primaria de diagnostico para la mayoria de las 
infecciones virales es el aislamiento del virus en cultivo de teji- 
dos. Las tecnicas serologicas tambien pueden ser de utilidad, 
sobre todo si el virus fue aislado en una localizacion no esteril. 
En algunos casos, el diagnostico serologico es la unica con- 
ducta practica en un laboratorio clinico. La deteccion directa de 
antigeno en liquidos corporales o tejidos tambien ha sido eficaz 
para algunos virus. Sin duda, la lista de agenies para los cuales 
es util la deteccion directa de antigeno continuara indudable- 


mente en expansion. El diagnostico molecular es el enfoque del 
futuro. En el cuadro 23-18 se resumen los metodos utilizados 
con mayor frecuencia en los laboratorios de hospitales para 
diagnosticar infecciones virales. Las ventajas y las desventajas 
de cada uno de estos enfoques se comparan en el cuadro 23-19. 
Los lectores interesados en el tema pueden consultar varias 
excelentes referencias para obtener mas informacion.^"^®"^^^ 

Obtencion de muestras para el diagnostico 

En general, debe hacerse un intento de obtener material del 
organo u organos infectados. En el caso de las infecciones vira¬ 
les mas frecuentes de la piel, las lesiones cutaneas son las 
mejores muestras para cultivo. Para el diagnostico de las infec¬ 
ciones de los aparatos respiratorio y gastrointestinal, deben cul- 
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Cuadro 23-18 Metodos de diagnostico de las infecciones virales 

VIRUS 

METODO PRINCIPAL 

METODO RAPIDO 

METODO AUXILIAR 

COMENTARIOS 

Adenovirus 

Cultivo^ TMA'' 

F, EIA, PCR-TR" 

Serologia' 


Adenovirus entericos 

EIA,F 

PCR-TR'’ 

IME* 


Alfavirus 

Cultivo^, TMA* 

PCR-TR‘ 

Serologia 


Arenavirus 

Cultivo^, TMA^ 

EIA*, PCR-TR* 

Serologia 

Prueba realizada solo en laboratorios 





NBS-4 

Astrovirus 

TMA'’ 

PCR-TR* 

EIA*, IME* 


Bunyavirus 


PCR-TR"* 

Serologia"* 

Se recomiendan tanto las pruebas 





moleculares como la serologia para 
hantavirus 

Calicivirus 

TMA" 

PCR-TR* 

EIA*, IME* 


Coronavirus 

Cultivo'\ TMA^ 

PCR-TR* 

Serologia"’* 

Se realiza solo en epidemias o ante 





un posible SRAG 

Citomegalovirus 

Cultivo^ TMA"^ 

CFA", antigeno en sangre por 

Serologia 

Serologia para nivel inmunitario; 



P *, PCRC“ * 


antigenemia y PCRC para control 

Enterovirus 

Cultivo“, TMA^ 

PCR-TR* 

Serologia' 

La gran cantidad de serotipos hace 





poco practica la serologia 

Virus de Epstein-Barr 

SerologiV, TMA* 

PCR-TR* 

Cultivo*' 


Filovirus 

Cultivo*, TMA* 

PCR-TR* 

Serologia* 

Prueba realizada solo en laboratorios 





NBS-4 

Flavivirus 

Cultivo" *, TMA* 

PCR-TR* 

Serologia* 

Histologia 


Virus de la hepatitis A 

Serologia para IgM'' 


TMA* 


Virus de la hepatitis B 

SerologiV 


TMA* 


Virus de la hepatitis C 

Serologia", TMA" * 



Serologia para el diagnostico inicial; 





TMA para conftrmacion de infec- 

Virus de la hepatitis D 

Serologia"* 


TMA* 

cion activa y monilorizacion 

Virus de la hepatitis E 

Serologia"* 

PCR-TR* ‘ 

TMA*' 

Todos los procedimientos estan en 





etapa de investigacion en los 

Estados Unidos 

Virus del herpes simple 

Cultivo", TMA“ * 

CFA“, F", EIA*. PCR-TR* 

Serologia (tipo- 

Serologia para nivel inmunitario 




especifica)" 


Herpesvirus humano 6 y 7 

TMA"* 

PCR-TR* 

Serologia* 


Herpesvirus humano 8 

TMA"-* 

PCR-TR* 



Virus de la inmunodeficien- 

Serologia", TMA" * 

Serologia 

Cultivo*^ 

Serologia para el diagnostico inicial; 

cia humana (HIV) 




control molecular 

Influenza 

Cultivo", TMA* 

CFA“. F“. EIA“, PCR-TR* 

Serologia' 

Se necesita el aislamiento viral para 





la tipificacion 

Sarampion 

Serologia" 

F“, PCR-TR* 

Cultivo' 

Rara vez aislado 

Metapneumovirus 

Cultivo*, TMA* 

PCR-TR* 

Serologia* 


Parotiditis 

Cultivo', TMA* 

PCR-TR* 

Serologia' 


Papilomavirus 

TMA" 




Parainfluenza 

Cultivo", TMA* 

CFA", F", EIA", PCR-TR* 

Serologia' 


Parvovirus B19 

TMA* 

PCR-TR* 

Serologia* 



(Continua) 
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Cuadro 23-1 8 Metodos de diagnostico de las infecciones virales (cant.) 

VIRUS 

METODO PRINCIPAL 

METODO RAPIDO 

METODO AUXILIAR 

COMENTARIOS 

Virus polioma 

TMA'’ 


Serologia* 


Poxvirus 

Cultivo". TMA"^ 

ME-* PCR-TR* 

Serologia' 

Serologia para nivel inmunitario; 
pruebas realizadas solo en 
laboratorios NBS-4 

Virus de la rabia 

Cultivo" ^ TMA* 

P'*. PCR-TR-* 



Virus sincitial respiratorio 

Cultivo", TMA* 

CFA-, F-, EIA-, PCR-TR'’ 

Serologia" 

F es mas sensible que EIA 

Rhinovirus 

Cultivo", TMA* ^ 

PCR-TR*' 


Rara vez se hacen pruebas 

Rotavirus 

EIA" 


Cultivo*", IME*'", 
SerologiV^" 


Virus de la rubeola 

Serologia" 

PCR-TR- 

Cultivo*", TMA* 


Virus de la varicela-zoster 

Cultivo", TMA*" 

CFA-, F“, PCR-TR'’ 

Serologia" 

Serologia para nivel inmunitario 


TMA: prueba de amplificacidn molecular: F: inmunofluorescencia directa o indirecta; EIA: enzimoinmunoandlisis; PCR-TR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; 
SRAG: smdrome respiratorio agudo grave; CFA: cultivo en frascos-ampolla (con amplificacidn por centrifugacidn); NBS-4: laboratorio con nivel de bioseguridad 4 (el mas alto 
grado de seguridad); PCRC: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (incluye TaqMan); ME\ microscopia electrdnica; IME\ inmunomicroscopia electrdnica. 

“ Metodo estdndar. 

'*Disponible en laboratorios especializados o de referenda. 

Se lleva a cabo rara vez. 


tivarse las secreciones de estas areas. Las tnuestras recomenda- un organo interne o si el virus es dificil de aislar en el organo 

das para el cultivo viral se enumeran en el cuadro 23-20. diana. Por ejemplo, la piel es la mas evidentemente afectada 

La mayon'a de los virus ingresan en el organismo a traves de en la infeccion sarampionosa, pero el virus del sarampion 

los aparatos respiratorio o gastrointestinal. Aunque las mani- puede aislarse en las vias respiratorias o en la orina. En forma 

festaciones clmicas mas evidentes de enfermedad pueden ocu- similar, los sistemas cardiaco y nervioso central estan asi 

rxir en un organo distante, suele ser adecuado tomar una mues- siempre afectados por las infecciones por enterovirus, pero el 

tra del punto de entrada. La toma de muestras de multiples virus puede aislarse en las vias altas o en el aparato gastroin- 

localizaciones es muy util si es dificil obtener una muestra de testinal. 


Cuadro 23-19 Comparacion de metodos diagnosticos 

METODO 

TIEMPO 

VENTAJAS 

DESVENTAJAS 

Cultivo 

Dias a semanas 

Especificidad maxima; sensibilidad casi siem¬ 
pre adecuada; se dispone del aislamiento para 
su caracterizacidn 

Se necesitan instalaciones para cultivo de teji- 
dos; el tiempo necesario para hacer el diag¬ 
ndstico puede ser prolongado (se acorta por 
amplificacidn con centrifugacidn) 

Deteccion de antigeno 

Horas a un dia 

Rapidez del diagndstico; ulilizado para virus de 
dificil cultivo 

Falsos negatives y falsos positives; dificultoso 
para pruebas masivas 

Amplificacidn molecular 

Uno a varies dias 

Maxima sensibilidad; especificidad casi siempre 
adecuada 

Se necesitan instalaciones para analisis mole- 
culares; posible contaminacidn cruzada; pro- 
blemas con los inhibidores 

Amplificacidn en tiempo real 

Horas 

Excelente sensibilidad y especificidad; veloci- 
dad de diagndstico; puede ser el metodo de 
eleccidn en el future 

Se necesitan instalaciones para analisis mole- 
culares 

Serologia 

Semanas 

Determinacidn de la inmunidad; utilizado para 
virus de dificil cultivo 

Potenciales reacciones cruzadas; necesidad de 
contar con muestras del periodo agudo y 
convaleciente 
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Si el virus se aisla rara vez en estos sitos no esteriles (como La asociacion de una enfermedad clfnica con un virus que ha 
es el caso del sarampion), la recuperacion de un virus estable- sido aislado en una localizacion no esteril puede ser reforzada por 
ce el diagnostico etiologico. Si el virus se aisla en localizacio- la demostracion de una respuesta serologica contra el virus aisla- 

nes donde puede ser encontrado en ausencia de enfermedad (p. do, aunque rara vez se usa este poco conveniente plan de accion. 

ej., enterovirus en muestras de fauces o de heces), el aisla- Las muestras optimas para el cultivo de virus son los aspira- 

miento de un virus potencialmente patogeno proporciona un dos de liquidos, exudados o secreciones; los tejidos; las irriga- 
diagnostico presuntivo. clones de las vias aereas superiores o las muestras de heces. 

Los virus colonizan las superficies mucosas con menor fre- Los hisopados, que son convenientes y mas aceptables para los 

cuencia que las bacterias, pero pueden estar presentes mas a pacientes que las irrigaciones o aspirados, son aceptables en la 

menudo durante los meses en los que hay aumento de la circu- mayoria de las circunstancias. Los hisopados y las irrigaciones 

lacion de virus: invierno para los virus respiratorios y verano nasofarmgeas suelen ser equivalentes para el aislamiento de 

para los enterovirus. La frecuencia con la cual los enterovirus virus respiratorios. Algunos investigadores han encontrado que 

colonizan el aparato gastrointestinal es maxima en los lactan- el RSV se aisla en forma mas fiable en los aspirados nasofa- 

tes y minima en los adultos. En Cincinnati, la tasa de portacion rmgeos que en los hisopados,^^^ pero esta experiencia no es 

para echovirus fue del 5,2% entre los nihos de 1 a 4 anos, del generalizada.^^^ Puede usarse casi cualquier material para la 

2,6% en los nihos de 5 a 9 anos y solo del 0,2% en los nihos de punta del hisopo, con la notable excepcion del alginato de cal- 

10 a 14 ahos.^^® El virus del herpes simple y el CMV pueden cio (por lo menos para el virus del herpes simple)."^^^ 
causar infecciones cronicas y ser eliminados en forma intermi- La viremia es frecuente en el curso de las infecciones vira- 

tente con secreciones y Ifquidos.^^^’^^^ les, pero a menudo no se la de tecta. La viremia por CMV se 


CuadrO 23-20 Muestras recomendadas para cultivo viral 

SfNDROME 

MUESTRAS 6PTIMAS 

ALTERNATIVAS PERMISIBLES 

Y MUESTRAS ADICIONALES 

Coriza 

Laringitis estridulosa 

Aspirados nasofarmgeos 

Hisopado nasofaringeo 

Faringitis 

Lavado o hisopado de fauces 


Bronquiolitis 

Neumonia 

Aspirados nasofaringeos 

Aspirados traqueales 

Aspirados o biopsia de pulmon 

Hisopado nasofarmgeo 

Pleurodinia 

Aspirado nasofarmgeo mas heces 

Hisopado nasofaringeo 

Hisopado rectal 

Meningitis aseptica 

Encefalitis 

Mielitis transversa 

Liquido cefalorraquideo (es discutida la utilidad de 
heces, hisopados rectales y muestras de nasofaringe) 

(Hisopado rectal) 

(Hisopado nasofarmgeo) 

Biopsia cerebral para herpes simple; orina para 
sarampion o paper as 

Gastroenteritis 

Heces 

Hisopado rectal 

Parotiditis 

Aspirados nasofarmgeos mas orina 

Hisopado nasofaringeo 

Erupcidn cutanea vesicular 

Aspirado o hisopado de la vesicula 


Erupcidn cutanea maculopapular 

Aspirado nasofarmgeo mas heces 

Hisopado nasofaringeo 

Hisopado rectal 

Cistitis hemorragica 

Orina 


Miocarditis 

Aspirado nasofanngeo mas heces 

Orina para virus urliano 

Pericarditis 


Hisopado nasofaringeo 



Hisopado rectal 

Queratitis 

Raspado conjuntival o de cornea mas aspirado nasofa¬ 

Hisopado conjuntival o de cornea 

Conjuntivitis 

rmgeo 

Hisopado nasofaringeo 

Adaptado de McIntosh K. Diagnostic \ 

'irology. En: Fields BN, Knipe DM, Melnick JL et ai, eds. Virology, 2 " ed. Nueva York: Raven Press, 1990:411-440. 
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observa regularmente y puede detectarse por varios metodos. 
La sangre puede ser una muestra util para el diagnostico de 
infecciones por enterovirus en ninos pequenos y en lactantes/®^ 

Para el cultivo de lesiones vesiculares de la piel, esta se limpia 
con una torunda de algodon embebida en alcohol y se deja secar 
durante por lo menos un minuto. La vesicula debe abrirse con un 
bisturi esteril y tocar su base repetidamente con un hisopo este- 
ril. A continuacion se coloca el hisopo en un medio de transpor- 
te para virus, como se describe mas adelante. Como altemativa, 
puede aspirarse el contenido de la vesicula con una jeringa de 
tuberculina y una aguja de calibre 26, si la vesicula es lo sufi- 
cientemente grande. El material para realizar un preparado de 
Tzanck puede obtenerse por raspado energico de la base de la 
lesion con una hoja de bisturi; el material que queda sobre la hoja 
se coloca sobre un portaobjetos de vidrio y se deja secar al aire. 

Como regia general, la frecuencia con la que se aislan virus 
disminuye a medida que aumenta la duracion de la enferme- 
dad, de manera que debe procurarse obtener muestras lo antes 
posible en el curso de la infeccion. 

Transporte y conservacion de las muestras 

Los aspirados, h'quidos y tejidos deben transportarse al labo- 
ratorio en recipientes esteriles a prueba de derrames. Es impe- 
rioso reducir al mmimo el intervalo que transcurre entre la 
recoleccion de la muestra y su siembra en cultivos celulares. La 
siembra de los cultivos celulares a la cabecera del paciente se 
ha recomendado para algunos virus labiles, en especial el RSV. 
La siembra inmediata no es practicable en muchos medios ais- 
tenciales; por fortuna, otros investigadores no han encontrado 
problemas con el transporte de la muestra al laboratorio para su 
siembra, incluso en el caso del 

Los hisopos deben colocarse en un medio de transporte que 
contenga antibioticos; los hisopos secos no son aceptables. El 
tipo de medio de transporte probablemente no sea critico, aun- 
que es dificil llevar a cabo estudios comparativos en los que se 
controlen todas las variables. Los datos mas completos son los 
referentes al virus del herpes simple. Los medios de transporte 
comerciales, como los hisopos Culturette® (BD Diagnostics, 
Franklin Lakes, NJ) han sido satisfactorios. El medio de saca- 
rosa-fosfatos-glutamato (SPG), creado para Chlamydia tracho¬ 
matis, tambien es un medio de transporte eficaz, asi como la 
variante sin glutamato (medio 2SP).^^® Tradicionalmente el 
medio nutritivo se ha suplementado con una fuente de protei- 
nas con la intencion de estabilizar los virus fragiles, y con anti¬ 
bioticos, para reducir al mmimo la contaminacion bacteriana. 

Las muestras deben refrigerarse hasta su siembra en cultivos 
celulares. Para seleccionar la mejor temperatura de conserva¬ 
cion, debe hacerse un balance entre la disminucion de los titu- 
los virales que ocurre progresivamente a 4 ^’C y la disminucion 
subita que se observa cuando las muestras se congelan y des- 
congelan. Es claro que 1) las muestras deben mantenerse a 
-70 ‘^C si deben conservarse durante periodos prologados (se- 
manas o meses) y 2) la mejor temperatura es 4 ""C si la demora 
sera corta (menos de 24 horas). Una recomendacion razonable 
es que las muestras se refrigeren por periodos de hasta 96 horas 
y se congelen a -70 'G si la demora sera mayor. La peor tem¬ 
peratura es -20 G, sobre todo en congeladores de descongela- 
cion automatica, en los que los ciclos repetidos de desconge- 
lacion y congelacion son extremadamente traumaticos para 
todas las formas de vida. Las muestras nunca deben congelar- 
se en el congelador de un frigoriTico comun. Johnson ha efec- 
tuado un analisis extenso del transporte de muestras para diag¬ 
nostico virologico.^^® 


Aisiamiento de virus en cultivo 

Aunque algunos de los laboratorios de los hospitales mas 
grandes pueden tener instalaciones para la inoculacion de ani- 
males, la mayoria de las instalaciones para diagnostico estan 
restringidas a la utilizacion de analogos in vitro. 

Preparacion y mantenimiento de cultivos celulares 

Los cultivos celulares son el cultivo in vitro de celulas aisla- 
das disociadas. El cultivo de tejidos y organos es el manteni¬ 
miento in vitro de una porcion de un organo, casi siempre por 
periodos cortos y determinados. El cultivo de organos esta 
practicamente restringido a los laboratorios de investigacion. 
Por ejemplo, se han usado cultivos de traquea para aislar coro- 
navirus humanos, la mayoria de los cuales no se desarrollan en 
cultivos celulares. A veces, se combinan cultivos de organos y 
celulares. Por ejemplo, se utilizo un explante de cerebro infec- 
tado y una capa indicadora de celulas sensibles para el aisia¬ 
miento del virus del sarampion en pacientes con panencefalitis 
esclerosante subaguda. Los huevos embrionados son una forma 
barata de cultivar determinados virus, como los ortomixovirus, 
pero se usan rara vez en los laboratorios de diagnostico.*^®^ 

Los cultivos celulares son de tres tipos (cuadro 23-21). Los 
cultivos celulares primarios consisten en una mezcla de celulas, 
por lo general de rinon, pulmon o piel, obtenidas por disocia- 
cion de las celulas de trozos del organo. Estas celulas pueden 
mantenerse en cultivo solo por periodos limitados. Una vez que 
se subcultivan repetidas veces in vitro, los cultivos primarios se 
transforman en Imeas celulares. Las lineas celulares utilizadas 
con mayor frecuencia estan compuestas por fibroblastos, obte- 
nidos de piel o pulmon embrionario. Una Imea celular es 
diploide si por lo menos el 75% de las celulas tienen un con- 
junto normal de cromosomas. Una hnea celular es heteroploi- 
de si mas del 25% de las celulas tienen un conjunto anormal de 
cromosomas. En el cuadro 23-22 se presentan algunas de las 
opciones en expansion de Imeas celulares. 

La imaginacion creadora ha producido una variedad aun ma¬ 
yor de posibilidades de cultivos celulares. La combinacion de 
Imeas celulares puede ampliar el espectro de virus detectados y 
reducir al mismo tiempo el numero de tubos necesarios e inclu¬ 
so evitar el uso de cultivos celulares primarios.^"*^ Algunas de 
las combinaciones de Imeas celulares que se han creado, como 
Fresh Cells® o R-Mix® (Diagnostic Hybrids, Athens, OH) se 
incluyen en el cuadro 23-21. Las Imeas celulares mezcladas 
pueden combinarse con otros metodos, como la amplificacion 
por centrifugacion (frascos ampollas con cubreobjetos) para 
aumentar aiin mas la deteccion.^^’^^^ Una innovacion adicional 
es el almacenamiento de los cultivos mixtos a -80 G hasta 4 
meses antes de su siembra.^^' 

Otra innovacion ha sido el diseho de cultivos celulares por 
ingenieria genetica para facilitar el aisiamiento de determina¬ 
dos virus o mejorar su deteccion. Una de las Imeas celulares 
usada con exito para la deteccion de enterovirus son las celulas 
de rinon de mono verde bufalo (BGMK). Mediante tecnicas de 
ingenieria genetica destinadas a que las celulas BGMK expre¬ 
sen un receptor para enterovirus (factor acelerador de la degra- 
dacion, DAF), los investigadores han logrado aumentar los 
resultados diagnosticos.^^® 

Un enfoque diferente de la modificacion por ingenieria ge¬ 
netica de celulas es el sistema para deteccion del HSV llamado 
ELVIS (enzyme /inked virus-mducible system) (Diagnostic 
Hybrids). En este caso, una secuencia promotora especifica 
para el HSV de la linea celular de rinon de hamster lactante 
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Cuadro 23-21 Tipos de cultivos celulares 

TIPO DE CULTIVO 

CARACTERISTICAS 

EJEMPLOS 

USO PRINCIPAL 

Primario 

Diploide; tipos celulares mezcla- 

Primario de rinon de mono 

Influenza; parainfluenza; algunos enterovirus 


dos; 1 0 2 pasajes 

Primario de rinon de conejo 

Herpes simple 

Lmeas celulares 

Diploides; fibroblastos; cantidad 

Fibroblastos diploides humanos 

Herpes simple; citomegalovirus; varicela-zos- 


limitada de pasajes (< 50 a 70) 

(WI-38, MRC-5, HEL, FS-9) 

ter; rinovirus 

Lmeas celulares continuas 

Heteroploide; pasaje continue 

HeLa; HEp-2 

Adenovirus; RSV; virus Coxsackie B 


in vitro 

A549 

Herpes simple; adenovirus; varicela-zoster; 




algunos enterovirus 



MDCK 

Virus influenza 



LLC-MK2 

Virus parainfluenza 



Vero; celulas ML 

Herpes simple 



Celulas RD 

Algunos virus Coxsackie A 



Celulas BGM 

Virus Coxsackie B 



Celulas 293 

Adenovirus entericos 

Lmeas celulares mixtas 

Combinaciones de lmeas celulares 

MRC-5 -hCV-1 

Herpes simple; varicela-zoster 


continuas 

Celulas ML + A549 

Virus respiratorios 



RD + H292;BGMK + A549 

Enterovirus 

Lmeas celulares modificadas 

Introduccidn de un gen para pro- 

Sistema enzimatico inducible por 

Herpes simple 

geneticamente 

ducir un cambio indicador visi¬ 
ble despues de la infeccion 

virus (ELVIS) 



{baby hamster kidney BHK) se une a un gen indicador, p-galac- 
tosidasa. Cuando las celulas se infectan con cualquiera de los 
dos serotipos de HSV, el gen promotor se estimula y el gen 
indicador se activa, lo que deriva en un cambio visible en el 
color de la monocapa.^*’ Como sucede con las Imeas celulares 
mixtas, las celulas ELVIS pueden almacenarse a -80 ''C hasta 
su utilizacion.^^^ El HSV es el virus que se busca con mayor 
frecuencia en los laboratorios de diagnostico y son utiles los 
metodos de deteccion de este agente. 

La expectativa de vida de las celulas diploides normales es 
de alrededor de 50 pasajes in vitro;^^^ las Imeas celulares que 
tienen por lo menos 70 pasajes se consideran Imeas celulares 
establecidas. Estas Imeas establecidas o continuas pueden pro- 
venir de tejidos normales, como la Imea de celulas Vero de 
rinon de mono verde africano. Altemativamente, pueden origi- 
narse de epitelios neoplasicos, como las celulas HeLa, que 
derivan de un adenocarcinoma cervical y las celulas Hep-2, 
que provienen de un carcinoma de laringe. El aspecto de los 
cultivos sin sembrar se muestra en la figura 23-5. Las celulas 
fibroblasticas suelen ser largas, ahusadas y orientadas en forma 
paralela, en tanto que las Imeas establecidas constan de celulas 
epiteliales poligonales. Los cultivos primarios contienen natu- 
ralmente una mezcla de tipos celulares. 

Las condiciones para el desarrollo y el mantenimiento de 
cultivos celulares varian de manera considerable y solo es posi- 
ble hacer algunas generalizaciones. La temperatura de incuba- 
cion optima es de 36 ""C a 37 ""C, pero puede reducirse hasta 
35 ''C despues de que se obtiene una monocapa confluente. 
Esta maniobra puede facilitar el aislamiento de virus que, como 
los mixovirus y los rinovirus, crecen optimamente a 33 ‘^C. 
Debe mantenerse un pH fisiologico. Suele utilizarse un sistema 


buffer C02-bicarbonato, en el que la fuente de CO 2 son las celu¬ 
las metabolicamente activas en un tubo o frasco cerrado. En un 
sistema abierto, debe aportarse una mezcla de CO^ y aire. Los 
compuestos amortiguadores que no dependen del sistema CO 2 ' 
bicarbonate, como el buffer HEPES (acido V-2-hidroxietil- 
piperazin-V-2-etansulf6nico) pueden usarse en sistemas abiertos 
si no se dispone de una estufa de CO 2 . Con frecuencia se inclu- 
ye en el medio un indicador de pH para el control estrecho de 
los cambios de pH durante la incubacion. Se utiliza a menudo 
el rojo fenol, que es rojo a pH fisiologico y que vira al amari- 
llo a pH acido y al purpura a pH alcalino. 

Los medios de cultivo para virus deben contener vitaminas y 
aminoacidos esenciales.^"^^ Estos compuestos son estables 
cuando se almacenan a 4 °C, excepto la L-glutamina, que debe 
reponerse en forma periodica.El medio utilizado con mayor 
frecuencia es el medio esencial mmimo de Eagle (Eagle 
Minimum Essential Medium, MEM), tanto para el crecimiento 
como para el mantenimiento de las celulas. Casi siempre se lo 
suplementa con pequenas cantidades de suero (hasta el 5%) 
para mantener la monocapa una vez que las celulas han alcan- 
zado la confluencia. Para aumentar el crecimiento inicial, se 
utilizan concentraciones de suero mas elevadas (por lo habitual 
del 10%). Es importante que el suero este libre de agentes 
infecciosos, como micoplasmas, y que no contenga anticuerpos 
contra ningun virus que pueda estar presente en las muestras 
cl micas. Por esta razon, lo mas comun es utilizar suero fetal 
bovino, de ternera recien nacida o de ternera agammaglobuli- 
nemica. Otras formulas, como el medio 199 o el RPMI 1640, 
contienen una mezcla mas rica en nutrientes y pueden ser opti- 
mos para el mantenimiento de algunas Imeas celulares. Existen 
dos formas de soluciones salinas balanceadas que se usan con 
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Cuadro 23-22 Origen de las lineas celulares 

TIPO DE LINEA 


ORIGEN 

CELULAR 

NOME RE 

DE LAS CELULAS 

Heteroploide continua 

A549 

Carcinoma de celulas alveo- 
lares humano (celulas epi- 
teliales tipo II) 

Heteroploide continua 

BMG 

Celulas de rinon de mono 

verde Buffalo 

Heteroploide continua 

BHK 

Celulas de rinon de hamster 

lactante 

Heteroploide continua 

CV-1 

Celulas de rinon de mono 

verde africano 

Diploide 

FS-9 

Fibroblastos de prepucio 

Heteroploide continua 

Celulas 293 de 

Celulas de rinon embrionario 


Graham 

humano (HEK) iransfor- 
madas por fragmentos de 
DNA de adenovirus tipo 5 

Heteroploide continua 

HeLa 

Adenocarcinoma de cuello 
uterino; el HPV-18 esta 
integrado al genoma 

Heteroploide continua 

HEp-2 

Carcinoma de celulas planas 
de laringe; transfectadas 
con HPV-16 

Heteroploide continua 

LLC-MK2 

Celulas de rinon de mono 
Macaca mulatta 

Heteroploide continua 

McCoy 

Linea de celulas murinas de 
origen desconocido 

Heteroploide continua 

MDCK 

Celulas de rinon de perro 
con caracteristicas de epi- 
telio tubular y carcinoma 
papilar 

Diploide 

MRC-5 

Fibroblastos de pulmon 
embrionario humano 

Heteroploide continua 

ML 

Celulas de pulmon de vison 

Heteroploide continua 

RD 

Celulas de rabdomiosarcoma 

humano 

Heteroploide continua 

Vero 

Celulas de rinon de 
Cercopithecus aethiops 
(mono verde africano) 

Diploide 

WI-38 

Fibroblastos de pulmon 
embrionario humano 


mayor frecuencia, tanto para el lavado de celulas como incor- 
poradas a medios completos. Las formulas de las soluciones de 
Hanks y de Earle difieren en varios aspectos, sobre todo en la 
capacidad buffer. Las dos soluciones se utilizan en forma indis- 
tinta, pero la solucion balanceada de Earle puede ser mas con- 
veniente para el mantenimiento prolongado de monocapas, 
debido a su mayor poder buffer. 

Contaminacidn de cultivos celulares 

La contaminacidn de los medios de cultivo se reduce me- 
diante el uso de antibioticos. Por lo habitual se utiliza penicili- 
na (200 pg/mL) y estreptomicina (200 pg/mL) o gentamicina 
(50 pg/mL) para la supresion del desarrollo bacteriano; para la 
inhibicion del desarrollo de bongos se utiliza anfotericina B 
(1,25 pg/mL).^"^^ Sin embargo, el uso de antibioticos no sustitu- 
ye la tecnica aseptica rigurosa. 

La contaminacidn de los medios de cultivo con especies de 
Mycoplasma es un problema habitual y complicado.^'^ Las es¬ 
pecies de Mycoplasma suelen introducirse con el suero o con 
fuentes de virus contaminadas; una vez en el cultivo son muy 
dificiles de erradicar. Los efectos sobre las celulas incluyen el 
desarrollo subdptimo y alteraciones en la interaccidn de las ce¬ 
lulas y los virus. La presencia de especies contaminantes de 
Mycoplasma puede detectarse por cultivo, por tincidn para el 
DNA del Mycoplasma, por determinacidn bioquimica de 
incorporacidn de uracilo o por tecnicas de la actividad de la 
nucledsido fosforilasa. Los proveedores comerciales de celu¬ 
las deben poder demostrar las medidas que adoptan como con¬ 
trol de calidad. 

Ademas, los cultivos celulares pueden estar contaminados con 
virus (casi siempre los que estan presentes en el tejido origi- 
nal)^"^^ o incluso con otras celulas.^^^ El tipo mas frecuente de 
contaminacidn viral es la presencia de virus simianos autdctonos 
en los cultivos celulares primarios de mono, como el agente 
vacuolante (SV40), los virus espumosos o el virus de parain¬ 
fluenza simiano (SV5). Los virus simianos que tienen hema- 
glutinina (p. ej., el virus SV5) pueden producir resultados errd- 
neos si se realizan pruebas de hemadsorcidn para detectar virus 
respiratorios humanos. Cuando se buscan mixovirus, es impor- 
tante realizar pruebas de hemadsorcidn de control con tubos no 
sembrados provenientes del mismo lote de celulas que se utili- 
zd con las muestras clinicas (veanse protocolo 23-1 y fig. 23- 
12E). La frecuencia con la que se contaminan los tubos en una 


Figura 23-5 Cultivos celulares normales. (A) Monocapa normal de rinon de mono Mcicaca mulatta. Este cultivo primario se encuentra exactamente en el 
momento de confluencia: no existen espacios entre las celulas, pero estas aun no han comenzado a superponerse unas con otras. La variabilidad de las celulas de 
la monocapa es reflejo de su origen de diferentes tipos celulares (180x). (B) Monocapa normal de rinon de Macaca mulatta. Despues de continual la incubacion, 
se han hecho evidentes zonas de crecimiento mas exuberante. Todavia se nota la variabilidad de las celulas de la monocapa (180x). (C) Monocapa normal de 
rinon de Macaca mulatta. Despues de continuar la incubacion, se han hecho evidentes zonas de crecimiento mas exuberante. Todavia se nota la variabilidad de las 
celulas de la monocapa (180x). (C) Monocapa normal de fibroblastos MRC-5. Estas celulas diploides fibroblasticas tienen las caracteristicas elongadas, ahusadas. 
correspondientes a su tipo celular. Se encuentran alcanzando su confluencia; quedan unos pocos espacios entre celulas (I80x). (D) Monocapa normal de fibroblas- 
tos MRC-5. Despues de continuar la incubacion, se hace evidente el patron de entrecruzamientos de los fibroblastos superpuestos entre si. Los detalles 
de las celulas individuales son menos evidentes. Estas monocapas envejecidas no deben ser sembradas (180x), (E) Celulas HEp-2 normales. Se ha subcultivado una 
Imea continua de celulas y las nuevas han comenzado a desarrollarse. Existen grandes espacios entre las celulas aisladas, que adoptan un aspecto ahusado a medi- 
da que se extienden sobre la nueva superficie de vidrio (180x). (F) Celulas HEp-2 normales. Las celulas subcultivadas se han multiplicado ahora hasta el punto de 
confluencia, pero aun se distinguen como celulas netamente poligonales. El momento ideal para la siembra de la mayoria de los virus es este estadio o uno ligera- 
mente anterior (180x). (G) Celulas HEp-2 normales. Despues de continuar la incubacion, la Imea celular se ha multiplicado de manera que las celulas se apilan 



Diagnostico de las infecciones virales 1319 




unas sobre otras. Las celulas en division o que se estan desprendiendo del vidrio tienen aspecto redondeado. A medida que las monocapas envejecen, se hacen menos 
sensibles a la accion citopatogenica de I os virus y es cada vez mas dificil la deteccion visual de la accion citopatogenica. (H) Celulas McCoy normales. Esta Imea 
celular continua, cuyo origen se desconoce, se muestra en el momento en que se ha obtenido crecimiento confluente. Las celulas son compactas y poligonales. Las 
muestras deben sembrarse en este estadio o cuando las celulas son un poco menos confluentes (180x). 
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partida de celulas de rinon de mono puede variar del 5% al 
100%. El metodo de reservar unos pocos tubos no sembrados 
para hacer los controles de hemadsorcion no es por completo 
seguro. Si una cantidad inhabitual de pacientes presentan virus 
hemadsorbentes en un dia determinado, debe considerarse la 
posibilidad de contaminacion con un virus simiano. La conta- 
minacion de un lote comercial de celulas A549 con virus de la 
rinotraqueitis infecciosa bovina causo problemas diagnosticos 
en varios laboratorios.'^’ La accion citopatogenica observada 
en las monocapas contaminadas se asemejo a la del virus del 
herpes simple, pero el agente no pudo ser tipificado con los 
antisueros disponibles. Otro problema fue la inhibicion por el 
virus contaminante de adenovirus presentes en dos de las 
muestras. Los adenovirus aislados crecieron con posterioridad 
por siembra de un nuevo lote de celulas A549 con sobrantes de 
las muestras originales. 

Un problema excepcional, pero potencialmente grave, puede 
ser causado por la presencia de virus patogenos en los tejidos de 
los monos. Aunque por fortuna es muy raro, el virus del herpes 
simiano y el virus Marburg, que produce una fiebre hemorragi- 
ca, han provocado infecciones de laboratorio mortales.’®^’^^^’‘*^^ 
Estos agentes justifican el trabajo con cultivos celulares prima- 
rios de origen simiano en gabinetes de bioseguridad. 

La contaminacion de los cultivos celulares con otras celulas 
ha dado por resultado la suposicion erronea de que se habia 
establecido una nueva Imea celular en mas de un laboratorio de 
investigacion. En efecto, una resistente celula HeLa puede ha- 
ber ingresado en el frasco y predominar sobre las demas.^^^ En 
el laboratorio de diagnostico, la contaminacion cruzada de una 
Imea celular establecida sobre una Imea celular diploide o un 
cultivo celular primario puede dar el aspecto de accion citopa¬ 
togenica en los cultivos celulares contaminados (fig. 23-6D). 

Aspectos tecnicos de los cultivos celulares 

Se utiliza una diversidad de recipientes como soporte de las 
monocapas de celulas. Los cultivos celulares de uso mas comun 
se comercializan en tubos o frascos ampolla que estan listos 
para la siembra de las muestras. Muchos laboratorios pueden 
preferir, por razones de economia, mantener las Imeas celulares 
en sus propios laboratorios. Los frascos plasticos en forma de T 
han reemplazado a los de vidrio para la propagacion de las li- 
neas celulares (fig. 23-7). 

Las Imeas celulares pueden mantenerse en el laboratorio por 
disociacion de las celulas, que luego son distribuidas en nuevos 
recipientes (recuadro 23-5). 

Las monocapas establecidas se disocian por una breve incu- 
bacion en una solucion de tripsina o una mezcla de tripsina y 
acido etilendiaminotetraacetico (EDTA), conocida tambien 
como Versene. Puede aparecer dano en las celulas si la solucion 
de tripsina esta muy concentrada o si el contacto es demasiado 
prolongado. La neutralizacion de la tripsina se realiza por el 
suero presente en el medio de crecimiento que se agrega des¬ 
pues de disociar las celulas. El desprendimiento de las celulas 
de la superficie puede aumentarse fisicamente por agitacion o 
por raspado con una varilla de vidrio cuyo extremo se encuen- 
tra cubierto por un tubo de goma, dispositivo conocido como 
rubber policeman (“baston policial”) (vease fig. 23-7). A con- 
tinuacion las celulas disociadas se colocan en tubos para la 
siembra de muestras o en nuevos frascos para continuar la pro¬ 
pagacion de la Imea celular. La densidad de la suspension 
puede ajustarse como para obtener monocapas confluentes des¬ 
pues de uno o mas dias de incubacion. Despues de la siembra 
de muestras clmicas, puede utilizarse el mismo protocolo para 


preparar celulas infectadas a fin de subcultivarlas en nuevas 
monocapas. 

Los recipientes utilizados con mayor frecuencia para el ais- 
lamiento de virus son los tubos de vidrio de fondo redondo (16 
X 125 mm) (fig. 23-8). Estos tubos se incuban en un angulo fijo 
de 5*^ de manera que la monocapa se forme sobre un lado del 
tubo. La concentracion mas densa se observa cerca del centro 
y en el fondo de los tubos; la capa mas delgada se encuentra en 
los hordes y hacia la boca del tubo. Para fines diagnosticos se 
utilizan con menor frecuencia placas de Petri redondas o por- 
taobjetos sobre los que se fijan camaras de plastico. El sistema 
de portaobjetos con camaras de plastico es costoso, pero muy 
util si se contempla el estudio morfologico de una monocapa 
Intacta. 

Los frascos ampolla que se utilizaban para el aislamiento de 
Chlamydia trachomatis se usan ahora para aumentar la fre¬ 
cuencia y la velocidad de los aislamientos virales (tecnica de 
shell vial). Se prepara una monocapa celular sobre un cubreob- 
jetos redondo de vidrio colocado en el fondo de un frasco 
ampolla de fondo piano (fig. 23-9). Si el inoculo se centrifuga 
sobre la monocapa, paso esencial para el aislamiento de C. tra¬ 
chomatis, y la monocapa se tine con antisuero marcado con 
fluorescema o si se prueba con una sonda molecular, casi todos 
los aislamientos del virus del herpes simple pueden detectarse 
dentro de las 24 horas.'^® Dada la rapidez con que se aisla este 
virus en cultivos convencionales, el agregado de un procedi- 
miento costoso puede ser cuestionable. 

Se ha publicado una mejora asombrosa en la velocidad de 
aislamiento del La tecnica es mas sensible que el 

cultivo convencional para la mayoria de las muestras que no 
sean sangre, pero el uso de ambos procedimientos mejora los 
resultados. El metodo preferido para detectar CMV en sangre 
(y la mejor forma de diferenciar infeccion de enfermedad) es 
realizar pruebas para antigeno o acido nucleico virales. Las 
ventajas del cultivo en frasco ampolla provienen tanto de la 
centrifugacion como del uso de un suero monoclonal fluores- 
ceinado de alta calidad. Aun los reactivos supuestamente uni¬ 
formes, como los anticuerpos monoclonales, pueden tener va- 
riaciones entre lotes. Con algunas partidas de antisueros puede 
haber tincion inespeciTica de los nucleos celulares. En la lami¬ 
na en color 23-2F se muestra el aspecto de un cultivo de CMV 
en frasco ampolla. Paya y cols, han estudiado la cantidad de 
frascos ampolla necesarios para cada muestra.Estos autores 
encontraron que se requieren tres frascos ampolla para obtener 
el maximo rendimiento de muestras de sangre, en tanto que 
para orina, lavados broncoalveolares y tejidos son necesarios 
dos frascos ampolla. Fedorko y cols, encontraron que la anti- 
giiedad de los fibroblastos en los frascos ampolla afectaba 
mucho la proliferacion de citomegalovirus. Las monocapas 
viejas (de 8 a 15 dias) eran menos sensibles para la recupera- 
cion del virus, pero mas sensibles a los efectos toxicos de com- 
ponentes de las muestras que las monocapas mas recientes.*^"^ 
Es dificil para los fabricantes proporcionar monocapas recien- 
tes y lamentablemente la mayoria de los laboratorios dependen 
de fuentes comerciales para su provision de frascos ampolla. 

Cleaves y cols, han comunicado haber tenido exito con un 
tercer herpesvirus asociado con celulas: el VZV.**^ En un estu¬ 
dio de 68 muestras provenientes de 60 pacientes, el VZV fue 
identificado por algun metodo en el 57% de ellos. La sensibili- 
dad de las tecnicas diagnosticas, en orden decreciente, fue la 
inmunofluorescencia directa de raspados de piel, el cultivo en 
frascos ampolla y el cultivo convencional. Schirm y cols, han 
confirmado la utilidad del cultivo en frascos ampolla para el 
VZV.**^^ Estos autores pudieron detectar la mitad de los pacien- 
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Figura 23-6 Artefactos en cultivos celulares. (A) Celulas de rinon de mono Macaca mulotta. El tubo se ha sembrado con una muestra que contiene material toxi- 
co inespeciTico. Las celulas de la monocapa se han redondeado en focos y muchas se han desprendido del vidrio. El efecto no viral puede distinguirse del efecto 
citopatico viral por el patron general, por la rapidez de aparicion y por la imposibilidad de reproducir el efecto despues del subcultivo en monocapas nuevas (180x). 
tB) Celulas de rinon de Macaca mulatta. Una muestra de heces ha sido inadecuadamente descontaminada antes de su siembra. Son evidentes las bacterias y las 
hifas micoticas sobre la monocapa, que tiene aspecto granuloso y se degenerara con rapidez. El medio puede estar acido y turbio. Es necesario tratar nuevamente 
la muestra con antibioticos. Tambien puede filtrarse la muestra, pero en ese caso pueden perderse los virus asociados con celulas (180x). (C) Fibroblastos MRC-5. 
Se ha sembrado sobre la monocapa un filtrado de heces que contiene Clostridium difficile 24 horas antes. La desorganizacion generalizada de la monocapa, con 
redondeamiento y desprendimiento celular, es tipica de esta toxina. La identificacion de la causa de la toxicidad se realiza mediante la neutralizacion del efec¬ 
to con antisuero especiTico. La toxina de C. difficile puede dar al principio la impresidn de un efecto citopatico, pero este no se reproduce cuando el tubo sospe- 
choso se subcultiva sobre monocapas nuevas (180x). (D) Fibroblastos MRC-5. En estos fibroblastos inoculados con LCR se observa agrandamiento y redondea¬ 
miento celulares en focos, que sugieren una accion citopatogenica viral. La progresion atipica del efecto citopatico y la observacion de que algunos de los focos 
parecen superpuestos a los fibroblastos sugieren que se trata de una contaminacion celular. Mas tarde se aislaron celulas HEp-2 en este tubo, con un cariotipo iden- 
tico a las utilizadas en el laboratorio. El mecanismo de contaminacion no fue dilucidado nunca (180x). 


tes positives en el termino de 3 dias utilizando frascos ampolla 
y un anticuerpo monoclonal, en tanto que con el metodo con- 
vencional en tubes se detecto un tercio de los pacientes en un 
tiempo promedio de 7,5 dias. Un factor importante en el rendi- 
miento de los cultivos celulares es la linea celular elegida. Los 
fibroblastos diploides humanos son los utilizados con mayor 
frecuencia, pero el agregado de celulas de rinon de Macaca 
mulatta^^^ o de celulas A549^ mejora en forma sustancial la tasa 
de aislamiento en los cultivos convencionales en tubo. El incre- 
mento de la recuperacion es menos evidente en el caso de los 
cultivos en frasco ampolla.*^ Es probable que la tecnica de cen- 
trifugacion utilizada con los frascos ampolla aumente el contac- 
to del inoculo con la monocapa, pero los mecanismos exactos se 
desconocen. Se ha informado otra manipulacion exitosa para el 
VZV, que consiste en la congelacion y descongelacion de la 
muestra antes de la centrifugacion.'^^ El mecanismo de este efec¬ 
to no esta aclarado, ya que la velocidad de la centrifugacion no 
es suficiente para sedimentar el virus libre. 


La tecnica de frascos ampolla se aplico ademas a virus dis- 
tintos de los pertenecientes al grupo herpes, en especial el 
virus de la gripe.Si bien otros virus respiratorios tambien se 
detectan con la tecnica de frascos ampolla, la experiencia es 
mas limitada y menos satisfactoria que con el virus influenza. 
La tecnica de frascos ampolla se ha usado asimismo para el 
virus BK.330 

Seleccion de cultivos celulares para el aislamiento de virus 

Los requerimientos mmimos para el aislamiento de virus en 
cultivo son un cultivo primario de celulas de rinon de mono 
(para el aislamiento de mixovirus y enterovirus) y una Imea de 
celulas diploides de origen humano (esencial para el aisla¬ 
miento de CMV, rinovirus y VZV; util para el aislamiento de 
virus del herpes simple). El agregado de una linea continua 
de origen humano (p. ej., HEp-2 o A549) tambien util para el 
aislamiento de adenovirus y del virus sincitial respiratorio. 
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Figura 23-7 Frasco plastico en forma de T y varilla de vidrio con un tubo de 
goma en su extreme, conocida como rubber policeman {“baston policial”). Las 
monocapas de lineas celulares pueden eultivarse en frascos grandes. De un 
solo frasco pueden prepararse muchos tubos para cultivo viral. El raspado 
mecanico por pipeteo o con la varilla de vidrio ayuda a desprender las celulas 
durante la tripsinizacion para el subcultivo. 


Otras lineas celulares pueden representar sustitutos satisfac- 
torios de estos tres tipos celulares basicos, si se desea el aisla- 
miento de un virus determinado (cuadro 23*21). Las lineas celu¬ 
lares adicionales pueden utilizarse como sustituto de las lineas 
simianas si no se dispone de estas ultimas; en forma altemativa, 
pueden utilizarse selectivamente para aumentar la proporcion de 
aislamientos de virus especificos durante los periodos del ano 
en que se espera que ocurran dichas infecciones. No existen sus¬ 
titutos para los fibroblastos diploides humanos. 

La calidad y la procedencia de las celulas utilizadas para el 
aislamiento son importantes. Estudios minuciosos de fibroblas¬ 
tos clonados de un solo feto hallaron una gran variacion en el 
grado con el cual cada cion sustentaba el desarrollo de los virus 
respiratorios."^®^ Las variantes de lineas celulares continuas, 
como las HeLa y la HEp-2, difieren asimisimo en su sensibilidad 
para el desarrollo de ciertos virus. Es importante asegurarse de 
que la variante celular elegida tenga la sensibilidad adecuada. 


Recuadro 23-5 Procedimiento de mantenimiento de Imeas 
celulares 


1. La monocapa se lava con buffer de fosfatos pH 7,5. 

2. Se agrega una solucion al 0,25% o de partes iguales de tripsina al 
0,25% y Versene 1:2 000 durante 15 a 30 segundos y luego se retira. 

3. Se incuba la monocapa a 35 ”C hasta que las celulas se despegan. La 
agitacion suave de la botella puede aumentar la disociacion. 

4. Se agrega medio de cultivo y las celulas se resuspenden a la concen- 
tracion deseada para el subcultivo. Como altemativa, las celulas pue¬ 
den fraccionarse en forma arbitraria (1:2 o 1:3) segun lo indique la 
experiencia. 


Una vez que se ha encontrado una Imea celular aceptable, 
deben congelarse multiples alicuotas en nitrogeno liquido. Las 
celulas para uso diario pueden mantenerse en cultivo continuo. 
La provision original debe utilizarse en forma periodica para 
renovar la reserva de trabajo, de modo que las celulas no muten 
a un estado que sea menos sensible al desarrollo viral. 

Las celulas de rinon de Macaca mulatta y Macaca fascicula- 
ris son comparables en lo que respecta al aislamiento de mixo¬ 
virus. Por otro lado, se ha publicado que los fibroblastos MRC- 
5 son mas sensibles que los fibroblastos WI-38 para el aisla¬ 
miento de La sensibilidad de todas las lineas diploides 

diminuye a medida que aumenta el niimero de pasajes. Algunos 
proveedores comerciales estan utilizando celulas que han sido 
subcultivadas hasta 30 veces. Debe buscarse el pasaje mas bajo 
disponible de un proveedor fiable. Si las capas celulares, sobre 
todo las de lineas continuas, son demasiado gruesas, puede 
reducirse el aislamiento de virus y la evaluacion de la accion 
citopatogena es dificil. Para algunos virus, es preferible tener 
islotes de celulas o una monocapa apenas confluente que una 
capa de celulas totalmente confluente."^®^ 

Ademas, las celulas deben estar en condiciones lo suficien- 
temente buenas como para soportar las varias semanas necesa- 
rias para el aislamiento de los virus de desarrollo lento. Para 
asegurar tasas de aislamiento maximas, debe verificarse la 
ausencia de contaminacion con especies de Mycoplasma, Los 
virus que se diseminan en forma directa de una celula a otra. 



Figura 23-8 Los tubos para cultivos virales se incli- 
nan en un angulo fijo de 5° en una gradilla fija. Los 
resortes de metal sostienen los tubos en su lugar. Las 
etiquetas redondas en las tapas de los tubos facilitan la 
identificacion de los cultivos, sin necesidad de sacar- 
los de la gradilla. 
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como el VZV, y no a traves del medio de cultivo, requieren una 
monocapa saludable. 

El uso de medio de crecimiento con 10% de suero puede 
aumentar el desarrollo y la progresion de la accion citopatoge- 
na causada por estos virus,^’^ aunque no creemos que esta 
maniobra sea necesaria. En cambio, el suero contiene inhibi- 
dores de los mixovirus y los paramixovirus. El medio de man- 
tenimiento de las celulas utilizadas para estos virus (por lo 
general cultivos primarios de rinon de mono), debe estar libre 
de suero. Algunos fabricantes incluyen (u ofrecen) antisueros 
contra los virus simianos endogenos mas comunes (p. ej., SV5 
o SV40). Este procedimiento no esta ampliamente aceptado; en 
la practica, el antisuero sera eliminado cuando el medio de 
envio se reemplace por medio fresco sin el antisuero. 

Siembra e incubacibn de cultivos celulares 

Los recipientes de transporte que contienen hisopos deben 
agitarse en forma mecanica y exprimir el material contenido en 
el hisopo en el medio que contiene antibioticos. Los tejidos se 
fragmentan y homogeneizan en un pequeno volumen de caldo 
de transporte. Puede ser necesario suspender las muestras de 
heces en 10 volumenes de medio de transporte. Las heces, los 
tejidos y los aspirados respiratorios que contengan un exceso 
de detritos o moco deben centrifugarse a baja velocidad. La 
mayoria de los medios de transporte y medios de cultivo con¬ 
tienen antibioticos. Si se supone que hay contaminacion bacte- 
riana o fungica de la muestra, se deben agregar antibioticos 
antes de su siembra (penicilina y estreptomicina o gentamicina 
mas anfotericina B al doble de la concentracion utilizada en los 
medios de cultivo).Despues de procesada, la muestra puede 
sembrarse en el medio de cultivo. Como alternativa, el inoculo 
puede colocarse directamente sobre la monocapa despues de 
eliminar la mayor parte del medio de cultivo. El contacto mas 
directo de las particulas virales con las celulas aumenta la 
infecciosidad y puede incrementar tanto la cantidad de aisla- 
mientos como la velocidad con que se recuperan. Despues de 
un periodo de adsorcion del inoculo de 30 a 60 minutos a 36 ""C 
a 37 ‘'C, se agrega medio de cultivo y se continua con la incu- 
bacion. Las sustancias toxicas presentes en la muestra tambien 
pueden ser mas evidentes despues de la adsorcion del inoculo. 
Si se utilizan dos tubos de cada tipo celular, uno puede inocu- 
larse por adsorcion y el otro por agregado directo de la muestra 
al medio de cultivo. Toda muestra sobrante debe mantenerse a 
4 o congelada a -70 por si aparece toxicidad o contami¬ 
nacion bacteriana. Si se observa desarrollo bacteriano o fungi- 
co, pueden anadirse mas antibioticos a la muestra. La muestra 
puede filtrarse a traves de filtros de microporo de 0,45 pm antes 
de sembrar nuevos cultivos, pero los virus asociados con celu¬ 
las, como el CMV y el VZV, pueden perderse cuando las 
celulas infectadas quedan atrapadas en los filtros.La toxici¬ 
dad inespecifica para la monocapa suele hacerse evidente den- 
tro de las 24 horas; en ese caso, la muestra puede sembrarse 
nuevamente despues de diluirla 1:10 en solucion salina tampo- 
nada. Tambien debe controlarse el pH de la muestra y corregir- 
se la neutralidad si es muy acida o muy alcalina. Si se observa 
degeneracion inespecifica de la monocapa tras una incubacion 
de varios dias, las celulas y el medio pueden subcultivarse 
sobre una monocapa nueva. 

Para el aislamiento de la mayoria de los virus, las monoca- 
pas deben incubarse entre 36 °C y 37 ‘^C. La temperatura opti¬ 
ma de incubacion para los virus respiratorios, en especial los 
rinovirus, es de 33 °C, pero a esa temperatura puede disminuir 
el aislamiento de otros virus. El uso de tambdres giratorios (fig. 



Figura 23-9 Frascos ampolla para el aislamiento de Chlamydia trachomatis 
y virus (tecnica de shell vial). Los frascos son cilindricos, con fondo piano y 
contienen un cubreobjetos circular sobre el que se desarrollan las celulas. La 
tapa puede ser de goma o plastico, como se muestra aqui. El cubreobjetos se 
extrae con pinzas o por medio de una aguja. 


23-10) facilita el aislamiento de patogenos en cultivos prima¬ 
rios de rinon de mono y en fibroblastos diploides, sobre todo en 
muestras respiratorias. 

Para el aislamiento de la mayoria de los demas virus es ade- 
cuada una incubacion de dos semanas. El CMV puede necesitar 
incubaciones mas prolongadas, pero Gregory y Menegus encon- 
traron que el 92% de las cepas de CMV se aislaron antes de los 
14 dias cuando se utilizaron fibroblastos MRC-5.^^^ Si se desea 
solo aislar virus del herpes simple, el periodo de incubacion 
puede acortarse a 7 dias. La centrifugacion del inoculo y la 
deteccion de antigeno acortan de manera notable el tiempo 
de deteccion para varios virus, como el CMV y el VZV. Las 
pruebas de hemadsorcion deben realizarse despues de la incuba¬ 
cion de cultivos primarios de rinon de mono durante 5 y 10 dias. 



• ••• 


Figura 23-10 Tambor giratorio para cultivos virales. El efecto citopatico de 
muchos virus, sobre todo los que causan infecciones respiratorias, aumenta por 
la rotacion lenta de los tubos, aproximadamente a una revolucion cada 3 mi¬ 
nutos. 
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Deteccion de virus e identificacion provisoria 
EFECTO CITOPATICO 

El metodo mas comun para detectar un virus es la observa- 
cion de los cultivos en busca de los danos que causo en la mono- 
capa, o sea su efecto citopatico. Las monocapas deben obser- 
varse diariamente si se busca virus del herpes simple y al menos 
tres veces por semana si se sospecha la presencia de virus de 
crecimiento mas lento. Los tubos de vidrio pueden examinarse 
con un microscopio convencional, utilizando soportes sencillos 
para evitar que rueden de la platina (fig. 23-11). Si la monoca- 
pa por examinar se encuentra en frascos arapolla, debe utilizar- 
se un microscopio invertido. 

Puede hacerse a menudo una identificacion provisoria de un 
virus especiTico (o al menos de un grupo viral especiTico) sobre 
la base del tipo de efecto citopatico y el tipo de celula afecta- 
da. En el cuadro 23-23 se resumen los patrones tipicos de 
accion citopatogenica y la frecuencia de aislamiento para los 
virus que se encuentran con mayor frecuencia en los laborato- 
rios hospitalarios. 

Cuando se examina un cultivo en el laboratorio, se ve el pa¬ 
tron de accion citopatogenica, pero no se conoce el nombre del 
virus. En el cuadro 23-24 se presenta un diagrama de flujo para 
analizar la accion citopatogenica de una muestra clinica. Este 
cuadro presenta los patrones mas frecuentes de accion citopa¬ 
togenica. La inclusion de todas las combinaciones posibles 
para todas las cepas haria que el cuadro fuera muy confuso y 
probablemente iniitil. 

Los efectos de los virus sobre las celulas pueden ser al prin- 
cipio sutiles. Aunque la cuantificacion del inoculo viral sobre la 
base de la magnitud de la accion citopatogenica no es precisa, 
es litil hacer un registro de las estimaciones semicuantitativas, 
con fines comparativos (l-i-, < 25% de la monocapa afectada; 
2+, 25% a 50%; 3-I-, 51% a 75%; 4-I-, > 75%). Estas estimacio- 


Figura 23-11 Observacion de cultivos en busca de efecto citopatico. La 
observacion de cultivos en busca de accion citopatogenica puede hacerse con 
un microscopio invertido o uno tradicional. Un soporte que calza en el sopor- 
te de muestras de la platina del microscopio evita que los tubos redondos rue¬ 
den sobre ella. No es posible utilizar aumentos grandes. pero tampoco es nece- 
sario para el reconocimiento y la caracterizacidn del efecto citopatico. 


nes hacen mas sencillo documentar la progresion del efecto 
citopatico y establecer la presencia de un agente citopatico. 
Puede ser necesario subcultivar las celulas de un tubo con posi¬ 
ble accion citopatogenica sobre monocapas nuevas. Si es posible, 
estos subcultivos deben hacerse despues de alcanzar un grado 
2+ de accion citopatogenica, mediante tripsinizacion, suspen¬ 
sion fisica de la monocapa con un rubber policeman o por 
ciclos repetidos de congelacion y descongelacion rapida. 
Luego, se siembra una alicuota sobre el tipo de celula en el cual 
se haya observado originalmente la accion citopatogenica y en 
cualquier otro tipo celular que pueda ser de utilidad para hacer 
un diagnostico provisorio. 

El efecto citopatico en tres cultivos celulares de uso fre- 
cuente se muestran en forma secuencial en las figuras 23-12 a 
23-15. En la mayoria de los casos se han representado las alte- 
raciones precoces y tardfas. 

Existen relativamente pocas formas de expresion celular de 
citotoxicidad. El redondeamiento celular es una expresion habi¬ 
tual de dano, pero las celulas pueden aparecer hinchadas o con- 
traidas y granulosas o lisas. Algunos virus producen factores 
que conducen a la fusion celular, lo que lleva a la formacion de 
celulas gigantes multinucleadas, denominadas sincitios; el virus 
sincitial respiratorio, los virus parainfluenza 2 y 3, el virus del 
sarampion y el virus de las paperas pueden producir celulas sin- 
citiales gigantes. Ademas, el virus del herpes simple y el VZV 
producen celulas gigantes multinucleadas mas pequenas. 

No todos los aislamientos de virus sincitial respiratorio pro¬ 
ducen sincitios. La produccion de la glucoprotema F(usi6n) es 
necesaria para que haya fusion celular. Shahrabadi y Lee de- 
mostraron que el medio de cultivo debe contener calcio para 
que el virus sincitial respiratorio produzca fusion en celulas 
HEp-2.'^^ La formacion de sincitios gigantes tambien parece 
relacionada, al menos en parte, con la concentracion de gluta- 
mina en el medio de cultivo. 

La accion citopatogenica suele comenzar en forma de focos 
y se ve con mayor facilidad en los hordes de la monocapa, 
donde la densidad celular es menor. En el caso de virus que se 
diseminan de una celula a otra a traves del medio de cultivo, la 
accion citopatogenica progresa desde los focos hasta incluir 
la totalidad de la monocapa, a veces con gran rapidez. Si la 
cantidad de viriones en la muestra es muy grande, la mayoria 
de la monocapa puede infectarse simultaneamente; en este caso 
la accion citopatogenica diseminada debe diferenciarse de la 
citotoxicidad inespeciTica subcultivando el medio sobre culti¬ 
vos celulares nuevos. En el caso de virus que se diseminan en 
forma directa de una celula a otra (CMV y VZV), el efecto cito¬ 
patico progresa mas lentamente y por extension local desde los 
focos iniciales. Sin embargo, hemos visto cultivos en los que 
una gran cantidad de CMV en la muestra produjo accion cito¬ 
patogenica en toda la monocapa, simulando la accion del virus 
del herpes simple. 

Por supuesto, en cierta forma es artificial intentar capturar la 
considerable variabilidad de un proceso biologico en una sola 
toma fotografica. En el laboratorio clmico, es posible examinar 
otras zonas de la monocapa, observar otros cultivos e incluso 
reexaminar el cultivo sospechoso despues de incubarlo algunas 
horas mas. Por lo tan to muchas veces es posible detectar cam- 
bios citologicos que son mas precoces que los que demuestran 
las fotografias mas convincentes. 

HEMAGLUTINACION Y HEMADSORCION 

Muchos virus tienen componentes de superficie que agluti- 
nan eritrocitos de diferentes especies animales. Algunos virus, 
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Cuadro 23-23 Diagnostico diferencial del efecto citopatico viral 


VIRUS 

PMK 

CULTIVO CELULAR 

HDF HEP-2 

DfAS NECESARIOS 
PARA EL AISLAMIENTO 

Mayo Mt. Zion, 

Promedio' promedio^ 

DESCRIPCION 

Virus influenza 

+++ 

- 

- 

4 

3,8 

Ninguna o celulas granulosas localizadas 
agrandadas seguido de desprendimiento; 
progresion rapida 

Virus parainfluenza 

+++ 

+ 

+ 

11 

6,4 

Ninguna o redondeamiento localizado y celu¬ 
las gigantes multinucleadas (tipos 2 y 3) 

Virus sincitial respiratorio 

++ 

+ 

+++ 

8,3 

6,1 

Celulas agrandadas, gigantes sincitiales bri¬ 
ll antes; 0 celulas granulosas, redondas 

Virus de la parotiditis 

Virus del sarampion 

+++ 

+ 

+ 

+ 

6,9 


Celulas agrandadas, sincitiales gigantes 

Celulas sincitiales gigantes vacuoladas; aisla- 
das rara vez 

Virus de la poliomielitis 

+++ 

+++ 

+++ 

4,6 


Celulas hinchadas, brillantes, dispersas; pro¬ 
gresion rapida y desprendimiento de celulas 
del vidrio 

Virus Coxsackie B 

+++ 

* 

+++ 

3,5 

4,2 

Celulas hinchadas, brillantes, localizadas; des¬ 
prendimiento del vidrio 

Echovirus 

+++ 

+++ 

+ 

3,9 

4,2 

Celulas hinchadas, brillantes, localizadas; des¬ 
prendimiento del vidrio 

Rinovirus 

+ 

+++ 

- 

6,6 


Celulas hinchadas o granulosas, localizadas 

Adenovirus 

++ 

+ 

+++ 

6,2 

6,4 

Celulas hinchadas, agrupadas (en racimo de 
uvas o en entramado) 

Virus del herpes simple 

++ 

+++ 

++ 

3,5 

2,7 

Celulas agrandadas o contraidas granulosas 
que comienzan en los hordes; progresion 
rapida y desprendimiento; puede haber celu¬ 
las gigantes 

Virus varicela-zoster 

++ 

++ 


7,6 

6,1 

Focos bien definidos, alargados, de celulas 
agrandadas o contraidas; diseminacion por 
contigiiidad lenta aumentada por el uso de 
medio de crecimiento 

Citomegalovinis 


+++ 

■ 

10 

5,8 

Focos compactos de celulas agrandadas; pro¬ 
gresion lenta por contigiiidad 


+ + + ; celulas dptimas para la deteccion del efecto citopatico (ECP); + + : ECP frecuente, puede ser el mejor sistema para la deteccion de ECP; +: ECP observado en ocasiones: 
- habitualmente no se observa ECP; PMK\ celulas primarias de rinon de mono; HDF. fibroblastos diploides humanos; HEp-2: linea continua de origen humano. 

“ De la Mayo Clinic, resumido de Herrmann EC Jr. Experience in providing a viral diagnostic laboratory compatible with medical practice. Mayo Clin Proc 1967;42:112-123; y 
Herrmann EC Jr. Efforts toward a more useful viral diagnostic laboratory. Am J Clin Pathol 1971;56:681-686 . 

^ De Mount Zion Hospital and Medical Center, San Francisco, resumido de Drew WL. Controversies in viral diagnosis. Rev Infect Dis 1986;8:814-824. 

Adaptado de McIntosh K. Diagnostic virology. En: Fields BN. Knipe DM, Melnick JL, et al., eds. Virology, 2“ ed. Nueva York: Raven Press, 1990:411 440. 


en especial los de los grupos mixovirus y paramixovirus, tarn- metodo; la inhibicion cruzada producida por antisueros contra 

bien insertan hemaglutininas en las membranas de las celulas cepas anteriores permite determinar cuan estrecha es la rela- 

infectadas cuando el virus madura en la membrana citoplasma- cion de la nueva cepa con los aislamientos previos. 

tica. Algunos aislamientos de virus de influenza A y los virus La prueba de hemadsorcion para mixovirus (vease fig. 23- 

parainfluenza pueden detectarse solo por hemaglutinacion o 12A a E) se realiza agregando eritrocitos frescos de cobayo a 
hemadsorcion (vease fig. 23-12A y B). una monocapa infectada (vease protocolo 23-1).'^^^ La prueba 

La prueba de hemaglutinacion se realiza con menor frecuen- puede efectuarse sin dahar la monocapa y despues de ello pue- 

cia que la prueba de hemadsorcion para la deteccion de aisla- de proseguirse la incubacion. Ademas de la hemadsorcion, 

mientos en cultivos celulares, pero es necesaria si se han ino- puede verse hemaglutinacion de los eritrocitos en la fase liqui- 

culado huevos embrionados. La hemaglutinacion de eritrocitos da. Los procesos de hemadsorcion y hemaglutinacion se mues- 

se realiza en tubos o placas de microtitulacion, despues del tran en la figura 23-16. 

agregado de material proveniente de huevos o cultivos infecta- La hemadsorcion es mas conveniente que la hemaglutina- 
dos. Si es necesaria la caracterizacion de la cepa, el procedi- cion para detectar la presencia de virus en la mayoria de los 

miento mas economico es la inhibicion de la hemaglutinacion laboratorios clinicos. La inhibicion de la hemadsorcion tarn- 

con sueros antivirales especificos. En los laboratorios de refe- bien puede ser litil para identificar aislamientos, pero consume 

rencia, las nuevas cepas de virus influenza se tipifican por este mucho mas antisuero que la inhibicion de la hemaglutinacion. 
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Cuadro 23-24 Diagnostico diferencial del efecto citopatico viral 


AISLAMIENTO PRIMARIO EN: 

PMK HDF HEP-2 

HAD DE GR 

TIPO DE ECP 

VIRUS 

SOSPECHADO 

COMENTARIOS 

Y PRUEBAS 
AUXILIARES 

CONFIR- 

MACION 

+ 

+ 

+ 

- 

Hinchazon/retraccion/hialina 

Poliovirus 


NT, FA 





Sincitios en HEp-2 y PMK 

Celulas redondeadas, hin- 
chadas, especialmente en 
fibroblastos 

Grupos hinchados/en entra- 
mado 

Virus sincitial respira- 
torio 

Herpes simple 

Adenovirus 

Desarrollo en rinon 
de conejo 

NT, FA, EIA 

FA, EIA 

NT, FA, CF 

+ 

+ 

- 

- 

Hinchazon/retraccion/hialina 

Echovirus y 

Coxsackie A 


NT, FA 





Focalizada, hinchazon line- 
al/celulas gigantes 

Varice la-zoster 

Asociacion con celulas 
en el pasaje 

NT, FA 





Hinchazon/retraccidn 

Rinovirus 

Sensibilidad a pH 3 

NT 




+ (Cobayo) 

Sincitios grandes granulosos 

Paperas 

Rara vez aislado 

HAI, NT 

+ 

- 

+ 


Hinchazon/retraccion/hialina 

Coxsackie B 


NT, FA 





Grupos hinchados/en 
entramado 

Adenovirus 


NT, FA, CF 




+ (Mono) 

Sincitios vacuolados 

Sarampion 

Rara vez aislado; histo- 
ria clmica; HAd 

NT, FA 




+ (Cobayo) 

Redondeamiento, sincitios 

Parainfluenza 2 y 3 

HAd 

FA. HAI 

+ 


- 

+ (Cobayo) 

Ninguna/redondeamiento 

Influenza y 
Parainfluenza 1 - 3 

HAd 4 "C = 20 "C 

HAd 4 ‘’C < 20 ^C 

HAI, FA, CF 
HAI, FA, CF 





Sincitios 

Parainfluenza 2 

HAd 

HAI, FA, CF 





Sincitios grandes 
granulosos 

Paperas 

Rara vez aislado 

HAI, NT 




+ (Mono) 

Sincitios vacuolados 

Sarampion 

Rara vez aislado, histo- 
ria clmica, HAd 

NT, FA 

2 

1 

2 

2 

Focal/celulas agrandadas 

Citomegalovirus 

Asociacidn con celulas 

FA, H-E 





Focal, placas lineales 

Focal/hinchazdn 

Varice la-zoster 

Rinovirus 

Asociacion con celulas; 
H-E 

Sensibilidad a pH 3 

FA, CF 

NT 


PMK: celulas primarias de rifidn de mono: HDF\ jibroblastos diploides humanos: HEp~2\ Imea celular continua de origen humano; ECP: efecto citopatico; citopatogenica; Had: 
hemadsorcion; FA: inmunofluorescencia; NT: neutralizacidn; CF: fijacidn de complemento; El A: enzimoinmunoandlisis enfase sdlida; H-E: tincion para cuerpos de inclusion. 


MICROSCOPIA OPTICA ,41 ^ ^ ^ 

nsticas de la accion citopatogenica en monocapas sin tenir 

A medida que se replican, algunos virus producen masas de suelen ser suficientes para hacer un diagnostico provisorio, el 

nucleoprotema y viriones en diferentes estadios de ensambla- virologo puede obtener mas informacion sencillamente tinen- 

je. El anatomopatologo o el citologo utilizan estas inclusiones do las celulas con hematoxilina-eosina, con la tincion de 
virales para detectar la presencia de una infeccion viral e iden- Papapanicolaou o con naranja de acridina (vease lamina en 
tificar en forma presuntiva el agente/^®*^^^ Si bien las caracte- color 23-1). 
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Figura 23-12 Efecto citopatico de los mixovirus. (A) Celulas de rinon de mono Macaca mulatta infectadas por virus influenza A. Este aislamiento no produce 
efecto citopatico en la monocapa. Una prueba de hemadsorcion detecta la presencia de virus. Muchas de las cepas actuales de virus influenza A y la mayoria de las 
cepas de influenza B producen efecto citopatico, que suele desarrollarse con mayor rapidez que la producida por los virus parainfluenza (180x). (B ) Celulas de rinon 
de Macaca mulatta infectadas por virus influenza A. La monocapa esta Intacta, pero se encuentra cubiena por numerosos entrocitos de cobayo. Los eritrocitos se 
han adherido a las hemaglutininas virales presentes en la superficie de las celulas infectadas. Puede observarse hemaglutinacion de los eritrocitos en la fase Ifqui- 
da, producida por el virus libre, pero no se muestra en la fotograffa (180x). (C) Celulas de rinon de Macaca mulatta infectadas por parainfluenzavirus 3. La mono¬ 
capa ha degenerado y las celulas se han desprendido del vidrio. Muchas de las celulas remanentes son granulosas o estan agrandadas. Con frecuencia, los aisla- 
mientos de virus parainfluenza no producen efecto citopatico evidente y deben detectarse por hemadsorcion (180x). (D) Celulas de rinon de mono Macaca mulat¬ 
ta infectadas por virus parainfluenza 3. Se ha realizado una prueba de hemadsorcion. Las celulas remanentes estan cubiertas con eritrocitos de cobayo que se han 
unido a la hemaglutinina viral presente en la superficie de las celulas (180x). (E) Celulas de rinon de Macaca mulatta no infectadas, que muestran una reaccion 
negativa de hemadsorcion. Hay unos pocos eritrocitos pegados a la monocapa, pero no se observa la masiva adherencia de eritrocitos que caracteriza a una prueba 
positiva. Las celulas sedimentadas tambien se desprenden con mayor facilidad por agitacion de la monocapa no infectada que de una monocapa infectada por mixo¬ 
virus. (F) Celulas HEp-2 infectadas por virus parainfluenza 3. Se han formado grandes celulas gigantes multinucleadas (conocidas como sincitios) en la monoca¬ 
pa por fusion de celulas adyacentes. Este tipo de efecto citopatico es caracterrstico de los virus parainfluenza 2 y 3 en celulas de rinon de mono y del virus parain¬ 
fluenza 3 en celulas HEp-2. Otros virus tambien pueden formar sincitios, en especial el virus sincitial respiratorio. Los virus parainfluenza pueden diferenciarse del 
virus sincitial respiratorio con facilidad por medio de una prueba de hemadsorcion (180x). 
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Figura 23-13 Efecto citopatico de otros vims respiratorios. (A) Celulas HEp-2 infectadas por adenovirus. Se observan varies focos de celulas agrandadas, gra- 
nulosas. Las celulas infectadas por adenovims suelen agmparse en forma de racimos de uvas, muy similar a como lo hacen los estafilococos en una coloracion de 
Gram (180x). (B) Celulas HEp-2 infectadas por adenovims. La mayoria de las celulas de la monocapa son ahora redondeadas; muchas se ban desprendido del vidrio 
y dejaron multiples agujeros. En varias zonas puede verse agmpacion de las celulas. Algunas de las celulas residuales estan comunicadas por filamentos de cito- 
plasma, lo que produce el comienzo de un aspecto en encaje o entramado (180x). (C) Celulas de rinon de mono Macaco mulatta infectadas por adenovims. Se 
observa un gmmo de celulas agrandadas, granulosas. Si se encuentran multiples focos en un cultivo, puede emitirse un informe preliminar. Si se encuentran solo 
algunos, es mejor seguir observando la monocapa en espera de la progresion del efecto citopatico (180x). (D) Celulas de rinon de Macaco mulatta infectadas por 
adenovims. La magnitud del efecto citopatico ha aumentado en forma considerable. Son evidentes los gmpos de celulas hinchadas con puentes citoplasmaticos 
intercelulares. Muchas se han desprendido del vidrio. Finalmente solo habra unas pocas celulas diseminadas en el tubo, como evidencia de que alguna vez hubo 
una monocapa (180x). (E) Celulas HEp-2 infectadas por vims sincitial respiratorio. Muchas de las celulas de la monocapa han sido fusionadas por el vims para for- 
mar celulas sincitiales gigantes, muy similares a las formadas por los vims parainfluenza. Otras celulas estan agrandadas o se han desprendido del vidrio. Una pme- 
ba de hemadsorcion sobre esta monocapa seria negativa (180x). (F) Celulas de rinon de Macaco mulatta infectadas por vims sincitial respiratorio. Se ha formado un 
gran sincitio en la monocapa. Puede diferenciarse este aislamiento de un vims parainfluenza por hemadsorcion o por identificacion de antigenos especfficos. 
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MICROSCOPIA ELECTRONICA 

En los laboratories que disponen de un microscopio electro- 
nico, la morfologia ultraestructural de un aislamiento puede 
identificar el grupo al que pertenece.^^^ La tincion negativa 
para microscopia electronica es sencilla y puede efectuarse con 
rapidez en sobrenadantes o celulas lisadas. Esta tecnica puede 
ser muy util para la diferenciacion de la toxicidad inespecifica 
de la accion citopatogenica producida por un inoculo con 
grandes cantidades de virus. 

DIFERENCIACION BlOQUIMICA 

Las alteraciones citoliticas causadas por los rinovirus pue- 
den ser semejantes a las de los enterovirus, aunque los rinovi¬ 
rus se replican con menor rapidez y tienen la labilidad propia 
de los rinovirus al medio acido. Para realizar esta determina- 
cion, se toman alicuotas de cultivos celulares infectados y se 
llevan a pH 3 o 7,4 durante 3 boras. Luego se obtiene una esti- 
macion de la infecciosidad residual sembrando diluciones 
seriadas al decimo en cultivos celulares. Si el virus es un rino¬ 
virus debe observarse una disminucion de la infecciosidad de 2 
a 4 logjo.^"^^ En la practica, puede demostrarse la sensibilidad al 
acido sin recurrir a las diluciones seriadas. 

ASOCIACibN CON LAS CELULAS 

La demostracion de la asociacion de los viriones con las 
celulas infectadas es util para diferenciar los miembros del 
grupo herpes. El virus del herpes simple se libera al medio de 
cultivo, en tanto que el CMV y el VZV permanecen asociados 
con las celulas. El virus del herpes simple infecta con rapidez 
toda la monocapa (vease fig. 23-14B). La accion citopatogeni¬ 
ca del CMV y del VZV es casi siempre en focos (vease fig. 21 - 
14E a H), porque los viriones no se diseminan por el medio. 
Sin embargo, grandes cantidades de particulas virales presen- 
tes en el inoculo pueden producir una accion citopatogenica 
diseminada similar a la del herpes simple. El subcultivo por 
separado del medio de cultivo y de las celulas rotas demuestra 
la asociacion con las celulas del aislamiento. 

DETECCION DE ANTIGENOS VIRALES 

Ademas de utilizarse para la confirmacion de la identidad de 
un agente citopatogenico, la demostracion de antigenos especi- 
ficos en cultivos se ha utilizado como metodo para detectar la 
presencia de un virus, aun en ausencia de accion citopatogeni¬ 
ca. Las pruebas para deteccion de antigenos pueden realizarse 
despues de una breve incubacion, si se desea realizar un diag¬ 
nostico rapido, procedimiento que se ha usado con mas fre- 
cuencia con amplificacion por centrifugacion. Las mejoras mas 
notables en la rapidez con la cual se detectan aislamientos tie¬ 
nen lugar con los virus que presentan el crecimiento mas lento 
en sistemas convencionales, como el virus sincitial respirato- 
rio, el citomegalovirus y el virus de la varicela zoster (lamina 
en color 23-2D y F). 

La bibliografia abunda en informes disimiles acerca de la 
sensibilidad de estos metodos acelerados para el diagnostico 
virologico. Por ejemplo, el porcentaje de aislamientos de virus 
influenza recuperados por amplificacion por centrifugacion ha 
variado del al 98%.^^”^Las diferencias en las variables de 

operacion, como las Imeas celulares y el origen de los anti- 
cuerpos monoclonales, asi como las variaciones en las pobla- 
ciones de pacientes, hacen que las recomendaciones generales 
scan traicioneras. Esta claro que las tecnicas de cultivo acele- 


rado pueden aportar informacion util, pero existe un conflicto 
entre la sensibilidad y la rapidez cuando se decide la duracion 
del tiempo de incubacion. La inclusion de cultivos convencio¬ 
nales o tomar muestras varias veces de los frascos ampolla 
aumenta la sensibilidad, pero tambien incrementa los costos. 
Aunque es dificil de demostrar, la provision mas rapida de 
resultados puede tener importancia clmica y economica.^^ En el 
futuro, la deteccion molecular, como la reaccion en cadena de 
la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), puede hacer 
esteril esta discusion. 

Aunque la mayoria de los laboratorios no encontraran virus de 
la rubeola, Schmidt y cols, han informado que la tincion con 
inmunoperoxidasa de celulas RK-13 o BSC-1 facilita la detec¬ 
cion de este virus con requerimientos nutricionales especiales.'^^ 

ARTEFACTOS Y ALTERACIONES NO CAUSADOS POR VIRUS 

A medida que las celulas envejecen en los cultivos pueden 
aparecer cambios morfologicos no relacionados con la infec- 
cion viral (vease fig. 23-5). La densidad de las celulas en las 
Imeas celulares diploides y, en particular, en las Imeas celula¬ 
res establecidas, puede hacerse muy alta; las celulas en proce- 
so de necrosis o de division pueden aparecer redondeadas o 
granulosas. En cualquier cultivo pueden aparecer celulas atipi- 
cas aisladas que son especialmente notables en las areas menos 
densas, como los hordes de la monocapa, donde asimismo 
puede hacerse evidente en primer lugar el efecto citopatico de 
un virus. Por lo tanto, es importante mantener controles no ino- 
culados de celulas del mismo lote utilizado para la siembra de 
las muestras. 

Los cultivos primarios de celulas de rinon de mono pueden 
estar infectados por virus simianos que causan diversos cam¬ 
bios degenerativos,^*^^ como un aspecto espumoso o vacuolado 
de la monocapa. 

La presencia de celulas extranas que sedimentan sobre la 
monocapa tambien puede ser causa de confusion (vease fig. 
23-6D). En estas circunstancias puede parecer que hay efecto 
citopatico debido a que las celulas contaminantes tienen un 
aspecto distinto del de la monocapa original. El efecto suele ser 
similar al de un virus que ocasiona alteraciones focalizadas en 
la monocapa, como el CMV. El artefacto puede sospecharse 
porque las celulas se hallan sobre la monocapa en lugar de for- 
mar parte integral de ella. Las celulas contaminantes pueden 
ser de origen humano, como celulas epiteliales o mesoteliales 
que se encuentren en la muestra, o provenir de otros cultivos 
celulares, sobre todo si se ha realizado un subcultivo de una 
Imea celular a otra. 

Existen diversos agentes no virales o sustancias presentes en 
las muestras clmicas que pueden ser toxicos para las monoca- 
pas celulares (vease fig. 23-6A). Si hay desarrollo bacteriano o 
micotico (vease fig. 23-6B), la naturaleza del problema es evi¬ 
dente; la muestra debe tratarse nuevamente con antibioticos o 
filtrarse y sembrarse en cultivos celulares adicionales. 

La naturaleza de la citotoxicidad casi siempre se desconoce. 
La solucion habitual es diluir la muestra y sembrar monocapas 
adicionales. Howell y cols, encontraron que la toxicidad del 
semen de pacientes con SIDA puede evitarse sembrando la 
monocapa con un sedimento celular, obtenido por centrifuga¬ 
cion a alta velocidad.^'*^ El CMV, que es un patogeno frecuen- 
te en los pacientes con SIDA, se asocia con los leucocitos. Por 
otro lado, las sustancias toxicas se concentran en el sobrena- 
dante. 

El efecto citopatico puede a veces ser “especffico”, aunque 
la causa sea inesperada y quizas indeseable. La toxina de 
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Figura 23-14 Efecto citopatico de los herpesvirus. (A) Fibroblastos MRC-5 infectados por el virus del herpes simple. Se observa en la monocapa un foco de celu- 
las redondeadas, agrandadas. Muchas se han desprendido del vidrio. Estos focos se agrandaran rapidamente y afectan con frecuencia la totalidad de la monocapa 
en algunos dias (180x). (B) Fibroblastos MRC-5 infectados por el virus del herpes simple. El efecto citopatico ha progresado de tal forma que casi todas las celu- 
las de la monocapa estan afectadas. Nuevamente se observan celulas agrandadas. incluso globulosas, y granulosas. Este tipo de efecto citopatico generalizado 
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Clostridium difficile presente en muestras de heces (vease fig. 
23-6C) puede causar un efecto citopatico similar al dafio que 
producen los enterovirus."^' 

Gentry y cols, publicaron el aislamiento de Trichomonas va¬ 
ginalis en cultivos de celulas BHK.'*' Estos flagelados causan 
un efecto citopatico similar al virus del herpes simple; el efecto 
citopatico se reprodujo cuando se agregaron Trichomonas via- 
bles o lisados de cultivos axenicos a los cultivos celulares. 
Cuando los cultivos se examinaron con cuidado pudieron visua- 
lizarse tricomonas moviles. 

Se ha publicado el aislamiento de Pneumocystis jiroveci 
(carinii) en pacientes con SIDA. La proliferacion seriada de 
este parasito unicelular es dificil de lograr en el laboratorio, 
pero los microorganism os han desarrollado en cultivos celula¬ 
res, incluidos fibroblastos diploides humanos MRC-5.^®^ Los 
aislamientos de R jiroveci produjeron una accion citopatogeni- 
ca que simulaba una accion viral. Toxoplasma gondii puede 
crecer en Imeas de cultivos celulares, como fibroblastos diploi¬ 
des humanos, aunque no se ha evaluado la sensibilidad de los 
cultivos.^® 

Identificacion definitiva de los aislamientos 

En un laboratorio de diagnostico, la combinacion de historia 
clmica y accion citopatogenica proporciona informacion sufi- 
ciente para identificar algunos virus, como el del herpes sim¬ 
ple, CMV, VZV, adenovirus y sincitial respiratorio. Los entero¬ 
virus pueden identificarse casi siempre a nivel de genero. La 
identificacion completa de los aislamientos, incluida la seroti- 
pificacion, requiere la caracterizacion inmunologica de los 
antigenos virales o del acido nucleico viral. 

Las pruebas inmunologicas pueden adaptarse para identifi¬ 
car antigenos o anticuerpos dirigidos contra estos antigenos. 
Los antisueros, que tradicionalmente eran policlonales, estan 
siendo reemplazados cada vez mas por sueros monoclonales 
(vease cap. 3). La prueba inmunologica mas especiTica para la 
mayoria de las infecciones virales es la prueba de neutraliza- 
cion. La identificacion de un aislamiento viral desconocido se 
realiza por el analisis del grado con el cual un antisuero de 
reactividad conocida impide que el virus infecte celulas de cul- 
tivo de tejidos, huevos o animales. Las desventajas de las prue¬ 
bas de neutralizacion son el tiempo y el costo necesarios para 
su realizacion. Se utilizan con mayor frecuencia en los labora- 
torios de referenda. 


La prueba de inhibicion de la hemaglutinacion representa 
una altemativa conveniente y economica de la prueba de neu¬ 
tralizacion para los virus que producen hemaglutininas. El 
principio es similar al de la prueba de neutralizacion, pero el 
punto final es la inhibicion de la reaccion de aglutinacion 
mediada por el virus en lugar de la inhibicion de su infecciosi- 
dad. Para caracterizar un aislamiento viral se utilizan sueros de 
referencia de reactividad conocida. 

La prueba de fijacion del complemento, la piedra angular del 
diagnostico virologico durante muchos ahos, ha sido reempla- 
zada por otros ensayos, mas sencillos y fiables en la mayoria de 
los laboratorios. 

Muchas pruebas virales son importantes para el analisis epi- 
demiologico pero, con excepcion de los mixovirus, rara vez 
son necesarias con fines diagnosticos de rutina. En los casos en 
los que se requiere una caracterizacion completa (p. ej., una 
enfermedad paralitica), el aislamiento puede enviarse a un 
laboratorio de referencia. Una exposicion completa de la carac¬ 
terizacion antigenica, que se encuentra mas alia del alcance de 
este capitulo, puede encontrarse en los libros de texto sobre 
virologia y diagnostico virologico. 

Para numerosos laboratorios de hospital, las pruebas de inmu- 
nofluorescencia e inmunoenzimaticas proporcionan una alter- 
nativa viable por medio de las cuales puede realizarse la identi¬ 
ficacion definitiva de muchos virus a nivel de genero o especie. 
Por fort una, el catalogo cada vez mas amplio de reactivos que se 
venden en el comercio, cuya calidad va en aumento, simplifica 
la tarea. Los enterovirus y los rinovirus son excepciones notables 
porque sus complicadas composiciones antigenicas dificultan la 
identificacion definitiva sin las pruebas de neutralizacion. 

Las pruebas de inmunofluorescencia e inmunoenzimaticas 
tienen un principio similar, y difierien principalmente en el sis- 
tema de deteccion (vease cap. 3). La prueba de inmunofluores¬ 
cencia se ha utilizado durante muchos anos con diversas 
variantes. La prueba de tluorescencia directa es la mas facil de 
realizar, pero se requieren antisueros conjugados especiTicos. 
Las pruebas de inmunofluorescencia indirecta, con antiglobuli- 
na, protema A del estafilococo o complemento, son mas sensi- 
bles, pero a menudo menos especiTicas. A diferencia de la prue¬ 
ba directa, no son necesarios multiples reactivos conjugados 
para realizar la prueba indirecta, pero el procedimiento es mas 
largo ya que requieren multiples pasos. 

La fase solida de las pruebas inmunoenzimaticas puede ser 
la misma muestra colocada en un portaobjetos. En este caso, la 


puede verse en ocasiones con el citomegalovirus. si se encuentran presentes cantidades muy grandes de virus, como sucede en los pacientes con SIDA. El citome- 
galovinis puede distinguirse del virus del herpes simple por identificacion de antigenos especiTicos y por demostracion de que es necesaria la transferencia celular 
para reproducir el efecto citopatico en forma eficaz en cultivos nuevos (180x). (C) Celulas de rinon de Macaca mulatta infectadas por el virus del herpes simple. 
Como sucede casi siempre al principio, este foco de efecto citopatico se encuentra en el horde de la monocapa. Celulas agrandadas y redondeadas rodean el centro 
del foco, en el que las celulas ya se han desprendido del vidrio (180x). (D) Celulas HEp-2 infectadas por el virus del herpes simple. Se observa un gran foco de 
celulas hinchadas. Algunas tienen caracterfsticas de celulas gigantes multinucleadas, aunque es dificil delinear la morfologia celular en un preparado sin tenir y con 
bajo aumento (180x). (E) Fibroblastos MRC-5 infectados por el virus de la varicela-zoster. El foco de efecto citopatico consiste en grandes celulas degeneradas, 
hinchadas y granulosas. El foco se esta extendiendo en direccion de los fibroblastos subyacentes. La aparicion y la progresion lentas de los focos son caracteristi- 
cas. La transferencia del efecto citopatico requiere la transferencia de celulas infectadas. El efecto citopatico tiene cierta similitud a la causada por el citomegalo¬ 
virus; los focos de citomegalovirus tienden a ser mas compactos y a diseminarse en forma centrifuga, sin tener una orientacion lineal tan pronunciada (180x). (F) 
Celulas de rinon de mono Macaca mulatta infectadas por el virus de la varicela-zoster. El foco de celulas agrandadas e hinchadas es menos evidente que sobre celu¬ 
las MRC-5. Puede diferenciarse del producido por el virus del herpes simple por la velocidad con la que aparece y progresa. El citomegalovirus no causa efecto 
citopatico en celulas de mono (180x). (G) Fibroblastos WI-38 infectados por citomegalovirus. Se observa en la monocapa un pequeno foco de celulas granulosas 
agrandadas (180x). (H) Fibroblastos MRC-5 infectados por citomegalovirus. Es evidente un foco de efecto citopatico en evolucion. Las celulas estan hinchadas y 
el foco es bastante compacio. El efecto citopatico del citomegalovirus aparece en forma tardia y progresa con lentitud. Tiende a ser mas compacta y menos lineal 
que la producida por el virus de la varicela-zoster. La diferenciacion con la varicela se efectiia por la historia clmica, por la demostracion de celulas gigantes mul¬ 
tinucleadas en el caso de la varicela y por la demostracion de antigenos especiTicos (180x). 
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Figura 23-15 Efecto citopatico de los enterovirus. (A) Celulas de rinon de mono Macaca mulatta infectadas por virus Coxsackie B. Se observa un foco de efec- 
to citopatico en el que las celulas estan o bien pequenas y contrafdas, o bien agrandadas. Algunas tienen el aspecto refringente o vidrioso tipico del efecto citopati¬ 
co de los enterovirus. Las celulas alargadas con forma de “renacuajo” tambien son caracteristicas de la citopatologia producida por este grupo de virus (180x). (B) 
Celulas de rinon de Macaca mulatta infectadas por virus Coxsackie B. El efecto citopatico progresa de forma relativamente rapida en el caso de los enterovirus; el 
virus de la poliomielitis puede destruir por completo la monocapa de un dia para el otro. En esta microfotografia casi todas las celulas de la monocapa estan dana- 
das y grandes segmentos de la capa celular se ban desprendido por completo (abajo a la derecha) (180x). (C) Fibroblastos MRC-5 infectados por echovirus 11. Se 
observa un foco de efecto citopatico temprano. Las celulas aparecen agrandadas y granulosas. Puede ser dificil en este estadio certificar la identidad del virus. La 
mayoria de las cepas de echovirus se desarrollan bien en fibroblastos diploides humanos, en tanto que los aislamientos de virus coxsackie no lo hacen (180x). (D) 
Fibroblastos MRC-5 infectados por echovirus 11. El efecto citopatico se ha extendido para afectar casi toda la monocapa. El virus se disemina en forma extracelu- 
lar a traves del medio de cultivo, de modo que el efecto citopatico tiende a variar de localizado a generalizado, de manera bastante rapida (180x). (E) Celulas HEp- 
2 infectadas por virus coxsackie B. Un pequeno foco de efecto citopatico se manifiesta en las celulas HEp-2 por celulas pequenas, contrafdas y desprendimiento de 
las celulas del vidrio. El efecto citopatico temprano es mucho mas diffcil de detectar si la monocapa es muy densa y las celulas estan superpuestas unas con otras 
(180x). (F) Celulas HEp-2 infectadas por virus coxsackie B. Casi todas las celulas de la monocapa se han desprendido del vidrio. Las que quedan tienen caracte- 
rfsticas anormales. La mayorfa de los aislamientos de virus coxsackie B se desarrollan bien en celulas HEp-2, en tanto que el coxsackie A y los echovirus no lo 
hacen (180x). 
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Figura 23-16 Microscopia electronica de la hemadsorcion y la hemaglutinacion causadas por virus influenza A. (A) Dos eritrocitos (R) se han adherido a la mono- 
capa de celulas de rinon de mono Macaca mulatta (C). El adhesivo que los mantiene unidos es la gran cantidad de viriones de influenza que estan brotando (bud¬ 
ding) en la superficie de las celulas renales (flechas) o que se encuentran adheridos a los eritrocitos (puntas de flecha) (35 OOOx). (B) Con mayor aumento, pueden 
verse con claridad las proyecciones de la membrana celular en los sitios de brotacion (flechas). La espiculas de la hemaglutinina y la neuraminidasa sobre las par- 
ticulas virales tienen el aspecto de “flecos” (80 OOOx). 


reaccion se detecta visualmente con el microscopic. Los inmu- 
noanalisis en fase solida tambien pueden realizarse en tubes o 
microcubetas. 

Los inmunoanalisis enzimaticos y por fluorescencia pueden 
considerarse equivalentes para la mayoria de las aplicaciones, 
aunque las pruebas de fluorescencia han side ligeramente mas 
sensibles en algunos casos.^^* La inespecificidad ha side un 
problema en algunos inmunoanalisis enzimaticos y deben 
incluirse controles de especificidad. Por otro lado, los ensayos 
visuales, como la inmunofluorescencia directa, estan sujetos a 
una considerable variacion entre observadores. Las pruebas en 
las cuales la reaccion positiva se determina por microscopia tie¬ 
nen dos ventajas: 1) puede evaluarse la celularidad (y la cali- 
dad) de la muestra y 2) puede determinarse la relacion del anti- 
geno con las celulas.'^® 

La decision acerca de que prueba utilizar dependera de los 
recursos locales, de la experiencia y de la cantidad de ensayos 
por realizar. La inmunofluorescencia es mas sencilla que la 
mayoria de los inmunoanalisis enzimaticos para procesar 
pequenas cantidades de muestras. Cuando la cantidad de mues- 
tras aumenta y las pruebas pueden realizarse en lotes, los enzi- 
moinmunoanalisis o las nuevas sondas moleculares son mas 
atractivos porque pueden utilizarse sistemas automatizados. El 
advenimiento de inmunoanalisis sencillos sobre membranas ha 
hecho que esta tecnica sea rapida y muy conveniente. Estos 
paquetes unitarios estan destinados a la deteccion directa, pero 
tambien pueden usarse para la confirmacion de cultivos. 

En estas pruebas deben incluirse controles positives y nega¬ 
tives, como se indica en el prospecto del envase. La especifici¬ 
dad de los enzimoinmunoanalisis clasicos puede mejorarse 
mediante una prueba de bloqueo."^^ 

Tambien se ha realizado la identificacion de aislamientos 
virales por hibridacion de acidos nucleicos. Los metodos 
moleculares continuaran sin duda aumentando su popularidad, 
pero la extrema sensibilidad de la amplificacion no es esencial 
cuando el cultivo ya ha proporcionado la amplificacion que se 
precisa. 


Conservacion de los aislamientos virales 

Si se cree que sera necesaria una caracterizacion adicional de 
un aislamiento determinado, el sobrenadante del cultivo celular 
infectado debe congelarse a -70 '^C. Si el laboratorio tiene los 
medios, es de buena practica conservar todos los aislamientos 
durante un tiempo determinado. Una regia general es que las 
celulas de mamiferos deben congelarse lentamente, en tanto 
que los agentes infecciosos deben congelarse con rapidez. El 
notable descenso de viabilidad que acompana al proceso de 
congelacion se reduce al mmimo si los cultivos se congelan en 
forma subita (snap freezing) y se incluye un agente estabiliza- 
dor en el medio. Una forma conveniente para la congelacion 
subita de agentes virales es una mezcla de hielo seco y alcohol. 
Se han utilizado muchos agentes estabilizadores. Howell y 
Miller encontraron que el caldo sacarosa fosfato que se usa 
como medio de transporte para el aislamiento de Chlamydia 
funciona tan bien como el sorbitol al 70% para el manteni- 
miento de algunos de los virus con requerimientos nutriciona- 
les especiales, como el citomegalovirus y el virus sincitial res- 
piratorio.^"^^ 

Resumen de la deteccion e identificacion de los virus en cultivo 

Los ortomixovirus, los paramixovirus y el virus sincitial res- 
piratorio (veanse figs. 23-12 y 23-13) producen una variedad 
de acciones citopatogenicas en cultivos de tejidos. Muchos ais¬ 
lamientos de virus influenza y parainfluenza no causan altera- 
ciones visibles en la monocapa y deben ser detectados por otros 
metodos. Las cepas citopatogenicas pueden diferenciarse de 
otros virus con efectos similares poniendo de manifiesto la res- 
triccion de la accion citopatogenica a celulas de rinon de mono 
y por demostracion de hemadsorcion, como ya se describio. En 
las monocapas que han sido infectadas por virus del sarampion, 
virus sincitial respiratorio (vease fig. 23-13E y F), parainfluen¬ 
za (vease fig. 23-12F) y virus de la parotiditis, se observan celu¬ 
las gigantes multinucleadas; estas celulas son el resultado de la 
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fusion de celulas adyacentes causada por el virus (formacion de 
sincitios). Este tipo de celulas tambien puede observarse en 
pacientes infectados (vease lamina en color 23-IF y 

Los aislamientos se identifican en forma definitiva por meto- 
dos inmunologicos. Se cuenta con antisueros de buena calidad 
para la mayoria de los mixovirus habituales. El genero o el tipo 
del virus (p. ej., virus influenza A o virus sincitial respiratorio) 
puede identificarse por inmunofluorescencia de las celulas 
infectadas. La caracterizacion de cepas de virus influenza debe 
realizarse por inhibicion de la hemaglutinacion. 

Los adenovirus (vease fig. 21-13A a D) pueden identificarse 
presuntivamente por observacion de la citopatologia caractens- 
tica en cultivos celulares. Son tipicos los grupos de celulas 
infectadas edematosas o el aspecto en encaje de la monocapa. 
Se ban identificado antigenos especificos de grupo comunes a 
todos los serotipos de adenovirus y se ban preparado anticuer- 
pos monoclonales contra los determinantes comunes. Para la 
mayoria de las aplicaciones clmicas es suficiente la confirma- 
cion del genero adenovirus por inmunofluorescencia. Si debe 
determinarse el tipo de adenovirus, es necesario realizar prue- 
bas de neutralizacion. 

El grupo de los herpesvirus produce diversas acciones cito- 
patogenicas en los cultivos celulares. El EBV no crece en los 
cultivos celulares babituales en los laboratorios clinicos; las 
infecciones causadas por este virus se diagnostican casi siem- 
pre por serologia. El CMV y el VZV estan mtimamente aso- 
ciados con las celulas (vease fig. 23-14E a H). Su crecimiento 
es dificil en cultivos celulares y crecen con lentitud. El subcul- 
tivo exitoso requiere la transferencia de celulas infectadas. 
Tanto el CMV como el VZV producen celulas edematosas en 
focos que crecen lentamente por diseminacion directa; las pla- 
cas de VZV, en particular, tienden a seguir la orientacion de los 
fibroblastos del cultivo de tejidos. En cambio, el virus del her¬ 
pes simple se disemina en forma extracelular (vease fig. 23- 
14A a D); el efecto citopatico comienza de manera localizada 
pero se disemina con rapidez para afectar otras zonas de la 
monocapa. 

La centrifugacion del inoculo sobre la monocapa ha acelera- 
do el aislamiento de virus del herpes simple, VVZ y CMV. Los 
anticuerpos monoclonales han resultado valiosos tanto para la 
deteccion como para la identificacion de CMV, VZV y virus del 
herpes simple. La separacion de aislamientos de virus del her¬ 
pes simple en tipos 1 y 2 puede lograrse de forma fiable median- 
te anticuerpos monoclonales con marcacion fluorescente.^^^ 

Los enterovirus crecen con bastante rapidez en cultivos celu¬ 
lares y producen un efecto citopatico diseminado (vease fig. 
23-15). Las celulas afectadas pueden estar contraidas y con 
granulaciones o tener un aspecto refringente vidrioso. La 
mayona de los serotipos de Coxsackie A no crecen bien en los 
cultivos celulares habituales. Los aislamientos de Coxsackie B 
no suelen crecer bien en lineas diploides de fibroblastos huma- 
nos: las cepas de echovirus no crecen bien en celulas HEp-2. 
La identificacion definitiva de un enterovirus requiere la iden¬ 
tificacion serologica. En el comercio se venden anticuerpos 
monoclonales con marcacion fluorescente dirigidos contra un 
antigeno especifico de genero y serotipos seleccionados. La 
inmunoflurescencia no es infalible, en especial para los entero¬ 
virus diferentes de los de la poliomielitis.'^^® El metodo de refe- 
rencia para la identificacion es la prueba de neutralizacion. Se 
ha demostrado que la secuenciacion genetica se correlaciona 
bien con los tipos serologicos.-^^ 

El coronavirus del SARS se detect© en un principio por tec- 
nicas de aislamiento, pero los metodos moleculares han supe- 
rado a los cultivos debido a su rapidez y comodidad. El virus 


se detecta con mayor facilidad en muestras respiratorias duran¬ 
te las primeras 2 semanas de la enfermedad y se aisla con poca 
frecuencia despues de 3 semanas, aunque todavia puede detec- 
tarse el RNA viral.^^ 

Deteccion directa de virus en muestras cimicas 

El deseo de obtener mayor rapidez en el diagnostico de las 
infecciones virales ha sido estimulado por la disponibilidad de 
metodos de diagnostico rapid© en otras areas del laboratorio y 
por el desarrollo de una terapeutica antiviral eficaz. Se dispone 
de numerosos metodos que varian desde los tradicionales hasta 
los experimentales. 

Deteccion de cuerpos de inclusion por microscopia optica 

La deteccion de cuerpos de inclusion virales en frotis o teji¬ 
dos por microscopia optica ha sido el metodo tradicional para 
demostrar directamente una infeccion viral.En general, 
los virus que se ensamblan en el nucleo (habitualmente virus de 
DNA) producen inclusiones intranucleares, en tanto que el 
ensamblaje citoplasmatico (en forma predominant©, virus de 
RNA) da como resultado cuerpos de inclusion citoplasmaticos. 

Las inclusiones intranucleares se encuentran en celulas que 
han sido infectadas por virus del herpes simple, VZV, CMV, 
adenovirus y papovavirus. Las inclusiones del virus del herpes 
simple (vease lamina en color 23-1 A, B y C) y las del VZV son 
indistinguibles entre si. Los nucleos presentan un aspecto 
homogeneo, eosinofflico o ligeramente basofilo y la cromatina 
nuclear basofila, granular, esta desplazada contra el borde de la 
membrana nuclear. Otras celulas infectadas pueden presentar 
un cuerpo de inclusion mas eosinofilo, que esta acentuado por 
la presencia de un halo entre el cuerpo de inclusion y la mem¬ 
brana nuclear. Este halo es un artefact© de fijacion, pero es util 
desde el punto de vista diagnostico. Ultraestructuralmente, los 
cuerpos de inclusion estan compuestos por una mezcla de deso- 
xirribonucleoprotema y viriones ensamblados (vease fig. 23- 
3A); a medida que los viriones atraviesan la membrana nuclear 
adquieren una membrana que contiene lipidos. Las celulas 
infectadas pueden ser mononucleadas o multinucleadas. 

El citomegalovirus produce inclusiones basofilas en una 
celula agrandada (vease lamina en color 23-ID). Estas celulas 
distintivas, patognomonicas de infeccion por CMV, se conside- 
raron al principio protozoos que estaban invadiendo el tejido.^^^ 
Con frecuencia se encuentra un halo alrededor del cuerpo de 
inclusion. En el citoplasma de algunas celulas infectadas pue¬ 
den encontrarse inclusiones granulares basofilas. 

En las infecciones causadas por adenovirus pueden encon¬ 
trarse diversos cuerpos de inclusion. Las inclusiones tempranas 
son eosinofilas y pueden ser muy parecidas a las de las celulas 
infectadas por herpesvirus. Las inclusiones se hacen mas baso- 
filas a medida que maduran y Henan en forma progresiva el 
nucleo (vease lamina en color 23-IE). Por ultimo, se hacen 
extremadamente basofilas y pueden deformar por complete la 
celula; estas celulas diagnosticas se denominan “celulas tizna- 
das” y deben diferenciarse de las celulas no infectadas con 
nucleos hipercromaticos. Los cuerpos de inclusion de los ade¬ 
novirus estan compuestos por nucleoproteina y numerosos 
viriones, que suelen exhibir un ordenamiento paracristalino 
porque su forma icosaedrica permit© la agrupacion cercana de 
las particulas (vease fig. 23-3B). 

Los virologos clinicos no encuentran a menudo las inclusio¬ 
nes intranucleares del grupo papovavirus, ya que es dificil o 
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imposible obtener desarrollo de estos virus en cultivo. Las 
inclusiones en las verrugas humanas comienzan como un mate¬ 
rial eosinofilo granular que mas tarde se condensa para formar 
masas basofilas redondeadas; las inclusiones citoplasmaticas 
en las celulas epidermicas de las verrugas estan compuestas por 
queratina condensada y no son producidas por el virus. Las 
inclusiones de la leucoencefalopatia multifocal progresiva se 
observan en los astrocitos y en la oligodendroglia (celulas no 
nerviosas que tienen funcion de sosten); las inclusiones varian 
entre un material en granulos pequenos y grandes masas baso- 
filas que Henan el nucleo. 

En las celulas infectadas por virus sincitial respiratorio, virus 
de la rabia y virus del grupo pox se pueden encontrar inclusio¬ 
nes intracitoplasmaticas. Las del virus sincitial respiratorio son 
eosinofilas y brillantes (vease lamina en color 23-lG); suelen 
hallarse en cultivos celulares, pero con menor regularidad en 
muestras clinicas y consisten ultraestructuralmente en ribonu- 
cleoproteina fibrilar (vease fig. 23-3C). Las inclusiones intraci¬ 
toplasmaticas del virus de la rabia se conocen como cuerpos de 
Negri (vease lamina en color 23-1H). Pueden ser linicas o mul¬ 
tiples y se presentan en neuronas que tienen por otra parte 
aspecto saludable. Los hordes de las inclusiones estan neta- 
mente definidos, como si estuvieran limitados por una mem- 
brana. Los espacios claros o el punteado basofilo que pueden 
observarse dentro del cuerpo de inclusion son el resultado de la 
incorporacion de cierta cantidad de material citoplasmatico a la 
masa de ribonucleoprotema viral (vease fig. 23-3E). Por fortu- 
na, es improbable encontrar en la actualidad las inclusiones 
intracitoplasmaticas de los poxvirus, conocidas como cuerpos 
de Guarnieri. 

En las infecciones sarampionosas se encuentran inclusiones 
intranucleares e intracitoplasmaticas. En el estadio prodromico 
del sarampion aparecen celulas gigantes en el tejido linfoide de 
todo el organismo. Estas celulas gigantes, denominadas celulas 
de Warthin-Finkeldey, contienen hasta 100 nucleos y rara vez 
contienen cuerpos de inclusion. Mas tarde puede originarse un 
segundo tipo de celulas gigantes del tejido epiteiial, como el 
que tapiza las vias respiratorias bajas. Estas celulas gigantes 
tienen menos nucleos, pero las inclusiones son casi constantes. 
Las inclusiones intranucleares recuerdan las producidas por los 
virus herpes, pueden ser unicas o multiples y varian en su grado 
de eosinofilia (vease lamina en color 23-IF). 

La deteccion de los cuerpos de inclusion proporciona infor- 
macion valiosa en determinadas situaciones clinicas. La prueba 
de Tzanck, que se realiza preparando frotis tenidos de raspados 
de las vesiculas, puede usarse para demostrar la presencia de un 
herpesvirus por la observacion de celulas gigantes multinuclea- 
das (vease lamina en color 23-1C). Tambien pueden utilizarse 
tinciones con hematoxilina-eosina o de Papanicolaou. Los nu¬ 
cleos deben tener un aspecto de vidrio esmerilado y estar mul- 
tifacetados o moldeados."^^^ Las inclusiones intranucleares, que 
se acentuan en los cortes histologicos por el artefacto en forma 
de halo causado en los tejidos por la fijacion con formalina, no 
siempre se ven en los frotis. Puede hacerse un diagnostico pre- 
suntivo de infeccion por herpes, aunque la diferenciacion en¬ 
tre herpes simple y VZV no es posible solo por criterios mor- 
fologicos. 

Solomon y cols, encontraron pruebas de Tzanck positivas en 
11 pacientes con varicela clmica (virus de la varicela) y en 12 
de 15 pacientes (80%) con “culebrilla” (virus del herpes zos¬ 
ter). Sin embargo, se aislo el virus de la varicela en solo 7 de 
los 11 pacientes con varicela.'*^^ En lesiones cutaneas prove- 
nientes de 18 de 21 pacientes (86%) en las cuales se aislo virus 
del herpes simple, se demostraron celulas gigantes multinu- 


cleadas, cuerpos de inclusion o ambos.^^^ Un analisis de la efi- 
cacia con la que los dermatologos interpretaron en forma 
correcta un estudio compuesto por 10 frotis demostro la exis- 
tencia de una “curva de aprendizaje inversa” (o de perdida de 
sinapsis neuronales con el aumento de la edad).^®-"^ Los residen- 
tes de segundo y tercer aho interpretaron en forma correcta, en 
promedio, el 91% de los frotis; los dermatologos con menos de 
10 anos de practica tuvieron un promedio del 84% de respues- 
tas correctas; los dermatologos con mas de 10 anos de practica 
obtuvieron un 67% en promedio de diagnosticos correctos. 

Aunque los frotis directos han funcionado bien para el estu¬ 
dio de las lesiones cutaneas, lamentablemente su sensibilidad 
ha sido baja para otras aplicaciones. Solo una minoria de mues¬ 
tras positivas en cultivos, provenientes del aparato genitaf^^ o 
del aparato respiratorio^^^ contenian celulas con cuerpos de 
inclusion. Asimismo, Nahmias y cols, hallaron inclusiones 
intranucleares en solo el 56% de 113 casos de encefalitis cau- 
sada por el virus del herpes simple.La especificidad fue 
mucho mas alta (86%) que la sensibilidad en este estudio en 
colaboracion sobre terapeutica antiviral, pero los resultados 
positivos falsos son peligrosos si llevan a omitir el tratamiento 
para algun otro cuadro, como un acceso cerebral bacteriano. Se 
informaron inclusiones intranucleares en 10 pacientes en los 
cuales no se aislo virus del herpes simple; en 7 de estos, se esta- 
blecio un diagnostico alternativo no asociado con los cuerpos 
de inclusion. Estos resultados subrayan la importancia de la 
utilizacion cuidadosa e informada de las pruebas morfologicas 
“sencillas”. 

La deteccion histologica de cuerpos de inclusion del CMV 
en tejidos es menos sensible que el cultivo, pero puede ser 
equivalente a la de tecnicas mas “sofisticadas”, como la inmu- 
nohistoquimica y la hibridacion in situ, para revelar la presen¬ 
cia de citomegalovirus en los tejidos."^’* Los metodos morfolo- 
gicos tienen la ventaja de correlacionarse mejor con la enfer- 
medad causada por el citomegalovirus que el cultivo, aunque 
este sea mas sensible. 

En la infeccion por parvovirus B19 se hallan tambien cuer¬ 
pos de inclusion intranucelares dentro de pronormoblastos 
gigantes, que se encuentran en la medula osea.^^* Estas celulas 
caracteristicas tambien pueden verse en sangre periferica y 
otros tejidos en fetos infectados. 

Deteccion de particulas virales por microscopia electrdnica 

La microscopia electrdnica puede aplicarse al estudio tanto 
de muestras clinicas como de cultivos celulares, ya sea en cor¬ 
tes de tejido delgados o por microscopia con tincidn negativa. 
La falta de disponibilidad de un microscopic electrdnico en la 
mayoria de los laboratorios clinicos y los errores de muestreo 
inherentes al examen de pequenas muestras de tejido han cons- 
pirado en contra de la aplicacidn sistematica de esta tecnica 
para el diagnostico viroldgico. En un estudio, el uso de la 
microscopia electrdnica fue especifico para el diagndstico de 
encefalitis causada por herpes simple (98%), pero los viriones 
herpeticos se detectaron sdlo en el 45% de los casos.^^^ La tec¬ 
nica se utilizd eficazmente para la deteccidn de los agentes 
virales de la gastroenteritis, en especial los que no se aislan en 
cultivos celulares convencionales (rotavirus, agentes similares 
al Norwalk y adenovirus entericos). No obstante, el diagndsti¬ 
co ultraestructural sigue siendo una tecnica de investigacidn en 
la mayoria de los laboratorios. 

La microscopia electrdnica con tincidn negativa ha desperta- 
do renovado interes como resultado de la preocupacidn plan- 
teada por el bioterrorismo. Cuando se examina una muestra 
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con el microscopio electronico, no hay requisitos previos de 
que antigeno o acido nucleico debe ser detectado. El diagnos¬ 
tico de infecciones virales importantes, como la viruela, puede 
hacerse con rapidez y seguridad si la muestra puede inactivar- 
se antes de ser examinada.^*^ 

Deteccidn inmunologica de antigenos virales 

Las tecnicas inmunologicas, y mas recientemente, las tecni- 
cas moleculares, se han utilizado con eficacia para acelerar el 
diagnostico de ciertas infecciones virales. La tincion por inmu- 
nofluorescencia o inmunoenzimatica de muestras clmicas o 
tejidos son tecnicas utilizadas con frecuencia. Los ensayos 
moleculares estan complementando o reemplazando cada vez 
mas a las tecnicas inmunologicas. 

Estas tecnicas tienen muchas ventajas y funcionan bien cuan- 
do son utilizadas por personal entrenado. El riesgo de resultados 
erroneos es grande si no existe el equipamiento y el entrena- 
miento adecuados.*^® Para casi todos los procedimientos el es- 
tandar sigue siendo el cultivo del agente infeccioso. Siempre 
que sea posible, los cultivos deben efectuarse en paralelo con 
pruebas inmunologicas rapidas hasta que se demuestre la efl- 
ciencia en la realizacion de la tecnica. 


VIRUS RESPIRATORIOS 

El metodo de deteccion antigenica mas fiable para los virus 
respiratorios es la inmunofluorescencia directa (IFD). En un 
estudio, la IFD fue tan eficaz como el cultivo para todos los 
virus respiratorios, excepto los adenovirus. Cuando los porta- 
objetos para inmunofluorescencia se preparan en una citocen- 
trffuga, menos del 10% de las pruebas tienen una cantidad ina- 
decuada de celulas respiratorias.^^’ En cambio, la sensibilidad 
de las pruebas inmunoenzimaticas, sobre todo en sus formatos 
rapidos, ha sido mucho mas baja en la mayoria de los infor- 
mes.2’84.298.414 ^dcmas, algunos inmunoanalisis han producido 
la suficiente cantidad de positivos falsos como para hacer nece- 
saria la confirmacion por un segundo metodo.^ 

Aunque la inmunofluorescencia directa es sin duda el mejor 
de los dos metodos, por razones practicas a menudo se eligen 
pruebas inmunoenzimaticas. Estas ultimas se realizan con rapi¬ 
dez y simplicidad sin necesidad de poseer un microscopio de 
fluorescencia ni de un entrenamiento especial del personal. 

VIRUS DEL GRUPO HERPES 

Virus del herpes simple. La inmunofluorescencia directa en gene¬ 
ral ha tenido buenos resultados en comparacion con el cultivo, 
sobre todo cuando se efectua en lesiones visibles y se perfec- 
ciona por citocentrifugacion.^^^'^'^'^^^ Los resultados variables 
pueden reflejar las diferencias de reactivos, de poblaciones de 
pacientes, de tipo de lesiones y de serotipos del virus. Sin 
embargo, el virus del herpes simple se desarrolla con rapidez 
en el cultivo, por lo que las ventajas de un diagnostico acelera- 
do no son tan marcadas como con otros virus de crecimiento 
mas lento. 

Virus de la varicela-zoster. El VZV se desarrolla lentamente en el 
cultivo. No es sorprendente que la inmunofluorescencia direc¬ 
ta tenga mejor rendimiento con el VZV que con el virus del 
herpes simple. En realidad, la IFD de lesiones de la piel puede 
ser la mejor forma de establecer el diagnostico.Ademas del 
examen directo de frotis del material, la tincion de los prepara¬ 
dos obtenidos por citocentrifugacion del medio de transporte 
han demostrado ser utiles.^"^^ 


Citomegalovirus Los anticuerpos monoclonales han facilitado el 
diagnostico inmunologico rapido de las infecciones por CMV 
en muestras de pacientes, asi como en cultivos celulares. 
Hackman y cols, pudieron detectar CMV por inmunofluores¬ 
cencia en 25 de 27 muestras de biopsia de pulmon, de las cua- 
les luego se cultivo el virus;^®^ se demostraron cuerpos de 
inclusion por microscopia optica en solo 20 de las muestras. 
Estudios preliminares con muestras de lavado broncoalveolar 
provenientes de pacientes inmunosuprimidos^®® han arro- 
jado estimaciones muy diferentes en lo que respecta a la sensi¬ 
bilidad, que varia del 31,6% al 100%. La cantidad de pacientes 
en estos estudios era pequeha, los anticuerpos eran diferentes y 
la composicion de los grupos de pacientes puede haber sido 
distinta. La correlacion de la deteccion inmunologica de antf- 
geno viral en tejidos (sin cuerpos de inclusion o anomalfas his- 
topatologicas) con la enfermedad clmica no esta aclarada. 

La deteccion de antigenemia para el CMV es mas sensible 
que el cultivo,^^’^^^se vende en el comercio y ha reemplazado al 
cultivo en muchos laboratorios. La toxicidad de la sangre para 
las monocapas celulares ha limitado la utilidad de los cultivos. 
En la prueba para antigenemia, la fraccion abundante en leuco- 
citos de una muestra de sangre periferica se examina en busca 
de la presencia de pp65, un antigeno temprano/intermedio que 
se produce en el curso de la infeccion de las celulas por CMV. 
Una de las mayores desventajas de la prueba de antigenemia, la 
cantidad de horas-hombre requeridas, se ha superado en gran 
medida por el desarrollo de procedimientos de inmunofluores¬ 
cencia comerciales rapidos.^^^*^^ La prueba ha resultado de uti¬ 
lidad para predecir la enfermedad clmica y para controlar la 
respuesta a la terapeutica antiviral en los pacientes de alto ries¬ 
go, en especial los receptores de trasplantes de organos.^*"^ El 
valor de la prueba en pacientes infectados por el HIV es mas 
discutido.^^’^^ Los protocolos para el momento y la frecuencia 
de realizacion de la prueba varfan entre los principales centros de 
trasplante. En algunos casos, la prueba se realiza de manera 
habitual durante un periodo despues del trasplante; en otros, la 
aparicion de sintomas clmicos determina el pedido de la prue¬ 
ba. Cuando la densidad de la suspension celular esta estandari- 
zada, puede hacerse una determinacion cuantitativa del grado 
de antigenemia. La leucopenia intensa a veces dificulta el exa¬ 
men de una cantidad suficiente de celulas. La cuantificacion 
del nivel de antigenemia es importante: la antigenemia de alto 
nivel (> 50 neutrofilos infectados cada 2x10^ celulas) indica 
el mayor riesgo de enfermedad inminente, de ineficacia de la 
terapeutica antiviral o de posible recafda. La prueba de antige¬ 
nemia para CMV sigue siendo el metodo de referencia y es 
muy util cuando se examinan pocos pacientes. 

OTROS VIRUS 

Los rotavirus humanos son dificiles de aislar en cultivos ce¬ 
lulares. Las infecciones causadas por estos virus pueden diag- 
nosticarse en forma eficaz, ya sea por un enzimoinmunoanali- 
sis o por aglutinacion de particulas del latex. La sensibilidad 
para ambos metodos ha variado entre el 80% y el 90%; la espe- 
cificidad ha sido del 90% al 100%.^® ''^^’'^*“ Krause y cols, han 
cuestionado la fiabilidad del inmunoanalisis Rotazyme® en 
recien nacidos.^®^ 

Tecnicas moleculares 

La era molecular se encuentra inextricablemente unida a las 
enfermedades infecciosas desde su mismo origen, y el ritmo de 
innovaciones no parece disminuir. Ya hemos atravesado varias 
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etapas, comenzando con la hibridacion de acidos nucleicos 
hasta concluir con la tecnica de amplificacion molecular (vease 
cap. 4). La reaccion en cadena de la polimerasa y otros meto- 
dos de amplificacion ban ganado un lugar en los laboratorios 
clmicos para algunos patogenos rauy importantes, lo que ha 
justificado la presentacion de productos comerciales.'^^^ 

VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 

Las unicas pruebas aprobadas por la Administracion de 
Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration, 
FDA) para el diagnostico inicial de infecciones por HIV son las 
pruebas para anticuerpos. La deteccion molecular no se reco- 
mienda para este proposito, porque existen reacciones positivas 
falsas ocasionales.^^^ Esta politica es analoga al enfoque para la 
sifilis, en la que la especificidad de la prueba de absorcion de 
anticuerpos treponemicos fluorescentes (FTA-ABS) se salva- 
guarda usandola solo en una poblacion de pacientes con una 
probabilidad anterior alta de tener sifilis porque ya ban tenido 
una prueba VDRL o de reagina plasmatica rapida (RPR) posi¬ 
tivas (vease cap. 20). 

Una vez que se hace el diagnostico, el manejo de la infeccion 
por HIV-1 se basa por completo en los metodos moleculares. 
Sin embargo, hay dos situaciones en las que la comprobacion 
de la carga viral es adecuada para el diagnostico inicial. En 
ambos casos puede no haber habido tiempo suficiente para que 
se desarrolle una respuesta serologica. La primera situacion es 
la infeccion aguda por el HIV, que puede manifestarse como 
una enfermedad febril multifacetica con smtomas referibles a 
cualquier sistema organico4^^ Esta enfermedad inicial es tran- 
sitoria y no suele durar mas de 14 dias. Puede haber grandes 
cantidades de virus antes de que se genere la respuesta inmuni- 
taria. La segunda situacion clmica es la infeccion neonatal, 
cuando se sabe que la madre esta infectada. En este caso es 
necesaria la deteccion molecular del virus, porque los anticuer¬ 
pos transferidos pasivamente a traves de la placenta al recien 
nacido complican el analisis serologico. 

La columna vertebral del control del curso de la infeccion 
y de la respuesta a la terapeutica antiviral es la medida cuan- 
titativa del RNA viral, las denominadas pruebas de carga 
viral. La deteccion cualitativa de RNA es el metodo actual 
para la deteccion sistematica en hemoderivados antes de la 
transfusion, pero no se usa para manejar las infecciones de 
pacientes. La deteccion cuantitativa del RNA viral se ha 
hecho en diversas muestras, como liquidos corporales, suero 
y leucocitos de sangre periferica. Sin embargo, la muestra 
estandar es el plasma. Se han usado tres metodos moleculares 
en las pruebas de carga viral aprobadas por la FDA y un cuar- 
to se ha utilizado como ensayo cualitativo para la deteccion 
sistematica en bancos de sangre. 

La reaccion en cadena de la polimerasa de la transcriptasa 
inversa (RT-PCR) ha sido la plataforma predominante. Las 
pruebas Amplicor HIV-1 monitor® y COB AS Amplicor HIV- 
1 monitor® (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) se presen- 
tan en un formato estandar y como prueba ultrasensible, que 
fue introducida para descubrir bajas cantidades de copias des¬ 
pues del tratamiento antiviral eficaz. Las versiones manuales 
y automatizadas tienen un rendimiento similar.El rango 
dinamico es de 400 a 750 000 copias por mililitro (estandar) 
y 50 a 75 000 copias por mililitro (ultrasensible). El segundo 
enfoque usa DNA de cadena ramificada (bDNA; Versant HIV- 
1 Assay®: Bayer Diagnostics, Tarrytown. NY) que proporcio- 
na resultados reproducible en un rango de copias de 75 a 
500 000 por mililitro.^^^ 


Otros enfoques incluyen la amplificacion basada en la 
secuencia del acido nucleico (NASBA; NucliSens HIV-1 QT®; 
BioMerieux, Durham, NC)^^^ para la determinacion cuantitati¬ 
va de carga viral y un analisis cualitativo de amplificacion 
mediado por transcripcion (TMA; Gen-Probe, San Diego, 
CA).^^^ Estos analisis no han sido aprobados todavia por la 
FDA para probar muestras clmicas, aunque el procedimiento 
TMA ha sido autorizado para la deteccion sistematica de mues¬ 
tras de bancos de sangre. Se describieron analisis en tiempo 
real de varios tipos que tendran, sin duda, mayor importancia 
en el futuro7^^’^^^ 

Las dos estrategias principales (PCR y bDNA) tienen un 
rendimiento equivalente para la cuantificacion de cepas del 
grupo M (las cepas predominantes en los Estados Unidos), 
pero las pruebas de PCR no son tan buenas para detectar las 
cepas del grupo o las cepas no pertenecientes al dado 
B^^^ como los procedimientos de bDNA. El coeficiente de 
variacion de las pruebas de carga viral es alto, y varia en los 
casos tipicos de 30 a 40 (segiin la cantidad de virus presente) 
y el niimero de copias no puede compararse directamente 
entre diferentes enfoques moleculares. Por consiguiente, es 
esencial seguir a los pacientes en forma secuencial con el 
mismo tipo de prueba; si el ensayo se cambia a un enfoque 
diferente, debe establecerse un nuevo valor basal para el 
paciente. 

Los tubos de plastico y los tubos Vacutainer® de vidrio para 
la obtencion de sangre para realizar pruebas de carga viral son 
equivalentes.^^*^ Los tubos Vacutainer para preparacion de 
plasma (PPT) son un metodo conveniente para obtener sangre 
si se congelara o se enviara a un laboratorio de referencia para 
efectuar las pruebas.^^^ Se ha registrado una amplia variacion 
en los informes de pacientes proporcionados a los medicos por 
los laboratorios clmicos, incluidos informes incompletos o 
iniitiles.^^^ 

Con el advenimiento de la terapeutica antiviral eficaz, la 
deteccion de resistencia en los aislamientos clmicos se ha 
transformado en una prioridad. La relevancia clmica de las 
pruebas de resistencia pronto se hizo evidente’^* y se han publi- 
cado recomendaciones consensuadas actualizadas.^^^ Las prue¬ 
bas de resistencia se recomiendan en las mujeres embarazadas 
y despues del fracaso de la terapeutica antiviral, ya sea la tera- 
pia primaria o regfmenes posteriores. En este momento esta 
claro que la evaluacion de la resistencia es util para tratar a los 
pacientes recien infectados (infectados dentro de los 12 meses 
anteriores a la prueba), en particular si se sabe que el individuo 
que es la fuente de infeccion ha estado tomando antirretrovira- 
les. Ademas, la realizacion de pruebas a pacientes que han esta¬ 
do infectados durante 2 ahos (y quiza mas) se ha encontrado 
util para disenar regfmenes terapeuticos.^^* 

Se han usado dos enfoques para detectar resistencia. La eva¬ 
luacion de la resistencia fenotfpica involucra el aislamiento del 
virus y la evaluacion tradicional de inhibicion por farmacos anti- 
virales. La complejidad del aislamiento viral ha llevado a usar un 
mecanismo altemativo, en el que el RNA plasmatico de los 
genes de la polimerasa y la proteasa se amplifica y se usa para 
fabricar un virus recombinante con estructuras de laboratorio. 
Usando de soporte un virus estandar en el que se han insertado 
los dos genes mas importantes de la cepa del paciente, se ha 
mejorado la estandarizacion del ensayo. Las pruebas de sensibi- 
lidad a los farmacos pueden realizarse en el termino de varias 
semanas, usando metodos automatizados y genes indicadores. 
Los ensayos fenotfpicos son Pheno-Sense® (ViroLogic, South 
San Francisco, CA) y The Anti-virogram® (VIRGO Lab USA, 
Raritan, NJ). 
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A diferencia de los ensayos fenotipicos, que miden la sensi- 
bilidad viral, los ensayos genotipicos detectan las mutaciones 
que confieren la resistencia fenotipica."^^ El paso inicial en los 
ensayos basados en PCR es similar al enfoque recombinante 
fenotipico: amplificacion de las secuencias de HIV-1 de mues- 
tras de plasma que contienen 500 a 1 000 copias por mililitro. 
Por consiguiente, este enfoque genotipico no funciona con 
muestras que contienen una cantidad pequena de virus. El 
siguiente paso consiste en genotipificar todos los codones perti- 
nentes o en detectar codones seleccionados por hibrida- 
ci 5 n 212,229 Varias companias ban intentado predecir el fenotipo 
por el analisis del resultado genotipico: el denominado fenoti¬ 
po virtual. Los ensayos genotipicos son The VirtualPhenotype® 
(VIRCO), GeneSeq HIV® (ViroLogic), ViroSeq® (Abbott 
Laboratories, Abbott Park, IL) y Trugene HIV-1® (Bayer Diag¬ 
nostics, Tarrytown, NY). 

Los ensayos fenotipicos tienen el atractivo de proporcionar 
una evalaucion mas directa (y tradicional) de la resistencia, 
aunque la interpretacion clmica de los resultados no esta com- 
pletamente definida ni es sencilla. En el caso de los pacientes 
en los que han fracasado varios regimenes de tratamiento, los 
ensayos genotipicos pueden documentar muchas mutaciones 
virales que son dificiles de interpretar; en esta situacion, los 
analisis fenotipicos pueden proporcionar una mejor orienta- 
cion. Los fenotipos tienen la considerable desventaja de ser 
laboriosos y caros. 

Los ensayos genotipicos son mas sencillos, mas rapidos y 
menos caros; el problema reside en que a veces la resistencia 
fenotipica importante no se detecta con precision y la impor- 
tancia de las nuevas mutaciones no es clara. Para ambos enfo- 
ques, la reproducibilidad y la complejidad de los analisis son 
factores importantes. Otro problema es que una minona de 
viriones resistentes en la poblacion de diferentes viriones que 
constituye la cepa infectante de un paciente determinado pue¬ 
den ser pasados por alto (en forma analoga al problema de 
detectar celulas resistentes en una poblacion de bacterias hete- 
rorresistentes, como se explica en el cap. 17)."*^^ 

Aunque la preocupacion sobre los ensayos genotipicos no se 
ha disipado, estudios comparatives han demostrado una buena 
correspondencia entre los ensayos genotipicos y fenotipicos 
para los mecanismos de resistencia clmicamente importantes."^^ 
A medida que se adquiere experiencia y se perfeccionan los 
productos comerciales, se ha establecido la reproducibilidad y 
fiabilidad de la genotipificacion.*^^*^^ 

Hay evidencias de que las pruebas de resistencia pueden 
predecir la respuesta a la terapia antiviral o el tiempo que 
transcurrira hasta la supresion del virus.Sin embargo, los 
factores que determinan el exito o el fracaso del tratamiento de 
cualquier infeccion son complejos. Como sucede con todos los 
informes de laboratorio, los resultados de las pruebas de resis¬ 
tencia del HIV deben ser interpretados por un medico experi- 
mentado a la luz de todos los datos disponibles. Continua la 
busqueda de un algoritmo util que facilite la toma de decisio- 
nes clmicas.*^^ 


VIRUS DE LA HEPATITIS C 

El enfoque diagnostico para el virus de la hepatitis C es simi¬ 
lar al de las infecciones por HIV7^’^^^ La identificacion de 
pacientes infectados se realiza en forma optima por metodos 
serologicos. Sin embargo, para diferenciar los pacientes en 
quienes se ha eliminado la infeccion de aquellos que estan 
infectados cronicamente y tienen riesgo de enfermedad croni- 
ca, es necesario determinar si hay virus circulante.^^* La detec- 


cion molecular es la unica opcion, porque el virus de la hepati¬ 
tis C nunca ha sido cultivado in vitro. 

Se comercializan varios ensayos cualitativos: prueba Cobas 
Amplicor HCV version 2.0® (Roche Diagnostics) que usa la 
tecnica PCR, y Versant HCV RNA Qualitative Assay® (Bayer 
Diagnostics), que emplea TMA (pruebas de amplificacion 
molecular). Los dos ensayos tienen un rendimiento similar, 
aunque el enfoque con TMA es algo mas sensible y menos 
engorroso.^^^ 

Las pruebas cuantitativas (carga viral) son necesarias para 
el control del tratamiento. Existen ensayos comerciales basa¬ 
dos en PCR (Cobas Amplicor HCV Monitor Test v2.0®; 
Roche Diagnostics) y en bDNA (Versant HCV RNA Test 
v3.0®; Bayer Diagnostics). La prueba basada en bDNA se 
considera de alta fiabilidad y reproducibilidad. Es menos sen¬ 
sible que la prueba basada en PCR, pero esta ultima infrava- 
lora la carga viral.Es probable que se disponga de prue¬ 
bas en tiempo real en el futuro. Como sucede con el HIV, un 
paciente determinado debe ser seguido con la misma prueba. 
Aunque son utiles para controlar la terapeutica antiviral, no se 
ha demostrado que ninguna de las pruebas tenga correlacion 
con el pronostico. 

El tercer componente del enfoque molecular al virus de la 
hepatitis C es la genotipificacion, que es necesario realizar una 
sola vez.^^ Se han usado como diana varias partes del genoma; 
dos ensayos comerciales usan como diana la region 5' no codi- 
ficante, por un metodo de secuenciacion directa estandarizado 
(Trugene HCV 5’NC®; Visible Genetics, Toronto, ON, 
Canada) o por una sonda de hibridacion inversa (INNO-LiPA 
HCV II®; Bayer Diagnostics). Los dos ensayos proporcionaron 
resultados genotipicos congruentes en el 99,4% de 172 mues¬ 
tras cl micas, que incluyeron seis genotipos del virus de la hepa¬ 
titis Sin embargo, a nivel de subtipo, hubo solo un 

68,2% de concordancia. En alrededor del 15% de las muestras 
de cada ensayo no se determine el serotipo o la determinacion 
del subtipo fue ambigua. Por lo tanto, estos dos metodos 
comerciales son utiles para la genotipificacion, pero no deben 
usarse para la subtipificacion. 


VIRUS DE LA HEPATITIS B 

Las pruebas para el diagnostico molecular para el virus de 
la hepatitis B no han logrado la utilizacion que alcanzaron las 
de la hepatitis C, porque la variedad de pruebas serologicas 
disponibles para la hepatitis B ha cubierto la mayor parte de 
las necesidades. Sin embargo, la deteccion de DNA viral en 
sangre, que es la defmicion de infeccion activa, es mas sensi¬ 
ble que la presencia de HBeAg y pueden encontrarse precore 
de virus mutantes en ausencia de seroconversion para 
HBeAg.No obstante, la deteccion molecular no se reco- 
mienda aiin para todos los pacientes infectados; debe reser- 
varse para los que son candidatos a la administracion de anti- 
virales. Los metodos comerciales, ninguno de los cuales ha 
sido aprobado todavia por la FDA para uso clmico, son la 
captura de hibridos, bDNA y PCR.^^^ Los ensayos que usan 
PAM y PCR en tiempo real estan en desarrollo. Se ha plante- 
ado la preocupacion de que algunos de ellos no sean sufi- 
cientemente sensibles para el control fiable de la terapeutica 
antiviral eficaz."^®^ Ademas, se han creado varios ensayos 
comerciales de genotipificacion. Sin duda, a medida que 
aumente la experiencia con el tratamiento de la infeccion 
cronica por el virus de la hepatitis B y la resistencia se haga 
mas prevalente, estas pruebas asumiran cada vez mayor im- 
portancia. 
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VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 

El diagnostico molecular es el unico enfoque practice para 
este grupo de virus. Las tecnicas laboriosas, como la hibridacion 
de acidos nucleicos por el metodo de Southern blot (vease la edi- 
cion anterior de este libro) han sido reemplazadas por metodos 
mas convenientes y sensibles. La linica prueba comercial apro- 
bada por la FDA para uso diagnostico es el ensayo de captura 
hibrida (Hybrid Capture II HPV®, Digene, Gaithersburg, MD). 
La segunda generacion de esta prueba ha mejorado mucho en 
sensibilidad en comparacion con la version inicial; los resultados 
son reproducibles,^^ aunque debe tenerse gran cuidado con los 
detalles tecnicos del procedimiento. Solo esta aprobada para pro¬ 
bar muestras genitales y esta disponible para dos grupos de 
virus: HPV con riesgo mmimo para neoplasia cervical y genoti- 
pos con riesgo moderado a alto. Las recomendaciones consen- 
suadas sugieren usar solo el panel de alto riesgo.^^^ 

Una tercera generacion del ensayo de captura hibrida, que 
esta en desarrollo, puede tener una sensibilidad ligeramente 
superior y una especificidad similar.Se han informado meto¬ 
dos de amplificacion dirigida, como PCR y PCR en tiempo 
real, pero no estan aprobados para el uso diagnostico.^^ 

PARVOVIRUS B19 

Las infecciones por parvovirus suelen diagnosticarse en 
forma clmica o serologica; la valoracion de riesgo se basa en el 
nivel inmunitario (inmune). Sin embargo, a veces es litil la 
documentacion virologica de una infeccion grave. El parvovi¬ 
rus no crece en cultivo. de modo que la deteccion molecular es 
el linico metodo disponible. Se han ideado varies ensayos de 
amplificacion;aunque no esta aprobada por la FDA, la 
deteccion molecular se realiza en los laboratories de referencia. 


VIRUS DEL NILO OCCIDENTAL 

El recien llegado a la lista de virus transmitidos por artropo- 
dos, el virus del Nile Occidental, se ha transformado en un pro- 
blema clmico importante en los Estados Unidos. Los medios 
preferidos de diagnostico son el analisis serologico de sangre y 
LCR.^^^ La deteccion molecular de acido nucleico viral en LCR 
no es suficientemente sensible para reemplazar las pruebas 
serologicas y sigue siendo un tema de investigacion.^^^'^*^ 

VIRUS DEL HERPES SIMPLE 

El principal abordaje de diagnostico de las infecciones por el 
virus del herpes simple es el cultivo, que proporciona un resul- 
tado relativamente rapido con este virus. Se han necesitado 
biopsias de cerebro para conseguir una muestra apropiada para 
el diagnostico por cultivo de la encefalitis, que es la infeccion 
herpetica mas grave en los adultos, porque el virus no se aisla 
en forma fiable en el LCR. Sin embargo, la deteccion amplifl- 
cada por PCR es suficientemente sensible para lograr la identi- 
ficacion del DNA viral en el LCR, tanto en las encefalitis como 
en las meningitis recurrentes.^"^^'^^^ Aunque no hay ningiin pro- 
ducto comercial aprobado por la FDA, la prueba se ha adapta- 
do al protocolo de PCR en tiempo real y esta facilmente dispo¬ 
nible como prueba validada en varios laboratorios de referen¬ 
cia. La preparacion de DNA para la amplificacion puede 
lograrse bien tanto por metodos manuales como automatiza- 
dos.^"*^ Por fortuna, el DNA es lo suficientemente estable como 
para que puedan guardarse las muestras sin una disminucion en 
la sensibilidad a 4 °C, ya sea como DNA extractado o como 
muestra sin extraer, durante un maximo de 16 meses antes de 


hacer la prueba de PCR en tiempo real.^^'^ Los recursos del 
laboratorio pueden mejorarse mediante la deteccion sistemati- 
ca de muestras en busca de pleocitosis en el LCR antes de ha¬ 
cer las pruebas, porque se ha demostrado la presencia de neu- 
trofilos en todas las muestras positivas, por lo menos en los 
adultos.^^^ Sin embargo, los ninos con encefalitis pueden tener 
muy pocos neutrofilos en el LCR y las pruebas de PCR inicia- 
les pueden ser negativas si se realizan muy temprano en el 
curso de la infeccion.^ 

Aunque la PCR en tiempo real es muy util para diagnosticar la 
encefalitis herpetica, la amplificacion molecular ha resultado mas 
sensible que el cultivo para detectar infecciones de las mucosas."^^^ 
A medida que estos ensayos se simplifican, podra proporcionar- 
se una deteccion sistematica a las mujeres embarazadas cerca del 
termino con mayor facilidad que en este momento. 

CITOMEGALOVIRUS 

El ensayo de antigenemia se ha transformado en el metodo de 
referencia para controlar las infecciones por CMV en pacientes 
inmunosuprimidos. Los intentos iniciales de sustituirla por 
ensayos de amplificacion molecular se vieron impedidos por la 
mala correlacion con la enfermedad clmica, debido a su alta 
sensibilidad. Mas tarde, diversos ensayos cuantitativos se han 
correlacionado bien con la enfermedad clmica y con el ensayo 
de antigenemia. Los metodos que se usaron con exito son PCR, 
PCR en tiempo real y la captura hibrida.*'^-^^^’^^^’^^^’^'^^ Uno de los 
factores que pueden considerarse para seleccionar un ensayo es 
la cantidad de pruebas que se preve realizar.^"^^ 

Los usuarios de la amplificacion molecular deben tener pre¬ 
sente una particularidad: a diferencia del virus del herpes sim¬ 
ple, la cantidad de CMV detectada en plasma aumenta con el 
tiempo cuando la muestra se guarda a 4 °C, al parecer por la 
liberacion de acido nucleico de leucocitos infectados.'^'^'^ En el 
caso de muestras positivas en el ensayo de antigenemia hubo 
pocos Cambios en el resultado de la amplificacion; sin embar¬ 
go, si el paciente estaba infectado en forma latente y la prueba 
de antigenemia habia sido negativa, la cantidad de virus en 
plasma aumento significativamente con el tiempo. 


ENTEROVIRUS 

Se sospecha que el cultivo, que ha sido el apoyo diagnostico 
principal para los enterovirus, es bastante insensible. Esta 
impresion se ha confirmado con la aparicion de pruebas gene- 
ticas de amplificacion actualmente en uso en muchos laborato¬ 
rios de referencia (aunque ninguna ha sido aprobada todavia 
por la FDA para uso diagnostico). Los ensayos incluyen PCR, 
PCR en tiempo real y NASBA.^^’^^^’^®^ Como no existe ningiin 
agente antiviral de uso general para las infecciones por entero¬ 
virus, el diagnostico rapido no es tan imprescindible como en 
el caso del virus del herpes simple, pero el diagnostico rapido 
de laboratorio facilitaria el manejo clmico. 

CORONAVIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO AGUDO GRAVE (SRAG) 

El RNA viral es detectable en las muestras clinicas durante 
mas de un mes en algunos pacientes. La recuperacion de acido 
nucleico aumenta progresivamente hasta alcanzar un maximo a 
los 11 dias despues del inicio de la enfermedad clmica. El 
acido nucleico pudo detectarse en el 60% de los pacientes con 
infeccion diagnosticada clmicamente y en un numero muy 
pequeho de pacientes sin enfermedad evidente. Las muestras 
mas utiles en los primeros 5 dias fueron los aspirados nasofa- 
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ringeos, los hisopados de fauces y el esputo. En etapas poste- 
riores de la enfermedad, el virus se detecto mas facilmente en 
muestras de heces.®'^ Tambien se ban creado ensayos de PCR en 
tiempo real para este virus.En este momento, las pruebas de 
diagnostico estan restringidas a los laboratorios de referenda. 

OTRAS INFECCIONES VIRALES 

Se ban desarrollado ensayos de amplificacion molecular 
para casi todos los agentes infecciosos, incluso PCR en tiempo 
real para la mayoria de ellos. Con la disponibilidad creciente de 
reactivos comerciales fiables (aun en ausencia de instrumental 
o reactivos de diagnostico), se puede esperar el mismo tipo de 
expansion que ocurrio despues de que los reactivos para inmu- 
nofluorescencia e inmunoenzimaticos estuvieron al alcance de 
todos. 

Es probable que los ensayos para algunos de los agentes per- 
manezcan en el ambito de los laboratorios de referenda. Los 
ejemplos son los virus exoticos, como los virus de las fiebres 
bemorragicas;*^* los agentes muy vinalentos que tienen uso 
potencial para el bioterrorismo, como la viruela;"^^® y los virus 
que rara vez se consideran, como los poliomavirus (JC y 
el del sarampion,*^^ el de la rubeola^^^ y el de la parotiditis. 

Cada vez mucbos mas de los agentes que en este momento 
se detectan en forma rutinaria por cultivo seran identificados 
por metodos moleculares mas rapidos. Los ejemplos son los 
virus respiratorios y otros virus berpeticos.^^^'^^'^'^^^'^^'^’'^'^ 

Seleccion de pruebas para diagnostico rapido 

La eleccion de una tecnica para la deteccion directa de virus 
debe depender de la disponibilidad de equipos, de la experien- 
cia del personal y de la cantidad de muestras por evaluar. La 
deteccion microscopica de cuerpos de inclusion es sencilla y 
economica, pero poco sensible; funciona bien para la determi- 
nacion de lesiones berpeticas cutaneas. La microscopia elec- 
tronica tiene indicaciones restringidas. Los inmunoanalisis en 
fase solida microscopicos (inmunofluorescencia y pruebas 
enzimaticas) tienen ventajas sobre las pruebas para deteccion 
de antigenos solubles: 1) la localizacion y el tipo de tincion 
pueden evaluarse morfologicamente y 2) pueden procesarse 
con rapidez pequenas cantidades de muestras. Estas ventajas 
pueden ser contrarrestadas por las desventajas que representan 
la subjetividad de la interpretacion y la necesidad de adquirir 
un costoso microscopio para fluorescencia. 

Los enzimoinmunoanalisis son mas utiles cuando deben eva¬ 
luarse grandes cantidades de muestras o cuando estas pueden 
recogerse y evaluarse en lotes. El punto final puede leerse por 
medio de un espectrofotometro, lo que elimina las decisiones 
subjetivas. Los nuevos enzimoinmunoanalisis sobre membrana, 
de un solo uso, se ban transformado en la forma mas conve- 
niente para proporcionar resultados rapidos con minima com- 
plejidad, aunque mucbas veces se ve afectada la sensibilidad. 

Para el estudio de corte de tejidos en busca de elementos vira- 
les, la inmunoperoxidasa tiene como ventajas sobre otros mar- 
cadores que los antigenos virales suelen estar disponibles para 
la reaccion sin necesidad de otros tratamientos. Deben bloque- 
arse por completo las peroxidasas endogenas presentes en los 
cortes. Antes de realizar una inmunofluorescencia para la detec¬ 
cion de algunos antigenos, el tejido fijado e incluido debe ser 
tratado con un agente proteolitico como la tripsina.^^*^^^ 

Ha habido y seguira babiendo una tendencia a usar la detec¬ 
cion molecular como el procedimiento de eleccion, en particu¬ 
lar la tecnica de amplificacion en tiempo real. Es muy probable 


que en el curso de la proxima decada este metodo reemplace a 
la deteccion de antigenos en los laboratorios mas avanzados y 
quiza tambien en otros ambitos. 


Diagnostico serologico de las infecciones virales 

Las pruebas serologicas son la piedra angular del diagnosti¬ 
co de ciertas infecciones virales, como las causadas por los 
virus de hepatitis, el EBV y el virus de la rubeola. Siempre que 
el aislamiento del virus en cultivo sea dificil o imposible. la 
demostracion de una respuesta inmunitaria contra el agente 
seguira siendo importante. En ciertos casos, como ocurre en la 
evaluacion de las infecciones por rubeola, el diagnostico sero¬ 
logico puede ser tan rapido como el cultivo del virus, aun cuan¬ 
do baya que esperar 2 o 3 semanas para obtener una muestra de 
suero del periodo convaleciente. En las situaciones en las que 
el cultivo del virus es fiable y facil de obtener, el diagnostico 
serologico tiene un papel auxiliar o de apoyo. 

Los principios inmunologicos generales tambien tienen apli- 
cacion cuando se establece el diagnostico de una enfermedad 
viral utilizando metodos serologicos. Los anticuerpos contra 
mucbos agentes virales persisten durante meses o anos despues 
de una infeccion aguda. La demostracion de un aumento signi- 
ficativo (por lo general un aumento de 4 veces) en el titulo de 
anticuerpos se considera diagnostico de infeccion reciente con 
el agente en cuestion (a menos que exista la posibilidad de 
reacciones cruzadas). 

Si en la muestra inLcial no se encuentran anticuerpos, este 
aumento diagnostico del titulo de anticuerpos se denomina 
seroconversion. En estos casos es probable que la infeccion 
represente el primer contacto con el virus. La infeccion puede 
ser primaria o una reactivacion de una infeccion latente si se 
encuentran anticuerpos, aun en titulos bajos, en la muestra ini- 
cial.^^” El diagnostico serologico de las infecciones berpeticas 
suele complicarse por la enfermedad recidivante. Por ejemplo, 
en un paciente con enfermedad del SNC, las lesiones bucales 
berpeticas pueden reactivarse por el estres de la enfermedad 
aguda. La respuesta serologica que pueden producir las lesio¬ 
nes bucales reactivadas puede interpretarse falsamente como 
evidencia de que la enfermedad del SNC esta causada por un 
herpesvirus. 

Existen reacciones serologicas cruzadas dentro de mucbos 
grupos de virus e incluso entre grupos, notablemente entre los 
enterovirus, paramixovirus y togavirus. Por lo tanto, todos los 
diagnosticos serologicos deben considerarse hasta cierto punto 
presuntivos. 

Una disminucion de cuatro veces o mas en los titulos de anti¬ 
cuerpos sugiere una infeccion pasada. Sin embargo, la mayona 
de los anticuerpos desaparece lentamente, de modo que suele 
ser dificil estar seguro de cuan reciente fue la infeccion. 

Cuando se realiza un diagnostico debe tenerse en cuenta el 
cuadro clinico. Incluso una seroconversion demuestra solo una 
infeccion reciente por el agente en cuestion. La asociacion con 
la enfermedad manifiesta es una inferencia clmica. 

Virus de la inmunodeficiencia humana 

El virus de la inmunodeficiencia humana persiste en los 
pacientes que ban desarrollado anticuerpos contra el. Las prue¬ 
bas serologicas para HIV ban utilizado para deteccion sistema- 
tica porque el aislamiento del virus en cultivos celulares es difi- 
cil y no esta siempre disponible. Las pruebas moleculares para 
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deteccion de acido nucleico viral se reservan para el control de 
los pacientes que ya tienen una infeccion demostrada serologi- 
camente. 

El metodo serologico de referenda es una prueba de inmu- 
notransferencia Western blot, en el cual el suero se hace reac- 
cionar con protemas virales separadas antes por electroforesis 
en gel de poliacrilamida y transferidas sobre papel de nitroce- 
lulosa. Esta prueba requiere para su realizacion experiencia y 
cuidado considerables. Se ban creado otros sistemas de ensayo 
de realizacion mas sencilla. El que se ha evaluado mas amplia- 
mente es un enzimoinmunoanalisis. La prueba es sensible y 
especifica para la mayoria de las cepas M que se encuentran en 
los Estados Unidos.^®^ En los pacientes con SIDA el valor pro- 
nostico de un resultado positivo es alto. En la poblacion gene¬ 
ral de dadores de sangre, entre los cuales la infeccion por HIV 
es muy infrecuente, incluso unos pocos falsos positivos dan 
como resultado un valor pronostico inaceptablemente bajo. En 
la mayoria de los laboratorios una muestra que contenga anti- 
cuerpos contra HIV por enzimoinmunoanalisis se confirma pri- 
mero con el mismo enzimoinmunoanalisis; si es nuevamente 
positiva, la especificidad de la reaccion se documenta por 
Western blot.^^^^ No todos los Western blot producen resultados 
concluyentes. La prueba no se interpreta como positiva a menos 
que existan multiples bandas de protemas que puedan conside- 
rarse realmente independientes.^^ En el cuadro 23-25 se resu- 
men los criterios sugeridos por varios grupos de expertos para la 
determinacion de Western blot positivos. La falta de uniformidad 
entre los laboratorios para aplicar los criterios de interpretacion 
de la prueba dificulto la comparacion de los resultados. En una 
encuesta realizada en 1990, el 22% de los laboratorios utiliza- 
ban varios conjuntos de criterios. Incluso en el 78% de los labo¬ 
ratorios que seguian un solo criterio existian varios estandares.^^ 
Por esta razon se han hecho considerables esfuerzos para pro- 
mulgar estandares nacionales de interpretacion. 


Cuadro 23-25 Criterios para Western blots positivos para 
anticuerpos contra el virus de la inmunodeG- 
ciencia Humana 

ORGANIZACION 

CRITERIOS 

Association of State and Territorial 
Public Health Laboratory 
Directors/CDC 

Dos cualesquiera de: 
p24 
gp41 

gpl20/gpl60 

Prueba DuPont aprobada por la FDA 

p24 y p31 y gp41 o 
gp 120/gpl60 

Cruz Roja Americana 

> 3 bandas: 1 de cada grupo de 
productos geneticos: 

GAGy 

POLy 

ENV 

Consortium for Retrovirus Serology 
Standardization 

^ 2 bandas: p24 o p31 mas 
gp41 0 
gpl20/gpl6() 

Adaptado de la referenda^-. 



Figura 23-17 Western blot para anticuerpos contra el HIV-1. El virus degra- 
dado se sometio a electroforesis en gel de poliacrilamida, despues de lo cual 
fue transferido {blotted) sobre papel de nitrocelulosa. Luego se hizo reaccionar 
el suero del paciente con las tiras de nitrocelulosa y se agregd gammaglobuli- 
na antihumana marcada con enzimas. El desarrollo de la reaccion enzimatica 
revelo multiples bandas con este suero de un paciente infectado por el HIV-1. 
La electroforesis separd las diversas protemas y glucoprotemas de acuerdo con 
su peso molecular. Las bandas estan marcadas segun la protema viral que han 
detectado. 


En la figura 23-17 se muestra un ejemplo de un Western blot 
positivo. Se observan Western blot indeterminados en el 10% al 
20% de los sueros positivos por enzimoinmunoanalisis.*^ El 
riesgo de desarrollar SIDA de las personas con un enzimoin¬ 
munoanalisis repetidamente positivo y un Western blot indeter- 
minado depende de los factores de riesgo individuals. Si no 
existen factores de riesgo de infeccion por el HIV, el paciente 
o dador no requiere seguimiento posterior. Hay un periodo 
determinado, poco despues de la infeccion, en el cual puede 
encontrarse virus infeccioso en ausencia de anticuerpos detec- 
tables. 

Se han introducido varias innovaciones en la serologia para 
el HIV. El Oral Fluid Vironostika HIV-1 Microelisa System® 
(BioMerieux) usa secreciones bucales como medio de prueba, 
evitando asi la puncion venosa y las muestras de sangre. En 
este momento, este ensayo es la linica prueba aprobada por la 
FDA para uso en muestras bucales. No es tan sensible como los 
analisis inmunologicos realizados en muestras de sangre y no 
puede emplearse para la deteccion sistematica en dadores de 
sangre. 

En segundo lugar, la FDA ha aprobado tres inmunoanalisis 
rapidos para uso clmico (http://www.cdc.gov/hiv/pbs/rtlab. 
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1) el dispositive para obtencion de muestras Orasure 
HIV-1®, para pruebas en saliva y el Oraquick Rapid HIV-1 An¬ 
tibody Test® (OraSure Technologies, Bethlehem, PA) (una prue- 
ba exenta de cumplir la ley Clinical Laboratory Improvement 
Amendments de 1988 [CLIA] para uso en sangre entera), 2) el 
Reveal Rapid HIV Antibody Test® (MedMira, Halifax, NS, 
Canada) (una prueba de moderada complejidad segun la CLIA, 
para suero o plasma) y 3) el Uni-Gold Recombigen® HIV Test 
(Trinity Biotech, Bray, Irlanda) (una prueba exenta de cumplir la 
CLIA para sangre total, suero o plasma). La prueba Oraquick 
esta aprobada por la FDA para uso en sangre obtenida por pun- 
cion digital asi como por puncion venosa; otros fabricantes estan 
solicitando una aprobacion similar de la FDA. 

Las pruebas rapidas deben interpretarse de la misma forma 
que los analisis convencionales. Los resultados negativos 
deben ser seguidos por la repeticion de la prueba, si esta clini- 
camente indicado. Los resultados positivos deben confirmarse 
con una prueba de fluorescencia o un Western blot. No pueden 
usarse inmunoanalisis convencionales para confirmacion. Un 
ensayo convencional negativo tampoco demuestra que una 
prueba positiva rapida es incorrecta. 

No es sorprendente que individuos inescrupulosos hayan 
comercializado pruebas que no han sido aprobadas por la FDA 
o hayan presentado declaraciones falsas. En algunos casos, se 
han iniciado acciones legales (http://www.fda.gov/ora/about/ 
enf_story/archive/2001/ch6/default.htm). 


Virus de la hepatitis B y virus de Epstein-Barr 

Existen pocas excepciones a la regia general que dice que 
para establecer un diagnostico debe demostrarse una serocon¬ 
version. En unas pocas infecciones virales aparecen anticuer- 
pos dirigidos contra una variedad de antigenos, a diferentes 
tiempos despues de la infeccion, que persisten por periodos 
variables. Es posible establecer un diagnostico definitivo con 
una unica muestra de suero cuando se detecta un anticuerpo 
que aparece solo en la fase aguda. Los dos ejemplos principa- 
les son la mononucleosis infecciosa causada por el EBV (fig. 
23-18) y la hepatitis B (fig. 23-19). En ambos casos, ciertos 
anticuerpos, como el anticuerpo IgG contra el EBV, persisten 
durante largos periodos; debe detectarse una seroconversion con¬ 
tra estos antigenos. Otros anticuerpos, como los dirigidos contra 
el antigeno temprano (EA) del EBV, aparecen en forma tran- 
sitoria y pueden servir como marcadores de infeccion 
aguda."^** 

Si el agente infeccioso no es eliminado por la respuesta 
inmunitaria, la presencia de anticuerpos significa que el 
paciente puede ser aiin portador del microorganismo. Por ejem- 
plo, los pacientes que tienen anticuerpos contra CMV, que 
causa a menudo una infeccion latente, tienen mayores probabi- 
lidades de transmitir el virus si se utiliza su sangre para trans- 
fusiones o sus organos para trasplante que los individuos sero- 
negativos.^^‘ 
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Figura 23-18 Evolucion de las infecciones causadas por el virus de Epstein-Barr (EBV) y la respuesta serologica. Aunque el virus puede ser detectado en secre- 
ciones bucales, las tecnicas de cultivo son dificultosas y estan disponibles solo en laboratorios de invesiigacion. La respuesta de anticuerpos heterofilos es el meto- 
do clasico de demostrar mononucleosis infecciosa y sigue siendo la prueba de mayor utilidad. La aparicion transitoria de los anticuerpos heterofilos, de IgM diri- 
gida contra antigenos de la capside viral y de anticuerpos contra antigeno temprano (EA) permite asociar la presencia de anticuerpos con la enfermedad actual. Los 
anticuerpos neutralizantes y los anticuerpos IgG contra el antigeno de la capside viral (VGA) persisten meses o anos. Estas pruebas son utiles para determinar que 
el paciente ha estado antes infectado y que. por lo tanto, es inmune; tambien pueden ser de utilidad para el diagnostico si la primera muestra se toma en forma ade- 
cuadamente precoz y puede demostrarse seroconversion. Si el paciente es visto cuando la enfermedad ya esta avanzada, el diagnostico puede hacerse por deteccion 
de una seroconversion contra el antigeno nuclear viral (EBNA). (Modificado con autorizacion de James C. Niederman, Yale University School of Medicine, New 
Haven, CT). 
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Tiempo transcurrido desde la infeccion por HBV 

Figura 23-19 Antfgenos y anticuerpos despues de la infeccion autolimitada por virus de la hepatitis B. La aparicion de antigenos y anticuerpos despues de la 
infeccion autolimitada con virus de la hepatitis B es un ejemplo de como el conocimiento de la biologia de la infeccion conduce a estrategias diagnosticas muy efi- 
caces. aunque el virus en si mismo sea muy dificil o imposible de cultivar. Deben buscarse tanto antigenos como anticuerpos para una deteccion eficaz de casos. El 
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) es el que aparece en primer lugar; despues de que se elimina de la sangre pueden detectarse anticuerpos contra 
este antigeno (anti-HBsAg). Sin embargo, puede existir un periodo durante el cual el antigeno se ha eliminado pero aun no hay anticuerpos detectables; esta even- 
tualidad se cubre mediante la deteccion de anticuerpos contra el antigeno del core (anti-HBc). La presencia de HBs no es sinonimo de infeccion aguda autolimita¬ 
da, porque algunas personas pueden ser portadoras. (Modificado con autorizacion de William S. Robinson, Stanford University Medical Center, Stanford, CA). 


El conocimiento de la secuencia de acontecimientos es muy 
importante para el diagnostico de la infeccion causada por el 
virus de la hepatitis B. La deteccion de antigeno viral, sobre 
todo el antigeno de superficie (HBsAg), tiene un importante 
papel en el diagnostico de la infeccion aguda. El antigeno e del 
virus de la hepatitis B se detecta al mismo tiempo que la activi- 
dad de DNA polimerasa, lo que constituye un marcador de 
virus infeccioso; la presencia de antigeno e se ha correlaciona- 
do con la enfermedad aguda y contagiosa en muchos estu- 
dios,^^^ como ya se explico. Los anticuerpos contra el core viral 
(HBc) son importantes desde el punto de vista diagnostico 
durante el periodo en el cual el antigeno de superficie ha sido 
eliminado de la circulacion y todavia no son detectables los 
anticuerpos contra el. La presencia de antigeno del core se 
correlaciona con el DNA viral circulante.^^^ Algunos pacientes 
desarrollan una infeccion cronica en la cual la antigenemia per- 
siste en ausencia de anticuerpos sericos; este grupo tiene mayor 
riesgo de sufrir enfermedad hepatica cronica. En la actualidad 
es evidente que muchos de estos pacientes tienen anticuerpos 
circulantes que no son detectados por los sistemas comerciales 
porque se encuentran unidos al antigeno.^^^ Ademas, se ha 
demostrado que algunos pacientes que tienen anticuerpos cir¬ 
culantes sin antigeno de superficie detectable poseen DNA 
viral circulante, detectable por tecnicas de amplificacion 
durante periodos de hasta 5 anos.^*^"^ 

En forma similar, el diagnostico de mononucleosis infeccio- 
sa puede hacerse con una unica muestra de suero si se detectan 


anticuerpos contra el antigeno temprano y anticuerpos IgM 
contra el antigeno de la capside viral (VCA). Un titulo alto de 
anticuerpos IgG contra VCA, en ausencia de anticuerpos con¬ 
tra EA y anticuerpos IgM anti-VC A, sugiere una infeccion 
pasada. Es importante conocer la evolucion de la infeccion en 
el tiempo cuando se interpretan los resultados serologicos."^^^ 
La prueba mas comun para detectar infecciones causadas 
por el EBV es la prueba de anticuerpos heterofilos. Estos anti¬ 
cuerpos son inmunoglobulinas que reaccionan con sustancias 
pertenecientes a otras especies. En el curso de una infeccion 
por EBV, se producen anticuerpos contra una variedad de anti¬ 
genos extranos. Se producen aglutininas para eritrocitos de 
oveja y de caballo, hemolisinas para eritrocitos vacunos y anti¬ 
cuerpos contra el antigeno 0X19 de Proteus, detectables por la 
reaccion de Weil-Felix. Los anticuerpos heterofilos que son 
muy especificos para la mononucleosis infecciosa son absorbi- 
dos por eritrocitos vacunos, pero no por rinon de cobayo. La 
prueba de Paul-Bunnell-Davidsohn diferencial se diseno para 
caracterizar estos anticuerpos heterofilos. Es altamente especi- 
fica de EBV y es un diagnostico de laboratorio confirmatorio 
de mononucleosis infecciosa.En la actualidad se cuenta con 
diversas pruebas simplificadas para detectar la respuesta hete- 
rofila de la mononucleosis infecciosa; la mayorfa utiliza aglu- 
tinacion de eritrocitos equinos despues de la absorcion adecua- 
da de los sueros.^^^’^*^^ Los resultados que no concuerdan con 
los datos clmicos o hematologicos deben ser evaluados por rea- 
lizacion de la prueba diferencial en tubo o por la deteccion de 
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anticuerpos especificos para EBV. Las pruebas de aglutinacion La linica prueba confirmatoria aprobada por la FDA para uso 


para anticuerpos heterofilos son pruebas “simples” que pueden 
ser realizadas por “cualquier persona” sin dificultades. En 1990 
se detecto una seudoepidemia de mononucleosis infecciosa en 
Puerto Rico.^^ Los resultados de los controles de calidad y de 
realizacion de las pruebas no revelaron ningun problema, pero 
una investigacion cuidadosa indico que dos tecnicos con poca 
experiencia habian informado los resultados de las pruebas 
como positivos sobre la base de “reacciones debiles”, categoria 
que no existia para el metodo utilizado. 

El 90% de los adultos con mononucleosis infecciosa pre- 
senta anticuerpos heterofilos. En los nihos pequehos, la fre- 
cuencia de estos anticuerpos es mucho menor. Solo 3 de 11 
ninos menores de 2 ahos desarrollaron anticuerpos heterofilos 
despues de una primoinfeccion por EBV, en tanto que 16 de 21 
ninos entre 2 y 4 anos desarrollaron dichos anticuerpos.^"^' La 
mononucleosis infecciosa con anticuerpos hetrofilos negativos 
y linfocitos atipicos circulantes suele ser causada por el EBV 
(demostrable por la presencia de anticuerpos especificos 
contra componentes virales) o por CMV.^"'^ Horwitz y cols, 
encontraron que los sueros del 38,1% de los pacientes con 
mononucleosis con anticuerpos heterofilos positivos reaccio- 
naban en forma cruzada en una prueba para IgM anti-CMV, pe¬ 
ro el suero de los pacientes con infeccion aguda por CMV no 
reaccionaba en la prueba de IgM anti-VCA del EBV.^"'^ Se 
detectaron anticuerpos de reaccion cruzada contra componen- 
te D o R del antigeno temprano en sueros de 9 de 36 pacien¬ 
tes (25%) con mononucleosis causada por agentes diferentes 
del EBV (seis casos de infeccion por CMV, un caso de toxo¬ 
plasmosis, un caso de probable hepatitis y un caso de etiolo- 
gia desconocida). 

Vims de la hepatitis A 

El virus de la hepatitis A es el linico virus de hepatitis impor- 
tante que se ha cultivado in vitro. El virus se desarrolla en una 
variedad de celulas de origen simiano, en especial en los pri- 
meros pasajes de celulas de rihon de mono verde africano.^^ Sin 
embargo, el cultivo no es una opcion de diagnostico viable por- 
que el aislamiento en muestras primarias no es fiable. La hepati¬ 
tis A se diagnostica serologicamente por deteccion de anticuer¬ 
pos IgM especificos.Muy al principio de la infeccion, 
los anticuerpos IgM pueden no ser detectables, de modo que la 
prueba debe repetirse 2 semanas despues si la sospecha clmica 
es alta.^^^ 

Virus de la hepatitis C 

El diagnostico de laboratorio de la infeccion por el virus de 
la hepatitis C requiere una combinacion de pruebas serologicas 
y moleculares. La primera generacion de enzimoinmunoanali- 
sis carecia de sensibilidad y especificidad, pero la segunda y la 
tercera generacion presentan mejoras sustanciales con respecto 
a las primeras pruebas. Un panel de expertos ha recomendado 
un criterio para el diagnostico similar al usado para el HIV. La 
evaluacion inicial se hace con un enzimoinmunoanalisis sensi¬ 
ble. Si esta prueba de deteccion sistematica es positiva, el resul- 
tado se confirma mediante un metodo diferente.^ 

La FDA ha aprobado varios inmunoanalisis para uso diag¬ 
nostico: Abbott HCV EIA 2.0® (Abbott Laboratories), Ortho 
HCV version 3.0 Elisa® (Ortho-Clinical Diagnostics, Raritan, 
NJ) y Vitros Anti-HCV Assay® (un ensayo de quimioluminis- 
cencia intensificada; Ortho-Clinical Diagnostics). Los tres 
ensayos usan antigenos recombinantes del HCV’ 


diagnostico es un ensayo de inmunoelectrotransferencia: el 
Chiron RIBA HCV 3.0 SI A® (Chiron, Emeryville, CA). 

Una vez establecido el diagnostico serologico de infeccion 
por el virus de la hepatitis C, se necesitan herramientas mole¬ 
culares para la caracterizacion completa de la infeccion. 

Parvovirus 

La infecciones por parvovirus en los nihos suelen ser transi- 
torias y no requieren apoyo del laboratorio para su diagnostico. 
La mayor preocupacion son los pacientes inmunosuprimidos, 
los que padecen drepanocitosis y las mujeres embarazadas. Se 
han creado enzimoinmunoanalisis, pruebas de inmunolectro- 
transferencia y radioinmunoanalisis.'*’ La determinacion de 
IgG es suficiente para determinar el nivel inmunitario de una 
mujer embarazada que ha estado expuesta al virus; la determi¬ 
nacion de IgM es necesaria para demostrar infeccion aguda. Si 
se teme o se sospecha hidropesia fetal, los enfoques serologico 
y virologico se complementan.”^ 

Virus del herpes simple 

El diagnostico serologico de infeccion por el virus del her¬ 
pes simple no ha sido de utilidad debido a la alta prevalencia de 
anticuerpos contra el herpes simple tipo 1 desde edades tem- 
pranas y la incapacidad de los equipos comerciales de diferen- 
ciar ambos serotipos. 

El antigeno de la glucoprotema G del virus del herpes sim¬ 
ple induce la formacion de anticuerpos especificos; en la actua- 
lidad existen equipos comerciales de enzimoinmunoanalisis y 
de inmunoelectrotransferencia para deteccion de IgG. Estas 
pruebas proporcionan una forma conveniente de demostrar el 
nivel inmunitario de las mujeres embarazadas y (probando 
muestras de periodo agudo y convaleciente) infeccion reciente 
en pacientes inmunosuprimidos y mujeres embarazadas. 
Aunque se han planteado dudas acerca del momento de la sero¬ 
conversion, uno de los equipos comerciales, que usa la protei- 
na gG, dio resultados similares a un procedimiento de inmuno¬ 
electrotransferencia de referencia.^^ 

Cuando se prueban en infecciones genitales demostradas por 
cultivo, los ensayos serologicos especificos para tipo tienen 
buena especificidad y sensibilidad.^^ Tambien se dispone de 
pruebas para el virus tipo 1, aunque la urgencia diagnostica es 
menor que para el virus tipo 2."^^^ 

Potencialmente, el uso principal de estas pruebas serologicas 
es definir el riesgo de una primoinfeccion herpetica que se pre- 
senta en una mujer embarazada cerca del termino, cuando puede 
transmitirla al recien nacido. El mayor riesgo existe en una mujer 
que carece de anticuerpos (que no ha estado previamente 
infectada) y tiene una pareja seropositiva. En esta situacion es 
indispensable evitar la primoinfeccion. Debe hacerse notar que 
la eliminacion recurrente de virus no es infrecuente en mujeres 
seropositivas,‘*^^ aunque el riesgo para el recien nacido es menor 
en las infecciones recurrentes que en la primoinfeccion. 

Virus de la varicela-zoster 

El papel de la serologia en el diagnostico de las infecciones 
por el VZV es la determinacion del nivel inmunitario del 
paciente o del personal de atencion medica. La prueba de aglu¬ 
tinacion del latex es comparable con la prueba de fluorescen- 
cia^283,467 y gg sensible que los enzimoinmunoanalisis.**^’ Sin 
embargo, estos liltimos han dado resultados satisfactorios.'^^ 
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Citomegalovirus 

La serologia es de importancia secundaria en el diagnostico 
de infeccion y enfermedad por citomegalovirus. 

No obstante, tiene un papel importante en la evaluacion de 
riesgo de receptores de trasplantes. La infeccion por citomega¬ 
lovirus, que a menudo es asintomatica, puede acompanarse por 
la presencia de DNA en sangre periferica durante muchos 
meses despues de la primoinfeccion, aun cuando existe una 
vigorosa respuesta de anticuerpos.^^^ El recrudecimiento de es- 
te virus latente puede acompanarse por una respuesta de IgM, 
de modo que este marcador tradicional de primoinfeccion 
queda eliminado en esta situacion.^^^ Los problemas con la 
deteccion valida de anticuerpos IgM complican el cuadro. En 
un cuidadoso estudio de enfermedad intrauterina causada por 
CMV, solo el 10% de las mujeres con anticuerpos IgM, deter- 
minados por un enzimoinmunoanalisis, dieron a luz a un nino 
infectado congenitamente.^^ Sin embargo, cuando la presencia 
de anticuerpos IgM se confirmo mediante una prueba de inmu- 
noelectrotransferencia especifica^^^ el riesgo fue similar al de 
una infeccion demostrada durante el primer trimestre. 

El mayor riesgo de desarrollo de una infeccion grave por 
CMV se presenta en un trasplante de organos de un dador sero¬ 
positive a un receptor seronegativeSiempre que sea posible 
debe evitarse esta combinacion. 

Virus del Nile Occidental 

Como sucede con otros flavivirus, el virus del Nile 
Occidental no crece con facilidad en los cultivos celulares que 
se usan en la mayoria de los laboratories de virologia. El diag¬ 
nostico de esta infeccion se hace por serologia y, todavia en 
menor medida, por tecnicas moleculares. La enfermedad clmi- 
ca es principalmente una encefalitis, de manera que la muestra 
preferida es el LCR. Pueden detectarse en forma fiable anti¬ 
cuerpos IgG e IgM en suero y LCR."^^^ La presencia de anticuer¬ 
pos IgM especificos demuestra la infeccion. Al principle se 
supuso que el brote inicial era encefalitis de San Luis, ya que 
estos dos flavivirus comparten antigenos. Por lo tan to, las prue- 
bas positivas para anticuerpos deben confirmarse con un segun- 
do metodo. Hasta que no se adquiera mas experiencia, se ha 
sugerido que la validacion continua de las pruebas es un curso 
de accion prudente.^^^ 

Rubeola 

La prueba tradicional para evaluar la in muni dad contra la 
rubeola es la inhibicion de la hemaglutinacion, pero ha side 
reemplazada en la mayoria de los laboratories por pruebas mas 
convenientes, en particular enzimoinmunoanalisis.^^*^ Estas 
pruebas funcionan bien para determinar el nivel inmunitario. 
Para el diagnostico de infecciones congenitas, es necesaria la 
determinacion de anticuerpos IgM con un metodo validado en 
forma rigurosa. 

Coronavirus del SRAG 

Los anticuerpos contra el coronavirus del SRAG pueden 
detectarse en mas del 90% de los pacientes con enfermedad cli- 
nica evidente, mediante una tecnica de inmunofluorescencia 
indirecta.®** Un muy pequeno porcentaje de pacientes sin enfer¬ 
medad evidente tambien muestran seroconversion. En este 
momento, el diagnostico serologico parece ser el metodo mas 
sensible para diagnosticar la infeccion. 


Anticuerpos IgM 

En general, los anticuerpos IgM aparecen antes que los IgG 
despues de una infeccion aguda y son transitorios. Ademas, la 
IgM no atraviesa la placenta, de modo que la demostracion de 
estos anticuerpos en un recien nacido indica una infeccion con¬ 
genita o perinatal, y no la transferencia pasiva de anticuerpos 
de la madre. 

Por lo tan to, la demostracion de anticuerpos IgM contra 
cualquier antigeno sugiere una infeccion reciente. La prueba 
debe utilizarse solo en los laboratorios en los que los resultados 
han sido controlados con cuidado, ya que existen varios incon- 
venientes teoricos y practices que pueden conducir a interpre- 
taciones erroneas. Lo mas importante es que muchas veces las 
decisiones clmicas criticas dependen de un resultado exacto. 

Es importantisimo que el procedimiento para la deteccion de 
la clase IgM sea demostrablemente especifico. La presencia 
de anticuerpos IgM suele realizarse por demostracion de la dis- 
minucion de los titulos de anticuerpos despues de eliminar la 
IgM, por demostracion de la actividad residual despues de eli¬ 
minar la IgG, por la utilizacion de antiglobulinas especificas 
antiIgM o por una combinacion de estos procedimientos. 

Si se utiliza un anticuerpo anti-IgM para determinar que una 
infeccion es aguda, debe demostrarse la especificidad de esta 
antiglobulina. Los resultados negativos falsos pueden deberse a 
la presencia de muy altos niveles de IgG, que pueden bloquear 
los sitios que podrian haber reaccionado con la IgM. Los resul¬ 
tados positivos falsos pueden encontrarse cuando existen en el 
suero del paciente antiglobulinas como el factor reumatoideo. 
Si un suero reacciona con varios antigenos (p. ej., rubeola, 
CMV, virus del herpes simple y Toxoplasma gondii) debe sos- 
pecharse la presencia de una antiglobulina. 

Por ultimo, aunque los anticuerpos IgM en suero son en 
general transitorios, se han demostrado casos en los cuales han 
persist!do durante meses e incluso anos. Ademas, ahora se sabe 
que puede detectarse IgM cuando se reactivan ciertas infeccio¬ 
nes latentes.^^^ 

Procedimientos seroldgicos diversos 

Existe una gran variedad de procedimientos que pueden uti¬ 
lizarse para el diagnostico serologico de las infecciones virales 
(cuadro 23-26). Los enzimoinmunoanalisis y las pruebas de 
inmunofluorescencia se utilizan cada vez con mayor frecuencia 
en los laboratorios clmicos; muchas de estas pruebas se comer- 
cializan en forma de equipos. 

Diagnostico de otras infecciones virales 

El diagnostico de algunas infecciones virales esta mas alia 
del alcance de la mayoria de los laboratorios de hospital, por- 
que las infecciones son raras o exoticas, los agentes etiologicos 
son peligrosos o es necesario disponer de instalaciones espe- 
ciales para el diagnostico. Las pruebas para rabia, para infec¬ 
ciones causadas por arbovirus y para fiebres hemorragicas vira¬ 
les se realizan casi siempre en laboratorios de referencia como 
los instalados en los departamentos sanitarios estatales o en los 
CDC de los Estados Unidos. 

Pruebas de sensibilidad a los antivirales 

La resistencia a los antivirales es un hecho lamentable, aun¬ 
que todavia no ha alcanzado proporciones epidemicas. La eva¬ 
luacion de pacientes en los cuales fracasa el tratamiento antivi- 



1346 CAPITULO 23 DIagnostico de infecciones causadas por virus, Chlamydia, /7/(;Jlraff5/ay microorganismos relacionados 


Cuadro 23-26 Diagnostico serologico de las infecciones virales 


VIRUS 

PRUEBAS REALIZADAS HABITUALMENTE 

COMENTARIOS 

Infecciones respiratorias 

Influenza A y B 

FC, IHA. EIA 

IHA usada para el antigeno especffico de cepa 

Parainfluenza 

FC, IHA, EIA 


Sincitial respiratorio 

IF, EIA, IB 


Adenovirus 

FC, IHA, EIA 

Eritrocitos de Macaca mulatta o de rata para la IHA 

Coronavirus 

NT, EIA, IF, IB 

Datos limitados para el virus SARS 

1 Infecciones del sistema nervioso central 


Enterovirus 

NT 

No se hace habitualmente 

Paperas 

FC, IHA, IF, EIA 


Herpes simple 

EIA, IB 

Se requieren reactivos especiTicos de tipo 

Rabia 

Hepatitis 

NT, EIA 

Para nivel de inmunidad 

Hepatitis A 

EIA 


Hepatitis B 

EIA, RIA 

Vease el texto 

Hepatitis C 

EIA, IB 

Prueba de deteccion sistematica seguida por una 
prueba confirmatoria 

Hepatitis D 

EIA, RIA 

Se hace raras veces 

Hepatitis E 

EIA 


Infecciones cutaneas 

Sarampion 

IHA, EIA 


Varicela-zoster 

Infecciones genitales 

EIA, ACIF, FAMA, AL 

Para determinacion de nivel inmunitario 

Herpes simple 

EIA, IB 

Se requieren reactivos especiTicos de tipo 

HIV 

EIA, IB 

Prueba de deteccion sistematica seguida de una prue¬ 
ba confirmatoria 

Otras infecciones 

Citomegalovirus 

EIA, IFA, Aglutinacion pasiva de particulas 

Fundamentalmente para determinacion de nivel 


de latex 

inmunitario 

Rubeola 

IHA, EIA, AL, IB 

IHA es el metodo de referenda 

Epstein-Barr 

FC, IF, EIA 

Vease la explicacion 

Parvovirus 

RIA. EIA 


Herpes humano 6 y 7 

NT, IF, EIA, IB 



ACIF. inmunofliiorescencia anticomplemento; FC\ fijacion del complemento; El A’, enzimoinrminoanalisis; IF: inmunofluorescencia: FAMA: prueba de anticue rpos fluorescentes 
contra antigenos de memhrana: IHA: inhibicion de la hemaglutinacidn; IB: inmunoblot o inmunocromatografia; AL: oglutinacidn de particulas del latex; NT: neutralizacidn (la 
prueba de referenda para la mayoria de los virus, aunque no es necesaria con frecuencia); RIA: radioinmunoandlisis. 


ral contra el HIV es una parte habitual del tratamiento, como ya juntivitis cronica complicada a menudo con ceguera, se asocia 

se explico. La resistencia de otros agentes virales, en particular con las serovariedades A, Bl, B2 y C. El miembro mas nuevo 

los pertenecientes al grupo de los virus herpeticos, es bien del genero. Chlamydia pneumoniae, fue al principio denomi- 

conocida, pero por fortuna, infrecuente. Las pruebas de sensi- nado bacilo TWAR por las iniciales de los dos pacientes en los 

bilidad para aislamientos clmicos estan disponibles en deter- que se aislo la bacteria. Los estudios geneticos demostraron que 

minados laboratorios de referencia."*^^ las tres especies estan intimamente relacionadas.^^® 

Todas las clamidias pueden aislarse en huevos embrionados 
y en cultivos celulares. No debe intentarse el aislamiento de C. 

-;-;-;- psittaci en estos ultimos, a me nos que se cuente con instalacio- 

InfdCCionBS CBUS8d8S por Bspocios do Chlamydia nes estrictas de aislamiento para la proteccion del personal del 

laboratorio. Asimismo, deben tomarse precauciones para evitar 
Las clamidias son patogenos bacterianos intracelulares es- las infecciones adquiridas en el laboratorio si se sospechan 

trictos. Tres especies de Chlamydia causan enfermedad huma- serovariedades que causan el linfogranuloma venereo. 

na. Chlamydia psittaci provoca infecciones respiratorias agu- 

das, por lo general transmitidas por aves infectadas."^^^ Las Chlamydia trachomatis 
infecciones por Chlamydia trachomatis, que tiene 15 variantes 

serologicas (serovariedades) son mucho mas frecuentes."^^^ Las CARACTERISTICAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGIA 

serovariedades LL L2 y L3 producen una enfermedad de trans- La conjuntivitis de inclusion (una infeccion que difiere del 

mision sexual: el linfogranuloma venereo. El tracoma, una con- tracoma por la ausencia de cicatriz de la cornea), la neumonia 
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en los recien nacidos y las infecciones transmitidas sexualmen- 
te en los adultos, todas las cuales estan causadas por las serova- 
riedades D a K, son las enfermedades producidas por clamidias 
de mayor importancia para los laboratorios diagnostic os. Las 
infecciones transmitidas sexualmente son la uretritis, la cervici¬ 
tis mucopurulenta y la salpingitis. Estas infecciones y las infec¬ 
ciones del recien nacido estan, de hecho, relacionadas en forma 
directa. Schachter y cols, realizaron el seguiraiento de 131 
recien nacidos de madres de cuyo cuello uterino se habia culti- 
vado C. trachomatis El 18% de los ninos desarrollaron con- 
juvitis de inclusion confirmada por cultivos y el 16% present© 
neumonia neonatal por clamidias. 

OBTENCION DE MUESTRAS 

Las muestras cervicales y oculares se obtienen en forma 
optima por raspado de la mucosa. Los hisopos son faciles de 
conseguir y son minimamente traumaticos, Deben evitarse los 
hisopos de madera y los fabricados con alginato de calcio; 
algunos hisopos de algodon han sido toxicos para Chlamydia; 
se prefiere el dacron o el rayon.Las muestras uretrales y 
nasofarmgeas pueden obtenerse con un hisopo fmo hecho 
sobre un alambre flexible. El hisopo debe insertarse hasta 3 a 5 
cm dentro de la uretra. El semen y las secreciones uretrales 
purulentas no se consideran muestras adecuadas para cultivo.^^^ 
C. trachomatis puede detectarse en muestras de la primera 
orina de la manana con tecnicas de amplificacion, como se 
explica mas adelante. 

Las muestras cervicales se recogen del endocervix despues 
de una eliminacion cuidadosa del moco. La tasa de aislamien- 
to aumenta si los hisopos uretral y cervical se colocan en el 
mismo frasco de transporte. 

AISLAMIENTO DE CHLAMYDIA TRACHOMATISIW CULTIVOS 
CELULARES 

Aunque las clamidias son bacterias, son patogenos intrace- 
lulares estrictos. Los metodos para el aislamiento en cultivo son 
similares a los que se emplean en los laboratorios de virologia. 
Sin embargo, es esencial que los cuerpos elementales infeccio- 
sos de las clamidias se centrifuguen sobre la monocapa en un 
frasco ampolla (vease fig. 23-9). El aislamiento de las bacterias 
se optimiza si se alcanza una fuerza centrifuga de 3 000 g duran¬ 
te 60 minutos."^^^ Para los cultivos se utilizan celulas que han 
sido irradiadas o tratadas con un inhibidor metabolico. Las 
celulas de McCoy tratadas con cicloheximida son la Imea celu- 
iar mas utilizada;^^^ se agrega cicloheximida (1 pg/mL) a los 
medios de cultivo celulares que se utilizan despues de la infec- 
cion de la monocapa. El polibreno, un polication utilizado para 
aumentar la infecciosidad de los retrovirus, tambien aumenta la 
cantidad de inclusiones de clamidias y la tasa de aislamientos 
en materiales clmicos."^^^ Sabet y cols, utilizaron con exito celu¬ 
las HeLa 229 que habian sido tratadas con DEAE-dextrano y 
cicloheximida para el aislamiento de C trachomatis Se ha 
informado que las celulas de mono verde Buffalo son superio- 
res a las celulas de McCoy. 

Los cuerpos de inclusion de C. trachomatis contienen glu- 
cogeno, que puede colorearse con yodo. Despues de una incu- 
bacion durante 48 a 72 horas, los cubreobjetos se extraen y se 
tinen con yodo o, para una sensibilidad algo mayor, con anti- 
cuerpos monoclonales marcados con fluorescema'^^^ (vease 
lamina en color 23-2C). Se dispone de anticuerpos monoclona¬ 
les especificos de especie dirigidos contra las protemas de 
membrana externa y de anticuerpos especificos de genero diri¬ 


gidos contra el lipopolisacarido. Las inclusiones de clamidias 
son estructuras citoplasmaticas bien definidas. Si el cultivo es 
negativo despues de un unico pasaje, se puede lograr una 
mayor de manera considerable. 

Se describieron micrometodos para el cultivo en los que se 
siembran microplacas de 96 cubetas con celulas de McCoy, ya 
sea antes o en el moment© de la siembra con las muestras cH- 
nicas.'^^^*'^^* Las cubetas se examinan con el microscopio des¬ 
pues de la tincion con yodo o antisuero conjugado con fluores- 
ceina. Las microplacas son much© mas economicas que los 
frascos ampolla individuales y diferentes investigadores han 
encontrado que presentan una sensibilidad equivalente.^^’ Sin 
embargo, otros investigadores consideran menos sensible el 
micrometodo que los cultivos convencionales.^^^ Gran peirte de 
los argumentos acerca de si los subcultivos a ciegas aumentan 
el aislamiento de Chlamydia derivan probablemente de la 
variacion de protocolos de los cultivos primarios.^^^ En general, 
hay poco rendimiento de los subcultivos a ciegas si se siembran 
envases con una gran superficie y se utilizan anticuerpos mono¬ 
clonales para detectar las inclusiones. Los micrometodos dan 
mejores resultados que los subcultivos de rutina. 

DETECCION DIRECTA DE CHLAMYDIA TRACHDMATIS 
EN MUESTRAS CLINICAS 

Deteccion morfologica de inclusiones. Si hay gran cantidad de 
cuerpos de inclusion de clamidias, el diagnostic© puede esta- 
blecerse con facilidad por los metodos de coloracion de frotis 
de Giemsa o de Gimenez. Se prefiere la coloracion de 
Gimenez, que contiene fucsina fenicada, porque se colorean 
bien las inclusiones, pero casi siempre esta mas al alcance la 
coloracion de Giemsa. Las inclusiones, que se ubican en el 
citoplasma de las celulas epiteliales, a menudo tienen una loca- 
lizacion perinuclear y deben diferenciarse de los artefactos, 
como los nucleos fragmentados (vease lamina en color 23-2A). 
La frecuencia con la que se detectan inclusiones en los frotis es 
maxima en la conjuntivitis neonatal, mas baja en la conjuntivi- 
tis de inclusion del adulto y en el tracoma, y minima en las ure¬ 
tritis y cervicitis, en los que rara vez se las encuentra. En la 
practica casi nunca se intenta la visualizacion directa. 

Deteccion de antfgenos. Los procedimientos iniciales de diag¬ 
nostic© de laboratorio diferentes del cultivo fueron la inmu- 
nofluorescencia directa (vease lamina en color 23-2B) y, con 
posterioridad, los enzimoinmunoanalisis. Aunque aun se dis¬ 
pone de productos comerciales para algunas de estas pruebas 
han sido sustituidos por los metodos moleculares. Los lecto- 
res interesados pueden consultar la edicion anterior de este 
libro. 

Deteccion de acidos nucleicos. La primera prueba molecular co- 
mercial aplicada a C. trachomatis fue una sonda de DNA diri- 
gida contra rRNA (Pace 2 System Assays®, Gen-Probe, San 
Diego, CA). La sensibilidad de la prueba oscilo entre el 80% y 
el 95%, segiin la poblacion de pacientes estudiados, el origen 
de la muestra, la version de la prueba evaluada y el metodo de 
referenda aplicado. 

La segunda generacion de pruebas moleculares son las prue¬ 
bas de amplificacion de varios tipos. La mayoria de los estu- 
dios comparativos han evaluado ya sea ensayos de hibridacion 
(o ensayos de antfgenos) o ensayos de amplificacion en com- 
paracion con el cultivo. La evidencia acumulada sugiere que 
los ensayos de amplificacion son el metodo mas sensible, pero 
la conclusion se obtuvo por via indirecta. Sin embargo, en un 
estudio que comparo los tres metodos nuevamente los ensayos 
de amplificacion fueron mas sensibles que sus competidores.^^® 




1348 CAPUULO 23 Diagnostico de infecciones causadas por virus, Chlamydia, Rickettsia y microorganismos relacionados 


Las pruebas moleculares empleadas con mayor frecuencia 
en este momento son la reaccion en cadena de la polimerasa 
(Amplicor CT/NG Test® y Cobas Amplicor Chlamydia tracho¬ 
matis [CT]/Neisseria gonorrhoeae [NG] Test®; Roche Diag¬ 
nostics),la amplificacion por desplazamiento de hebra (prue¬ 
bas BD ProbeTec CT® y CT/GC®; BD Diagnostics),la 
amplificacion mediada por transcripcion (prueba Gen-Probe 
Aptima Combo 2®; Gen-Probe)y el metodo de captura hibri- 
da (prueba Hybrid Capture 2 CT/NG DNA®; Digene).Un 
producto, que usaba la reaccion de ligasa en cadena, ha sido 
retirado del mercado. 

Los diversos metodos de amplificacion parecen funcionar en 
forma similar. Todos son mas sensibles que otros metodos, 
pero tambien son mas costosos. El precio parece ser el princi¬ 
pal factor que ha impedido que los laboratorios adopten un 
metodo que es claramente el mas sensible de los enfoques diag- 
nosticos.^^ Ademas de su sensibilidad, los metodos de amplifi¬ 
cacion tambien son convenientes. Pueden aplicarse a muestras 
de orina, que es una altemativa mas aceptable para los hombres 
y para las mujeres que no requieren un examen pelviano por 
otras razones. Los estudios de investigacion han demostrado la 
aceptabilidad de los hisopos vaginales obtenidos por la misma 
paciente,'*^^ por lo que este puede ser un metodo de obtencion 
aceptado en el futuro. En general, las muestras de endocervix 
son apenas mas sensibles que las de orina en las mujeres, pero 
esta ultima es mas sensible que los hisopados uretrales en los 
varones asintomaticos,^^^ 

Tambien existen diferencias entre las pruebas. Aunque este 
no es un problema para C. trachomatis, se han demostrado 
reacciones cruzadas entre N. gonorrhoeae y las especies 
comensales de Neisseria con pruebas que usan la reaccion en 
cadena de la polimerasa y el desplazamiento de hebra,^^^ lo que 
llevo a un grupo de investigadores a recomendar que los resul- 
tados positivos sean confirm ados.Las reacciones cruzadas 
no se han demostrado con el metodo de amplificacion mediada 
por transcripcion. 

Cabe hacer notar que la mayoria de las autoridades en el 
tema consideran presuntivas todas las pruebas de deteccion sis- 
tematica positivas,^^^ y que requieren confirmacion, a menos 
que la especificidad sea absoluta (criterio que solo cumple el 
cultivo). El tema es mas candente para N. gonorrhoeae que 
para C. trachomatis debido a la menor prevalencia de la pri- 
mera. La mayoria de las pruebas para C. trachomatis se efec- 
tuan en ausencia de smtomas clmicos y, por lo tanto, son prue¬ 
bas de deteccion sistematica. El director de cada laboratorio 
debe tomar la decision. Si por consideraciones economicas la 
repeticion confirmatoria de pruebas no puede generalizarse, 
la repeticion esta indicada cada vez que hay a alguna duda cli- 
nica acerca de la validez del resultado. La complejidad del 
tema ha sido revisada con cuidado por un panel de expertos.^^^ 
Por ejemplo, si la prueba se repite, ^^debe usarse un metodo 
diferente? <^Una segunda muestra? Si los dos resultados difie- 
ren, ^cual es el correcto? 

Un problema importante de las pruebas de amplificacion es 
la presencia de inhibidores de la amplificacion en las muestras 
clinicas. Algunos productos comerciales ofrecen un control de 
amplificacion, pero no lo requieren de modo especiTico. Si una 
sustancia normalmente presente en la muestra (p. ej., p-globina) 
no es amplificada, un resultado negativo debe considerarse sos- 
pechoso. Lamentablemente, el costo de la prueba aumenta con 
este procedimiento. La amplificacion mediada por transcripcion 
no parece afectarse por los inhibidores.^^ Al menos en un estu- 
dio, los resultados obtenidos por el metodo de desplazamiento 
de hebra no se vieron afectados cuando se uso un control de 


amplificacion.'^*® El tema no es solo academico, debido a que la 
sensibilidad de la prueba aumenta probando mayores volume- 
nes de orina, lo que no es sorprendente (aumentan los inhibido¬ 
res si es que afectan los resultados de la prueba).^^^ 

Un enfoque frecuente de la citologia endocervical es el uso 
de un medio liquido de recoleccion. Esta muestra tambien puede 
usarse para la deteccion de virus del papiloma y es tambien 
de utilidad para la amplificacion de DNA de C. trachomatis}^ 

DIAGNOSTICO SEROLOGICO 

Los anticuerpos contra C. psittaci y las serovariedades de C. 
trachomatis pueden detectarse por pruebas de fijacion del com- 
plemento. Una prueba de microinmunofluorescencia para anti¬ 
cuerpos contra C. trachomatis es mas sensible para el diagnostico 
de infecciones por linfogranuloma venereo y puede tambien uti- 
lizarse para demostrar infecciones por otras serovariedades.^^ 
Esta prueba es menos comun y deben probarse multiples antige- 
nos. Es de maxima utilidad para estudios seroepidemiologicos 
de poblaciones con alto riesgo de infecciones por clamidias.^^^ 

OTROS METODOS DE DIAGNOSTICO 

La deteccion citologica de Chlamydia no suele considerarse 
fiable. Sin embargo, Kiviat y cols, han informado un patron 
citologico inflamatorio que sugiere con firmeza la presencia de 
infeccion por clamidias.^*^ Cuando habia presencia de linfoci- 
tos “transparentes” y una cantidad aumentada de histiocitos, se 
aislo C. trachomatis en el 53% de los pacientes; en ausencia de 
esos hallazgos, C. trachomatis se aislo solo en el 4% de los 
pacientes. Si se observan estas caracteristicas en un frotis cer¬ 
vical, debe considerarse la posibilidad de realizar pruebas espe- 
cificas para clamidias. 

Se dispone de pruebas para realizar a la cabecera del pacien- 
te, con menos requerimientos. Son menos sensibles y mas caras 
que las que se efectiian en el laboratorio.^^^ 

DIAGNOSTICO DE ABUSO SEXUAL 

Entre los aspectos menos atractivos de las infecciones por 
Chlamydia se encuentra la aparicion del microorganismo en los 
ninos que han sufrido abuso sexual.**" La prueba de eleccion 
para la investigacion de sospecha de abuso sexual o para otros 
fines legales es el cultivo.^^^ 

Chlamydia psittaci 

Chlamydia psittaci es el agente etiologico de la psitacosis u 
omitosis. La fuente de la infeccion es una variedad de aves, en 
especial las especies de psitacidos, como los loros.^*" En 
Carolina del Norte ocurrio un brote de psitacosis en una planta 
de procesamiento de pavos.^^ En el huesped natural pueden 
afectarse multiples sistemas organicos. En el ser humano, el 
bianco de la infeccion primaria es el pulmon."^^ La neumonia 
resultante suele ser subaguda o cronica, aunque puede mani- 
festarse una infeccion leve asintomatica,^^^ o una infeccion 
aguda fulminante.^* C. psittaci tambien causa endocarditis con 
cultivos negativos.''’®^ 

El diagnostico de psitacosis suele llevarse a cabo por serolo- 
gia. La prueba tradicional era la fijacion del complemento, pero 
la de microinmunofluorescencia se ha transformado en la prue¬ 
ba serologica de referenda para esta infeccion.Se detectaron 
anticuerpos fijadores de complemento para C. psittaci en 36 de 
78 sueros (46%) enviados para serologia para clamidias.^^" 
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Otros 12 sueros (15%) fueron positives por microinmunofluo- 
rescencia y 9 sueros mas tenian anticuerpos contra C pneumo¬ 
niae por microinmunofluorescencia. 

El microorganismo puede aislarse en cultivos celulares utili- 
zando los metodos ideados para C trachomatis, pero este agen- 
le tiene mayor potencial para causar infecciones de laboratorio, 
de modo que deben tomarse mas precauciones con las mues- 
tras. Se necesitan antisueros especiTicos de especie para la 
identificacion definitiva de los aislamientos. Si la monocapa 
reacciona con anticuerpos contra el lipopolisacarido, pero no 
contra la protema de la membrana externa de C trachomatis, 
sugiere que hay otra especie de Chlamydia presente. Se ha 
informado la identificacion presuntiva de C psittaci directa- 
mente en secreciones respiratorias utilizando antisueros para 
lipopolisacaridos de clamidias.^^® Se ha utilizado la PCR para 
identificar el microorganismo directamente en muestras clmi- 
cas^^° y despues del aislamiento en cultivo.*^® 

Chlamydia pneumoniae 

Chlamydia pneumoniae fue al principio aislada en pacientes 
con infecciones respiratorias y se denomino TWAR, por el 
nombre de los pacientes de los que provenia. Causa enferme- 
dad respiratoria baja esporadica y epidemica caracterizada 
como una neumoma atipica.*^^ Se ha calculado que el 10% de 
las neumonias de todo el mundo son originadas por este micro¬ 
organismo,pero la mayoria de las infecciones no requieren 
hospitalizacion. La infeccion asintomatica ocurre en el 2% al 
5% de los individuos. C. pneumoniae fue detectada por cultivo 
o por PCR en la nasofaringe de 2 de 104 (1,9%) adultos asin- 
tomaticos.^^^ La prevalencia de anticuerpos contra C pneumo¬ 
niae en esta poblacion fue del 82%. 

La primoinfeccion tiene lugar en ninos y adultos jovenes, 
pero la inmunidad no es permanente y son frecuentes las rein- 
fecciones en los adultos.^^^ El comienzo de la neumonia a 
menudo es insidioso, sin esputo purulento ni leucocitosis. La 
radiografia de torax varia de normal hasta un compromiso 
amplio y no hay caracteristicas diagnosticas. En la infeccion 
primaria, el patron mas comun es el infiltrado alveolar unilate¬ 
ral.Pueden ocurrir infecciones pulmonares cronicas y los 
pacientes pueden tener sintomas durante semanas o meses.^*’ 

Chlamydia pneumoniae es una causa de faringitis por si sola 
y combinada con otros agentes^^^ y puede ser una causa de 
endocarditis con cultivos negativos.*^^ Multiples estudios han 
demostrado una asociacion entre C. pneumoniae y la ateroscle- 
rosis, con enfermedad coronaria o sin ella.^^® El microorganis¬ 
mo ha sido demostrado en repetidas ocasiones en las lesiones 
anatomopatologicas. Sin embargo, la causalidad de la asocia¬ 
cion sigue siendo motivo de discusion y de mas investigacion.’^® 

Chlamydia pneumoniae puede cultivarse en el laboratorio 
utilizando celulas HeLa 229 con dextrano, celulas HLJ^ celu- 
las HEp-2^*® o celulas NCI-H292.^‘®’^^^ Si se utilizan las celu¬ 
las HL o celulas 292, puede no ser necesario tratar las monoca- 
pas o realizar un pasaje ciego.-^^^ El medio mmimo esencial de 
Eagle o el glutamato-sacarosa fosfato, con el agregado de una 
fuente proteica, como el suero fetal bovino, como se utiliza para 
los virus y para C. trachomatis, son medios de transporte ilti- 
les.^*^ Las cepas de C. pneumoniae adaptadas al laboratorio son 
bastante estables, pero las cepas silvestres son mas labiles y no 
sobreviven bien mas de algunas horas, aun a 4 ""C. Las muestras 
deben ser congeladas, de preferencia a -70 ®C, si no pueden 
procesarse el dia de la recoleccion. Se dispone de antisueros 
monoclonales marcados con fluorescema para la deteccion e 
identificacion de aislamientos en cultivos.Los cultivos se 


incuban durante 72 horas. Se ha informado que la incubacion en 
un medio sin suero aumenta la infecciosidad de las cepas adap¬ 
tadas al laboratorio para las celulas HL de 10 a 50 veces y la can- 
tidad de inclusiones producidas por una cepa silvestre.^^^ 

El diagnostico de laboratorio de las infecciones causadas por 
C pneumoniae se complica por la dificultad de su cultivo y por 
la inexistencia de un metodo de referenda fiable alternative. La 
mayoria de las infecciones se diagnostican en forma serologi- 
ca. La serologia puede ser mas complicada de lo que se cree en 
la actualidad. La variacion antigenica entre aislamientos fue lo 
suficientemente grande en un estudio como para que los 
pacientes produjeran anticuerpos dosables solo contra sus pro- 
pios aislamientos.^^ La prueba de referencia es la microinmu¬ 
nofluorescencia. Se han creado enzimoinmunoanalisis, pero su 
rendimiento es variable.Se recomienda la demostracion de 
seroconversion haciendo pruebas en suero de fase aguda y con- 
valeciente^^^ y representa el metodo serologico mas reproduci¬ 
ble entre diferentes laboratorios.^^* La reproducibilidad de las 
determinaciones de IgM entre laboratorios trabajando en cola- 
boracion fue muy variable. 

Se han desarrollado metodos de amplificacion molecular 
para la deteccion de C. pneumoniae en muestras respiratorias 
debido a las dificultades inherentes a los enfoques de cultivo y 
serologicos. En este momento, la falta de estandarizacion limi- 
ta la utilidad de estas pruebas potencialmente importantes.^^ Es 
lamentable que menos del 25% de las pruebas de PCR cumplan 
los criterios de validacion sugeridos por un panel de expertos.*^^ 


Infecciones por Coxieila, Ehrlichia 

/Anaplasma 

El orden Rickettsiales incluye las familias Rickettsiaceae y 
Anaplasmataceat}^^ El genero mas numeroso e importante es 
Rickettsia. Rickettsia tsutsugamushi ha sido reclasificada como 
Orientia tsutsugamushi. Estos microorganismos se encuentran 
dentro del subgrupo alfa-I de Proteobacteria. Coxieila, antes 
clasificada dentro del orden Rickettsiales, se encuentra ahora 
mas relacionada con Legionella y Francisella, miembros del 
subgrupo gamma de Proteobacteria. El diagnostico de labo¬ 
ratorio de las infecciones causadas por rickettsias y la identifi¬ 
cacion de rickettsias en garrapatas han sido analizados por La 
Scola y Raoult.^^' Un siglo despues del reconocimiento de 
estos agentes infecciosos, David Walker describio los origenes 
del campo de la rickettsiologia y la vida de Howard Ricketts, 
que finalmente sucumbio al tifus en la ciudad de Mexico.^®^ 

Rickettsia y Coxieila 

CARACTERISTICAS CLINICAS Y EPIDEMIOLOGIA 

Las especies de Rickettsia infectan las celulas del endotelio 
vascular. Las manifestaciones clmicas de la infeccion son en 
consecuencia preoteiformes y pueden reflejar el daho de cual- 
quier sistema organico. La piel, los pulmones y el cerebro son 
los comprometidos por los sintomas con mayor frecuencia. El 
genero Rickettsia puede dividirse en los grupos del tifus, de la 
fiebre fluvial japonesa y de la fiebre manchada (cuadro 23-27). 
El agente de la fiebre Q, Coxieila burnetii, es tambien un pato- 
geno intracelular estricto. El principal medio de transmision de 
las infecciones por rickettsias es la picadura de un artropodo 
infectado, con la excepcion de C. burnetii, que tambien puede 
transmitirse a traves de leche infectada o de aerosoles. 

El tifus epidemico ha sido uno de los grandes flagelos de la 
humanidad, que aparecia durante los periodos de hacinamiento 
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Cuadro 23-27 infecciones causadas por Rickettsias 


ENFERMEDAD 

ESPECIE 

INSECTO VECTOR 

Grupo del tifus 

Tifus epidemico'* 

Rickettsia prowazekii 

Piojo del hombre 

Tifus murino" 

R. typhi 

Pulga 

Tifus recurrente (enfermedad de Brill-Zinsser)" 

R. prowazekii 


Grupo de las fiebres manchadas 

Fiebre manchada de las Montanas Rocosas" 

R. ricketlsii 

Especies de Dermacentor 

Fiebre manchada del Mediterraneo (fiebre botonosa) 

R. conorii 

Especies de Haemaphysalis 

Tifus por garrapatas de Siberia 

R. sibirica 

Especies de Haemaphysalis, Especies de Dermacentor 

Tifus por garrapatas de Queensland 

R. australis 

Ixodes holocyclus, Ixodes tasmanii 

Tifus por garrapatas israeli 

Rickettsia del tifus por garrapatas israeli 

Especies de Rhipicephalus 

Fiebre manchada japonesa (oriental) 

R. japonica 

Haemaphysalis longicornis; Dermacentor taiwanensis 

Fiebre manchada de la Isla Flinders 

R. honei 

Aponomma hydrosauri 

Fiebre de Astracan 

Rickettsia de la fiebre de Astracan 

Especies de Rhipicephalus 

Fiebre por picadura de garrapatas africana 

R. africae 

Especies de Amblyomma 

Pox rickettsial" 

R. akari 

Allodermanyssus sanguineus (acaro) 

“Tifus por pulgas de gato” 

R. felis 

Ctenocephalides felis (pulga de gato) 

Fiebre manchada innominada 

“R. mongolitomonae” 

Especies de Hyalomma 

Grupo de la fiebre fluvial japonesa {scrub typhus) 

Fiebre fluvial japonesa 

Orientia tsutsugamushi 

Leptotrombidium (larvas de acaros) 

Grupo de la fiebre Q 

Fiebre Q" 

Coxiella burnetii 

Animales parturientos, productos lacteos sin pasteurizar 

" Se encuentra en los Estados Unidos. 

Adaptado de la referenda'’'^. 




e inanicion. R. prowazeckii se ha demostrado en las ardillas 
voladoras en el este de los Estados Unidos^^^ y ha ocurrido una 
pequeha cantidad de infecciones humanas asociadas. Tambien 
se ha registrado un caso de tifus epidemico en el sudoeste.^^^ 

Aunque el tifus epidemico (transmitido por piojos) no es un 
problema grave en los Estados Unidos, hace muy poco, en 
1996-1997, esta enfermedad clasica mato a 6 000 personas 
en Burundi. En los Estados Unidos, el tifus endemico (trans¬ 
mitido por pulgas o murino) ha recibido renovada atencion. En 
la decada de 1990 se identified un foco de tifus murino en el 
sur de California y el sur de Texas. Fue transmitido por la 
pulga del gato y se perpetud en gatos y zarigueyas."^^^ Los 
agentes etioldgicos eran R. typhi clasica"^^^ y un nuevo agente, 
denominado inicialmente Es diffcil la diferencia- 

cidn seroldgica entre ambas rickettsias, de manera que es 
necesario el analisis molecular."^^^ La rickettsia ELB se clasifi- 
ca actualmente como R. felisP-^ Por analsis molecular perte- 
nece al grupo de las fiebres manchadas de las rickettsias, en 
lugar del grupo del tifus. 

En los Estados Unidos, la infeccidn por rickettsias mas 
importante es la fiebre manchada de las Montanas Rocosas, 
causada por R. rickettsii.^^ Esta enfermedad febril multisiste- 
mica suele acompanarse por una erupcidn cutanea que comien- 
za en las extremidades.^®^ La infeccidn esta diseminada por 
todo el pais, siempre que existan las garrapatas vectores (vean- 
se cap. 22 y apendice I). Paraddjicamente, la infeccidn es mas 
comun en los estados del medio oeste y centrales del sur que en 
el oeste y en los estados montanosos.^’^ Infecciones similares, 
causadas por otras especies de rickettsias, se distribuyen en 
todo el mundo (cuadro 23-27).^°^ 


La fiebre fluvial japonesa no es endemica en los Estados 
Unidos. El agente causal se ha reclasificado como Orientia 
tsutsugamushi. La fiebre fluvial japonesa se acompana a menu- 
do por una escara primaria, que se ve solo muy rara vez en la 
fiebre manchada de las Montanas Rocosas. Las escaras prima- 
rias se observan tambien en el rickettsiosis pustulosa, causado 
por Rickettsia akari. La infeccidn se demostrd por primera vez 
en la ciudad de Nueva York y se asocid con la picadura de aca- 
ros hematdfagos. La rickettsiosis pustulosa es una enfermedad 
leve que no se encuentra a menudo, pero que existe en todo el 
mundo. Sigue estando presente en la ciudad de Nueva York.^”^^ 

La fiebre Q suele causar infeccidn asintomatica, enfermedad 
febril indiferenciada, hepatitis granulomatosa o neumonfa ati- 
pica.^'^®'*^^ Puede ser transmitida por la leche, productos de la 
concepcidn o excretas de vacas, ovejas y cabras infectadas. El 
microorganismo se transmite facilmente a los seres humanos 
sensibles y han ocurrido brotes epidemicos en laboratorios 
donde se utilizan ovejas para investigacidn.^®^ Una forma erd- 
nica de infeccidn puede dar por resultado una endocarditis bac- 
teriana subaguda. La erupcidn cutanea es rara en la fiebre Q. 

OBTENCION DE MUESTRAS 

El cultivo de Rickettsia se realiza sdlo en laboratorios de 
referencia. La sangre o los tejidos de biopsia provenientes de 
una lesidn deben ser congelados a -70 ""C. La inmunofluores- 
cencia directa puede realizarse sobre una muestra de biopsia o 
autopsia congeladas o fijadas con formalina. Las infecciones 
por rickettsias se diagnostican casi siempre por serologia, utili- 
zando suero de la etapa aguda y de convalecencia. 
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AISLAMIENTO DE RICKEHSIA Y COXIELLA EN CULTIVO 

Rickettsia y Coxiella pueden aislarse en pequenos animales 
de laboratorio o en huevos embrionados.^®^ Coxiella burnetii ha 
sido aislada en cultivos en frascos ampolla de fibroblastos de 
pulmon de embrion humano en la sangre del 17% de los pa- 
cientes no tratados con fiebre Q aguda y del 53% de los pacien- 
tes no tratados con enfermedad cronica.^^^ Todas estas bacterias 
son altamente infecciosas cuando se forman aerosoles. Han 
sido responsables de muchas infecciones adquiridas en el labo¬ 
ratorio, algunas de las cuales fueron mortales.^^^ El aislamien- 
to de los agentes debe intentarse solo en los laboratorios donde 
la contencion adecuada de la infeccion es posible. Puede culti- 
varse sangre entera o tejidos biopsiados. 

DETECCION DIRECTA DE ANTIGENO Y ACIDOS NUCLEICOS 
EN MUESTRAS CLINICAS 

Los antigenos de Rickettsia rickettsii, el agente etiologico de 
la fiebre manchada de las Montanas Rocosas, pueden detectar- 
se directamente por tincion de cortes de lesiones de piel infec- 
lada utilizando las tecnicas de inmunofluorescencia directa o 
indirecta o enzimoinmunoanalisis.^^^ La sensibilidad del proce- 
dimiento se aproxima al 70% y la especificidad es cercana al 
100%. Habitualmente se toman biopsias de las lesiones pete- 
quiales cutaneas. Es mas probable que las rickettsias esten en 
los vasos sangumeos en el centro de la lesion, de modo que es 
importante asegurarse de que estos vasos se incluyen en los 
cortes. Los antigenos tambien pueden demostrarse en muestras 
incluidas en parafina y fijadas en formalina si el corte se trata 
primero con tripsina para exponer los antigenos.^®*^ Aunque la 
prueba de inmunofluorescencia es de valor para realizar un 
diagnostico precoz de la fiebre manchada de las Montanas 
Rocosas, esta disponible en muy pocos laboratorios. 

Los pacientes con enfermedad mortal por lo general mueren 
antes de desarrollar una respuesta serologica. La identificacion 
de antigenos de rickettsias (y potencialmente de acidos nuclei- 
cos) en tejidos es el unico metodo para hacer un diagnostico 
etiologico especiTico en esta situacion.^^^ 

Se describieron pruebas de amplificacion molecular para 
demostrar la presencia de rickettsias en muestras clmicas, pero 
no son muy accesibles.^"^^’^^^ 

DIAGNOSTICO SEROLOGICO 

La mayoria de los diagnosticos de infecciones por rickettsias 
se realizan por serologia.^^^ En los ultimos anos, la prueba de 
microinmunofluorescencia se ha convertido en la prueba de re¬ 
ferenda. Este procedimiento parece ser el metodo mas sen¬ 
sible y especifico para el diagnostico de infecciones por ric¬ 
kettsias.El grado de reacciones cruzadas entre las especies 
de rickettsias varia de un paciente a otro.^^^ Las reacciones cru¬ 
zadas tienen su maxima intensidad dentro de los subgrupos de 
rickettsias. Puede ser dificil distinguir entre tifus endemico y 
epidemico o entre la fiebre manchada de las Montanas Rocosas 
y la rickettsiosis pustulosa.^^^ Los anticuerpos aparecen a los 7 
a 10 dias despues de la infeccion. Para el diagnostico, es de- 
seable una elevacion de cuatro veces en los anticuerpos sericos, 
aunque un linico titulo de mas de 1:64 es muy sugestivo. 

La prueba de microinmunofluorescencia requiere personal 
bien entrenado y un microscopio de fluorescencia. Las pruebas 
de aglutinacion del latex, que actualmente se comercializan 
para la fiebre manchada de las Montanas Rocosas, son de uso 
mas general. Las pruebas del latex parecen provocar reacciones 
positivas solo durante una infeccion aguda, de modo que una 


unica prueba positiva es diagnostica.^^^ La sensibilidad ha osci- 
lado entre el 70% y el 95%.^^^^*^^ Despues de la infeccion por 
Coxiella burnetii, pueden producirse anticuerpos para las dos 
fases biologicas del microorganismo. Los anticuerpos para la 
fase II se producen primero. Los anticuerpos para la fase I, que 
aparecen semanas o meses mas tarde, pueden alcanzar niveles 
altos en los pacientes con endocarditis por fiebre Q. Si los anti¬ 
cuerpos contra ambas fases de Coxiella son altos en un pacien¬ 
te con endocarditis con cultivos negativos, es probable el diag¬ 
nostico de fiebre Q.278,463 

Historicamente, la prueba diagnostica mas comun para la 
enfermedad causada por rickettsias ha sido la prueba de Weil- 
Felix, en la que se detectan anticuerpos antirrickettsia que reac- 
cionan en forma cruzada con cepas de especies de Proteus. La 
prueba se origino de la observacion casual de que los sueros 
provenientes de pacientes con tifus aglutinaban cepas de 
Proteus vulgaris. A medida que se acumulo experiencia con 
pruebas serologicas inmunologicamente especiTicas se ha hecho 
evidente que la prueba de Weil-Felix no es sensible ni especifi- 
ca .221 273,504 algunas poblaciones, un resultado de una prueba 
de Weil-Felix positive ha sido mas frecuente en quienes no te- 
nian fiebre manchada de las Montanas Rocosas que en quienes 
estaban infectados.^®^ Todos estos hechos son fuertes argumen- 
tos a favor de la relegacion de esta prueba a los archives. 

Especies de Ehrlichia y Anaplasma 

La familia Anaplasmataceae incluye bacterias similares a 
las rickettsias, que pueden infectar a seres humanos y a diver- 
sas especies animales y producir enfermedades como la panci- 
topenia canina tropical y la fiebre equina del Potomac (cuadro 
23 - 28 ).'^ 2 i Sqh parasites intracelulares estrictos y, a semejanza 
de las rickettsias, crecen en el citosol de las celulas infectadas. 


Cuadro 23-28 Algunas Ehrlichia y microorganismos relacio- 
nados con sus enfermedades asociadas'’ 

MICROORGANISMO 

ENFERMEDAD 

HUESPED 

Ehrlichia chajfeensis 

Ehrliquiosis monociti- 
ca humana 

Seres humanos 


Ehrliquiosis monociti- 
ca canina 

Perros 

Ehrlichia ewingii 

“Ehrliquiosis ewingii” 

Seres humanos 


Ehrliquiosis granuloci- 
tica canina 

Perros 

Ehrlichia canis 

Ehrliquiosis monociti- 
ca canina 

Perros 

Anaplasma phagocytophilum 

Anaplasmosis granulo- 
citica humana 

Seres humanos 


Anaplasmosis granulo- 
citica equina 

Caballos 


Anaplasmosis granulo- 
citica canina 

Penos 

Neorickettsia sennetsu 

Fiebre sennetsu 

Humanos 

Neorickettsia risticii 

Fiebre equina del 
Potomac 

Caballos 

Neorickettsia helminotheca 

Enfermedad por enve- 
nenamiento con 

salmon 

Salmon 

“ Cortesia de J. Stephen Dumler. 
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La infeccion humana por Ehrlichia, un fenomeno recien 
reconocido, esta causada por varias especies distintas, dos de 
las cuales son las mas importantes: Ehrlichia chajfeensis, que 
infecta celulas monociticas humanas^ y una segunda especie 
que infecta celulas granulociticas {Anaplasma phagocytophi- 
lum, en su origen designada Ehrlichia granulocitica humana).^® 
Ambas especies se transmiten al ser humano por garrapatas y 
causan una enfermedad febril con leucopenia, trombocitopehia 
y elevacion de los niveles de aminotransferasas sericas.*^"^ 
Ehrliquiosis monocftica humana. La variedad monocitica de ehrli- 
quiosis, causada por Ehrlichia chaffeensis, fue reconocida pri- 
mero. Se distribuye ampliamente por el sudeste, medio oeste y 
lejano oeste de los Estados Lfnidos. En zonas donde las garra¬ 
patas vectores son prevalentes, se observaron seroconversiones 
para Rickettsia rickettsii en el 2,5% y para E. chaffeensis en el 
1,3% del personal militar.”® En el sur de Georgia, la ehrliquio¬ 
sis monocitica humana fue de siete a ocho veces mas prevalen- 
te que la fiebre manchada de las Montanas Rocosas.*^’ El con- 
tacto con garrapatas es un factor de riesgo para contraer ehrli¬ 
quiosis monocitica y fiebre manchada de las Montanas 
Rocosas.^ Ocurrio un brote de ehrliquiosis monocitica en una 
comunidad de jubilados dedicados al golf (comunidad A) que 
lindaba con un area de vida salvaje natural.No se manifesta- 
ron casos en una comunidad vecina con campos de golf (comu¬ 
nidad B) que no estaba rodeada por un area natural. La preva- 
lencia de anticuerpos contra E. chaffeensis en la comunidad A 
fue del 12,5%, en tanto que en la comunidad B fue del 3,3%. En 
la comunidad A se encontraron miles de garrapatas A. america- 
num, pero se hallaron solo tres en la comunidad B. Los factores 
de riesgo para contraer ehrliquiosis son picaduras de garrapatas, 
contacto con formas de vida silvestre, omision del uso de repe- 
lentes de insectos y jugar al golf. Entre los jugadores de golf, los 
que tenian mayor riesgo fueron los hookers y los sheers, que 
recogen constantemente la pelota de terrenos escabrosos. La 
moraleja es que si usted juega al golf en un area rural, debe uti- 
lizar repelente de insectos y simplemente pegarle a la pelota. 

Los smtomas clmicos de la ehrliquiosis monocitica varfan 
desde una enfermedad febril inespecifica hasta una infeccion 
sistemica grave con insuficiencia multiorganica.'^"^ En un 
estudio que incluyo a 237 pacientes infectados, el 60,8% fue 
hospitalizado.*^^ La ehrliquiosis monocitica grave con insufi¬ 
ciencia de multiples sistemas organicos se ha confundido con 
la purpura trombotica trombocitopenica”"^ y con el sindrome de 
shock t6xico.‘^^ En los individuos infectados por el HIV la 
enfermedad es potencialmente mortal. 

Dentro del citoplasma de los monocitos infectados pueden 
verse masas de ehrlichias (morulas; lamina en color 23-2G), 
pero estas estructuras diagnosticas se observan con poca fre- 
cuencia en las infecciones causadas por E. chaffeensisP^'^^^ El 
diagnostico es serologico, por cultivo del agente*^ o por meto- 
dos moleculares7^’*^* 

Anaplasmosis granulocftica humana (antes ehrliquiosis granulocfli- 
ca humana). El segundo microorganismo patogeno principal es 
el agente de la anaplasmosis granulocitica humana (AGH), 
detectado por primera vez en Minnesota y Wisconsin por un 
infectologo que reconocio la similitud de las inclusiones gra¬ 
nulociticas intracelulares con las descritas para la infeccion 
causada por E. chaffeensis El agente de la anaplasmosis 
granulocftica humana aun se ha clasificado como Anaplasma 
phagocytopilunv, se lo considera estrechamente relacionado 
con el agente granulocftico humano, E. phagocytophila y con 
E. equi.AunquQ se describieron variantes,^^^ las cepas de A. 
phagocytophilum muestran un alto grado de uniformidad gene- 
tica en los Estados Unidos.’^^ 


El vector mas importante en los Estados Unidos es Ixodes 
scapularis (veanse caps. 20 y 22 y apendice I), el mismo vec¬ 
tor que transmite la enfermedad de Lyme y la babesiosis.^®"^ La 
duracion del contacto requerida para la transmision de A. pha¬ 
gocytophilum parece ser un poco menor que la necesaria para 
la infeccion por Borrelia burgdorferi pero la dinamica 
exacta de la infeccion no se ha aclarado todavfa. Los pacientes 
de la parte norte del centro de los Estados Unidos parecen 
haber estado infectados, segun los estudios serologicos, por los 
tres agentes patogenos.^'^* No es sorprendente que la distribu- 
cion de la anaplasmosis granulocftica humana se este expan- 
diendo para cubrir la distribucion de la garrapata huesped. En 
la actualidad, se han informado infecciones en varias zonas 
centrales del norte y el este de los Estados Unidos. La AGH 
tambien se ha demostrado en California,asf como en Europa 
y Asia. En algunas partes del pafs, deben incluirse todas las 
enfermedades causadas por Rickettsia y Ehrlichia en el diag¬ 
nostico diferencial de las enfermedades febriles.^^ Se descri¬ 
bieron infecciones dobles por ehrlichias y rickettsias."^^ Por lo 
tanto, puede ser importante incluir antfgenos de todos los pato- 
genos posibles cuando se intenta el diagnostico serologico; la 
demostracion de la seroconversion cobra una importancia aun 
mayor. 

La enfermedad clfnica parece ser similar a la producida por 
E. chaffeensis. La plaquetopenia es mas frecuente que la leu¬ 
copenia. La leucocitosis se acompaha por linfopenia absoluta y 
relativa.'^ Tambien ocurren casos de neumonitis intersticiaP'^ y 
de diplejfa facial.^^ Se ha informado la reinfeccion.^"*^ 

El diagnostico de laboratorio recien esta en sus comienzos. 
Las inclusiones intracelulares (morulas) en los granulocitos 
(lamina en color 23-2H) parecen ser mas frecuentes que las 
inclusiones en la ehrliquiosis monocitica,’*^ pero puede haber 
un sesgo en las determinaciones cuando no se dispone facil- 
mente de apoyo del laboratorio de diagnostico. Se ha publica- 
do el cultivo del microorganismo in vitro,pero la confirma- 
cion de la mayorfa de los casos se realiza por tecnicas serolo- 
gicas que estan disponibles en laboratorios de referenda.La 
tecnica mas comun es la inmunofluorescencia indirecta. Los 
anticuerpos alcanzan su maximo alrededor de un mes despues 
de la infeccion y son detectables todavfa un ano mas tarde en 
cerca de la mitad de los pacientes.'’ La mayorfa de los pacien¬ 
tes hacen una seroconversion y un pequeno porcentaje perma- 
necen seropositivos durante anos.’^ Aunque algunos antfgenos 
bacterianos tienen reaccion cruzada con los agentes de la ehrli- 
quiosis/anaplasmosis monocftica y granulocftica, las principa- 
les protefnas de membrana externa no comparten determinan- 
tes antigenicos.*^^^ El analisis por Western blot puede ayudar a 
resolver los resultados serologicos confusos. 

Se describieron pruebas de amplificacion molecular para A. 
phagocytophilum y existen reactivos comerciales.^^* Las prue¬ 
bas, que no estan ampliamente disponibles, deben considerarse 
en fase de desarrollo. 

Otras infecciones causadas por Ehrlichia, Un tercer agente del 
genero Ehrlichia se ha identiflcado como la causa de una enfer¬ 
medad semejante a la ehrliquiosis en Missouri. El agente etio- 
logico, Ehrlichia ewingii, se conoefa antes como causante de 
ehrliquiosis canina.'’^ 

Otras dos bacterias pueden infectar al hombre en ciertas oca- 
siones: Ehrlichia canis, que tambien infecta a los perros,’^^’^^^ 
y Neorickettsia (antes Ehrlichia) sennetsu.'^^^ 

Actualizacion del capftulo: La preocupacion en ambitos 
cientfficos y publicos acerca de la aparicion de nuevas infec¬ 
ciones virales y el resurgimiento de otras esta en aumento. Los 
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\ inis de la gripe aviar, que han demostrado su capacidad para 
infectar al hombre, son la principal intranquilidad (tipos de 
hemaglutinina H5, H7 y H9)(http://www.cdc.gov/flu/avian/gen- 
info/). Hasta la fecha, no ha habido una transmision eficaz 
entre seres humanos, pero existe el temor generalizado de que 
una cepa capaz de hacerlo se encuentre “a la vuelta de la esqui- 
na”. Ademas, los virus H2N2, que no estaban en circulacion 
desde la decada de 1960, han atraido la atencion, porque no han 
sido incluidos en las vacunas y grandes segmentos de la pobla- 
cion son sensibles. El uso de una cepa H2N2 (una cepa adap- 
tada al laboratorio que parece haber sido no patogena) pone el 
tema en el frente de batalla. Los CDC recomiendan ahora que 
las cepas H2N2 y todas las cepas aviarias sean manejadas 
como agentes de bioseguridad de nivel 3, en lugar del nivel 2 
asignado antes (http://www.cdc.gov/flu/han050305.htm). Una 
epidemia de virus Marburg (un filovirus) en Angola (http:// 
www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/mm5412a5.htm) y 
una de virus de la coriomeningitis linfocitica (un arenavirus) en 
pacientes inmunosuprimidos, que se asocio con hamsteres 
mantenidos como mascotas (http://www.cdc.gov/mmwr/pre- 
view/mmwrhtml/mm54d526al .htm) subrayan la relevancia 
continua de los virus “exoticos”. Aunque el coronavirus del 
SARS ha disminuido como amenaza por el momento, parece 
que el metaneumovirus humano, que resulto no ser la causa del 
SARS, es una causa relativamente frecuente de infeccion res- 
piratoria en nihos y adultos, pero poco frecuente en individuos 
asintomaticos (Falsey y cols., J Clin Virol, mayo de 2005). En 
una nota positiva varios investigadores han demostrado la utili- 
dad de la deteccion sistematica de la infeccion por el HIV (N 
Eng J Med, 10 de febrero de 2005). 
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L os ectoparasites son organismos que viven dentro o 
sobre la piel de un huesped, del que obtienen su ali- 
mento. For consiguiente, la relacion es parasitaria o 
posiblemente simbiotica. La intimidad del contacto varia desde 
el tiempo requerido para alimentarse una vez con sangre hasta 
dias, semanas o incluso meses de asociacion. Los organismos 
que entran en contacto con un huesped en forma casual (p. ej, 
moscas comunes) o sin obtener beneficios (p. ej., escorpiones, 
abejas y arahas) no son. en sentido estricto, ectoparasitos.^ 
Los artropodos son invertebrados con patas articuladas (de 
ahi proviene su nombre) y un dermatoesqueleto quitinoso. Han 
sido reconocidos desde hace mucho como causantes directos o 
indirectos de enfermedades humanas y pueden provocar daho 
al huesped humano por si mismos. En forma altemativa, pue¬ 
den actuar como vectores para la transmision de agentes infec- 
ciosos y la entrada del agente en el huesped humano. En algu- 
nos casos, el artropodo actiia solo como portador y deposita el 
agente infeccioso en el ambiente inmediato, desde donde puede 
entrar en contacto con la posible victima. Un ejemplo de ello 
es la transmision de patogenos bacterianos de un sitio a otro 
sobre el cuerpo de moscas o cucarachas.^ '^^Una relacion mucho 
mas intima tiene lugar cuando el artropodo es el mediador 
directo de dano celular o cuando un insecto picador transmite 
un agente infeccioso a los tejidos de la victima. La mayoria de 
los insectos picadores ingieren el agente infeccioso cuando se 
alimentan de sangre de un ser humano infectado o de otro 
mamifero infectado, denominado reservorio de infeccion. 
Cuando un insecto pica a un animal o a un ser humano, a menu- 
do inyecta secreciones salivales que contienen enzimas y anti- 
coagulantes disehados para permitir la ingestion de sangre. Si 
el agente infeccioso ha pasado del intestine del insecto a la 
hemolinfa y despues a las glandulas salivales, la infeccion se 
transmite en las secreciones salivales en el momento de la pica- 
dura.'*^ Si esta en el intestino, con presencia de material infec¬ 
cioso en la saliva o no, puede excretarse con las heces cuando 
el artropodo defeca despues de la ingestion de sangre. La entra¬ 
da del agente desde las heces en el sitio de la picadura se faci- 
lita cuando el huesped se rasca el sitio irritado. 

La lista de artropodos importantes desde el punto de vista 
medico continua aumentando, asi como la de enfermedades 
que pueden causar. Al mismo tiempo, los laboratorios clmicos 
estan recibiendo cada vez mas muestras para su identificacion. 
Muchos artropodos que son muy importantes en las enferme¬ 
dades infecciosas humanas se ven rara vez o nunca en los labo¬ 
ratorios de microbiologia clmicos, porque no se encontraron 


Pulgas 

Relacion con las enfermedades 
Identificacion 
Distribucidn geografica 
Piojos 

Pediculus humanus 
Pediculus capitis 
Phthirus pubis 


los insectos, se exterminaron o no fueron capturados para su 
examen. Se ven otros insectos importantes, como los escorpio¬ 
nes, en distribuciones geograficas localizadas. Por otro lado, 
los microbiologos clmicos pueden ser llamados para identificar 
insectos que causaron alarma por su presencia, aunque no 
hayan hecho daho. 

Esta seccion esta destinada a ayudar al lector a conocer la 
importancia medica y la identificacion de laboratorio de algu- 
nos artropodos que pueden encontrarse en el laboratorio cimi¬ 
co. En el cuadro A-1 se presenta un esquema de clasificacion 
abreviado y en el recuadro A-1 se enumeran definiciones selec- 
cionadas y la taxonomia relacionada de ectoparasitos de impor¬ 
tancia para los seres humanos. El lector puede consultar varios 
excelentes libros de texto de referenda para obtener informa- 
cion mas detallada.^^'^®’"*^ '*^’^'*’^^ 


Envfo de espeefmenes al laboratorio 

Debido a la diversidad de espeefmenes que pueden encon¬ 
trarse en entomologia medica, es diffcil recomendar un solo 
metodo para su envfo. En general, el etanol al 70% funcionara 
bien como conservante para la mayorfa de ellos y al mismo 
tiempo impide el escape o la autoinfeccion. Debe agregarse a 
la muestra en un recipiente limpio, de modo que el artropodo 
quede sumergido por completo. Los espeefmenes pueden oscu- 
recerse despues de un tiempo prolongado de preservacion, lo 
que anula la utilidad de las diferencias de color para la identi¬ 
ficacion despues de lapsos largos de fijacion. No hemos obser- 
vado ninguna degradacion del color en muestras conservadas en 
etanol al 70% durante perfodos de dfas, que es el tiempo habi¬ 
tual que transcurre entre la obtencion y el procesamiento. 

La formalina y la solucion fisiologica esteril pueden ser 
satisfactorias, pero suelen tener desventajas respecto del etanol. 
Los insectos voladores deben matarse usando gases, como el 
cloroformo y despues conservarse como preparado seco.*® 
Garcfa ha presentado una receta para el medio de Berelese, que 
esta autora sehala como buena solucion para usar con la mayo¬ 
rfa de las muestras.*^ Para el examen de larvas de mosca, se ha 
sugerido matarlas con agua caliente,^'^ Si existen dudas, se debe 
consultar con la institucion que examinara la muestra para 
obtener recomendaciones especfficas. 

El metodo preferido para la extraccion de garrapatas es asir- 
las con pinzas finas tan cerca del sitio de penetracion como sea 
posible, sin pellizcar la piel. La presion externa continua, mien- 
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Cuadro A*1 Clasificadon de los artropodos de importancia medica 


CLASE 

ORDEN 

O SUBCLASE 

EJEMPLOS 

LESION DIRECTA O INFECCIONES 

QUE TRANSMITEN 

Diplopoda 


Milpies 

Directa 

Chilopoda 


Chinches 

Directa 

Hexapoda (Insecta) 

Hemiptera 

Ciempies 

Chinches reduvfdeas 

Directa 

Hexapoda (Insecta) 

Siphonaptera 

Pulgas 

Directa 

Hexapoda (Insecta) 

Anoplura 

Piojos 

Directa; tifus; fiebre de las trineheras; fiebre recurrente 

Hexapoda (Insecta) 

Dictyoptera 

Cucarachas 

Problemas sanitarios; reacciones alergicas 

Hexapoda (Insecta) 

Hymenoptera 

Hormigas, avispas, abejas 

Di recta 

Hexapoda (Insecta) 

Coleoptera 

Escarabajos 

Directa 

Hexapoda (Insecta) 

Diptera 

Moscas, mosquitos, moscas enanas 

Directa; arbovirus; infecciones parasitarias; Bartonella: 
Francisella 

Hexapoda (Insecta) 

Lepidoptera 

Polillas, mariposas, orugas 

Directa 

Pentastomida 


Gusanos lengua 

Directa 

Arachnida 

Subclase: 

Scorpiones 

Escorpiones 

Di recta 

Arachnida 

Subclase: Araneae 

Aranas 

Directa 

Arachnida 

Subclase; Acari 

Garrapatas, acaros. niguas 

Directo; arbovirus; Ehrlichia: Anaplasma, Rickettsia: 

Francisella 


tras se eleva la garrapata hacia arriba y adelante, casi siempre 
extrae la garrapata intacta.^^ El capitulum de las garrapatas 
duras es un rasgo identificatorio importante. Las muestras dete- 
rioradas debido a un desprendimiento inadecuado son mas difi- 
ciles de identificar. 

Los materiales y las tecnicas requeridas para el examen de 
artropodos son simples. Pueden obtenerse mediante aumento 
con una lupa o con un estereomicroscopio, que es lo optimo. 
Los aumentos bajos a moderados tambien pueden lograrse con 
un objetivo de bajo aumento (p. ej. 2x o 4x) y un microscopio 
compuesto. Una buena fuente de luz es esencial para la obser- 
vacion. Las luces de fibra optica proporcionan una iluminacion 
excelente sin calentar ni secar en exceso la muestra. Las lam- 
paras con brazos flexibles permiten un control maximo del 
angulo de iluminacion. La muestra puede manipularse mejor 
con un par de agujas de diseccion. 

En el caso excepcional que se considere cultivar el posible 
agente patogeno a partir del vector, el insecto no debe estar fija- 
do. Si la muestra se ha fijado antes de enviarla al laboratorio, 
los metodos moleculares modemos permiten la identificacion 
especifica de agentes infecciosos por amplificacion de acidos 
nucleicos. 


Arachnida: garrapatas, acaros y aranas 

Las garrapatas son artropodos del suborden Ixodida, que se 
divide en tres familias, dos de las cuales, Ixodidae (garrapatas 
duras) y Argasidae (garrapatas blandas), son vectores de enfer- 
medades humanas.^^^^ En la familia Ixodidae la porcion ante¬ 
rior del cuerpo esta esclerosada e incluye un escudo (“escudo 
dorsal”) y un capitulum orientado hacia delante (“cabeza”), de 
donde proviene el termino, “garrapata dura”.^^ Los generos que 
se envian con mayor frecuencia a los laboratorios de microbio- 
logfa son Ixodes, Dermacentor y Amblyomma. Los miembros 
de la familia Argasidae tienen una superficie externa coriacea, 
sin escudo y el aparato bucal se ubica ventralmente.^' Durante 


las ultimas decadas se han reconocido cada vez mas garrapatas 
duras como vectores importantes de una amplia variedad de 
enfermedades humanas, cuya diversidad es mayor que para 
cualquier otro grupo de artropodos.^^ En los Estados Unidos las 
garrapatas duras son mas prevalentes que las blandas y son vec¬ 
tores mas importantes de patogenos humanos. La identifica¬ 
cion de una garrapata enviada al laboratorio debe incluir la des- 
cripcion de la especie, el estadio del ciclo vital, el sexo en el 
caso de los adultos, el grado de distension del cuerpo (por 
ingurgitacion de sangre) y el estado del aparato bucal. 

Ixodidae 

BIOLOGIA DE LAS GARRAPATAS DURAS 

Las garrapatas duras tienen un ciclo evolutivo que consta de 
cuatro estadios (instares): huevo, larva, ninfa y el adulto 
sexualmente dimorfico. Las larvas de garrapata tienen seis 
patas, lo que constituye un rasgo de identificacion importante 
(lamina en color A-1 A), en tanto que las ninfas y los adultos 
tienen ocho. Los estadios inmaduros carecen de poro genital, 
pero por lo demas parecen hembras adultas. Los dos tienen un 
escudo que cubre de un tercio a la mitad del dorso y permite la 
succion abundante de sangre y liquidos tisulares (lamina en 
color A-IB). La alimentacion es necesaria para la fecundidad de 
las hembras y su peso corporal puede aumentar hasta 100 veces 
mientras se alimentan.^^^^ Los machos tienen un escudo que 
cubre casi todo el dorso (lamina en color A-IB), asf como pla- 
cas ventrales esclerosadas que limitan la ingurgitacion en la 
mayoria de las especies, si es que la garrapata macho se ali- 
menta. 

Los vectores importantes de enfermedades humanas en los 
Estados Unidos son las garrapatas de tres huespedes, lo que 
significa que cada instar se alimenta una vez en el huesped, 
despues de lo cual la garrapata abandona al huesped para hacer 
su muda al siguiente instar en un microclima conveniente, 
como hojas en descomposicion o un nido.^’ El proceso conti- 
niia hasta que tiene lugar el apareamiento de los adultos. Este 
puede ocurrir en el huesped o fuera de el, segun la especie. 
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Recuadro A-1 Ectoparasites: definiciones y taxonomia 


Arthropoda: Los organistnos de este filo tienen un exoesqueleto duro, articulado y pares de patas simetricas, articuladas. De las cinco clases de artropodos, 
solo Arachnida e Insecta actuan como vectores de enfennedades humanas. 

Clase Arachnida (garrapatas. acaros y aranas): ciase de artropodos caracterizados por la ausencia de alas, la presencia de cuatro pares de patas y la fusion de 
la cabeza y el torax en un cefalotorax. 

Las garrapatas son mas grandes que los acaros, tienen un cuerpo coriaceo que carece de pelos o esta cubierto de veil os cortos, un hipostoma expuesto y un 
par de espiraculos cerca del coxal del cuarto par de patas. Se dividen en argasidos o garrapatas blandas (las especies de Omithodoros son de imponancia 
Humana), y los ixodideos, o garrapatas duras, que incluyen los generos Dermacentor, Amhlyomma e Ixodes, que son responsables de la transmision de los 
agentes de varias enfermedades causadas por rickettsias, virus, bacterias y espiroquetas. 

Los acaros son de menor tamano que las garrapatas, carecen de cubierta coriacea y tienen un hipostoma que puede estar desarmado. Para los seres humanos 
son importantes los acaros trombiciilidos. como las niguas. que causan ronchas dolorosas y los dcaros de la sama, de la familia Sarcoptidae, que incluye 
S. scabiei, el agente de la sarna. y Demodex foUiculorum, que infesta los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas. 

Las aranas son no segmentadas, tienen un abdomen velloso y cuatro pares de patas unidas al cefalotorax. Tambien tienen un par de mandibulas venenosas a 
traves de las que fluye el veneno proveniente de un par de glandulas ubicadas en el cefalotorax. Las aranas parda, viuda negra y vagabunda son las que 
causan con mayor frecuencia picaduras dolorosas y toxicas en los seres humanos. 

Clase Insecta (moscas. mosquitos, chinches, pulgas y piojos): clase de artropodos que incluye organismos con cuerpo dividido en tres segmentos -cabeza. 
torax y abdomen- y que tienen tres pares de patas. El orden Hemiptera incluye chinches aladas o sin alas y el orden Phthiraptera incluye a los piojos, que 
tienen un aparato bucal adaptado para perforar y chupar: el orden Diptera (dos alas) incluye moscas, jejenes y mosquitos, y el orden Siphonaptera incluye 
las pulgas, que carecen de alas y tienen un aparato bucal adaptado para chupar sangre. 

Las moscas son insectos con dos alas que actuan como vectores para la transmision de diversos agentes de enfermedades humanas. Comprenden Simulium o 
mosca negra (oncocercosis), Chrysops o mosca del ciervo {Loa loa), y Glossina o mosca tsetse (tripanosomiasis). Los mosquitos transmiten una variedad 
de enfermedades producidas por virus, protozoos y helmintos, las mas notables de las cuales son el paludismo y la filariasis. Los seres humanos tambien 
pueden infestarse con las formas larvales de moscas, enfermedad conocida como miasis. Los tlebotomos {Phlebotomus) transmiten la leishmaniasis. 

Las chinches picadoras y succionadoras de sangre de importancia en las enfermedades humanas son Cimex lectularius, la chinche comun, y las chinches 
reduvideas o vinchucas, de la familia Reduviidae, que transmiten el agente causal de la tripanosomiasis de America del Sur (enfermedad de Chagas). 

Las pulgas son insectos pequenos, de color castaho, sin alas, lateralmente comprimidos, que succionan sangre, cuya caractenstica mds notable es que actuan 
como vectores para la transmision de los agentes de la peste bubonica y el tifus murino. Tambien estan involucradas en la transmision de enfermedades 
parasitarias, como la tenia del perro, Dipylidium caninum, y la tenia de la rata. Hyrnenolepis diminuta. 

Los piojos son insectos aplanados dorsoventralmente, sin alas, que incluyen tres especies de importancia para los seres humanos: Pediculus humanus var. 
capitis (piojo de la cabeza), Pediculus humanus var. corporis (piojo del cuerpo) y Phthirus pubis (piojo cangrejo). El orden incluye piojos masticadores y 
chupadores; sin embargo, solo los ultimos, la suborden Anoplura, son ectoparasitos para los seres humanos. Los piojos son vectores impoitantes del tifus 
epidemico y de la fiebre recurrente. 


Despues del apareamiento, las hembras buscan un ambiente 
conveniente, ponen cientos a miles de huevos segun la espe- 
cie36.5i y iQggo mueren. La duracion de un ciclo vital, en pro- 
medio 1 a 2 anos, varia con la presencia o la ausencia de con- 
diciones medioambientales convenientes y la disponibilidad de 
un huesped adecuado.^^ En condiciones adversas, las garrapa¬ 
tas pueden entrar en periodos largos de diapausa, una fase 
latente en la que secretan una saliva higroscopica que les per- 
mite absorber la humedad, lo que aumenta la supervivencia 
hasta que mejoran las condiciones de busqueda de huespedes. 

La mayoria de las garrapatas duras viven en madrigueras o 
nidos, y su vida transcurre en un ambiente cerrado, alimentan- 
dose sobre un huesped facilmente disponible. El contacto de 
los seres humanos con estas especies es raro o inexistente.^* 
Ixodes spinipalpus y las ratas de la madera perpetuan un ciclo 
enzootico de infeccion por B. burgdorferi en Colorado.La 
ausencia de infeccion humana puede atribuirse a la falta de 
contacto entre /. spinipalpus y los seres humanos. 

Solo en algunos pocos casos la especificidad de huesped 
coloca las garrapatas infectadas en un ambiente propicio para 
el contacto con seres humanos, lo que las hace mas competen- 
tes como vectores de la enfermedad. El huesped prefer!do de /. 
scapularis en los estadios de vida tempranos es Perornyscus 
leucopusy el raton de patas blancas, conocido como reservorio 
de Babesia microti, asi como de Borrelia burgdorferi en esas 
localidades. Aunque el reservorio de Anaplasma (Ehrlichia) 


phagocytophila no se conoce con certeza, I. scapularis es su 
vector demostrado. El huesped preferido de las garrapatas 
adultas es el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus), un 
animal de amplia distribucion que se esta extendiendo para 
incluir zonas densamente pobladas. Debido a su capacidad de 
albergar y transmitir patogenos multiples y a su predisposicion 
a alimentarse en los seres humanos, la capacidad de actuar 
como vector que tiene L scapularis es muy grande. En cambio, 
/. scapularis en el sudeste e /. pacificus en el noroesie de los 
Estados Unidos son menos idoneos como vectores de la borre- 
liosis de Lyme. La selectividad de huesped parece ser la razon 
de ello. Los huespedes preferidos en ambos casos son lagartos, 
en los que las espiroquetas se multiplican mal. Este fenomeno 
biologico podrfa ser responsable de que haya pocos casos 
informados en el oeste y la ausencia virtual de casos informa- 
dos en el sudeste.^^ 

Las garrapatas procuran su huesped al acecho, en una suerte 
de emboscada pasiva en la cual la garrapata trepa al cesped y a 
las hierbas a la espera de aferrarse a un huesped de paso.^^ Por 
otro lado, unas pocas especies buscan su presa en forma activa. 
Amblyomma americanum es la unica especie del grupo de 
garrapatas que se trata aqui que utiliza esa forma de busque¬ 
da.Las especies que suelen buscar huespedes humanos pare- 
cen tener preferencias anatomicas para su union.*** Derma¬ 
centor variabilis prefiere la cabeza y el cuello, en tanto que es 
mas probable que Amblyomma americanum se prenda a las nal- 
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gas, la ingle o las patas. Ixodes scapularis es ubicua y se pren- 
de a todas las partes del cuerpo sin ninguna preferencia por un 
sitio particular. 

La distribucion geografica de las garrapatas parece estar en 
expansion. La explosion de la poblacion del ciervo de cola 
blanca en las zonas de poblacion Humana densa puede ser una 
razon. Otra explicacion podria ser que los estilos de vida actua- 
les en los Estados Unidos promueven las actividades al aire 
libre y ponen a las personas en el camino de las garrapatas, que 
siempre ban estado alli. 

Dentro del ciclo vital, una garrapata puede adquirir un agen- 
te patogeno de una de dos maneras: 1) entre estadios (horizon¬ 
tal; es decir, de la larva a la ninfa, de la ninfa al adulto) o 2) 
transovarica (vertical; de la madre al huevo).^^ Las larvas de 
Ixodes scapularis son incapaces de transmitir la enfermedad 
de Lyme porque B. burgdorferi no se transmite verticalmente, 
sino que se adquiere de un huesped reservorio.^^’^^ El huesped 
preferido para las larvas y las ninfas de /. scapularis es el raton 
de patas blancas {Peromyscus leucosis), uno de los reservorios 
principales de Borrelia burgdorferi, Babesia microti y A. pha- 
gocytophilum en las zonas endemicas. Se ha demostrado un 
ciclo paralelo para A. phagocytophilum en los conejos del 
desierto e Ixodes dentatus,^^ aunque esta especie se alimenta en 
seres humanos con mucha menor frecuencia que /. scapularis. 
Las garrapatas adquieren B. burgdorferi o A. phagocytophilum 
mientras se alimentan. En cambio, Rickettsia rickettsii, el agen- 
te de la fiebre manchada de las Montanas Rocosas, se transmi¬ 
te verticalmente de las hembras de Dermacentor variabilis 
infectadas a su progenie,lo que hace que las larvas sean 
vectores potenciales. 

El grado de ingurgitacion representa una estimacion aproxi- 
mada del tiempo de alimentacion. B. burgdorferi vive en el 
intestino medio de /. scapularis infectadas. Cuando la garrapa¬ 
ta se alimenta, las espiroquetas se multiplican y empiezan a 
migrar a la hemolinfa. La espiroqueta necesita de 2 a 3 dias 
para alcanzar las glandulas salivales de la garrapata 
donde, en el proceso de eliminar el exceso de agua para hacer 
lugar a la sangre ingerida, la garrapata “escupe'’ sobre el sitio 
donde pico, inoculando asi las espiroquetas.^® En estudios 
experimentales, se dejo que ninfas y hembras de /. scapularis 
picaran roedores durante periodos definidos. En vista de que la 
longitud del cuerpo aumenta mientras el tamaho del escudo 
rigido permanece constante, se desarrollaron ecuaciones de 
regresion basadas en la relacion de la longitud corporal con el 
ancho del escudo, denominadas “indice del escudo”. El mdice 
del escudo se considera un medio mas exacto para calcular el 
tiempo de alimentacion que los calculos visuales subjetivos.^^’^^ 
En el caso de la borreliosis de Lyme, la identificacion de un 
ejemplar no ingurgitado de 7. scapularis con el aparato bucal 
intacto sugerirfa un contacto breve con el huesped y haria 
dudosa la transmision, aun cuando el paciente haya viajado a 
una zona endemica. Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophilum 
parece ser transmitido algo mas rapidamente que B. burgdorfe¬ 
ri, por lo que el grado de congestion y el mdice del escudo pue- 
den ser menos utiles para evaluar la probabilidad de que el 
agente patogeno haya sido inoculado al paciente. Se necesi- 
tan mas estudios para dilucidar este problema. 

Las ninfas se consideran el instar mas probable para trans¬ 
mitir la enfermedad, porque su tamaho pequeho les permite a 
menudo completar su alimentacion sin ser detectadas (lamina 
en color A-IB). Un alto porcentaje de las enfermedades rela- 
cionadas con garrapatas se presenta a fines de la primavera y 
en los meses de verano, debido al aumento de actividad de las 
ninfas. 


RELACION CON LAS ENFERMEDADES 

Los antecedentes de Ixodidae en medicina veterinaria y, mas 
recientemente, en las enfermedades humanas, son abundantes. 
Ixodidae (las garrapatas duras) son los vectores de una amplia 
variedad de agentes patogenos asociados con enfermeades 
humanas/^ que incluyen espiroquetas, rickettsias, bacilos 
gramnegativos, virus, protozoos y neurotoxinas. Las especies 
descritas aqui se asocian con uno solo o con una combinacion 
de estos agentes (cuadro A-2). 

Las infecciones transmitidas por garrapatas pueden presentar- 
se con smtomas tempranos, similares y vagos, de fiebre, fatiga y 
otros smtomas gripales que dificultan el diagnostico exacto 
rapido,^’’^^ ^®’^"^ teniendo en cuenta que el tratamiento antibioti- 
co difiere de acuerdo con el agente involucrado. En la mayoria 
de los casos, las enfermedades transmitidas por garrapatas son 
leves y se resuelven con un diagnostico exacto temprano, 
seguido del tratamiento correcto. Los diagnosticos erroneos 
pueden conducir a un aumento de la morbilidad, a la infeccion 
cronica y, en raros casos, a la muerte. 

Las infecciones simultaneas despues de las picaduras de ga¬ 
rrapata parecen probables.Aunque no son prueba de coinfec- 
cion, en lugar de infeccion secuencial, los estudios serologicos 
han demostrado que, en las zonas endemicas superpuestas, los 
pacientes con enfermedad de Lyme clmica tienen ademas anti- 
cuerpos contra Babesia o Ehrlichia. En un tiempo, Babesia 
fue considerada el agente de la enfermedad de Lyme porque los 
pacientes con diagnostico de babesiosis presentaban eritema 
migrans, una caracteristica de la infeccion por B. burgdorferi. 

Ciertas especies son vectores de patogenos especificos. Por 
ejemplo, para la borreliosis de Lyme esto esta bien demostrado 
en todo el mundo. Ixodes scapularis esta defmido como el vec¬ 
tor de Borrelia burgdorferi, la espiroqueta de la enfermedad de 
Lyme, en las zonas del noreste y superiores del oeste medio 
de los Estados Unidos. En otras partes, los vectores son 7. rici- 
nus (Europa), 7. persulcatus (Asia) e 7. pacificus (noroeste esta- 
dounidense). En la actualidad, otras especies de Ixodes no se 
consideran vectores competentes. En el este de los Estados 
Unidos, la identificacion de una especie de Ixodes diferente de 
7. scapularis descartaria por completo la enfermedad de Lyme, 
aunque si la presentacion clmica fuera clasica (con eritema 
migrans)^'"-^®’^'^ seria necesario considerar la existencia de una 
segunda garrapata desconocida. Hace poco, en el sur de los 
Estados Unidos, una borreliosis similar a la enfermedad de 
Lyme, causada por Borrelia lonestari, similar a B. theileri (el 
agente de la borreliosis bovina), se ha atribuido a la exposicion 
a Amblyomma americanum (garrapata Lonestar).^"^ 

La paralisis por garrapatas es una curiosa enfermedad de 
patogenia desconocida.La paralisis flacida aguda puede 
simular un botulismo y smdrome de Guillain-Barre; la extrac- 
cion de la garrapata causa una regresion rapida y notable de la 
paralisis. No queda ninguna secuela. Aunque mas de 60 espe¬ 
cies de garrapatas pueden provocar paralisis en los animales, 
solo Dermacentor andersoni, Dermacentor variabilis e Ixodes 
holocyclus (la garrapata de marsupiales australianos) pican a 
los seres humanos. En America del Norte la enfermedad se ve 
con mayor frecuencia en los estados del sudeste y noroeste de 
los Estados Unidos y en la Columbia Britanica. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

La distribucion geografica de las garrapatas duras se resume 
en el cuadro A-2. 

Ixodes scapularis. Antes llamada Ixodes dammini en el noreste e 
Ixodes scapularis en otras partes, las dos son consideradas 
ahora por la mayoria de las autoridades variedades del norte y 
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Cuadro A-2 Garrapatas duras y enfermedades asociadas con la distribucion geograOca 

ESPECIES DE GARRAPATAS 

ENFERMEDAD 

DISTRIBUCI 6 N GEOGRAFICA 

Ixodes scapularis 

Enfermedad de Lyme 

Anaplasmosis granulocitica humana 
Babesiosis 

Este y medioeste superior de los EE.UU. 

Ixodes pacificus 

Dermacentor variabilis 

Enfermedad de Lyme 

Fiebre manchada de las Montanas Rocosas 
Tularemia 

Paralisis por garrapatas 

Noroeste de los EE.UU. 

Dos tercios orientales de los EE.UU., costa oeste de los EE.UU. 

Dermacentor andersoni 

Fiebre manchada de las Montanas Rocosas, 
fiebre por garrapatas de Colorado 

Paralisis por garrapatas 

Estados de las Montanas Rocosas 

Amblyomma americanum 

Ehrliquiosis monocitica humana 

Centro-sur de los EE.UU., sudeste de los EE.UU, estados mesoatlanti- 
cos; alcanza hacia el norte hasta el sur del estado de Nueva York 

Ixodes cookei 

Tularemia 

Virus de Powassan 

Noreste de los EE.UU. y sudeste de Canada 

Ixodes marxi 

Virus de Powassan 

Noreste de los EE.UU. y sudeste de Canada 


del sur de la misma especie, debido a la capacidad de aparear- 
se con exito entre El nombre Ixodes scapularis tiene la 

prioridad. /. scapularis ocupa una amplia zona al este de las 
Montanas Rocosas, aunque las poblaciones infecciosas parecen 
estar centralizadas en el centro-noroeste y en el noreste, desde 
Maryland al sur de Nueva Inglaterra. 

Ixodes cookei. La distribucion de Ixodes cookei (la garrapata de 
la marmota) se superpone con la de /. scapularis\ se encuentra 
principalmente en el noreste de los Estados Unidos y en el 
sudeste de Canada. 

Ixodes marxi. Ixodes marxi (la garrapata de la ardilla) tambien 
tiene una distribucion que se superpone a /. scapularis en el 
noreste de los Estados Unidos y en el sudeste de Canada. 
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Especies de Dermacentor. Dennacentor variabilis (la garrapata 
del perro) se distribuye extensamente en todos los Estados 
Unidos al este de las Montanas Rocosas. Su amplia distribu¬ 
cion y sus habitos de busqueda de huespedes aumentan la inci- 
dencia de contacto con los seres humanos en comparacion con 
otras especies de Dermacentor. 

Dermacentor andersoni se encuentra en los estados de las 
Montanas Rocosas y es la garrapata que describio Ricketts 
como el vector de la fiebre manchada de las Montanas Rocosas 
en el Bitter Root Valley de Idaho. 

Amblyomma americanum. Amblyomma americanum (la garra¬ 
pata Lonestar) esta extensamente distribuida en el sur (al este 
de la Montanas Rocosas) y en el este, hasta el sur del Estado 
de Nueva York. Hay indicios de que puede estar extendiendo- 
se a Nueva Inglaterra. A. americanum tiene la peculiaridad, 
entre las especies de garrapatas descritas aqui, de ser la unica 
que busca activamente un huesped.^^’^^ 

IDENTIFICACION 

Los integrantes de la familia Acari (garrapatas y acaros) se 
diferencian de otros aracnidos por la ausencia de segmentacion 
evidente. El prosoma anterior (apendices) esta fusionado con el 
opistosoma (abdomen). El gnatosoma (capitulum) donde se 
encuentran las piezas bucales, es peculiar de esa familia.^^ Las 
figuras A-1 y A-2 representan la vista dorsal y ventral, respecti- 
vamente, de una garrapata dura. Los dibujos fueron hechos 
para sehalar la mayoria de los rasgos importantes. A continua- 
cion se presenta un glosario de las caracteristicas de identifi- 
cacion representadas en estas figuras; todas ellas son utiles para 
la identificacion de las garrapatas; el tamaho, la ubicacion, el 
color y la presencia o la ausencia de cada caracteristica pueden 
ser importantes. 

A. Capitulum: porcion anterior del cuerpo, que comprende la 
base del capitulum, el hipostoma, los queliceros y los palpos. 

B. Base del capitulum: base del capitulum a la que se asocian 
las piezas bucales. (La longitud del capitulum en relacion 
con su base es util para la identificacion). 


Figura A-1 Esquema generico del dorso de una garrapata dura. 
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Figura A-2 Esquema generico de la superficie ventral de una garrapata dura. 


C. Hipostoma: estructura media de las piezas bucales, parale- 
las y entre los palpos. El hipostoma tiene estructuras simi- 
lares a dientes, llamadas denticulos. Estos se encuentran en 
el hipostoma en una disposicion especiTica, llamada “for¬ 
mula de denticion” (la proporcion de denticulos izquierdos 
con relacion a los denticulos derechos). Ixodes scapularis, 
por ejemplo, tiene una formula de denticion 3/3, que cam- 
bia a 2/2 a medida que evoluciona. 

D. Palpos: par de apendices moviles, paralelos al hipostoma. 

E. Escudo: placa dorsal esclerosada posterior al capitulum. 

F. Coxales: segmentos basales de las patas. Los coxales se 
numeran del I al IV; el coxal I es el mas cercano al capitu¬ 
lum. 

G. Espolones coxales: proyeccion que se encuentra en el horde 
posterior del coxal. Los espolones del lado medial se 11a- 
man intemos y los del lado lateral, extemos. Hay pocas 
variaciones, o ninguna, en el tamano de los espolones y su 
configuracion entre ejemplares de la misma especie. 

H. Poro genital: orificio extemo de los organos genitales, ubi- 
cado ventralmente en el eje medio, entre los coxales. 

I. Surco anal: ranura semicircular que rodea el ano de algunas 
especies. En las especies de Ixodes, la curva es anterior al 
ano. En otros generos la curva es posterior o falta. 

J. Placas de los espiraculos: orificios extemos del sistema res- 
piratorio, ubicados ventralmente, por detras del coxal IV en 
los hordes laterales (son utiles para diferenciar el macho de 
/. scapularis de los machos de /. cookei y de /. marxi). 

K. Festones: zonas rectangulares separadas por ranuras bien 
definidas, ubicadas en el horde posterior de algunas garra¬ 
patas duras. Las especies de Ixodes no tienen festones. 

L. Placas ventrales: gmpo de placas de forma y tamano defi- 
nidos en la superficie ventral de los machos adultos. Nos 
referiremos especiTicamente a la placa anal cuando se des- 
criban las especies de Ixodes. 

M. Omamentacion: algunas garrapatas se llaman garrapatas 
omadas por la presencia de marcas coloreadas distintivas 
de deltas especies. D. variabilis y A. americanum son 
garrapatas omadas. 



Figura A-3 Superficie ventral de un macho adulto de Ixodes scapularis, que 
muestra el ano (A), el surco anal en forma de U (U), el poro genital (G), las 
placas ventrales (VO y las placas de los espiraculos (5). 


N. Ojos: marcas ovoides omadas en los hordes laterales del 
escudo de algunas garrapatas. 

O. Zonas porosas: zonas que parecen “ojos”, que se encuen¬ 
tran en la base dorsal del capitulum de las garrapatas 
adultas. 

Ixodes scapularis. Una caracteristica importante de todas las 
especies de Ixodes es una ranura en forma de U que mira hacia 
adelante, rodea el ano y termina en el horde posterior de la 
superficie ventral (fig. A-3 y lamina en color A-IC). Otros 
generos de garrapatas duras carecen de esta caracteristica.^^ 
Las ninfas y las hembras adultas de /. scapularis tienen un 
escudo ovalado (lamina en color A-IB) de un tamano aproxi- 
mado a la mitad del dorso en los ejemplares no ingurgitados. El 
escudo de los machos adultos cubre casi todo el dorso (lamina 
en color A- IB), caracteristica de todas las garrapatas duras que 
no se mencionara en las descripciones posteriores. La presencia 
de pelos gruesos sobre el escudo es una de las caracteristicas 
que distinguen a los machos de /. scapularis de los ejemplares 
de I. cookei y de /. marxi, en los que son delgados o faltan. 
Visto desde abajo (lamina en color A-1C) el aparato bucal tiene 
el doble de longitud que la base del capitulum. El hipostoma 
de ninfas y hembras adultas tiene una formula de denticion 
3/3, que progresa a 2/2 de adelante hacia atras. Los machos 
adultos tienen un hipostoma mas “practico” que la mayoria de 
las otras especies de Ixodes, con denticulos laterales que se 
hacen romos a crenados a medida que se acercan a la linea 
media. 

El color puede ayudar a diferenciar /. scapularis de otras 
especies de Ixodes. La porcion anterior esclerosada de ninfas y 
hembras adultas (que incluye el capitulum, las patas y el escu¬ 
do) es de color castaho oscuro, en marcado contraste con el 
abdomen, que se ve de color castano rojizo a gris bronceado en 
los ejemplares no ingurgitados (lamina en color A-IB), de 
donde surge el nombre de garrapata de patas negras. Los 
machos adultos tienen un color castano oscuro uniforme (lami¬ 
na en color A-IB). Hay espolones coxales (lamina en color A- 
ID y fig. A-4), y el coxal I tiene un espolon intemo que se 
superpone al coxal 11. Los coxales I a IV tienen espolones exter- 
nos romos. El espolon intemo del coxal I parece menos agudo 
en las ninfas. Las placas de los espiraculos de ninfas y hembras 
son redondas (lamina en color A-1C); en los machos son elon- 
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Figura A-4 Detalle de la lamina en color \-\D. Espolones coxales de Ixodes 
scapularis adulto. El espolon en el coxal I es largo, puntiagudo y orientado 
hacia adentro. Las espolones de los coxales II a IV son cortos, romos y orien- 
tados hacia afuera. 


gadas de adelante hacia atras (fig. A-3). Las placas de los espi- 
raculos en los machos de /. cookei e /. rnarxi parecen redondas. 
La placa anal de los machos es corta en sentido anteroposterior, 
en comparacion con las de /. cookei e /. rnarxi (fig. A-3). 

Ixodes cookei. El escudo de las ninfas y las hembras adultas es 
angulado, desde el extremo posterior hasta la porcion media de 
los hordes laierales (lamina en color A-IE). En las hembras 
adultas, el ancho del escudo se ve de aproximadamente el 
mismo tamano que la longitud anteroposterior, en tanto que en 
las ninfas parece mas ancho que largo. Las piezas bucales de 
todos los estadios evolutivos parecen proporcionadas a la lon¬ 
gitud de la base del capitulum (lamina en color A- IE). En com¬ 
paracion con el de I. scapularis, el hipostoma de las hembras y 
de las ninfas es similar, con una formula de denticion 3/3, que 
progresa a 2/2, aunque en las hembras de I. cookei la punta es 
mas redondeada. El hipostoma de las ninfas es aun mas redon- 
deado y el de los machos es corto, redondo y crenado. Una 
caracteristica interesante, mas pronunciada en las ninfas de esta 
especie, es la proyeccion lateral del primer segmento de los 
palpos a partir de horde posterior. Estas proyecciones tienen el 
aspecto de espolones y a menudo se denominan espolones de 
los palpos. En todos los estadios, el color es castano, como 
cafe con leche claro y es uniforme en toda la garrapata. La dis- 
posicion de los espolones coxales es similar a la de /. scapu¬ 
laris, con un espolon interno pronunciado en el coxal I y espo¬ 
lones externos romos en los coxales I a IV. Las placas de los 
espiraculos de ninfas y hembras son similares a las de /. sca¬ 
pularis. En los machos parecen mas redondas, no alargadas, 
como es el caso en los machos de /. scapularis. La placa anal 
de los machos de esta especie se ve dos veces mas larga que 
ancha, lo que ayuda a diferenciarla de I. scapularis. 

Ixodes rnarxi. El escudo de las ninfas y las hembras de esta espe¬ 
cie es similar al de I. cookei, en el sentido de que es angulado 
desde la porcion media del horde externo hasta el extremo pos¬ 
terior (lamina en color A- IF). Esto puede confundir la identifi- 
cacion de estas especies. En las hembras hay diferencias en la 
longitud y el ancho. El escudo de las hembras de /. rnarxi es 
mucho mas largo que ancho. En I. cookei, el largo y el ancho 
son proporcionales. En las ninfas de /. rnarxi el largo y el ancho 
son basicamente iguales, en tanto que en I. cookei, el escudo es 
mas ancho que largo. Dada la similitud de las proporciones del 
escudo entre una ninfa de I. rnarxi y una hembra adulta de I. 


cookei, la identificacion debe hacerse observando la presencia 
o la ausencia de poro genital. El escudo masculino parece care- 
cer de pelo. 

Visto desde el lado ventral, el aparato bucal de los tres esta¬ 
dios es proporcional a la longitud de la base del capitulum. El 
hipostoma de ninfas y hembras es similar al de /. scapularis, 
con una formula de denticion de 3/3 en la punta y 2/2 a medi- 
da que se aproxima el extremo posterior. La punta, en las hem¬ 
bras, es muy puntiaguda. El hipostoma masculino es corto, 
redondeado en la punta y crenado. El color de esta especie es 
similar al de /. cookei; todo el cuerpo de los tres estadios es de 
color castano, como cafe con leche claro. La disposicion de los 
espolones coxales es una caracteristica importante para la iden¬ 
tificacion de /. rnarxi. Las ninfas y las hembras tienen un espo¬ 
lon interno romo y un vestigio de espolon externo en el coxal 
I. La ausencia notable de espolones en los coxales II a IV dife- 
rencia las hembras y las ninfas de esta especie de las de otras 
Ixodes descritas aqui. La disposicion de los espolones coxales 
de los machos es similar a la de I. cookei, con las excepciones de 
que hay un espolon interno menos pronunciado en el coxal I y 
ausencia notable de espolones en el coxal IV. Las placas de los 
espiraculos redondas en todos los estadios ayudan a diferenciar 
a los machos de esta especie de 7. scapularis, en los que son 
alargados. La placa anal en el macho de /. rnarxi es mas largo 
que ancho en comparacion con I. scapularis, en la que las 
medidas parecen iguales. 

Dermacentor variabilis. D. variabilis es una garrapata ornada, lo 
que significa que es bastante coloreada, con marcas contras- 
tantes. El color de las garrapatas ornadas se describe como el 
color basico (el color global predominante de la garrapata) y 
el patron de colores (marcas contrastantes) (lamina en color A- 
IG y lamina en color A-IH).^ El patron de colores se observa 
en el escudo, asi como en las patas de D. variabilis. Se encuen- 
tran once festones dispuestos en semicirculo alrededor del 
horde posterior (lamina en color A-IG). Estos festones pueden 
verse tanto en el dorso como en el vientre de todos los estadios. 
El escudo de las hembras es angulado y es tan largo como 
ancho. El patron de color es perlado a gris y contrasta con el 
resto de la garrapata, en el que el color basico es castano 
marron. Se encuentran Imeas y manchas de color castano dis- 
tribuidas al azar, diferentes entre ejemplares. Puede observarse 
la presencia de “ojos” en la porcion media de los hordes late- 
rales (lamina en color A-IH). El color y el contraste son simi¬ 
lares en los machos y las hembras. Las marcas ornamentales 
cubren todo el dorso debido a la naturaleza del escudo mascu¬ 
lino. Las zonas de color basico parecen mas grandes a medida 
que se acercan a la porcion media del horde lateral y al horde 
posterior. Las marcas a cada lado del eje medio son aproxima¬ 
damente especulares. El escudo de las ninfas es largo y no 
parece tan angulado como en la hembra; se redondea desde la 
porcion media de los hordes laterales hasta la Imea media pos¬ 
terior. El patron de color parece ser mas prominente. Hay 
“ojos” en los angulos de los hordes laterales, a medida que se 
acercan al extremo posterior. (Nota: no se han visto ninfas en 
nuestro laboratorio y se sabe que el contacto con seres huma- 
nos es poco frecuente).^ 

La base del capitulum de todos los estadios parece mas ancha 
que larga (lamina en color A- IH). En las ninfas, en la vista dor¬ 
sal, esta base tiene proyecciones pronunciadas similares a espo¬ 
lones posteroextemos, que hacen que la base parezca triangular. 
El hipostoma de todos los estadios es corto y redondeado. Los 
palpos son cortos y gruesos en los adultos, pero delgados en las 
ninfas. Las espolones coxales son similares en los adultos. El 
coxal I tiene espolones intemos y externos grandes que conver- 
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gen en la Imea media, lo que le confiere un aspecto de muesca. 
Los coxales II a IV tienen espolones extemos mas pequenos. 
Las ninfas tienen un espolon extemo predominante y un espo- 
lon intemo menos dominante en el coxal I, con espolones exter- 
nos muy pequenos en los coxales II y III y ninguno en el coxal 
IV. En el noreste, no debe confundirse D. variabilis con 
Dermacentor albipictus (la garrapata del alee, tambien llamada 
garrapata de inviemo). Asi como un alee es mas grande que un 
perro o un ciervo, D. albipictus es mucho mas grande que D. 
variabilis o /. scapularis (fig. A-5). Los ejemplares de estas 
especies ingurgitados de sangre tienen una diferencia media de 
tamano de 2 mm.* Una D. variabilis ingurgitada puede alcanzar 
dimensiones impresionantes (lamina en color A-IG), pero una 
hembra de D. albipictus totalmente ingurgitada puede tener el 
tamano de la una del cuarto dedo de un adulto. En condiciones 
medioambientales optimas, se sabe que D. albipictus puede 
desangrar un alee debido al numero de garrapatas que se ali- 
mentan en forma simultanea. For fortuna, el contacto de seres 
humanos con D. albipictus es minimo a inexistente. 

Amblyomma americanum. A. americanum es otra garrapata oma- 
da (lamina en color A-2A). Tiene once festones. El color basi- 
CO es mas predominante que en D. variabilis y los patrones de 
color son mas constantes. El CvSCudo de las hembras es angula- 
do y casi igual de largo que de ancho. En las cercanias de los 
hordes laterales se hace mas oscuro que el color basico, que es 
bronce rojizo. Se ven “ojos” en los extremos laterales (lamina 
en color A-2B). El patron destacable del escudo de las hembras 
es un parche iridiscente en el extremo posterior (lamina en 
color A-2A). Segun el angulo de la fuente de iluminacion esta 
marca aparece de color azul verdoso a rosa perlado y recuerda 
a la gasolina en agua. Este aspecto caracteriza a todos los patro¬ 
nes de marcas de color de A. americanum en todos los estadios. 
El escudo de las ninfas es mas ancho que largo, con “ojos” en 
los extremos laterales. Falta el parche iridiscente que se 
encuentra en el extremo posterior de las hembras. El escudo 
masculino es muy notable por la presencia de dos “herraduras” 
invertidas, coloreadas, en el borde posterior (lamina en color A- 
2C). Se ven “ojos” en los hordes laterales. El patron de marcas 
de color se extiende desde debajo de los “ojos” hacia la linea 
media y confiere el aspecto de un seudoescudo parecido al de 
la hembra. Los ejemplares macho y hembra pueden ser con- 
fundidos por un observador inexperto. Tambien se observan 
patrones de marcas de color distribuidas al azar a lo largo de la 
parte posterior de los hordes laterales. 

El aparato bucal en todos los estadios son largos en compa- 
racion con la base del capitulum. El hipostoma parece bulboso. 
porque es estrecho en su parte posterior y ancho y redondeado 
en su porcion anterior. La disposicion de los espolones coxales 
es similar en todos los estadios. Hay un espolon intemo mar- 
cado y un espolon corto externo redondeado en el coxal 1. Un 
espolon corto, puntiagudo en los coxales II a IV parece mas 
cerca de la linea media, aunque lo mas probable es que sea un 
espolon intemo. Los machos tienen un espolon intemo marca- 
do y largo en el coxal IV (lamina en color A-2D). Todos los 
estadios tienen una ranura anal. La ranura se ve como un semi- 
circulo posterior al ano. De la porcion media del semicirculo 
desciende una ranura unica hacia el margen posterior. El aspec¬ 
to global es el de una copa de vino o el de un caliz (lamina en 
color A-2D). 

RESUMEN DE IDENTIFICACION 

Las descripciones previas siguen la secuencia de observa- 
cion usada en nuestro laboratorio. Cuando se encuentra un 
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Figura A-5 Comparacion del tamano de garrapatas ingurgitadas. Una garra¬ 
pata de alee ingurgitada, Dermacentor albopictus (^4), supera mucho en tama¬ 
no a una garrapata americana del perro ingurgitada, Dermacentor variabilis 
(V), que a su vez es mas grande que la garrapata del ciervo ingurgitada, Ixodes 
scapularis (5). Todas son hembras adultas. 


ejemplar con un surco en forma de U dirigido hacia adelante, 
debe identificarse o descartarse como Ixodes scapularis. Para 
distinguir /. cookei de /. marxi, la disposicion de los espolones 
coxales y la configuracion del escudo son elementos claves. 
Cuando la garrapata es omada, las diferencias se establecen 
sobre la base de la configuracion del escudo, el patron de mar¬ 
cas de color comparado con el color basico, la configuracion 
del patron de marcas de color, la longitud del aparato bucal res- 
pecto de la base del capitulum y la disposicion de los espolo¬ 
nes coxales. Las caracteristicas diagnosticas se resumen en el 
cuadro A-3. 

Los buenos libros de referenda hacen descripciones mas 
exhaustivas.*’^’^^’^^ El tema de las enfermedades transmitidas 
por garrapatas no se ha agotado. Las enfermedades emergentes, 
asi como las ya establecidas, que se asocian actualmente con la 
transmision por garrapatas es objeto de extensos estudios. La 
identificacion exacta de una garrapata en un paciente que pre- 
senta sintomas gripales vagos puede y debe influir en el trata- 
miento inicial. 


Especies de Ornithodoros 

Relacion con las enfermedades 

Las especies de Ornithodoros transmiten las especies de 
Borrelia que causan fiebre recurrente endemica. 

Identificacion 

Las especies de Ornithodoros son garrapatas blandas. Por 
defmicion, su aparato bucal no es visible de frente y carecen de 
escudo. Tienen un hipostoma prominente, cubierto con dientes 
(vease lamina en color A-2E). 

Distribucion geografica 

Es dificil distinguir las diversas especies que pueden trans- 
mitir fiebre recurrente. En el noroeste de los Estados Unidos y 
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Cuadro A-3 Caractensticas diagnosticas de las garrapatas duras 

ESPECIE 

ESTADIO 

ESCUDO 

SURCO ANAL 

ESPOLONES COXALES 

APARATO 

BUCAL/BASE 

DEL CAPITULUM 

OJOS 

FES- 

TONES 

COLOR 

Ixodes scapularis 

Ninfa 

Ovalado; cubre un tercio del 
dorso y es oscuro en contras- 
te con el abdomen 

En forma de U miran- 
do hacia adelante, 
rodeando el ano 

Espolon intemo prominente 
en el coxal I; espolones 
extemos romos de I a IV 

Aparato bucal el doble 
de largo que la base 
de! capitulum cuando 
se mira desde la cara 
ventral 

No 

Ausentes 

Capitulum, patas y 
escudo de color 
cafe negro con el 
abdomen rojo bron- 
ceado contrastante 


Membra adulta 

Cubre medio dorso, por lo 
demas se parece a la ninfa 

Igual a la ninfa 

Igual a la ninfa 

Igual a la ninfa 

No 

Ausentes 

Igual a la ninfa 


Macho adulto 

Cubre lodo el dorso; velloso 

Igual a la ninfa 

Igual a la ninfa 

Igual a la ninfa; hiposto- 
ma mas “practice” que 
otras especies de 

Ixodes. 

No 

Ausentes 

Color cafe negro 
global 

Dermacentor 

variabilis 

Ninfa 

Cubre medio dorso; patron de 
color predominante 

Au sente 

Espolon extemo prominente 
en el coxal 1; espolones 
extemos menos romos en II 
y III 

La base del capitulum 
dorsal parece triangu¬ 
lar; los palpos son 
estrechos 

Si 

Presentes 

Patrones de color mas 
predominantes 


Membra adulta 

Angular; igual de largo que de 
ancho; patron de color con 
marcas de color base distri- 
buidas al azar 

Ausente 

Espolones intemos y extemos 
prominentes en el coxal I, 
con aspecto de muescas 

Palpos gruesos; base del 
capitulum mas ancha 
que el largo del aparato 
bucal 

Si 

Presentes 

El color base es 
castano; el patron 
de color es bianco 
grisaceo 


Macho adulto 

Color base y patron de color 
aproximadamente iguales 

En forma de caliz 

Igual a la hembra 

Igual a la hembra 

Sf 

Presentes 

Igual a la hembra 

Amblyomma 

americanum 

Ninfa 

Angular; mas ancho que largo; 
color base predominante; 
“ojos” en los extremos 
laterales 

En forma de caliz 

Los espolones aparecen en la 
porcion media posterior de 
los cuatro coxales; el espo¬ 
lon en el coxal I es mas pro- 
nunciado 

El aparato bucal parece 
mucho mas largo que 
la base del capitulum; 
el hipostoma es 
bulboso 

Si 

Presentes 

Color base predominan¬ 
te caramelo; el patron 
de color es iridiscente 
azul verdoso a 

amarillo 


Membra adulta 

Angular; tan ancho como largo; 
color base predominante con 
“ojos”; parche de patron de 
color en el extremo posterior 

En forma de caliz 

El coxal I tiene un espolon 
medial prominente; los 
espolones parecen ausentes 
de II a IV 

Igual a la ninfa 

Si 

Presentes 

Igual a la ninfa 


(Continua) 
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Cuadro A-3 Caractensticas diagn6sticas de las garrapatas duras {cont,) 


ESPECIE ESTADIO ESCUDO SURCO ANAL 

Macho adulto Color base predominante; En forma de caliz 

“herraduras” con patron de 
color invertido en el horde 
posterior 

Ixodes cookei Ninfa Angular; mas ancho que largo En forma de U miran- 

do hacia adelante, 
rodeando el ano 


Membra adulta Angular; tan ancho como largo Igual a la ninfa 

Macho adulto Menos velloso en comparacion Igual a la ninfa 

con I. scapular is 

Ixodes marxi Ninfa Angular; tan ancho como largo En forma de U miran- 

do hacia adelante, 
rodeando el ano 

Membra adulta Angular; mas largo que ancho Igual a la ninfa 

Macho adulto No se observa vello Igual a la ninfa 


APARATO 

BUCAL/BASE FES- 

ESPOLONES COXALES DEL CAPITULUM OJOS TONES COLOR 

Similar a la hembra con un Igual a la ninfa Si Presentes Igual a la ninfa 

espolon interno marcado en 
el coxal IV 


Similar a I. scapularis Aparato bucal de igual No Ausentes Castano cafe con 

longitud que la base leche claro 

del capitulum; hipostoma 

similar a I. scapularis, 

aunque mas redondeado 

en la punta; espolones 

palpales presentes 

Igual a la ninfa Igual a la ninfa No Ausentes Igual a la ninfa 

Igual a la ninfa Proporcional a la ninfa; No Ausentes Igual a la ninfa 

hipostoma redondeado 
y crenado 

Espolon interno romo y pre- Aparato bucal de igual No Ausentes Castano cafe con 

sencia de espolon extemo en longitud a la base del leche claro 

el coxal I; ausencia de espo- capitulum 
lones en II a IV 

Igual a la ninfa Igual a la ninfa; el hiposto- No Ausentes Igual a la ninfa 

ma es muy puntiagudo 

El coxal I tiene un espolon Proporcional a la ninfa; No Ausentes Igual a la ninfa 

interno prominente y un hipostoma redondeado y 

espolon extemo romo; de II crenulado 
a IV tienen espolones exter- 
nos romos; espolones ausen¬ 
tes en el coxal IV 
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el oeste de Canada, O. hermsi es el principal vector. Esta espe- 
cie se alimenta sobre roedores pequenos, asi como en seres 
humanos, y habita en agujeros y hendeduras de chozas y caba¬ 
nas. Un brote famoso en un contingente de escultistas se con¬ 
centre en los exploradores mayores y guias que pemoctaron en 
una cabana abandonada y dejaron a los mas jovenes pasar la 
noche bajo las estrellas, sin ser picados.^^ 

En el sudoeste y el sur centrooccidental, el vector comun es 
O. turicata, que se encuentra en diversos mamiferos pequenos 
y grandes, roedores, aves y reptiles. Esta especie habita a 
menudo en madrigueras de animales. 


Acaros 

Existen numerosas especies de acaros en la naturaleza. Las 
especies de la familia Trombiculidae (bicho Colorado o nin- 
guas) producen prurito intense o dermatitis cuando se alimen- 
tan temporalmente. Los miembros del genero Leptotrombidium 
transmiten la fiebre fluvial japonesa en el sudeste asiatico y 
Australia.^^ Los acaros del polvo domestico del genero 
Dermatophagoides son alergenicos para ciertas personas. El 
acaro del raton, Liponyssoides (Allodermanyssus) sanguineus, 
transmite Rickettsia akari, el agente causal del tifus pustuloso 
{rickettsialpox). Esta enfermedad se describio por primera vez 
en la ciudad de Nueva York y continua siendo alli un proble- 
ma.^^ 

El acaro de la sama, Sarcoptes scabiei, y el acaro de los fo- 
liculos, Demodex folliculorum, son los dos acaros que tienen 
una asociacion parasitaria estrecha y prolongada con los seres 
humanos. 

Sarcoptes scabiei (sarna) 

RELACION CON LAS ENFERMEDADES 

Sarcoptes scabiei se conoce como el “acaro de la comezon”. 
El acaro causa la sarna al excavar la piel y depositar sus huevos 
en las madrigueras. Los estadios de larva y ninfa resultantes del 
acaro viven en las madrigueras y los foliculos pilosos adyacen- 
tes. Las deposiciones de los acaros provocan prurito intenso, 
que conduce a una irritacion importante y perdida del pelo. La 
recidiva de la enfermedad suele ocurrir por la reinfestacion de 
acaros presentes en contactos tratados de manera inadecuada, 
pero las recaidas tambien pueden suceder despues de un trata- 
miento adecuado.^’ 

IDENTIFICACION 

El examen microscopico de raspados de piel revela el acaro 
caracteristico (que mide 0,2 a 0,4 mm de longitud), sus huevos 
o pelotillas fecales (escibalos) (vease lamina en color A-2F). 
Los ejemplares se obtienen colocando una gota de vaselina 
liquida sobre una hoja de bisturi esteril y dejando que parte de 
la vaselina cubra la papula. Se raspa la papula vigorosamente 
seis o siete veces para quitar el techo y luego se transfiere el 
material raspado, que debe contener algunas manchas de san- 
gre en la vaselina, a un portaobjetos de vidrio, usando un pali- 
llo de madera si es necesario. Despues de agregar un par de 
gotas de vaselina liquida al preparado y mezclar, se coloca un 
cubreobjetos de vidrio.^® 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Los acaros de la sarna tienen distribucion mundial. 


Demodex folliculorum (foliculos pilosos) y Demodex brevis 
(glandulas sebaceas) 

RELACION CON LAS ENFERMEOADES 

Las infecciones suelen comptometer la cara. Los microorga- 
nismos pueden causar prurito y reaccion tisular local cuando 
excavan la piel. Sin embargo, tambien se encuentran en indivi- 
duos asintomaticos. 

IDENTIFICACION 

El examen microscopico de muestras de piel revela el acaro 
caracteristico, que mide 0,1 a 0,4 mm de longitud. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Los acaros de los foliculos tienen distribucion mundial. 


Aranas 

Existen miles de especies de aranas en la naturaleza. La 
mayona de ellas tienen toxinas potentes, pero solo algunas 
pueden atravesar la piel humana cuando pican.'^ 

Loxosceles reclusa 

RELACI6n con las ENFERMEDADES 

Loxosceles reclusa, conocida como arana parda, prefiere 
vivir en ropa guardada y sacos de dormir, sotanos, armarios y 
otros sitios con actividad humana reducida.^^Su veneno se 
inyecta a traves de la picadura y puede causar descamacion 
intensa y necrosis de la piel. Las dosis grandes de veneno se 
asocian con diseminacion y mortalidad importante. La picadu¬ 
ra de la arana parda no produce una lesion diagnostica; varios 
informes sugieren que muchas veces se atribuyen incorrecta- 
mente lesiones dermonecroticas a las aranas.^^ 

IDENTIFICACION 

La arana parda se caracteriza por su color amarillo a bron- 
ceado, un tamaho de 1 a 2 cm y una marca en forma de violin 
en la cabeza (vease lamina en color A-2G).^^^® Existen varias 
especies relacionadas, que pueden requerir la ayuda de un 
especialista para su identificacion correcta. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

La arana parda se encuentra en la mayor parte de los Estados 
Unidos continentales, salvo en las secciones occidentales ex- 
tremas. 


Latrodectus mactans 

RELACION CON LAS ENFERMEDADES 

Existen varias especies de aranas viudas. Latrodectus mac¬ 
tans, la arana viuda negra mas comun, puede causar una reac¬ 
cion sistemica seria, incluso la muerte, despues de la inyeccion 
de su veneno. Por fortuna, la mayoiTa de los pacientes no se 
enferman con gravedad y se recuperan con rapidez.^^Las 
picaduras ocurren casi siempre en las manos.^^ La picadura de 
las aranas macho provocan pocos smtomas o ninguno.^® 
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IDENTIFICACION 

La hembra de la viuda negra mide 3 cm de largo (incluidas 
las patas), es de color negro brillante y muestra una marca roja 
en forma de reloj de arena caracteristica en el abdomen (vease 
lamina en color A-2H)3'^ La diferenciacion entre especies 
relacionadas es dificil y es mejor dejarla en manos de expertos. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Existen diferentes especies de aranas viudas en todos los 
Estados Unidos continentales. Latrodectus mactans se encuen- 
tra desde el sur de Nueva Inglaterra hasta el sur de Florida y al 
oeste hasta California y Oregon; es mas frecuente en la parte 
sur de esta zona. La arana viuda negra del norte, L. variolus, se 
encuentra en Nueva Inglaterra y sur del Canada hasta Florida y 
hacia el oeste hasta el este de Texas, Oklahoma y Kansas; es 
mas frecuente en la parte norte de su zona de dispersion. 

Tegenaria agrestis 

RELACION CON LAS ENFERMEDADES 

En los ultimos anos, ha habido cada vez mas informes de 
reacciones toxicas a la picadura de la arana vagabunda, T. 
agrestis. Muchas picaduras no tienen consecuencias graves, 
pero algunas pueden causar una lesion dermonecrotica simi¬ 
lar a la ocasionda por la arana parda. Al eritema sigue la for- 
macion de ampollas y despues la ulceracion. Se forma una 
escara que luego se desprende, con formacion de una cicatriz 
o no. Los efectos sistemicos son casi siempre leves, pero pue¬ 
den ser graves. La arana macho es mas venenosa que la hem¬ 
bra.’ 

IDENTIFICACION 

La arana vagabunda es castafia con manchas grises. Es mo- 
deradamente grande: su cuerpo mide de 7 a 14 mm de longitud 
y alcanza 27 a 45 mm con las patas estiradas. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Tegenaria agrestis se encuentra en todo el noroeste del 
Pacifico, sudoeste de Canada y la faja territorial de Alaska. La 
distribucion de esta arana no se superpone con la de Loxosceles 
reclusa. Las aranas vagabundas tejen telas en forma de embu- 
do en lugares hiimedos, como pilas de madera y espacios entre 
pisos para tuberia y cables. Rara vez se la encuentra mas arri- 
ba de los cimientos o el nivel del piso. 


Insecta: moscas, chinches, pulgas y piojos 

Larvas de moscas productoras de miasis 

La miasis se produce cuando larvas de mosca infectan 
accidentalmente a seres humanos o penetran la piel para for- 
mar lesiones subcutaneas, con el proposito de alimentarse en 
los tejidos. Los casos importados de miasis estan aumentan- 
do debido a la mayor frecuencia de viajes a zonas endemi- 
cas."^’^^ Los dos generos que parasitan mas a menudo a los 
seres humanos son Dermatohia y Cordylobia. Las moscas de 
los generos Wohlfahrtia, Cochliomyia, Hypoderma y Oestrus 
suelen afectar mucho menos a los seres humanos y no se des- 
cribiran aqui.^’’^®"^^ 


Dermatobla hQmims(\m?i de la mosca humana) 

RELAC|6n con las ENFERMEDADES 

Para entender como se desarrolla la infeccion es preciso des- 
cribir algunas caracteristicas del fascinante ciclo evolutivo de 
este organismo. La hembra deposita sus huevos a otro insecto 
vector, a menudo un mosquito. Cuando el insecto pica a un 
huesped, los huevos liberan larvas que penetran de inmediato la 
piel. Las larvas maduran en la piel durante unas 6 a 12 sema- 
nas, despues de las cuales abandonan el tejido subcutaneo para 
caer a la tierra, donde requieren otras 3 semanas de maduracion 
antes de que emerja una mosca adulta.'^''^'^^ 

Mientras estan en la piel, las larvas producen una lesion simi¬ 
lar a una magulladura, a menudo muy pruriginosa y, en ocasio- 
nes, dolorosa. La extirpacion completa de las larvas elimina la 
enfermedad y permite confirmar el diagnostico. A veces ocurren 
infecciones bacterianas secundarias de las lesiones. 

IDENTIFICACION 

Las larvas varian de tamano desde pocos milimetros hasta 18 
a 25 mm, segiin su madurez en el momento de la extraccion. 
Estan rodeadas de filas de espinas facilmente visibles con un 
microscopio de diseccion (vease lamina en color A-3A). Los 
estadios larvales pueden tener una forma de “frasco” bien defi- 
nida, con un cuello largo que se adelgaza progresivamente. El 
examen microscopico de los espiraculos (placa de los estig- 
mas) es util para la identificacion.^’-^^ 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Dermatobia hominis es comun en America Central y del 

Cordylobia anihropophaga (mosca Tumbu) 

RELACION CON LAS ENFERMEDADES 

Las larvas surgen de huevos que han contaminado ropa de 
cama, prendas de vestir u otros materiales y penetran en la piel 
del huesped poco despues del contacto.^-^^ El desarrollo en la 
capa subdermica ocurre mucho mas rapido que el de 
Dermatobia hominis, habitualmente en 2 semanas,"^ lo que 
reduce el numero relativo de casos importados.’® Los pacientes 
suelen exponerse a una cantidad mas grande de huevos, de 
manera que es mas probable observar numerosas lesiones en la 
infeccion por Cordylobia que por Dermatobia^ 

IDENTIFICACION 

Las larvas alcanzan 7 a 12 mm en el momento de la madura¬ 
cion. Su forma mas conica las distingue con facilidad de Der¬ 
matobia En el extremo mas ancho se encuentran espiraculos. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Cordylobia se encuentra principalmente en Africa subsaha- 
riana. 

Otras moscas 

Existen varias moscas importantes desde el punto de vista 
medico que justifican una descripcion breve, aunque rara vez 
se envian ejemplares a los laboratorios clinicos. 

Las especies de Chrysops, conocidas como moscas ciervo, 
estan involucradas en la transmision de Loa loa, la filaria ocu- 
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lar africana. Las moscas negras (especies de Simulium) son los 
vectores de las microfilarias que causa la oncocercosis. Existen 
diferentes especies de Simulium en distintas regiones geografi- 
cas, pero todas se reproducen en los canales de agua de flujo 
rapido, cerca de los cuales se registra el numero mas grande de 
picaduras. La mosca tsetse (especies de Glossina) solo existe 
en Africa tropical y transmite la tripanosomiasis africana 
(enfermedad del sueno). Estas moscas alargadas tienen una 
proboscide poderosa, capaz de infligir picaduras dolorosas.^^ 

Mosquitos 

Los mosquitos son responsables de la transmision de enfer- 
medades que causan mayor morbimortalidad que cualquier 
otro artropodo.*^ '®’^®’^^ 

RELACI 6 N CON LAS ENFERMEDADES 

Los mosquitos causan lesiones cutaneas pruriginosas que 
aparecen poco despues de que se alimentaron con sangre. 
Tambien son capaces de transmitir infecciones graves. Las 
especeis de Anopheles son los artropodos vectores responsa¬ 
bles de la transmision del paludismo. La filariasis es disemina- 
da por algunas especies de Aedes, de Mansonia y de 
Anopheles. Una variedad de virus transmitidos por artropodos 
(los arbovirus) usan especies de Aedes, de Culex, de Culiseta, 
de Haemagogus y de Sabethes como vectores de infecciones 
graves, como la encefalitis equina, la fiebre del Nilo 
Occidental, la fiebre amarilla y el dengue.^Tanto los mos¬ 
quitos machos como las hembras se alimentan de nectar y poli- 
nizan las flores. El mosquito hembra debe ingerir sangre para 
completar el desarrollo de los huevos.^® 

Los mosquitos flebotomos que pertenecen a los generos Lut- 
zomyia y Phlebotomus son responsables de la transmision de la 
leishmaniasis. Son insectos velludos, pequenos y tienden a 
mantener las alas en forma de V erecta. 

Los mosquitos usan indicios olfativos para encontrar sus 
huespedes humanos. Un componente especifico del sudor hu- 
mano ha sido identificado como uno de los principales com- 
puestos para Anopheles gambiae, un vector importante de 
Plasmodium falciparum?^ Para quienes no pueden dejar de su- 
dar, existen diversos repelentes de insectos para evitar la pica- 
dura de los mosquitos. Los productos basados en sustancias 
vegetales son opciones atractivas para las personas que desean 
evitar los disuasivos quimicos; lamentablemente, las opciones 
actuales no son tan eficaces como los productos que contienen 
A,A-dietil-3-metilbenzamida (DEET).^^ Quizas en el futuro los 
compuestos que bloquean los componentes relevantes del 
sudor seran disuasivos eficaces. 

IDENTIFICACION 

Los mosquitos son insectos voladores de aspecto delicado, 
facilmente reconocidos por la mayoria de las personas. La 
identificacion de genero y especie requiere bastante experien- 
cia y debe recurrirse a los especialistas. Las picaduras de mos¬ 
quito son tan comunes que los pacientes rara vez llevan ejem- 
plares al laboratorio cimico para su identificacion. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Los mosquitos habitan en todo el mundo, pero algunas espe¬ 
cies tienen nichos medioambientales bien definidos. Por ejem- 
plo, la fiebre amarilla clasica era una enfermedad urbana por- 


que el vector primario, Aedes aegypti, estaba confinado a los 
depositos de agua estancada en la vecindad de las moradas 
humanas. Se penso que la enfermedad podia ser eliminada por 
completo con el control del mosquito vector. Lamentable¬ 
mente, el control de la fiebre amarilla urbana revelo la existen- 
cia de un ciclo selvatico entre los monos y varias especies de 
mosquitos selvaticos, y pronto se hizo evidente que el virus po¬ 
dia controlarse pero nunca eliminarse (a menos que tengamos 
exito en destruir todas las selvas tropicales).^^ 

Los mosquitos son uno de los beneficiarios del comercio 
globalizado. Aedes albopictus, tambien conocido como “mos¬ 
quito tigre”, reside en el Sudeste asiatico, pero logro pasar a los 
Estados Unidos poniendo huevos en el agua acumulada en neu- 
maticos de automovil.^^ Esta agresiva especie de mosquito es 
un vector competente para patogenos humanos importantes, 
aunque solo se han aislado los virus de la encefalitis equina del 
este y de Cache Valley de mosquitos naturalmente infectados. 

Chinches 

Las chinches de cama (especies de Cimex) y los reduvideos 
(familia Reduviidae) succionan la sangre de vertebrados, inclu- 
so seres humanos, y pueden actuar como vectores importantes 
en la transmision de enfermedades.^^’^^ Son de habitos noctur- 
nos, se alimentan por la noche y se esconden y descansan 
durante el dia. A veces se envian ejemplares de la chinche de 
cama comun (C. lectularius) a los laboratorios de microbiolo- 
gia para su identificacion. 

CIMEX LECTULARIUS 

Relaclon con enfermedades. La chinche de cama comun puede 
causar numerosas lesiones pequenas en la piel donde succiona 
sangre. La gravedad de las lesiones se relaciona con la sensibi- 
lidad del individuo. Las chinches se alimentan principalmente 
por la noche; el resto del tiempo se esconden en la ropa de 
cama, el papel de las paredes desprendido y los colchones.*^ No 
actuan como vectores de agentes infecciosos. 

Identiflcacioii Tienen un color naranja claro a bronceado y 5 mm 
de largo por 3 mm de ancho.*^’^®’^^ Los adultos tienen unos peque¬ 
nos apendice alares no funcionantes (lamina en color A-3B). 
DIstribucion geografica, Cimex lectularius tiene distribucion mun- 
dial, aunque es mas comun en las zonas templadas, en tanto 
que C. hemipterus es mas habitual en climas tropicales.^^ 

VINCHUCAS: ESPECIES DE PANSTRONGYLUS, RHODNIUSY TRIATOMA 
Relaclon con las enfermedades La familia Reduviidae tiene al- 
gunos nombres populares. Estas chinches a veces se llaman 
“chinches de nariz conica” debido a la forma alargada de la 
cabeza. La mayoria de los integrantes del grupo se conocen 
como chinches asesinas por su agresividad letal contra otros 
insectos. Las chinches asesinas tambien pueden picar a los 
seres humanos y causar lesiones dolorosas.^® 

Desde el punto de vista medico, el grupo mas importante son 
las “chinches besadoras” (vinchucas), asi llamadas porque pue¬ 
den succionar sangre de la piel de alrededor de los labios. Las 
vinchucas transmiten el agente causal de la enfermedad de 
Chagas, Trypanosoma cruzi^ No pueden picar a traves de la 
ropa, por lo que las lesiones son mas comunes en las partes 
expuestas del cuerpo.^® Los excrementos que contienen T cruzi 
se depositan sobre el huesped mientras la chinche se alimenta. 
El rascado de la piel pruriginosa en el sitio de la picadura intro¬ 
duce los microorganismos en la herida. La transmision tambien 
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ocurre cuando los dedos contaminados con heces se frotan en 
los ojos, la nariz o la boca.^^ 

Identificacion A diferencia de las chinches de cama, los reduvi- 
deos (triatomfdeos) tienen alas funcionales. Vanan en tamano 
de 1 a 4 cm, son mas alargadas que las chinches comunes y tie¬ 
nen cabezas relativamente largas y delgadas (vease lamina en 
color 

Distribucion geografica. Las vinchucas se encuentran en partes 
del sur de los Estados Unidos y en America Central y del Sur 

Pulgas 

RELACION CON LAS ENFERMEDADES 

Las pulgas pueden causar picaduras irritantes, pruriginosas 
al extraer sangre de un huesped. Las especies mas comunes que 
normalmente transmiten las infecciones mas serias al ser 
humano se expondran aqui. La pulga de la rata oriental, 
Xenopsylla cheopis, es el vector clasico de la peste^^y del tifus 
murino.^® Tunga penetrans, la pulga jigger que se encuentra en 
Africa y America Central y del Sur, penetra la piel y pone hue- 
vos dentro del huesped (lamina en color A-3D). 

La pulga del gato, Ctenocephalides fells, y la pulga del 
perro, Ctenocephalides canis, pueden infectar cualquier espe- 
cie de animal domestico (lamina en color A-3E). En America 
del Norte, la pulga del perro es rara y la mayoria de las enfer- 
medades humanas son causadas por la pulga del gato.^° 
Cualquier especie puede picar a los seres humanos. La tenia del 
perro, Dipylidium caninum, puede infectar a los seres humanos 
cuando una pulga que contiene el cisticercoide de la tenia se 
ingere accidentalmente.^^ Varias especies de pulgas, ademas 
de otros insectos, pueden transmitir las larvas de la tenia de la 
rata, Hymenolepis diminuta, a los seres humanos. Se ha reco- 
nocido hace poco que la peste endemica puede asociarse con la 
exposicion a los gatos, y el tifus endemico, causado por 
Rickettsia typhi, puede ser transmitido por la pulga de esos ani- 
males.^^ Una rickettsia recien descrita, conocida como agente 
ELB,"^®’^^ tambien infecta la pulga del gato y causa una enfer- 
medad parecida al tifus murino. Este nuevo microorganismo 
del tipo de las rickettsias puede mantenerse por transmision 
transovarica en las pulgas del gato.* El agente ELB ha sido cla- 
sificado como Rickettsia fellsP En los pafses desarrollados los 
gatos pueden ser mas importantes que las ratas en la transmi¬ 
sion de estas infecciones. 

IDENTIFICACION 

El reconocimiento de las pulgas es relativamente facil. 
Carecen de alas y tienen patas largas'^ musculosas, que 
cuelgan de un cuerpo “encorvado hacia arriba” (lamina en 
color A-3D y E). La determinacion de las especies de pulgas es 
muy dificil y suele requerir una experiencia considerable. 

DISTRIBUCION GEOGRAFICA 

Las pulgas se encuentran en todo el mundo, coincidiendo 
con la distribucion del huesped mamffero. Xenopsylla cheopis 
se asocia fundamentalmente con las ratas pardas (Rattus nor- 
vegicus, tambien conocidas como ratas de cloaca noruegas) y 
las ratas negras {Rattus rattus, tambien conocidas como ratas 
domesticas o de tejado). Las especies de Ctenocephalides se 
encuentran en gatos y perros. 

Piojos 

Los piojos son un problema de salud piiblica considerable y 
causan enfermedades que varian de relativamente benignas a 


potencialmente mortales. Como agentes de lesion directa pro- 
vocan infestaciones menores, aunque irritantes de la piel y el 
pelo. Como artropodos vectores son capaces de transmitir pato- 
genos bacterianos importantes. Aunque algunas especies se 
asocian con diferentes partes del cuerpo, hay algunas superpo- 
siciones. 


PEDICULUS HUMANUS 

Relacion con las enfermedades. Pediculus humanus (el piojo del 
cuerpo humano) parasita la mayoria de las partes del cuerpo, 
salvo la cabeza. Los piojos del cuerpo se encuentran principal- 
mente en las regiones mas vellosas, desde donde viajan ida y 
vuelta de la ropa hasta la piel para alimentarse.*^ La succion de 
sangre causa heridas irritantes, pruriginosas, en el lugar de la 
picadura, una caracteristica general de las infestaciones por 
piojos. La mayoria de los huevos, llamados liendres, se deposi- 
tan en la ropa. 

Los piojos del cuerpo transmiten Borrelia recurrentis, el 
agente causal de la fiebre recurrente,^*^^ y Rickettsia prowazekii 
y Bartonella {Rochalimaea) quintanaP que causan el tifus epi- 
demico y la fiebre de las trincheras, respectivamente.*^’^^ En la 
fiebre recurrente, los piojos aplastados liberan los microorga- 
nismos sobre la piel, desde donde luego penentran a traves de 
las abrasiones. Los agentes del tifus y de la fiebre de las trin¬ 
cheras, que estan presentes en los excrementos del piojo, pene- 
tran cuando el huesped se rasca la piel.^^ La mortalidad del tifus 
epidemico no tratado puede ser quiza de hasta un 60%^^ debi- 
do a la presencia de otros factores de complicacion, pero el tra- 
tamiento antimicrobiano controla con eficacia la infeccion.^* 

Los piojos del cuerpo se diseminan por el contacto bastante 
mtimo con individuos infectados. La vestimenta y la ropa de 
cama compartidas y las habitaciones comunales cerradas se 
asocian con la transmision.*^ No es sorprendente que las infec¬ 
ciones transmitidas por piojos tengan lugar en condiciones de 
extrema privacion, como las guerras y las hambrunas. 
Identificacion. Los piojos del cuerpo alcanzan 2 a 4 mm de lon- 
gitud, con un abdomen relativamente largo y delgado. Tienen 
tres pares de patas, con ganchos similares a tenazas en las pun- 
tas, que los ayudan a fijarse a su huesped (lamina en color A-3F). 
Distribucion geografica. Los piojos del cuerpo se encuentran en 
todo el mundo. 


PEDICULUS CAPITIS 

Relacion con las enfermedades. Los piojos de la cabeza causan 
infecciones irritantes de la cabeza, el pelo y el cuello.'*'* Infectan 
solo al hombre; los animales domesticos y otros animales no 
son sensibles. A diferencia del piojo del cuerpo, los de la cabe¬ 
za no funcionan como vectores para la transmision de bacte- 
rias, aunque puede ocurrir la infeccion bacteriana secundaria 
de las herida de picaduras.^ Las liendres (huevos) de I mm de 
tamano se pegan al tallo de un pelo cerca del cuero cabelludo 
(lamina en color A-3G). 

Las infestaciones son muy comunes en los ninos.^ Ocurren a 
traves del contacto estrecho y por compartir fomites como pei- 
nes, gorras y bufandas.*^ 

Identificacion. Los piojos de la cabeza se parecen mucho a los 
piojos del cuerpo. Aunque hay superposicion de tamanos, pue¬ 
den ser ligeramente mas cortos, en promedio 1 a 3 mm.*”^ **’^^ El 
abdomen largo y los tres pares de patas con ganchos son casi 
identicos a los del piojo del cuerpo. Las liendres se confunden 
con facilidad con la caspa, la descamacion seborreica, rocios 
para pelo o una infeccion micotica (lamina en color A-3G).^ 
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Los ejemplares deben ser enviados a los expertos para la con- 
firmacion. 

Distribucion geografica. El piojo de la cabeza se distribuye en 
todo el mundo. 


PHTHiRUS PUBIS 

Retacidn con las enfermedades. Phthirus pubis, tambien conoci- 
do como piojo cangrejo o pubiano, causa una infeccion irritan- 
te de la zona pubiana. Puede encontrarse con menor frecuencia 
en las axilas, el pecho, los muslos y el vello facial de bigotes, 
cejas y pestanas.*^*®’^°Los piojos dejan una herida de picadura 
pruriginosa en la piel despues de alimentarse. Puede ocurrir la 
infeccion secundaria de la herida de la picadura, pero es rara. 
Las liendres se adhieren en la porcion inferior del tallo del 
pelo, como ocurre con los piojos de la cabeza. Los piojos 
pubianos no transmiten agentes infecciosos. La transmision 
ocurre principalmente a traves del contacto sexual. 
Identificacion. Los piojos pubianos tienen 1 a 2 mm de largo y 
un abdomen corto y redondeado. Su forma se describio como 
“similar a una tortuga”. Tienen tres pares de patas, con garras 
que parecen mas grandes y mas gruesas que las de los piojos 
del cuerpo o de la cabeza (lamina en color A-3H). 

Distribucion geografica. Los piojos pubianos pueden encontrarse 
en todo el mundo. 
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L as amebas pequenas de vida libre presentes en agua y suelos de los generos 
Naegleria y Acanthamoeba pueden causar infecciones oportunistas en los seres 
humanos. Las principales enfermedades producidas por este grupo son formas 
de meningoencefalitis devastantes, casi siempre mortales, y la queratitis por Acantha- 
moeha, una infeccion ulcerada, que puede provocar la perdida de la vista, que afecta la 
cornea y el ojo, causada por ciertas especies de Acanthamoeba, pero no de Naegleria?^ 
Las amebas de vida libre no estan relacionadas con las amebas intestinales analizadas 
antes y no habitan el intestino del hombre ni de otros mamiferos. 


Ecologia, epidemiologia, patogenia y enfermedades 

Naegleria y Acanthamoeba, junto con muchos otros generos de amebas de vida libre, 
tienen distribucion mundial en diversos habitats de agua dulce, como rios, lagos. estan- 
ques, fuentes de agua termal y de agua mineral, sistemas de agua dimesticos, sistemas de 
aire acondicionado, humidificadores y torres de refrigeracion.'®'*^ Se cree que tienen rela- 
cion con la neumonitis por hipersensibilidad conocida como fiebre de los humidificado- 
res.^*^ Son ubicuos en suelos, polvo, aire y residuos organicos en descomposicion; se han 
encontrado en la superficie de verduras y se han aislado en el sedimento de aguas servi- 
das y en agua potable contaminada con desechos domesticos o industriales. Se han ais¬ 
lado especies de Acanthamoeba en agua de mar, especialmente asociadas con la descar- 
ga de aguas servidas inadecuadamente tratadas de hoteles y vertederos municipales (D.A. 
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Munson: comunicacion personal, 1991).^^ Naegleria y Acan- 
thamoeba tambien se ban relacionado con vertederos con conta- 
minacion termica en estanques y lagos conectados con plantas 
termicas electricas, nucleates o fabricas que producen conta- 
minacion termica. 

En la naturaleza, las amebas de vida libre se alimentan de 
bacterias, como especies de Legionella, y las amebas 
forman quisles que son mas resistentes a las condiciones adver- 
sas del medioambiente (como la desecacion en suelos) que las 
formas vegetativas ameboides. De Jonckheere y Van de Voorde 
informaron que los quisles de algunas cepas de Acanthamoeba 
son muy resistentes al cloro y no mueren con las concentracio- 
nes de cloro usadas en los suministros de agua municipales o 
domesticos o en las piscinas de natacion.^^ En cambio, los quis¬ 
les de Naegleria fowleri son mas sensibles al cloro; estos auto- 
res concluyeron que no es probable encontrar N. fowleri viable 
en agua limpia en la que se mantienen concentraciones bajas de 
cloro (p. ej., 0,5 pg de cloro libre disponible por mililitro).^® 
Rowbotham fue el primero en senalar que L. pneumophila 
puede desarrollarse dentro de especies de Acanthamoeba, lo 
que proporciona una explicacion de por que las legionelas con 
requerimientos nutricionales especiales pueden mantener la 
viabilidad en aguas limpias, con bajo contenido de cloro.Las 
especies de Legionella proliferan tambien dentro de varias 
otras amebas de vida libre."^^ Se ha especulado que las legione¬ 
las pueden ser transmitidas por aerosoles a traves del aire a los 
seres humanos en goticulas de agua mientras se encuentran 
dentro de amebas.Esto tiene sentido, sobre todo si los quisles 
amebianos pueden proteger a las legionelas del cloro presente 
en los suministros domesticos de agua (vease cap. 10). 

Ademas, las amebas de vida libre, como Naegleria fowleri, es¬ 
pecies de Hartmanella y diversas especies de Acanthamoeba, se 
ban aislado en las fauces y las vias nasales humanas,*’^’^^’^^"^^’^^ 
probablemente como quisles inhalados con el polvo suspendido 
en el aire, en aerosoles o que ban estado presentes en los ali- 
mentos o agua ingeridos.^^ No se ha demostrado la presencia de 
trofozoitos de Naegleria ni Acanthamoeba en la nasofaringe 
humana en ausencia de enfermedad del SNC.^^ 

Meningoencefalitis amebiana primaria 

Antes de 1958, ninguna ameba de vida libre del agua y la tie- 
rra se habia reconocido como patogena. Mas tarde, Culbertson 
y cols, observaron una ameba contaminante de celulas de culti- 
vos de tejidos.*^ Esta cepa, llamada ahora Acanthamoeba cul- 
bertsoni cepa A-1, cuando se instila por via intranasal en ratones 
jovenes y otros animales, causa una infeccion de la mucosa y 
la submucosa nasales que se disemina desde alli a lo largo del 
nervio olfatorio y a traves de la lamina cribriforme del craneo, 
para causar la invasion del cerebro y una meningoencefalitis 
rapidamente mortal.Sobre la base de su trabajo experi¬ 
mental con animales, Culbertson predijo que una enfermedad 
similar podria ocurrir en los seres humanos.*^ En 1965, 
Fowler y Carter informaron el primer caso en un nino de 
Australia.^^ El ano siguiente. Butt, de Florida, informo tres 
casos mas y denomino a la enfermedad “meningoencefalitis 
amebiana primaria”.^ Asi, conceptualmente, la meningoencefa¬ 
litis amebiana primaria difiere de las enfermedades amebianas 
del SNC causadas por Entamoeba histolytica porque la menin¬ 
goencefalitis amebiana primaria no era “secundaria” a la enfer¬ 
medad amebiana del colon. 

Se sabe ahora que la puerta de entrada de Naegleria es la 
nariz, y el verdadero sitio “primario” de la infeccion son las 
vias respiratorias alias.La mayoria de los pacientes con 


infecciones del SNC causadas por Naegleria ban sido nines o 
adultos jovenes que estaban nadando en lagos o rios o habian 
tenido la oportunidad de que les entrara agua (con Naegleria) 
en la nariz.^’"^’^^’^^ Despues de infectar la mucosa nasal, N. fow¬ 
leri se disemina a lo largo del nervio olfatorio, a traves de la 
lamina cribriforme, hasta el cerebro siguiendo la ruta original 
observada en los animales por Culbertson y cols.'^’^^ Los hallaz- 
gos anatomopatologicos en seres humanos con meningoencefa¬ 
litis aguda causada por N. fowleri ban sido notablemente simi- 
lares a los observados en modelos experimentales en animales 
por Culberston y cols, con Acanthamoeba culbertsoni cepa A-1 
(la mas virulenta de las especies de Acanthamoeba) 

Otras especies de Acanthamoeba no son tan virulentas y tien- 
den a causar abscesos cerebrales subagudos o cronicos, con 
granulomas o sin ellos. 

En los seres humanos, las enfermedades del SNC asociadas 
con especies de Acanthamoeba no ban sido tan frecuentes 
como las producidas por N. fowleri. Se calcula que ban ocurri- 
do mas de 140 casos de meningoencefalitis amebiana primaria 
en todo el mundo, en tanto que solo se ban informado 40 o mas 
casos de infecciones del SNC por Acanthamoeba.^^ La mayo¬ 
ria de los pacientes con enfermedad del SNC por Acantha¬ 
moeba eran personas inmunodeprimidas y no tenfan antece- 
dentes de exposicion al agua.^^’^^’^^’^^ Sin embargo, dado que los 
quisles de Acanthamoeba pueden estar en la tierra o en el polvo 
domestico, es posible que los microorganismos hayan sido 
inhalados para alcanzar la cavidad nasal o incluso las vias res¬ 
piratorias bajas.Es posible que, en los seres humanos, las 
especies de Acanthamoeba puedan diseminarse desde la cavi¬ 
dad nasal hasta el cerebro a lo largo del nervio olfatorio o por 
via intravascular desde los pulmones, o tal vez desde lesiones 
cutaneas (informadas rara vez).'^’^* 

N. fowleri causa una meningoencefalitis difusa y fulminan- 
te, caracterizada por zonas grandes de necrosis hemorragica, 
que afecta sobre todo los bulbos olfatorios, los lobulos frontales, 
la base del cerebro, la medula espinal proximal y los lobulos 
temporales del cerebro. Tambien pueden estar afectados los lo¬ 
bulos parietales y la corteza occipital. En las leptomeninges y 
dentro de la corteza se encuentra un exudado purulento agudo. 
Los trofozoitos amebianos pueden verse diseminados o en raci- 
mos localizados dentro de la corteza necrotica. Tienen predilec- 
cion especial por los vasos sanguineos; las arterias pequenas, 
arteriolas, venas, venulas y capilares pueden estar rodeados por 
trofozoitos de Naegleria de 10 a 15 pm, que contienen grandes 
nucleolos prominentes.*^-^^’^* 

Dentro del cerebro, las especies de Acanthamoeba provocan 
una inflamacion aguda en las etapas tempranas de la enferme¬ 
dad en los animales. Sin embargo, las especies menos virulen¬ 
tas que A. culbertsoni cepa A-1 tienden a producir abscesos 
cronicos focalizados o multifocales, con granulomas o sin ellos 
(incluso con la presencia de celulas gigantes de cuerpo extra- 
no). Los trofozoitos y los quisles pueden estar focalizados o 
esparcidos en niimero pequeno en todas las zonas afectadas, 
pero pueden encontrarse en el espacio perivascular y dentro de 
las paredes de los vasos pequenos, en asociacion con hemorra- 
gias perivasculares y trombosis intravascular. Los quisles ame¬ 
bianos se ven dentro del tejido en las infecciones por 
Acanthamoeba, pero no ban sido observados en tejidos infec- 
tados por Naegleria 

Queratitis por Acanthamoeba 

La queratitis por Acanthamoeba es una infeccion grave, a 
menudo devastadora, de la cornea, causada por ciertas especies 
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de Acanthamoeha (p. ej., A. polyphaga, A. castellanii, A. rhy- 
sodesy A. culhertsoni y A. hatchettiY'^^'^^ Desde que se descri- 
bio el primer caso en 1975,^"^ se ban informado mas de 200 
casos en todo el mundo7^ Hasta alrededor de 1984, la mayoria 
de las infecciones se asociaban con traumatismos de la cornea 
y exposicion a agua contaminada; mas recientemente, muchos 
casos se ban relacionado con el uso de lentes del contacto, 
sobre todo lentes blandas de uso diario o continuo.^ ik33,4i otros 
factores involucrados en la queratitis por Acanthamoeha son 
los traumatismos de la cornea y el uso de solucion fisiologica 
casera contaminada o el uso de agua corriente para limpiar las 
lentes, la omision de desinfectar las lentes adecuadamente o 
con la frecuencia recomendada por los fabricantes y el uso de 
lentes mientras se practica natacion.*’^^'^^ Las acantamebas pue- 
den encontrarse en los estucbes de lentes de contacto y en las 
soluciones para lavarlos, y son capaces de adberirse a la super- 
ficie de las lentes.^’^^’^^ '^^’'^ La queratitis por Acanthamoeha se 
presenta como una urgencia oftalmologica. Normalmente ocu- 
rre en los ninos, sobre todo de 12 anos de edad y mas, pero 
tambien es comun en los adultos jovenes y menos frecuente en 
las personas mayores.^^ La infeccion progresa implacablemen- 
te, con ulceracion corneal y puede causar ceguera. Es dificil de 
diagnosticar y de tratar. La enfermedad ba sido a menu do diag- 
nosticada erroneamente como una queratitis por berpes simple, 
una queratitis fiingica o bacteriana (o por micobacterias), lo 
que a veces produce demoras de semanas o meses antes de que 
se establezca el diagnostico y se empiece el tratamiento ade- 
cuado. Se ban publicado los ballazgos clmicos detallados en 
varias revisiones excelentes^”^-^^’^'^'^^ '^^ 
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Obtencion y transpose de las muestras 

Cuando se sospecba una enfermedad amebiana, debe obte- 
nerse liquido cefalorraquideo o tejido (p. ej., biopsia de cornea, 
raspados de cornea, tejido del SNC) en forma aseptica y exa- 
minarlo de inmediato. Nunca deben congelarse ni refrigerarse 
las muestras destinadas a cultivo y deben mantenerse a 20 °C a 
30 durante el transporte o antes de procesarlas en el labora- 
torio.^’*'^ Cuando el examen debio proponerse, se vio que las 
amebas sobrevivieron en el liquido esteril o en otros tejidos 
esteriles durante varios dfas a temperatura ambiente antes de 
ser procesadas en el laboratorio. Si se necesita un medio de 
transporte para biopsias de tejido o raspados corneales, el 
medio esencial mmimo que se usa en los laboratorios de viro- 
logia es mejor (vease cap. 23) que la solucion fisiologica para 
amebas de Page (D. Place, F. Curtis, E. Powell y A. Newsome: 
comunicacion personal, 1991). 

Examen microscopico directo 

Deben examinarse gotas pequenas de liquido cefalorraqui¬ 
deo, otros bquidos corporales o suspensiones de tejidos como 
preparados en fresco (en portaobjetos bajo cubreobjetos) con 
microscopia optica bajo luz reducida o por microscopia de con- 
traste de fase para ver los trofozoitos moviles (con un objetivo 
40 x). Si se mantiene la platina del microscopio calentada a 
30 °C a 37 ®C se puede aumentar la motilidad, sobre todo de las 
especies de Acanthamoeha}^ Naegleria puede ser activamente 
movil a 22 °C a 25 °C, pero la motilidad de las especies de 
Acanthamoeha a temperatura ambiente es muy lenta. Estas 
amebas tienden a ser mas activamente moviles que los leucoci- 


tos, y los niicleos y nucleolos de Naegleria y de las especies de 
Acanthamoeha difieren de los de los granulocitos o macrofagos. 

El material para tenir sobre portaobjetos debe fijarse prime- 
ro en formalina al 10% en buffer neutro. Despues de secar el 
portaobjetos al aire, pueden tenirse con una coloracion tricro- 
mica, Papanicolaou o hematoxilina y eosina.^ *'^ Los cortes de 
tejidos deben tenirse con hematoxilina y eosina. Otras colora- 
ciones preferidas por algunos autores para los preparados para 
examen directo son el azul de algodon de lactofenol, Giemsa, 
naranja de acridina y bianco de calcofluor.^* Ciertos laborato¬ 
rios de referenda y de investigacion, como los de las CDC y del 
Departamento de Anatomia Patologica del Indiana University 
Medical Center, han creado procedimientos de inmunofluores- 
cencia indirecta especificos o procedimientos del inmunocoa- 
glutinacion indirectos, que proporcionan una identificacion 
inmunologica directa rapida de amebas en las muestras. 

Cultivo de amebas de vida libre 

El metodo de Culbertson para cultivar amebas con 
Escherichia coli en agua con agar sin sales,una ligera modi- 
ficacion del procedimiento original de Singh, ha resultado util 
para cultivar liquidos corporales, suspensiones de tejidos del 
ojo y otras muestras. Se preparan placas de agar con 20 a 25 
mL de agar al 1,5% en agua destilada (sin nutrientes ni sales 
agregados). Se dispersa el contenido de un ansa o una gota de 
una suspension densa de E. coli, proveniente de un cultivo de 
24 a 48 horas en placas de agar sangre, en el centro de la placa, 
cubriendo una superficie de 1 cm de diametro. 

Como altemativa, E. coli puede extenderse en forma de cruz 
(dos estrias de suspension de E. coli que se cruzan en el medio 
de la placa) (C. G. Culbertson: comunicacion personal, 1989). 
El inoculo (una gota de suspension celular, sedimento o frag- 
mentos de tejido) se coloca encima del centro del extendido 
bacteriano y la placa se sella con cinta adhesiva. Placas dupli- 
cadas se incuban a 30 °C y 37 °C o se incuba una sola placa a 
34 °C a 35 °C. Despues de 18 a 24 horas de incubacion, la 
placa se mantiene sellada y se examina, con el agar hacia arri- 
ba, con un objetivo 10 x. Tambien puede usarse un microsco¬ 
pio invertido. Si no se ve ninguna ameba, la placa se incuba 
nuevamente y se examina a diario durante 10 dias. Las amebas 
pueden encontrarse en racimos o aparecer como cuerpos refrin- 
gentes pequenos que migran desde el inoculo, dejando a menu- 
do senderos irregulares o huellas tortuosas detras de ellos, 
donde se han desplazado a traves de las bacterias.'"^ Pueden 
transferirse amebas aisladas del agar a un portaobjetos para 
observarlas en fresco o tenidas. Pueden hacerse subcultivos 
extrayendo un cilindro de agar del “frente” que contiene ame¬ 
bas (con un bisturi esteril), fuera de la zona que contiene bac- 
terias, donde es mas probable que las amebas no esten mezcla- 
das con bacterias; luego se transfieren las amebas a otra placa 
de agar con E. coli (el agregado de anfotericina B a una con- 
centracion final de 2,5 mg/mL en el agar ayuda a reducir la 
contaminacion fiingica) (E. Powell: comunicacion personal, 
1991). De alli, las amebas se transfieren a un medio liquido (p. 
ej., caldo de tripticasa soja) con antibioticos (p. ej., penicilina 
1 000 pg/mL y estreptomicina 0,1 mg/mL, concentracion 
final). 

Despues de que las amebas estan libre de bacterias (axeni- 
cas), pueden transferirse al caldo tripticasa soja sin antibioticos, 
que se usa como medio de desarrollo.^’^'^ Naegleria no se desa- 
rrolla en caldo tripticasa soja, a menos que contenga 10% de 
suero fetal bo vino esteril. El desarrollo de las amebas en ese 
caldo se mejora usando tubos para cultivo de tejido de plastico. 




1380 APENDICE II Amebas de vida libre 


para que las amebas se adhieran al tubo.^ Los cultivos se incu- 
ban en posicion casi horizontal a 35 °C en un angulo de 15° a 
20°, en forma similar a lo que se hace a menudo con los culti¬ 
vos celulares en los laboratorios de virologia. No todas las ame¬ 
bas se desarrollan en caldo tripticasa soja. Los medios de culti- 
vo alternativos son el Plate Count Broth® (Difco Laboratories, 
Detroit, MI) y los cados recomendados en el catalogo de la 
American Type Culture Collection (www.atcc.org), que son el 
medio para Acanthamoeba, el medio PYNFH® y el medio Fresh 
Water Amoeba® (E. Powell: comunicacion personal, 1991). 
Neroad y cols.^"^ tambien describieron un medio quimicamente 
definido por cultivar especies de Naegleria patogenas y toleran- 
tes a temperaturas altas. 

Cultivo de tejidos 

Las amebas de vida libre mas virulentas (p ej, A. culbertso- 
ni cepa A-1) se desarrollan en cultivos celulares de mamiferos, 
como rihon de mono, celulas de McCoy y otros, y pueden cau- 
sar un efecto citopatogenico (ECP) similar al que se ve con los 
virus.Las amebas menos virulentas se desarrollan poco en 
cultivo de tejidos (celulares), sin producir ACP. Las amebas pue¬ 
den ser extremadamente dificiles de visualizar cuando se desa¬ 
rrollan con las celulas de cultivo de tejidos; debe extraerse el 
liquido de un tubo o frasco de cultivo, centrifugarse a 500 a 800 
g (durante 5 minutos) o puede hacerse un preparado con un 
Cytospin® y usar el sedimento para hacer un preparado en fres¬ 
co, que se examina con microscopio optico o de contraste de 
fase, con poca iluminacion. Como altemativa, el preparado 
puede secarse, fijarse en formalina y tenirse con H-E para 
observar las caracteristicas amebianas.^ Una vez aisladas en 
cultivo de tejidos, las cepas pueden transferirse a caldo o a agua 
con agar y E. coli (como se describe en la seccion anterior). 

Caracteristicas morfoibgicas 

Cuando adoptan forma redondeada, los trofozoitos de 
Naegleria miden de 8 a 15 pm y son casi siempre mas pequenos 
que los de las especies de Acanthamoeba, que por lo general tie- 
nen 10 a 25 pm de diametro.^’"^ Los nucleos de am bos generos 
son similares y contienen grandes nucleolos muy prominentes. 
Naegleria tiene uno o mas seudopodos lisos lobulados y es acti- 
vamente movil a temperatura ambiente o a 35 °C a 37 °C. Las 
especies de Acanthamoeba son muy lentas a 22 °C a 25 °C, pero 
pueden ponerse mas activas a 35 °C y 37 °C. Acanthamoebae 
tiene numerosos seudopodos espinosos en la superficie, llama- 
dos acantopodos. Las especies de Naegleria se caracterizan por 
tener una fase temporal de formas ameboflageladas cuando se 
colocan los trofozoitos de Naegleria en agua destilada, pueden 
volverse piriformes y activamente moviles, con dos o mas fla- 
gelos (en el lapso de 1 a 3 horas). Los quisles de Acanthamoeba 
tienen paredes mas gruesas que los de Naegleria y un aspecto 
peculiar que ayuda a la identificacion de las especies. 
Ademas, las especies de Naegleria producen una forma distin- 
tiva de mitosis (promitosis) en la que la membrana nuclear 
permanece intacta.^^ En cambio, Acanthamoeba produce un 
tipo mas clasico de mitosis (metamitosis) en la que el nucleolo 
y la membrana nuclear desaparecen y el huso mitotico aparece 
con los cromosomas en metafase.*'^’^^’^'^’^^'^ Para obtener una 
informacion descriptiva mas detallada, los lectores pueden con- 
sultar las referencias^’"^ *^’^^’^*’^^. 

La identificacion de Naegleria y Acanthamoeba mas alia del 
genero no solo requiere un estudio morfologico detallado, sino 
tambien el uso de otros procedimientos, como pruebas con 


reactivos inmunologicos especificos de especie (p. ej., inmuno- 
fluorescencia, coaglutinacion) y pruebas de patogenicidad (en 
ratones). Esa identificacion puede ser util en una investigacion 
epidemiologica o para proyectos de investigacion, pero su valor 
practico en el laboratorio clinico como ayuda a los medicos 
para el tratamiento de pacientes no se ha demostrado. Mirando 
hacia el futuro, Flores y cols, describieron el uso de anticuer- 
pos monoclonales especificos y aplicaciones de la citometria 
de flujo como apoyo para diferenciar Naegleria fowleri de las 
especies de Acanthamoeba; tambien se cuenta con sondas 
experimentales de acidos nucleicos para efectuar esta diferen- 
ciacion (vease cap. 1).^' 


Interpretacion de la importancia de las amebas 
de vida libre aisladas en cultivo 

Como las amebas de vida libre son ubicuas en el agua, la tie- 
rra, el polvo y el aire, es posible que los quisles, transportados 
por el aire, puedan contaminar la superficie de un raspado de 
cornea, una biopsia de tejidos o muestras liquidas mientras se 
obtiene la muestra, cuando se procesa, durante la inspeccion de 
placas primarias para ver si hay desarrollo o despues de la incu- 
bacion prolongada. Las amebas tambien podrian estar en la 
piel, en el borde de los parpados o en el saco conjuntival sin 
causar queratitis, aunque esto no se ha demostrado. Por eso, 
como lo han subrayado Allen y Culbertson, el personal no debe 
aceptar los cultivos positivos de amebas por si mismos como 
prueba clinicamente significativa con respecto a la causa de la 
enfermedad, a menos que puedan demostrarse trofozoitos en el 
examen microscopico directo de la muestra o puedan verse por 
microscopia dentro del tejido en el examen histopatologico.^ 


Tratamiento 

Por lo menos dos pacientes con meningoencefalitis por 
Naegleria han sobrevivido. Ambos recibieron anfotericina B. 
Uno de los pacientes, ademas de anfotericina B, recibio mico- 
nazol, rifampicina y sulfasoxazol.^’^’^^"^® No se ha establecido el 
tratamiento de eleccion para la enfermedad del SNC causada 
por Acanthamoeba, ya que la mayoria de los casos se han diag- 
nosticado en la autopsia. Sin embargo, Culbertson y cols, 
observaron que la sulfadiazina era muy activa in vivo contra 
algunas cepas de Acanthamoeba en modelos animales.^*^^ El 
tratamiento de la queratitis por Acanthamoeba ha tenido exito 
en varios pacientes usando un protocolo intensive que consiste en 
isetionato de propamidina topico (gotas Brolene®) y gotas de 
sulfato de neomicina-sulfato de polimixina B-gramicidina 
(Neosporin Ophtalmic Solution®). 
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Protocolo 1-1 

Catalasa 
L Principio 

La catalasa es una enzima que descompone el peroxide de hidrogeno (H^02) en agua y oxigeno. Quimicamente, es una hemoproiema 
de estructura similar a la hemoglobina, salvo porque los cuatro atomos de hierro de su molecula estan en estado oxidado (Fe^'") en 
lugar de en estado reducido (Fe"'"). Excepto los estreptococos. la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas tienen acti- 
vidad catalasa. 

El peroxide de hidrogeno se forma como uno de los productos finales de oxidacion del metabolismo aerobio de los hidratos de car- 
bono. Si se permite que se acumule. resulta letal para las celulas bacterianas. La catalasa convierte el peroxide de hidrogeno en agua y 
oxigeno segun la siguiente reaccion: 

2 H,0, —> 2 H 2 O + O 2 (burbujas de gas) 

La prueba de la catalasa se usa con mucha frecuencia para diferenciar los miembros de la familia Micrococcaceae de los miembros 
de la familia Streptococcaceae. 

II. Reactivos 

A. Peroxide de hidrogeno al 3% almacenado en frascos color caramelo, en frfo. 

B. Un cultivo de 18 a 24 horas del microorganismo por probar. 

III. Control de calidad 

El reactive peroxide de hidrogeno se debe probar con microorganismos control negatives y positives, todos los dfas o inmediatamente 
antes de probar bacterias desconocidas. 

A. Control positive: Staphylococcus aureus, 

B. Control negative: especies de Streptococcus. 

IV. Procedimiento 

1. Con una aguja de inoculacion o con un palillo de madera, transferir parte del centre de una colonia a la superficie de un porta- 
objetos de vidrio, 

2. Agregar una gota de peroxide de hidrogeno al 3% y observar la formacion de burbujas. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

La aparicion rapida y sostenida de burbujas o de efervescencia constituye una reaccion positiva. Como algunas bacterias tienen enzi- 
mas distintas de la catalasa que pueden descomponer el peroxide de hidrogeno, la formacion de unas pocas burbujas pequenas des¬ 
pues de 20 a 30 segundos no se considera un resultado positive. Ademas, los eritrocitos tienen catalasa, por lo cual debe tenerse cui- 
dado de no tomarlos junto con el material de la colonia. 


Protocolo 1-2 

Prueba de la solubilidad en bilis 

I. Principio 

Las sales biliares, especificamente el desoxicolato de sodio y el taurocolato de sodio, tienen la propiedad de lisar selectivamente a 
Streptococcus pneumoniae cuando se agregan a las bacterias en fase de crecimiento active agar o caldo. 5. pneumoniae produce enzi- 
mas autoliticas (autolisinas) responsables de la depresion central o umbilicacion caracteristica de las colonias viejas de neumococos en 
agar. El agregado de sales biliares activa las autolisinas y acelera la reaccion litica natural observada en los cultivos de neumococos. 

La prueba de solubilidad en bilis se puede realizar con un cultivo liquido del microorganismo o con colonias que se desarrollan en 
agar. Si el microorganismo es soluble, la turbidez de un cultivo en caldo se aclara visiblemente cuando se agregan sales biliares. En 
agar, las colonias solubles en bilis “desaparecen” cuando se colocan gotas del reactivo sobre ellas. Debido a que el desoxicolato de sodio 
puede precipitar a pH 6,5 o menor, el cultivo en caldo utilizado debe ajustarse a pH 7 para evitar las reacciones falsas negativas. 

II. Medios y reactivos 

1. Un cultivo puro del microorganismo por probar desarrollado a 35 °C durante 18 a 24 horas en caldo de Todd-Hewitt (o similar). 

2. Placa de agar sangre de camero. 

3. Desoxicolato de sodio (al 10% para la prueba en tubo, al 2% para la prueba en placa). 

4. Solucion de rojo fenol (1% en agua). 

5. Solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0,10 N. 

III. Control de calidad 

A. Control positivo (soluble en biHs): Streptococcus pneumoniae. 

B. Control negativo (insoluble en bilis): estreptococos del grupo viridans. 
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Protocolo 1-2 

Prueba de la solubilidad en BiLis (cant.) 

IV. Procediniiento 

A. Prueba en caldo 

1. Transferir aproximadamente 0,5 mL de un cultivo en caldo de 18 a 24 horas a dos tubes de ensayo limpios. Altemativamente 
puede prepararse una suspension del microorganismo en solucion salina tamponada con fosfato (buffer fosfato) a pH 7,0, a par- 
tir del desarrollo en agar. Si se hace esto ultimo, no es necesario corregir el pH. 

2. Agregar una gota de iiidicador de rojo fenol a cada tubo. 

3. Agregar NaOH 0,10 N para corregir el pH a 7 (el indicador vira a un color rosa palido). 

4. Agregar 0,5 mL de desoxicolato de sodio al 10% a uno de los tubes (marcado “prueba"’). 

5. Agregar 0,5 mL de solucion fisiologica esteril al otro tubo (marcado “controf’). 

6. Agitar con suavidad ambos tubes y colocarlos en estufa de incubacion o baiio Marfa a 35 °C durante 3 boras, observando cada 
bora. 

B. Prueba en placa 

1. Colocar una gota de desoxicolato de sodio al 2% sobre unas pocas colonias bien aisladas del microorganismo por probar desa- 
rrollado sobre agar sangre de camero. 

2. Sin invertir la placa, colocarla en una estufa de incubacion a 35°C durante 30 minutes. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

1. Prueba en caldo 

Soluble en bibs (reaccion positiva): bay un aclaramiento visible de la suspension del tubo que contiene desoxicolato de sodio, 
sin cambios en la suspension control con solucion fisiologica. 

Insoluble en bills (reaccion negativa): no bay cambios en la turbidez de la suspension del tubo que contiene desoxicolato de 
sodio, en comparacion con la suspension control en solucion fisiologica. 

2. Prueba en placa 

Soluble en bills (reaccion positiva): las colonias sobre las cuales se ba colocado el reactivo desaparecen y dejan una zona par- 
cialmente bemolizada en el lugar donde estaban. 

Insoluble en bills (reaccion negativa): las colonias sobre las cuales se ba colocado el reactivo permanecen intactas y visibles. 

VI. Limitaciones de la prueba 

Solo el 86% de las cepas de neumococos se lisan por completo y puede ser necesaria una prueba adicional (p. ej., pruebas de bineba- 
zon capsular de Neufeld [Quellung]) para las cepas restantes, que se lisan en forma incompleta. 


Protocolo 1-3 


Prueba de la coagulasa en portaobjetos 

I. Principio 

La coagulasa es una protema de composicion qufmica desconocida, que tiene actividad similar a la protrombina, capaz de convertir el 
fibrinogeno en fibrina. Como resultado se forma un coagulo visible. Se piensa que in vivo la coagulasa produce una barrera de fibrina 
en el sitio de la infeccion estafilococica. Esta enzima probablemente desempena cierto papel en el confmamiento local de abscesos (p. 
ej., carbunclos y furunculos). En el laboratorio, la prueba de la coagulasa se utiliza para identificar Staphylococcus aureus y dife- 
renciarlo de la mayoiTa de las otras especies de estafllococos. 

La coagulasa existe en dos formas: libre y unida; cada una tiene diferentes propiedades que requieren el uso de distintos procedi- 
mientos de ensayo. 

Coagulasa unida (prueba en portaobjetos): la coagulasa ligada (unida), tambien conocida como factor de aglutinacion, se encuentra 
unida a la pared celular bacteriana y no en los filtrados de cultivos. Entre las celulas bacterianas se forman bandas de fibrina cuando se 
suspenden en plasma (fibrinogeno), que bacen que las bacterias se agrupen formando grumos visibles. 

Coagulasa libre (prueba en tubo): la coagulasa libre es una sustancia similar a la trombina presente en filtrados de cultivos. Cuando 
en un tubo de ensayo se prepara una suspension en plasma de microorganismos productores de coagulasa, se forma un coagulo visible 
como resultado de la reaccion de la coagulasa con una sustancia del suero (factor de reaccion con la coagulasa), para formar un com- 
plejo que a su vez reacciona con el fibrinogeno para producir el coagulo de fibrina. 

II. Medios y react!vos 

Plasma de conejo con EDTA (en el comercio se obtiene en forma liofilizada). El plasma reconstituido debe refrigerarse. 

III. Control de calidad 

La coagulabilidad del plasma puede comprobarse agregando una gota de cloruro de calcio al 5% a 0,5 mL del plasma reconstituido. 
Debe formarse un coagulo en el termino de 10 a 15 segundos. Una cepa conocida de Staphylococcus aureus y una de S. epidermidis 
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Prueba de la coagulasa en portaobjetos (cant.) 

pueden servir de control positive y negative, respectivamente. Cada frasco de plasma de conejo con EDTA reconstituido debe probar- 
se con cultivos de 18 a 24 boras de las cepas control. 

IV. Procedimiento 

1. Prueba en portaobjetos (coagulasa unida): colocar dos gotas de agua o solucion fisiologica esteriles dentro de dos circulos dibu- 
jados con un lapiz de cera en un portaobjetos de vidrio. Emulsificar suavemente material de coionias del microorganismo por 
identificar en el Itquido que se encuentra dentro de cada uno de los circulos. Agregar una gota de plasma para la prueba de la 
coagulasa a la suspension en uno de los circulos y mezclar con un palillo de madera. Colocar otra gota de agua o solucion fisio¬ 
logica en el otro circulo, como control. Rotar el portaobjetos hacia adelante y atrds, buscando aglutinacion en la suspension de 
prueba. 

2. Prueba en tubo (coagulasa libre): emulsificar una pequena cantidad de la colonia del microorganismo en un tubo que contenga 
0,5 mL de plasma para la prueba de la coagulasa. Incubar el tubo a 35 °C durante 4 boras y observar si se forma un coagulo incli- 
nando suavemente el tubo. Si en ese momento no se observan coagulos, reincubar el tubo a temperatura ambiente y leer otra vez 
despues de 18 boras. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

1. Prueba en portaobjetos: una reaccion positiva se detectara dentro de los 10 a 15 segundos de mezclar el plasma con la suspension 
por la formacion de un precipitado bianco y la aglutinacion de los microorganismos de la suspension. La prueba se considera nega- 
tiva si no se observa aglutinacion en el termino de 2 minutos. El control con solucion fisiologica debe permanecer unifonne y 
lechoso. Si la suspension control tambien se aglutina, la prueba no puede leerse. Todas las cepas coagulasa positivas pueden 
informarse como Staphylococcus coagulasa positivo o, con menor precision, como Staphylococcus aureus. Todas las cepas que 
producen pruebas negativas en portaobjetos deben ser probadas mediante la prueba en tubo. 

2. Prueba en tubo: la prueba de la coagulasa en tubo se considera positiva si se detecta cualquier grado de formacion de coagulos. 
El tubo debe inclinarse con suavidad y no agitarse, ya que la agitacion puede desbacer los coagulos parcialmente formados. Las 
fibrinolisinas producidas por los microorganismos tambien pueden disolver los coagulos poco despues de su formacion. Los 
tubes que son negatives despues de 4 boras deben incubarse a temperatura ambiente durante la noebe y leerse despues de 18 
boras. 


Protocolo 1-4 

Prueba del indol 

I. Principio 

Ei indol un bencilpirrol, es uno de los productos de degradacion metabdlica del aminoacido triptofano. Las bacterias que tienen la enzi- 
ma triptofanasa son capaces de bidrolizar y desaminar el triptofano, con produccion de indol, acido piruvico y amoniaco. La produc- 
ci6n de indol es una caracteristica importante para la identificacion de muebas especies de microorganismos, de particular utilidad en 
la diferenciacion de Escherichia coli (positiva) de los miembros del grupo Klebsieila-Enterobacter-Hajhia-Serratia (la mayorfa nega¬ 
tivas). 

La prueba del indol se basa en la formacion de un complejo de color rojo cuando el indol reacciona con el grupo aldebido del 
p-dimetilaminobenzaldehido. Este es el producto quimico activo de los reactivos de Kovac y de Ehrlicb. Debe utiiizarse un medio 
rico en triptofano. En la practica se utilizan medios coinbinados, como el medio de sulfuro indol para motilidad (SIM), el medio para 
motilidad indol ornitina (MIO) o el medio indol nitrato. Las pruebas rapidas en maneba. utilizando tiras de papel de filtro impreg- 
nadas con el reactivo p-dimetilaminocinnamaldebido, son utiles para la deteccidn sistematica de bacterias que producen indol con 
rapidez. 

II. Medios y reactivos 

A. Caldo triptofano (triptofano al 1%) 

Peptona o digerido pancreatico de casema (tripticasa) 2 g 

Cloruro de sodio 0,5 g 

Agua destilada 100 mL 

B. Reactivo de Kovac 

Alcohol amilieo o isoamilico puro 150 mL 

p-dimetilamlnobenzaldehido 10 g 

HCI concentrado 50 mL 
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Prueba del indol icont.) 


B. Reactivo de Ehrlich 

p-dimetilaminobenzaldehido 2 g 

Alcohol etilico absolute 190 mL 

HCI concentrado 40 mL 

III. Control de calidad 

Cada lote nuevo de medios o de reactivos debe ensayarse con pruebas negativas y positivas piira indol. Los siguientes microorganismos 
son utiles como controles; 

A. Control positivo: Escherichia coli. 

B. Control negativo: Klebsiella pneumoniae. 

IV. Procedimiento 

Sembrar el caldo triptofano (u otros medios apropiados para indol) con el microorganismo por probar e incubar a 35 “C durante 18 a 
24 horas. Una vez transcurrido este tiempo. agregar 15 gotas del reactivo haciendo que se deslicen por la pared del tubo. Si se utiliza 
el reactivo de Ehrlich, este paso debe ser precedido por el agregado de 1 mL de xilol. Esto no es necesario con el reactivo de Kovac. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de un color rojo fucsia brillante en la interfaz del reactivo y del medio liquido (o de la capa de xilol) segundos despues 
de agregar el reactivo indica la presencia de indol y constituye una prueba positiva (veanse laminas en color 6-4C y 7-2C). 

VI. Bibliografia 

Blazevic DJ, Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:63-67. 

Isenberg HD, Sundheim LH. Indole reactions in bacteria. J Bacteriol 1958;75:682-690. 

MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:173-183. 

Miller JM, Wright JW. Spot indole lest: Evaluation of four reagents. J Clin Microbiol 1982;15:589-592. 

Vracko R, Sherries JC. Indole-spot test in bacteriology. Am J Clin Pathol 1963;39:429-432. 
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Protocolo 1-5 

Prueba de la citocromo oxidasa 

I. Principio 

Los citocromos son hemoprotemas que contienen hierro y actuan como ultimo esJabon de la cadena de respiracion aerobia, transfiriendo 
electrones (hidrdgeno) al oxfgeno, con la formacion de agua. El sistema citocromo se encuentra en microorganismos aerobics o micro- 
aerofflos y anaerobios facultativos, de modo que la prueba de la oxidasa es importante para identificar a los microorganismos que care- 
cen de la enzima o son anaerobios obligados. La prueba tiene su mayor utilidad para diferenciar colonias sospechosas de pertenecer a 
alguna de las Enterobacteriaceae (todas negativas) y para identificar las sospechosas de pertenecer a otros generos como Aeromonas, 
Pseudomonas, Neisseria, Campylobacter y Pasteurella (positivas). 

La prueba de citocromo oxidasa utiliza ciertos colorantes reactivos, como el dihidrocloruro de p-fenilendiamina, que sustituye al oxi- 
geno como aceptador artificial de electrones. En estado reducido, el colorante es incoloro; sin embargo, en presencia de citocromo oxi¬ 
dasa y de oxfgeno atmosferico la p-fenilendiamina se oxida y forma azul de indofenol. 

II. Medios y reactivos 

A. Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiaraina al \ % (reactivo de Kovacs). 

B. Diclorhidrato de dimetil-p-fenilendiamina al 1% (reactivo de Gordon y McLeod). 

III. Control de calidad 

Deben probarse especies bacterianas que muestran reacciones positivas y negativas como control a intervalos frecuentes. Se sugieren 
las siguientes: 

A. Control positivo; Pseudomonas aeruginosa. 

B- Control negative: Escherichia coli. 

IV. Procedimiento 

La prueba suele realizarse por uno de dos metodos: 1) la tecnica directa en placa, en la cual se anaden dos a tres gotas de reactivo direc- 
tamente sobre colonias aisladas desarrolladas en agar, y 2) el procedimiento indirecto con tiras de papel, en el cual se anaden unas gotas 
de reactivo a una tira de papel de filtro o se utilizan tiras o discos comerciales impregnados con reactivo desecado. Se recomienda el 
derivado tetrametilo de la p-fenilendiamina, debido a que el reactivo es mas estable y mas sensible para la deteccion de citocromo oxi¬ 
dasa y menos toxico que el derivado dimetilo. Con cualquiera de los metodos, una colonia sospechosa se dispersa con el ansa sobre la 
zona reactiva del papel. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Las colonias bacterianas que tienen actividad de citocromo oxidasa desarrollan un color azul oscuro en el sitio de inoculacion en el 
termino de 10 segundos (lamina en color 6-lG). Cualqiiier microorganismo que produzca color azul entre los 10 y 60 segundos debe 
ser probado nuevamente, ya que es probable que no pertenezea a las Enterobacteriaceae. Para esta prueba no deben utilizarse ansas 
de acero inoxidable o nfquel-cromo, porque los productos de oxidacion superficiales producidos, cuando se esterilizan en llama, 
pueden provocar reacciones falsas positivas. 

VI. Bibliograffa 

Gordon J. McLeod JW. The practical application of the direct oxidase reaction in bacteriology. J Pathol Bacteriol 1928;31:185-190. 
MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:249-260. 

Steel KJ. The oxidase reaction as a taxonomic tool. J Gen Microbiol 1961;25:297-306. 

Weaver DK, Lee EKH, Leahy MS. Comparison of reagent impregnated paper strips and conventional methods for identification of 
Enterobacteriaceae. Am J Clin Pathol 1968;49:494-499. 
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Protocolo I-6 

Prueba PYR 

I. Principio 

La prueba PYR fue descrita por primera vez por Facklam y cols, en 1982 y desde entonces ha ganado aceptacion como prueba rapida 
para la identificacion presuntiva de los estreptococos p-hemolfticos del grupo A y de los enterococos. Si bien la prueba original fue des¬ 
crita como una prueba en agar de 16 a 20 horas de duracion, los fonnatos poster!ores incluyeron un ensayo en caldo de 4 horas de dura- 
cion y varias pruebas rapidas (de 10 a 15 minutos), en las cuales el reactivo PYR se impregna en discos o tiras de papel de filtro que 
se siembran con el material en estudio. La prueba PYR tambien es parte integrante de varios de los equipos comerciales para identifi¬ 
cacion de estreptococos y de bacterias similares a estreptococos. Este protocolo describe la prueba PYR de 4 horas en caldo. Los dis¬ 
cos impregnados con el sustrato PYR tambien pueden usarse para una prueba aun mas rapida. 

El sustrato utilizado para la prueba PYR es la L-pirroIidonil-p-naftilamida. Este compuesto es hidrolizado por una aminopeptidasa espe- 
ciTica bacteriana. La hidrolisis del sustrato por esta enzima libera P-naftilamida libre, que se detecta por el agregado de TV.TV-dimetila- 
minocinnamaldehfdo. Este reactivo de deteccion se une a la naftilamida para formar una base de Schiff roja. 

II. Medios y reactivos 

1. Caldo PYR (caldo Todd-Hewitt con 0,01% de L-pirrolidonil-p-naftilamida) fraccionado en tubos esteriles, en voliimenes de 0,20 
mL. 

2. Reactivo PYR (p-dimetilaminocinnamaldehido al 0,01%). 

III. Control de calidad 

A. Control positivo: Enterococcus faecalis o Streptococcus pyogenes. 

B. Control negativo: Streptococcus agafactiae. 

IV. Procedimiento 

L Con un ansa bacteriologica esteril. tomar dos o tres colonias morfologicamente similares y emulsificarlas en un pequeno volu- 
men de caldo PYR. 

2. Incubar el tubo a 35 °C durante 4 horas. 

3. Agregar una gota del reactivo PYR y observar el cambio de color. La reaccion debe leerse y registrarse un minuto despues del 
agregado del reactivo. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

1. Positivo: desarrollo de un color rojo cereza oscuro dentro del minuto del agregado del reactivo. 

2. Negativo: color amarillo o naranja. 

VI. Notas acerca del procedimiento 

Antes de hacer la prueba PYR es esencial que se compruebe que el microorganismo es un estreptococo (cocos grampositivos, catalasa 
negativos). Otros microorganismos (p. ej., algunos aerococos, estafilococos. variantes nuiricionales de Qsircptococo^. Arcanobacteriurn 
haemolyticum) tambien pueden ser PYR positivos. 
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Prueba de fuaci6n del complemento (FC) 

I. Principio 

La prueba de fijacion del complemento es una de las principales reacciones tradicionales utilizadas para la deteccion de antigenos 
infecciosos y anticuerpos. Requiere un verdadero zoologico de reactivos y numerosos pasos preparatorios. Existen casi tantas versio- 
nes como usuarios; la version en placas de microtitulacion desarrollada en los Centers for Disease Control and Prevention (prueba 
LBCF) incluye controles rigurosos y es la que se emplea habituaimente. La reaccion de FC no depende de la actividad hemaglutinan- 
te de los virus, sino que los anticuerpos deben fijar complemento y los sueros deben estar libres de actividad anticomplementaria. La 
prueba ha sido superada. en muchos casos, por otras mas modernas, como los enzimoinmunoanalisis (ElA). 

Los componentes terminales de la cascada del complemento, C7, C8 y C9 (el complejo de ataque a la membrana), pueden danar las 
membranas celulares en presencia de anticuerpos especiTicos, que fijan el complemento a la superficie de las celulas. En la reaccion 
de FC se utilizan eritrocitos como celula diana porque el aumento de permeabilidad de la membrana inducida por el complemento se 
puede visualizar o medir colorimetricamente como un aumento de la hemoglobina libre. En presencia de anticuerpos especiTicos con¬ 
tra un agente infeccioso, se fija todo el complemento presente en el sistema, sin dejar complemento libre para reaccionar con los anti¬ 
cuerpos dirigidos contra los eritrocitos indicadores. Asi, la ausencia de hemolisis indica la presencia de anticuerpos especificos. 
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Prueba de fijaCion del complemento {cont.) 

II. Materiales y reactivos 
Suspension de eritrocitos de camero. 

Hemolisina (aniicuerpos de conejo antieritrocito de carnero). 

Complemento de cobayo, libre de anticueq^os contra el agente en estudio. 

Diluyente buffer de barbital. 

Placa pMstica de microtitulacion. 

Adaptador para centrifuga para las placas de microtitulacion. 

Bano Maria para incubar las placas. 

Est^dares de color para evaluar la heraolisis (se preparan lisando diferentes concentraciones de eritrocitos). 

III. Control de calidad 

Anticuerpos o antigenos positivos conocidos. 

Anticuerpos o antigenos negativos conocidos. 

Control de suero sin antigeno (para detectar actividad anticomplementaria). 

Control de antigenos sin suero (para detectar actividad anticomplementtu-ia). 

Control de tejido (el tejido o celulas en los que se prepare el antigeno). 

Control de buffer sin antigeno ni anticuerpos. 

Titulacion de complemento para demostrar que se estan utilizando 5 unidades CH^^. 

Control de celulas para demostrar ausencia de hemolisis. 

Estandares de hemolisis de referenda. 

IV. Procedimiento 

1. Sensibilizacion de eritrocitos 

Se incuban diluciones seriadas de hemolisina con una suspension de eritrocitos de camero al 2,8% en buffer barbital. A medida 
que aumenta la concentracion de hemolisina, el porcentaje de hemolisis se incrementa hasta alcanzar una meseta. Para la prue¬ 
ba se utiliza la concentracion de hemolisina que representa el segundo punto de la meseta. 

2. Titulacion del complemento 

Se incuban cantidades variables de una dilucion 1:400 de complemento de cobayo reconstituido, en fffo, con celulas sensibili- 
zadas. El volumen de complemento que produce el 50% de hemolisis (unidad ch^^j) se calcula a partir de la representacion gra- 
flca de los resultados de la hemolisis. El lote de complemento puede fraccionarse y conservarse a -70 °C, pero antes de ser uti- 
lizado en la pmeba debe demostrarse que su reactividad es adecuada. 

3. Reaccion defijacidn del complemento 

Se realiza una titulacion de diluciones seriadas de antigeno y anticuerpo en presencia de 5 de complemento, a 4 °C, duran¬ 
te 18 horas. El suero se calienta a 56 °C durante 30 minutos para inactivar el complemento endogeno. Deben conocerse las carac- 
teristicas del antigeno o del anticuerpo; las diluciones seriadas del elemento conocido pueden reducirse, incluida la dilucion 
siguiente y anterior a la concentracion optima esperada. Despues se agregan eritrocitos de carnero sensibilizados con la dilu¬ 
cion optima de hemolisina y la reaccion se incuba a 37 °C durante 30 minutos. Las placas se centrifugan a baja velocidad para 
sedimentar los eritrocitos no lisados. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El punto final es la mayor dilucion de antigeno o anticuerpo que produce una fijacion de complemento 3+ o 4-i- (< 30% de hemo¬ 
lisis). Todos los reactivos deben estar desprovistos de actividad anticomplementaria, se debe agregar la cantidad correcta de com¬ 
plemento y las muestras control deben reaccionar como corresponde. 

VI. Bibliografia 

Hsiung GD. Diagnostic Virology, 3® ed. New Haven, CT: Yale University Press, 1982. 

Standardized diagnostic complement fixation method and adaptation to microtest. Atlanta: Public Health Service, 1965. Publicacion 
1228 (Public Health Monograph 74). 
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Prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) 

I. Principio 

Los ^cidos nucleicos de muchos virus codifican proteinas de superficie que aglutinan eritrocitos de varias especies. El fenomeno se 
emplea con mucha frecuencia para el diagnostico de las infecciones causadas por ortomixovirus, paramixovirus y ios arbovirus-toga- 
virus (incluido el virus de la rubeola), flavivirus y bunyavirus. La presencia del virus en cultivos celulares infectados puede detectarse 
por hemaglutinacion; la identidad del virus o de los anticuerpos presentes en el suero de un paciente puede determinarse por la inhibi¬ 
cion especifica de esta hemaglutinacion. Aunque los virus de la gripe pueden detectarse por hemadsorcion (vease protocolo 23-1), la 
tipificacidn del aislamiento mis eficiente se logra por inhibicion de la hemaglutinacion. Los reactivos y las condiciones de la prueba 
varian segiin el virus. 

La reaccidn de las hemaglutininas virales con los eritrocitos da como resultado un reticulo de celulas aglutinadas que sedimentan en 
forma irregular en un tubo o cubeta de microtitulacion. Las celulas no aglutinadas sedimentan en forma de boton compacto. 

II. Materiales y reactivos 

1. Eritrocitos de una especie adecuada (polio, ganso, cobayo o seres humanos grupo 0 procesados con tripsina) obtenidos en solu- 
ci6n de Alsever o heparina. 

2. Diluyente de pH adecuado. 

3. Soluciones para eliminar las hemaglutininas inespecificas del suero. 

4. Medio de cultivo infectado o antigeno estandar para serologia. 

III. Control de calidad 

A. Suero positive conocido. 

B. Suero negative conocido. 

C. Suero y celulas sin antigeno {para detectar aglutinacion inespecifica). 

D. Titulacidn de la actividad hemaglulinante del antigeno (para asegurarse de que en la prueba se utilizan 4 unidades hemaglutinantes 
[UHA]). 

IV. Procedimiento 

A. Determinacion del tituio hemaglulinante 

1. Se incuba una suspension diluida de eritrocitos a 4 ”C o a temperatura ambiente con diluciones seriadas del antigeno hasta que 
los eritrocitos de los tubos sin virus sedimeiiten en forma de boton compacto (1 a 4 horas). La mayor dilucidn que produce hema¬ 
glutinacion parcial o completa representa 1 UHA. 

B. Tratamiento del suero 

1. Para la mayoria de los virus es necesario eliminar los inhibidores inespecificos presentes en el suero. Esta eliminacion puede 
efectuarse por medios ffsicos, como el caolm; por medio de enzimas, como la neuraminidasa o la enzima destructora de los 
receptores de Vibrio cholerae, o por una combinacidii de estos meiodos. La eleccion varia de acuerdo con el virus en estudio. 

C. Prueba de inhibicion 

1. Se mezcla una dilucidn de antigeno que contenga 4 UHA con los gldbulos rojos adecuados y diluciones seriadas al medio del 
suero tratado. La suspension se incuba de la misma forma descrita para la prueba de hemaglutinacion. 

V. Resultados 

A. Interpretacidn 

El punto final es la ultima cubeta en la que se observa aglutinacion parcial o completa de los eritrocitos. Una pelicula de hordes 
dentados o un boton irregular indican aglutinacion. La observacidn de como se mueve el sedimento de eritrocitos cuando se incli- 
na la placa puede ayudar a aclarar el punto final. 

VI. Bibliografia 

Hsiung GD. Diagnostic Virology, 3^ ed. New Haven, CT; Yale University Press, 1982. 

Lennette EH, Schmidt NJ eds. Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infections, 5^ ed. Washington DC: 
American Public Health Association, 1979. 

Smith TF. Viruses. En: Washington JA, ed. Laboratory Procedures in Clinical Microbiology, 2^ ed. Nueva York: Springer-Verlag, 1985. 
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0-NlTROFEN!L-P-D-GALACrOPlRAN6siDO 


I. Principio 

El 6>-nitrofenil-p-D-galactopiran6sido (ONPG) tiene estructura similar a la lactosa, excepto porque la glucosa ha sido sustituida por un 
grupo oitonitrofenilo, como se muestra en la siguiente reaccidn quimica: 


ORTONITROFENIL-P-d-GALACTOP!RAN6SIDO 


CHOH 



H^O 


HO 
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Ortonitrofenil-p-D-galactopiranosido Galactosa 
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NO 


Ortonitrofenol 

(Amarillo) 


Por hidrolisis, a traves de la accion de la enzima P-galactosidasa, el ONPG produce dos residues: galactosa y o-nitrofenoL El ONPG 
es un compuesto incoloro; el o-nitrofenol es amarillo, lo que permite la visualizacion de la hidrolisis. 

Las bacterias fermentadoras de lactosa tienen tanto lactosa permeasa como p-galactosidasa. dos enzimas necesarias para la produc- 
cion de acido en la prueba de fermentacion de la lactosa. La permeasa es necesaria para que la molecula de lactosa pueda penetrar en 
el interior de la celula bacteriana, donde la |3-galactosidasa puede degradar el puente galactdsido y producir glucosa y galactosa. Las 
bacterias no fermentadoras de lactosa carecen de ambas enzimas y son incapaces de producir acido a partir de la lactosa. Algunas espe- 
cies bacterianas parecen ser no fermentadoras de la lactosa debido a que carecen de permeasa, pero tienen p-galactosidasa y dan una 
reaccion de ONPG positiva. Estos denominados fermentadores lentos de la lactosa pueden producir acido en forma tardia a partir de la 
lactosa debido a la actividad permeasa deficiente. En estos casos, una prueba ONPG positiva puede proporcionar una identificacion 
rapida de la fermentacion retardada de la lactosa. 

II. Medios y reactivos 

1. Buffer fosfato de sodio, 1 M, pH 7. 

2. o-nitrofenil-|3-D-galactopiran6sido (ONPG), 0,75 M (se dispone en el comercio de comprimidos de ONPG amortiguado). 

3. Solucion fisiologica. 

4. Tolueno. 

III. Control de calidad 

A. Control positivo; Escherichia coli. 

B. Control negative: especies de Proteus. 

IV. Procedimiento 

Las bacterias que se han desarrollado en medios que contienen lactosa, como el agar hierro de Kligler (KIA) o el agar triple azucar hie- 
rro (TSI), producen resultados optimos en la prueba ONPG. Se emulsiona un ansa de bacterias en 0,5 mL de solucion fisiologica para 
producir una suspension densa. Se agrega una gota de tolueno a la suspension y se mezcla energicamente durante algunos segundos 
para liberar la enzima de las celulas bacterianas. Se agrega una cantidad igual de solucion mortiguada de ONPG a la suspension y la 
mezcla se coloca en bano Maria a 37 °C. 

Cuando se utilizan comprimidos de ONPG se agrega un ansa de suspension bacteriana directamente al sustrato ONPG que se obtiene 
mediante el agregado de 1 mL de agua destilada al comprimido en un tubo de ensayo. Esta suspension tambien se coloca a 37 °C en 
bano Maria. 

V. Resultados 

A. Inierpretacion 

La velocidad de hidrolisis del ONPG a o-nitrofenol puede ser rapida en el caso de algunos microorganismos y produce un color 
amarillo visible en el termino de 5 a 10 minutos (vease lamina en color 6-4A). La mayoria de las pruebas son positivas dentro de la 
hora: sin embargo, las reacciones no deben considerarse negativas antes de las 24 horas de incubacion. El color amarillo suele ser 
bien definido e indica que el microorganismo ha producido r?-nitrofenol a partir del sustrato de ONPG por accion de la P-galactosi- 
dasa. 
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o-Nitrofenil-P-d-galactopiran6sido {cont .) 

VI. Bibliograffa 

Belliveau RR, Grayson JW Jr, Butler, TJ. A rapid, simple method of identifying Enterotateriaceae. Am J Clin Pathol I968;50:126- 
128. 

Blazevic DJ, Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:83-85. 

Lederberg J. The beta-J -galactosidase of Escherichia coli, strain K-12. J Bacteriol 1950:60:381-392. 

Lowe GH. The rapid detection of lactose fermentation in paracolon organisms by the demonstration of p-galactosidase. J Med Lab 
Techno! 1962:19:21-25. 

MacFaddin JE. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2^ ed. Baltimore: Williams &Wilkins, 1980:120-128. 


Protocolo 6-2 

Reducci6n de nitratos; aplicaciones gener.ales 

I. Principio 

La capacidad de un microorganismo para reducir los nitratos a nitritos es una caractenstica importante, que se utiliza para identificar y 
diferenciar especies de muchos grupos de microorganismos. Todas las Enterobacteriaceae, excepto ciertos biotipos de Pantoa aggla¬ 
me rans y ciertas especies de Serratia y Yershiia, reducen los nitratos. La prueba tambien es de utilidad para identificar miembros de los 
generos Haemophilus, Neisseria y Moraxella. 

Los microorganismos que reducen los nitratos pueden extraer oxigeno de los nitratos para format nitritos y otros productos de reduc- 
cion. La ecuacion quimica es 

NO, -H 2e- 2H — NO, + H,0 
Nitrato Nitrito 

La presencia de nitritos en el medio de prueba se detecta por el agregado de a-naftilamina y acido sulfanflico, con formacion de un 
colorante rojo de diazonio, /?-sulfobencenoazo-a-naftilamina. Vease la figura del protocolo 19-12. 

II. Medios y reactivos 

A. Caldo o agar (pico de flauta) para nitratos 


Extracto de came 3 g 

Peptona 5 g 

Nitrato de potasio (KNO3) 1 g 

Agar (libre de nitritos) 12 g 

Agua destilada csp 1 L 

B. ReactivoA 

a-naftilamina 5 g 

Acido acetico (5N), 30% 1 L 

C. Reactivo B 

Acido sulfanilico 8 g 

Acido acetico (5N), 30% 1 L 


III. Control de calidad 

Es importante probar cada lote nuevo de medio y cada preparacion nueva de los reactivos de prueba con reacciones negativas y positi- 
vas. Se sugieren los siguientes microorganismos: 

A. Control positivo; Escherichia coli, 

B. Control negativo: Aciuetohacter baumanriii. 

IV. Procedimiento 

1. Inocular el medio para nitratos con un ansa con los microorganismos en estudio aislados en cultivo puro en agar e incubarlo a 
35 °C durante 18 a 24 horas. 

2, Finalizada la incubacion, agregar 1 mL de cada uno de los reactivos A y B al medio de prueba, en ese orden. 
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Reducci6n de nitratos: aplicaciones generales {cant) 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de color rojo dentro de los 30 segundos despues de agregar los reactivos de prueba indica la presencia de nitritos y 
representa una reaccidn positiva para reduccion de nitratos (vease lamina en color 6-lH). Si no se observa color despues de agregar 
los reactivos de prueba, esto puede indicar que no se ban reducido los nitratos (reaccion realmente negativa) o que ban sido reduci- 
dos a productos diferentes de los nitritos, como amoniaco, nitrogeno molecular (denitrificacion), 6xido nitrico (NO) u oxido nitro- 
so (N,0) e hidroxilamina. Como los reactivos de prueba s61o detectan nitritos, los ultimos procesos dan resultados falsos negativos. 
Por lo tanto, es necesario agregar una pequena cantidad de polvo de cine a todas las reacciones negativas. Los iones cine reducen 
los nitratos a nitritos, y el desarrollo de un color rojo despues de agregar el polvo de cine indica la presencia de nitratos residuales 
y confirma que la reaccion es verdaderamente negativa. 

VI. Bibliografia 

Finegold SM, Martin WJ. Scott EG. Bailey and Scott’s Diagnostic Microbiology, 5® ed. St. Louis: Mosby, 1978:490. 

MacFaddin JF. Biocbemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:236-245. 
Wallace GI, Neave SL. Tbe nitrite test as applied to bacterial cultures. J Bacteriol 1927;14:377-384. 
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Rojo de metilo 


1. Principio 

El rojo de metilo es un indicador de pH con un rango entre 6 (amarillo) y 4,4 (rojo). El pH al cual el rojo de metilo detecta los acidos 
es mucho mas ibajo que el pH correspondiente a otros indicadores utilizados en medios de cultivo bacterioldgicos. Por lo tanto, para 
provocar un cambio de color, el microorganismo en estudio debe producir grandes cantidades de acido del sustrato de bidratos de car- 
bono que se utilice. 

La prueba del rojo de metilo es una prueba cuantitativa de la produccion de acido, que requiere que los microorganismos positives 
produzcan acidos fuertes (Mctico, acetico, formico) de la glucosa a traves de la via de fermentacion acida mixta (vease fig. 6-2). Como 
muebas especies de la farailia Enterobacteriaceae pueden producir suficientes cantidades de dcidos fuertes que puedeii detectarse 
mediante el indicador rojo de metilo durante las fases iniciales de la incubacion, s61o los microorganismos que pueden mantener este 
pH bajo despues de incubaciones prolongadas (48 a 72 boras), superando el sistema buffer del medio, pueden ser Ilamadas positivas 
para rojo de metilo. 

REACCION DEL ROJO DE METILO 


l_l Via metabolica glucolitica 


HO OH 


de Embden-Myerhoff 


Via de acidos 

2 HaC—C. -► Acidos mixtos + 2 COa 

COOH mixtos 


H OH 


a-D-glucosa 


Acido piruvico 


Dioxido de carbono 


Rojo de metilo 
(Amarillo) 
pH 6,0 


Rojo de metilo 
(Rojo) 

pH 4,4 o menor 


II. Medios y reactivos 

El medio utilizado con mayor frecuencia es el caldo de rojo de metilo-Voges-Proskauer (MR/VP) segun la formula de Clark y Lubs. 
Este medio tambien sirve para realizar la prueba de Voges-Proskauer. 
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Rojo de metilo {com.) 
A. Caldo VP/RM 


Potipeptona 7 g 

Glucosa 5 g 

Fosfato dipotasico 5 g 

Agua destilada, csp 1 L 


pH final = 6,9 

B. Indicador de pH rojo de metilo. 

Rojo de metilo, 0,1 g en 300 mL de alcohol etilico al 95%. 

Agua destilada, 200 mL. 

III. Control de calidad 

Realizar controles positives y negatives despues de la preparacion de cada lote de medio y luego de hacer cada lote de reactivos. Los 
controles sugeridos son los siguientes: 

A. Control positive: Escherichia colt 

B. Control negative: Enterohacter aerogenes. 

IV. Procedimiento 

1. Sembrar el caldo MR/VP con un cultivo pure del microorganismo en estudio. Incubar el caldo a 35 °C durante 48 a 72 horas (no 
menos de 48 horas). 

2. Finalizada la incubacion. agregar 5 gotas del reactive de rojo de fenol directamente al caldo. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de color rojo estable en la superficie del medio indica la suficiente produccion de acido como para disminuir el pH a 
4,4 y constituye una prueba positiva (vease lamina en color 6-4C). Como otros microorganismos pueden producir pequenas canti- 
dades de acido del sustrato probado, puede observarse un color naranja, intermedio entre amarillo y rojo. Esto no indica una prue¬ 
ba positiva. 

VI. Bibliogratia 

Barry AL, et al. Improved 18-hour methyl red test. Appl Microbiol 1970;20:866-870. 

Blazevic DJ, Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:75-77. 

Clark WM, Lubs HA. The differentiation of bacteria of the colon-aerogenes family by the use of indicators. J Infect Dis 1915;17:160. 
MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:209-214. 


Protocolo 6-4 

Prueba de Voges-Rroskauer 
I. Principio 

Voges-Proskauer es un eponimo doble, en honor de dos microbiologos que trabajaron a principios del siglo XX. Estos investigadores 
fueron los primeros en observar la reaccion de color rojo producida en medios de cultivo adecuados despues del tratamiento con hidro- 
xido de potasio. Luego se descubrio que el producto activo del medio, formado por el metabolismo bacteriano, es el acetil metil car- 
binol, producto de la via del butilenglicol. 

El acido piruvico, el principal compuesto formado durante la degradacion fermentativa de la glucosa, se metaboliza mas tarde a tra- 
ves de diferentes vias metabolicas. segun los sistemas enzimaticos que tengan las diferentes bacterias. Una de esas vias da como resul- 
tado la produccion de acetoma (acetil metil carbinol), un producto final de reaccion neutra. Los microorganismos del grupo Klebsiella- 
Enterobacter-Hafnia-Serratia producen acetoma como producto metabolico final principal del metabolismo de la glucosa y forman 
cantidades pequenas de acidos mixtos. En presencia de oxfgeno atmosferico e hidroxido de potasio al 40%, la acetoma se convierte a 
diacetilo y el a-naftol sirve de catalizador para producir un complejo de color rojo. 
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Prueba de Voges-Proskauer ( cont .) 
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II. Medios y reactivos 

A. Medios 

1. El medio es el caldo MR/VP descrito en el protocolo 6-3. 

B. Reactivos 

1. a-naftol al 5%, intensificador de color 


a-naftol 5 g 

Alcohol etilico absolute 100 mL 

2. Hidroxido de potasio al 40%, agente oxidante 

Hidroxido de potasio 40 g 

Agua destilada esp 100 mL 


Condensacion 

-► Producto rosa a rojo 


Colorante 


III. Control de calidad 

Deben hacerse controles negativos y positives despues de la preparacion de cada lote de medio y de cada lote de reactivos. Los con- 
troles sugeridos son los siguientes: 

A. Control positive: Entewbacter aerogenes. 

B. Control negative: Escherichia coli. 

IV. Procedimiento 

Sembrar un tube de caldo MR/VP con un cultivo pure del microorganismo por probar. Incubar 24 boras a 35 °C. Finalizada la incuba- 
cion, transferir 1 mL del caldo a un tubo de ensayo limpio. Agregar 0,6 mL de a-naftol al 5%, seguidos de 0,2 mL de KOH al 40%. Es 
esencial que los reactivos sean agregados en ese orden. Agitar suavemente el tubo para exponer el medio al oxigeno atmosferico y dejar 
el tubo en reposo durante 10 a 15 minutos. 
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Prueba de Voges-Proskauer {cont) 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de color rojo 15 minutos o mas despu^s del agregado de los reactivos, que indica la presencia de diacetilo, el produc- 
to de oxidacion de la acetoma, constiluye una prueba positiva (vease Idmina en color 6-4D). La prueba no debe leerse mas alld de 
una bora despues de dejar los tubos en reposo, porque los cultivos Voges-Proskauer negativos pueden producir un color cobrizo, que 
se puede interpretar como un positive falso. 

VI. Bibliografia 

Barritt MM. The intensification of the Voges-Proskauer reaction by the addition of a-naftol. J Pathol Bacteriol 1936;42:441^54. 
Barry AL, Feeney KL. Two quick methods for Voges-Proskauer test. Appl Microbiol 1967; 15:1138-1141. 

Blazevic DJ, Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:105-107. 

MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2“ ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:308-320. 

Voges O, Proskauer B. Beitrag zur Ernahrungsphysiologie und zur Differential-diagnose der Bakterien der haniorrhagischen 
Septicaemia. Z Hyg 1898;28:20-32. 
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Utilizaci6n del citrato 
I. Principio 

El citrato de sodio es una sal del acido citrico, compuesto organico simple que se encuentra como uno de los metabolitos del ciclo de 
los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs). Algunas bacterias pueden obtener energia de fuentes distintas de la fennentacion de los 
hidratos de carbono, con el citrato como linica fuente de carbono. La medicibn de esta caracteristica es importante para identificar 
muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae. Cualquier medio usado para detectar la utilizacion del citrato por las bacterias que 
se van a probar debe carecer de proteinas e hidratos de carbono como fuente de carbono. 

La utilizacion del citrato por la bacteria que se va a probar se detecta en el medio de citrato por la produccion de subproductos alca- 
linos. El medio contiene citrato de sodio, que es un anion, como linica fuente de carbono, y fosfato de amonio como unica fuente de 
nitrogeno. Las bacterias que pueden utilizar el citrato tambien pueden extraer nitrogeno de la sal de amonio, con produccion de amo- 
niaco (NH^), lo que produce la alcalinizacion del medio por conversion del a hidroxido de amonio (NH^OH). El indicador es el 
azul de bromotimol, que es amarillo por debajo de pH 6 y azu) por encima de pH 7,6. 



PRUEBA DEL CITRATO 


Enzima 

Citrato de sodio 

-► Productos metabolicos alcalinos - 1 pH 

Azul de bromotimol 

-► Azul de bromotimol 

(Verde) 

(Azul) 

pH 6,9 

pH 7,6 


11. Medios y reactivos 

El medio para citrato utilizado con mayor frecuencia es la formula de Simmons. El medio se coloca en tubos inclinados (agar en pico 
de flauta). La formula del medio de citrato de Simmons es la siguiente: 
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Utilizaci6n del citrato {com.) 


Fosfato de amonio dthidrogenado 1 g 

Fosfato dipotasico 1 g 

Cloruro de sodio 5 g 

Citrato de sodio 2 g 

Suifato de magnesio 0,20 g 

Agar 15 g 

Azui de bromotlmol 0,08 g 

Agua destiiada csp 1 L 


pH final = 6,9 

III. Control de calidad 

Cada lote nuevo de medio debe ser probado con un microorganismo de reaccion positiva y uno de reaccion negativa. Las siguientes 
especies son los controles sugeridos: 

A. Control positivo: Entewhacter aerogenes. 

B. Control negativo: Escherichia coli. 

IV. Procedimiento 

1. Se toma una colonia bien aislada de la superticie de un medio de aislamiento primario y se siembra en forma de estria unica en 
el pico de flauta (agar inclinado) del tubo de agar citrato. El tubo se incuba a 35 °C durante 24 a 48 boras. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

La prueba positiva esta representada por la produccion de color azul oscuro en el termino de 24 a 48 boras, que indica que el micro¬ 
organismo en prueba ha sido capaz de utilizar el citrato contenido en el medio, con foimacion de productos alcalinos (vease lami¬ 
na en color 6-4D). La prueba tambien puede considerarse positiva sin que haya color azul, si hay desarrollo visible en la estria de 
siembra. Esto es valido porque para que el desarrollo sea visible, el microorganismo debio haber ingresado en la fase logarftmica 
de crecimiento. lo que solo es posible si ha asimilado carbono y nitrogeno. Una interpretacion positiva basada en la lectura del trazo 
se puede confirmar incubando el tubo durante 24 horas mas, momento en que habitualmente se produce el color azul. 

VI. Bibliografia 

BBL Manual of Products and Laboratory Procedures, 5“ ed. Cockeysville MD: BioQuest, 1968:115,138. 

Blazevic DJ. Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:15-18. 

Koser SA. Utilization of the salts of organic acids by the colon-aerogenes groups. J Bacteriol 1923;8:493-520. 

MacFaddin JE. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:59-63. 

Simmons JS. A culture medium for differentiating organisms of typhoid-colon aerogenes groups and for isolation of certain fungi. J 
Infect Dis 1926;39:209-214. 


Protocolo 6-6 

Prueba de la ureas a: convencional 
I. Principio 

La urea es una diamida del acido carbonico con la formula 


NH^ — C — NH, 

Todas las amidas se hidrolizan facilmente. con liberacion de amomaco y dioxido de carbono. 

La ureasa es una enzima que tienen muchas especies de microorganismos que pueden hidrolizar la urea segiin la siguiente reaccion qui- 
mica 

O 

II 

NH,— C — NH, + 2HOH CO, + H,0 + 2 NH 3 (NH^) 2 CO, 

Ureasa 
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Prueba de la ureasa: convencional {cont.) 

El amonfaco reacciona en solucion para formar carbonato de amonio, lo que produce alcalinizacion y aumento de pH del medio. 


MECANISMO DE LA REACCION DE LA UREASA 
Ureasa 

0 =c 4 HOH -^ 2 NH 3 -r 2 CO. 

Enzima 

Urea Agua -^^ Arrioniaco Dioxido 

de carbono 


B Fenolftaleina 
(Incolora) 
pH <8,1 


Amoniaco 


-► Fenolftaleina 
(Rosa-rojo) 
pH >8,1 


II. Medios y reactivos 

Los do.s medios utilizados con mayor frecuencia en los laboratorios clinicos para la deteccion de actividad ureasa son el caldo urea de 
Stuart y el agar urea de Christensen. 


CALDO UREA DE STUART 


AGAR UREA DE CHRISTENSEN 

Extracto de levadura 

0,1 g 

Peptona 

1 

Fosfato monopotasico 

9,1 g 

Glucosa 

1 

Fosfato disodico 

9,5 g 

Cloruro de sodio 

5 

Urea 

20 g 

Fosfato monopotasico 

2 

Rojo fenol 

0,01 g 

Urea 

20 

Agua destilada csp 

1 L 

Rojo fenol 

0,012 



Agar 

15 



Agua destilada csp 

1 

pH final = 6,8 


pH final = 

6,8 


III. Control de calidad 

Deben probarse microorganismos de reaccion positiva y negativa con cada nuevo lote de medio. Se sugieren los siguientes microorga- 
nismos; 

A. Control positivo; especies de Proteus. 

B. Control positivo (debil): especies de Klebsiella. 

C. Control negativo: Escherichia coli. 

IV. Procedimiento 

El medio liquido se siembra con un ansa de cultivo puro del microorganismo por probar; la superficie inclinada del agar (pico de flau- 
ta) se siembra en estria con el microorganismo por probar. Ambos medios se incuban a 35 °C durante 18 a 24 horas. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Los microorganismos que hidrolizan la urea rapidamente pueden producir reacciones positivas en 1 o 2 horas; las especies menos 
activas pueden requerir 3 dfas o mas. Las reacciones son las siguientes: 

1. Caldo de Stuart 

Un color rojo en todo el medio indica alcalinizacion e hidrolisis de la urea. 

2. Agar de Christensen 

Degradadores rapidos de la urea (especies de Proteus): color rojo en todo el medio. 

Degradadores lentos de la urea (especies de Klebsiella): inicialmente color rojo solo en el pico de flauta, que gradualmente se 
extiende a todo el tubo. 

3. Ausencia de hidrolisis de la urea: el medio conserva su color amarillo original (vease lamina en color 6-4E). 
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Prueba de la ureasa: convencional { com .) 

VI. Bibliografia 

BBL Manual of Products and Laboratory Procedures, 5® ed. Cockeysville MD: Bio-Quest, 1968:154. 

Christensen WB. Urea decomposition as a means of differentiating Proteus and paracolon cultures from each other and from Salmonella 
and Shigella types. J Bacteriol 1946;52:461-466. 

MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2^ ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:298-308. 

Stuart CA, Van Stratum E, Rustigian R. Further studies on urease production by Proteus and related organisms. J Bacteriol 
1945;49:437-444. 


Protocolo 6-7 

Descarboxilasas 
1. Principio 

Las descarboxilasas son un grupo de enzimas con sustrato especffico capaces de reaccionar con el residuo carboxilo (COOH) de los 
aminoacjdos, para fonnar aminas de reaccion alcalina. Esta reaccion, conocida como descarboxilacion, forma dioxido de carbono como 
producto secundario. Cada descarboxilasa es especffica para un aminoacido. Los tres aminodcidos que se prueban habituaimente para 
la identificacidn de las Enterobacteriaceae son lisina, omitina y arginina. Los productos aminados especfficos son los siguientes: 
Lisina cadaverina 

Omitina putrescina 

Arginina ^ citrulina 

La conversion de arginina a citrulina es una reaccion de dihidrolasa y no de descarboxilasa, en la que un grupo NH, se elimina de la 
arginina como primer paso. La citrulina se convierte a continuacion a omitina, que a su vez se descarboxila para formar putrescina. 

El medio para descarboxilasas de Moeller es la base utilizada con mayor frecuencia para determinar la capacidad de descarboxila¬ 
cion de Enterobacteriaceae. El aminoacido por probar se agrega a la base de descarboxilasa antes de la siembra con el microorganis- 
mo en estudio. Tambien debe sembrarse en paralelo un tubo control, que contiene la base sin el aminoacido agregado. Ambos tubos se 
incuban en condiciones anaerobias, lo que se logra cubriendo la siembra con una capa de vaselina Ifquida. A1 principio de la incuba- 
ci6n ambos tubos viran al amarillo, debido a la fennentacion de la pequena cantidad de glucosa que contiene el medio. Si el aminoa¬ 
cido es descarboxilado, se forman aminas alcalinas y el medio vira nuevamente a su color purpura original. 



MECANISMO DE LA REACCION DE 


LISINA DESCARBOXILASA 

NK 

n 

(CH,,). 

u M n i-i 

Lisina 

NH 

1 

(CH,')e CO, ^ 

1 

NH,. 

II 

f 12 !^ w 1 1 

1 

COOH 

descarboxilasa 



Enzima 

Cadaverina Dioxido 


L-lisina 




En 

de carbono 

B 

Purpura de 

Cadaverina 

Purpura de bromocresol 

bromocresol 



(Amarillo) 


(Purpura-lavanda) 


pH < 5,2 


pH > 5,2 
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Descarboxilasas (cont.) 



11. Medios y react!vos 



A. Caldo base de Moeller para 

descarboxilasa 

Peptona 

5 

g 

Extracto de came 

5 

9 

Purpura de bromocresol 

0,01 

9 

Rojo cresol 

0,005 

9 

Glucosa 

0,5 

9 

Piridoxal 

0,005 

9 

Agua destilada csp 

1 

L 


pH final = 6 


B. Aminoacido 

Agregar 10 g (concentracion final = 1%) de la forma L (leva) del aminoacido (lisina, omitina o arginina). Duplicar esta cantidad si 
se utiliza la forma d (dextro)- L, debido a que solo es activa la forma L. 

III. Control de calidad 

Los siguientes microorgan ism os son los sugeridos como controles positivos y negativos: 

AMINOACIDO CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO 

Lisina Enterobacter aerogenes Enterobacter cloacae 

Ornitina Enterobacter cloacae Klebsiella pneumoniae 

Arginina Enterobacter cloacae Enterobacter aerogenes 

IV. Procedimiento 

Sembrar dos tubos de medio de descarboxilasa de Moeller, uno con el aminoacido por probar y el otro sin aminoacido, que sera usado 
como control, a partir de una colonia aislada del microorganismo en estudio que previamente se desarrollo en agar de aislamiento pri- 
mario. Cubrir ambas superficies de siembra con vaselina liquida esteril, hasta aproximadamente 1 cm por encima de la superficie e incu- 
bar a 35 durante 18 a 24 boras. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El viraje del tubo control a color amarillo indica que el microorganismo es viable y que el pH del medio ha descendido lo suficien- 
te como para activar las enzimas descarboxilasas. La reversion del tubo que contiene el aminoacido a un color azul purpura indica 
una prueba positiva, debido a la formacion de aminas a partir de la reaccion de descarboxilacion (vease lamina en color 6-4F). 

VI. Bibliografia 

Blazevic DJ. Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:29-36. 

Carlquist PR. A biochemical test for separating paracolon groups. J Bacteriol 1956;71:339-341. 

Falkow S. Activity of lysine decarboxylase as an aid in the identification of salmonellae and shigellae. Am J Clin Pathol 1958;29:598- 
600. 

Gale EF. The bacterial amino acid decarboxylases. En: Nord FF, ed. Advances in Enzymology and Related Subjects of Biochemistry. 
Vol. 6. Nueva York: Interscience Publishers, 1946. 

MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria. ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:78-93. 

Moeller V Simplified tests for some amino acid decarboxylases and for the arginine dihydrolase system. Acta Pathol Microbiol Scand 
1955;36:158-172. 
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Fenilalanina desaminasa 
L Principio 

La fenilalanina es un aminoacido que fonna un cetoacido por desaminacion, el acido fenilpiruvico. Entre las Enterobactehaceae. solo 
los niiembros de los generos Proteus, Morganella y Providenda tienen la enzima desaminasa necesaria para esta conversion. 

La prueba de la fenilalanina se basa en la deteccion de acido fenilpiruvico en el medio de prueba despues del desarrollo del microor- 
ganismo en estudio. La prueba es positiva si se observa color verde despues del agregado de una soiucion de cloruro fenico al 10^. 



II. Medios y reactivos 

Se vierte agar fenilalanina en un tubo inclinado para formar un pico de flauta. No pueden utilizarse extractos de came o hidrolizados 
proteicos debido a su contenido natural, variable, de fenilalanina. El extracto de levadura sirve como fuente de carbono y nitrogeno. La 
formula es la que se muestra a continuacion: 


Medio: 

DL-fenilalanina 2 g 

Extracto de levadura 3 g 
Cloruro de sodio 5 g 

Fosfato disodico 1 g 

Agar 12 g 

Agua destilada csp 1 L 

pH = 7,3 

Reactivo: 

Cloruro ferrico 12 g 

HCI concentrado 2,5 mL 

Agua destilada csp 100 mL 


III. Control de calidad 

Cada lote nuevo de medio o reactivo debe probarse con microorganismos de reaccion positiva o negativa. Se sugieren los siguienies: 

A. Control positivo: especies de Proteus. 

B. Control negativo: Escherichia coli. 
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Fenilalanina desaminasa (cont.) 

IV. Procedimiento 

El agar inclinado (pico de flauta) se siembra con una sola colonia del microorganisrao en un estudio, aislado en un cultivo puro pri- 
mario en agar en placa. Despues de una incubacion a 35 '’C durante 18 a 24 boras, se agregan 4 o 5 gotas de react!vo de cioruro ferri- 
co directamente sobre la superficie del agar. A medida que se agrega el reactivo, se rota el tubo para desprender las colonias de la super- 
ficie. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

La aparicidn inmediata de color verde intense indica la presencia de acido feniipiruvico y la prueba es positiva (vease lainina en 
color 6-4E). 

VI. Bibliografia 

Blazevic DJ, Ederer GM. Principles of Biochemical Tests in Diagnostic Microbiology. Nueva York: Wiley, 1975:23-28. 

Hendriksen SD. A comparison of the phenylpyruvic acid reaction and urease test in the differentiation of Proteus from other enteric 
organisms. J Bacteriol 1950;60:225-231. 

Hendriksen SD, Gloss K. The production of phenylpyruvic acid by bacteria. Acta Pathol Microbiol Scand 1938;15:101-113. 
MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2^ ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:269-274. 

Shaw C, Clarke PH. Biochemical classification of Proteus and Providencia cultures. J Gen Microbiol 1955;13:155-161. 
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Prueba de oxidacion-eermentacion (Hugh y Leifson) 

I. Principio 

Los microorganisraos sacaroliticos degradan la glucosa, ya sea por fermentacioii o por oxidacion, como se muestra en la figura 7-1. Los 
productos finales de la fermentacion son fcdos mixtos lelativamente fuertes, que pueden detectarse en un medio convencional de 
fermentacion. Sin embargo, los acidos formados por degradacion oxidativa de la glucosa son en extreme debiles y para detectarlos es 
necesario el medio mas sensible de oxidacion-fermentacion de Hugh y Leifson (medio OF). 

El medio OF de Hugh y Leifson difiere de los medios para fermentacion de hidratos de carbono en los siguientes aspectos: 

La concentracion de peptona se reduce del i % al 0,2%. 

La concentracion del hidrato de carbono aumenta del 0,5% al 1,0%. 

La concentracion de agar se reduce del 1,5% al 0,3%, lo que hace que el medio sea semisolido. 

La baja relacion protema/hidratos de carbono reduce la formacion de aminas alcalinas que pueden neutralizar las pequenas cantidades 
de acidos debiles que pueden formarse a partir del metabolismo oxidativo. Las cantidades relativamente elevadas de hidratos de carbo¬ 
no sirven para aumentar la cantidad de acido que es posible formar. La consistencia semisolida del agar permite que los acidos que se 
forman en su superficie se difundan a traves del medio, lo que facilita la visualizacion del cambio de pH del indicador. En este medio 
tambidn puede observarse la motilidad. 

II. Medios y reactivos 

A continuacion, se muestran las formulas de un medio convencional para fermentacion de hidratos de carbono y del medio OF para su 
comparacion: 


MEDIO PARA FERMENTACION DE HIDRATOS DE CARBONO 


MEDIO DE HUGH Y LEIFSON 


Peptona 

Cioruro de sodio 
D-glucosa 

Purpura de bromocresol 
Agar* 

Agua destilada esp 
pH = 7,0 


Peptona 

Cioruro de sodio 
D-glucosa 

Azul de bromotimol 
Agar 

Fosfato dipotasico 
Agua destilada esp 
pH 7,1 
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PrUEBA DE OXIDAClbN-FERMENTACION (HUGH Y LEIFSON) {cont.) 

Las reacciones para azucares del medio OF enumeradas en las tablas de Weaver de los CDC, descritas en el capitulo 7, se basan en 
pruebas con una base “especial” con rojo fenol como indicador; 

Bacto casitone, 2 g 
Bacto agar, 3 g 

Rojo fenoi, solucion acuosa al 1,5%, 2 mL 
Agua destilada hasta completar 1 L 

El medio basal se ajusta a pH 7,3 y se coloca en autoclave. Las soluciones de hidratos de carbono se esterilizan a traves de un filtro 
Seitz y se agregan al medio base hasta una concentracion final del 1%. Los estudios realizados en los CDC revelaron que la correla- 
cion de los resultados de la prueba entre el medio de Difco y el medio basal especial OF de los CDC era excelente y que puede usarse 
cualquiera de ellos cuando se utilizan las tablas de Weaver para la interpretacion. 

El medio OF debe vertirse sin formar un pico de flauta en tubos con un diametro intemo de 15 a 20 mm para incrementar la super- 
ficie. 

III. Control de calidad 

A. Fermentador de glucosa: Escherichia coli 

B. Oxidador de glucosa: Pseudomonas aeruginosa. 

C. No sacarolitico: especies de Moraxella. 

IV. Procedimiento 

Se necesitan dos tubos para la prueba OF, arabos sembrados con el microorganismo desconocido mediante un ansa recta; es precise 
sembrar en profundidad tres a cuatro veces hasta la mitad de la distancia existente hasta el fondo del tubo. Un tubo de cada par se cubre 
con una capa de 1 cm de vaselina liquida esteril o parafina fundida, y el otro se deja expuesto al aire. Incubar ambos tubos a 35 ”C y 
observar a diario durante varios dias. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

La produccion de acido se detecta en el medio por la aparicion de color amarillo. En el caso de los microorganismos oxidativos, la 
produccion de color se puede notar primero cerca de la supertlcie del medio. Los patrones de reaccion son los siguientes: 

TUBO ABIERTO TUBOS CUBIERTOS METABOLISMO 

Acido (amarillo) Alcalino (verde) Oxidativo 

Acido (amarillo) Acido (amarillo) Fermentativo 

Alcalino (verde o azul) Alcalino (verde o azul) No sacarolitico 

Estas reacciones se muestran en la lamina en color 7-ID. Para las especies de desarrollo lento, puede necesitarse una incubacion 
durante 3 dfas o mas para detectar las reacciones positivas. 

VI. Bibliografia 

BBL Manual of Products and Laboratory Procedures, 5“ ed. Cockeysville MD: BioQuest, 1973:129-130. 

Hugh R, Leifson E. The taxonomic significance of fermentative versus oxidative metabolism of carbohydrates by various gram-nega¬ 
tive bacilli. J Bacteriol 1953;66:24-26. 

MacFaddin JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980;260-268. 
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Tinoon para flagelos 
I. Principto 

La mayoria de las bacterias mdviles tienen flagelos, cuyas formas, cantidad y posicion son caracteristicas importantes para la identifi- 
cacion de generos y especies, en particular cuando las reacciones bioquimicas son debiles o confusas. La tecnica de coloracion de 
Leifson (o sus modificaciones) es la empleada con mayor frecuencia en los laboratories clmicos y no es dificil de realizar, siempre y 
cuando se sigan los detalies exactos de cada paso del procedimiento. 

Los flagelos bacterianos pueden colorearse con soluciones alcoholicas de colorantes de rosanilina, que forman un precipitado cuan¬ 
do el alcohol se evapora durante el procedimiento de coloracion. Se utiliza fucsina basica (acetato de pararosanilina) como colorante 
principal con el agregado de acido tanico a la solucion, como mordiente. Se puede utilizar un colorante de contraste, como el azul de 
metileno, para visualizar mejor las bacterias, en los casos en que la coloracion principal es debil o no reacciona en absolute con la pared 
celular de la bacteria. 
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Tincion para FLAGELOS icont .) 

IL Medios y reactivos 

A. Metodo de Leifson 

1. Fucsina basica al 1,2% en alcohol al 95%. 

a. El producto comercial debe estar certificado para coloracion de llageios. 

b. Se prefiere el acetato de pararosauilina. Si la solucion colorante es una mezcla de acetato de pararosanilina y clorhidrato de 
pararosanilina, el compuesto en la forma de clorhidrato no debe ser mas de los dos tercios de la solucion. 

c. El colorante, para ser satisfactorio, debe tener olor a acido acetico. 

d. Cuando se prepara un colorante nuevo. debe dejarse pasar por lo menos un dia antes de usarlo, para que se solubilice por com- 
pleto. 

2. Acido tanico al 3% en agua. 

a. La suspension, para ser satisfactoria, debe tener color amarillo palido. 

b. Agregar fenol en una concentracion de 1:200 para evitar el desarrollo de hongos durante el almacenamiento. 

3. Cloruro de sodio al 1,5% en agua. 

4. Colorante final 

a. Combinar volumenes iguales de las tres soluciones madre. El colorante esta listo para su uso inmediatamente despues de la pre- 
paracion y debe conservarse en frascos con cierre hermetico. 

b. Durante el almacenamiento se formara un precipitado. Este no debe agitarse; en lugar de eso, recuperar la solucion colorante 
de la parte superior con una pipeta. 

c. La duracion de la solucion colorante es de una semana a temperatura ambiente, un mes en el frigoriTico e indefmida si se con- 
gela. 

B, Metodo de Ryu 

1. Solucion I 

a. Fenol al 5%, 10 mL 

b. Acido tanico en polvo, 2 g 

c. Sulfato de aluminio y potasio saturado con 12 H,0 (cristales) (preparar 14 g de alumbre de potasio cn 100 mL de H,0 desti- 
lada), 10 mL 

2. Solucion 11 

a. Solucion saturada de violeta de genciana (cristal violeta) en alcohol (preparar 12 g en 100 niL de etanol al 95%) 

3. Colorante final 

a. Diez partes de la solucion I (mordiente) se mezclan con una parte de la solucion II y la mezcla se conserva en un frasco plas- 
tico a temperatura ambiente. 

III. Control de calidad 

Las siguientes especies bacterianas pueden servir corao controles: 

A. Po.sitivas: peritrico, Escherichia coli : polar monotrico. Pseudomonas aeruginosa : multitrico, Burkholderia cepacia , 

B. Negativas; Acinetobacter haumannii , 

IV. Procedimiento 

A. Metodo de Leifson 

1. Preparar una suspension poco densa de bacterias en agua a partir de un cultivo joven en un agar apropiado. 

2. Colocar 2 gotas de la suspension bacteriana en un extreme de un portaobjetos lavado con acido. Dejar secar al aire. Con un lapiz 
de cera, dibujar una linea perpendicular en la superficie del vidrio del lado intemo de la suspension seca. 

3. Colocar el portaobjetos en un soporte inclinado y cubrir la suspension bacteriana seca con una capa fina de colorante. La marca 
hecha con el lapiz de cera impide que el colorante se escurra del extreme del portaobjetos. 

4. Colorear durante 5 a 15 minutos, dejando que se forme un precipitado a medida que se evapora el alcohol. El tiempo de tincion 
disminuye si el colorante es fresco, si la temperatura ambiente es alta, si hay corrientes de aire en el laboratorio o si la capa de 
colorante es muy delgada. Las condiciones opuestas aumentan el tiempo de coloracion. 

5. Cuando se forma el precipitado, enjuagar el portaobjetos suavemente con agua destilada, eliminar el exceso de agua y dejar secar 
al aire. 

B. Metodo de Ryu 

1. Preparar un frotis tomando bacterias de un cultivo joven en un medio de cultivo libre de hidratos de carbono con una aguja de 
siembra, tocando levemente el centre de cada una de dos gotas de agua destilada colocadas en un portaobjetos nuevo, lavado antes. 
Dejar que las gotas se sequen al aire a temperatura ambiente. 

2. Cubrir los frotis secados al aire con abundante solucion colorante durante 1 a 5 minutos (puede ser necesario realizar algunas 
pruebas para determinar el tiempo exacto en el que se produce la coloracion satisfactoria de los flagelos, pero sin que haya exce- 
sivos detritos en el fondo). Eliminar la solucion colorante por lavado con agua corriente. 
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Tincion para flagelos {coni ) 

3. Una vez secos los frotis, observarfos con el nnicroscopio con objetivo de inmersion, Los cuerpos celulares y los flagelos se linen 
de violeta. 

V. Resuliados 

A. Interpretacion 

Observar el portaobjetos lenido con el microscopio con objetivo de inmersion en aceite (lOOx). Deben verse los flagelos coloreados 
de rojo oscuro a azul negro. Comparar la morfologia con las microfotografias proporcionadas en el Atlas of Bacterial Flagellation 
de Leifson, citado en la bibliografia y vease tambien la figura 7-3. 

VT. Bibliografia 

Clark WA. A simplified Leifson flagella stain. J Clin Microbiol 1976;3:632-634. 

Leifson R. Atlas of Bacterial Flagellation. Nueva York: Academic Press, 1960. 

Ryu E. A simple method of staining bacterial flagella. Kitasato Arch Exp Med 1937; 14:218-219. 


Protocolo 7-3 

FlUORESCENCIA - DENITRTFICACION 

I. Principio 

La capacidad para producir pigmento fluorescente y para reducir por complete los nitratos o nitritos a gas nitrogeno son dos caracle- 
rislicas importantes para la identificacion de los Pseudomonadales y otros bacilos no fermentadores. La fdrmula del medio de fluores- 
cencia-denitrificacion (FN) permite detectar ambas caracteristicas. El medio de fluorescencia lactosa nitrate (FLN) es una modificacion 
en la cual se agregan lactosa y rojo fenol como indicador, para permitir la deteccion del acido formado de la utilizacion de la lactosa, 
lo cual es de ayuda para identificar el grupo de no fermentadores fuertemente lactosa positives. 

A. Prueba de fluorescencia 

La fluorescema es un pigmento organico luminiscente que al ser excitado con luz ultravioleta emite una fluorescencia verde amari- 
llenta. Unos pocos bacilos no fermentadores, en especial Pseudomonas aeruginosa, son capaces de producir fluorescema, cuya 
deteccion es util para su identificacion. La fluorescencia de las colonias puede no detectarse en un medio de aislamiento comun, 
como el agar sangre o el agar de MacConkey; con frecuencia deben utilizarse medios que contienen sales catidnicas, como sulfato 
de magnesio (incluido en el medio FN), que actuan como activadores o coactivadores para intensiflcar la luminiscencia. 

B. Prueba de denitrificacion 

La reduccion del nitrato a gas nitrogeno (N^) □ oxido nitroso (N,0) se denomina denitrificacion y se demuestra por la siguiente ecua- 
cidn quimica: 

2 NO 3 - + 10 e- + 12 H--> N, T + 6 H,0 

En este proceso de reduccion, el radical nitrato acepta cinco electrones, lo que da por resultado la formacion de nitrogeno gaseoso 
y seis moleculas de agua. La prueba de denitrificacion es litil para separar el grupo de Pseudomonas stutzeri (la mayoria de las cepas 
son positivas) de otros bacilos no fermentadores (vease cuadro 7-5). 

II. Medios y reachvos 

A. La formula del medio FN es la siguiente: 


Proteosa peptona 3 (Difeo Laboratories, Detroit Ml) 

1 g 

Sulfato de magnesio ■ TH^O 

0,15 g 

Fosfato dipotasico hidrogenado 

0,15 g 

Nitrato de potasio 

0,2 g 

Nitrito de sodio 

0,05 g 

Agar 

1,5 g 

Agua destilada esp 

100 mL 

pH = 7,2 



1. Suspender todos los componentes en agua destilada, excepto el sulfato de magnesio. Este se disuelve por separado en una peque- 
na cantidad de agua antes de agregarlo al medio con agar para evitar la formacion de un precipitado insoluble. 

2. Si va a prepararse el medio FLN, agregar 2 g de lactosa y 0,002 g de indicador rojo fenol. Fraccionar 4 mL de medio en tubos de 
13 mm con tapa de rosea y dejar solidificar, de modo que la profundidad y la longitud del agar inclinado (pico de flauta) sean 
aproximadamente iguales. 
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FlUORESGENCIA - DENITRIFICACION (cont.) 

3. Ei medio de Sellers, disponible en el comercio, tambien es apropiado para la determinacion de la fluorescencia y la denitrifica- 
cion por parte de bacterias no fennentadoras. 

B. La fdnnula del medio para la reduccion de nitratos/nitritos es la siguiente: 

Caldo infusion de corazon (Difco Laboratories, Detroit Ml)* 25 g 

Nitrato de potasio C.P. 2 g 

Agua destiiada csp 1 L 

pH = 7 

III. Control de ealidad 

Los siguientes microorganismos son controles apropiados: 

Fluorescencia positiva/denitrificacion positiva: Pseudomonas aeruginosa, 

Fluorescencia negativa/denitrilicacion positiva: Pseudomonas stutzeri. 

Fluorescencia negativa/denitrilicacion negativa: Escherichia coli. 

IV. Procedimiento 

Sembrar el medio con una suspension densa del cultivo en profundidad y luego se siembra en estria el pico de flauta. Incubar a 35 °C 
durante 24 a 48 boras. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Examinar el tubo con una fuente de luz ultravioleta (lampara de Wood) para ver la produccion de fluorescencia. Una luz brillante 
amarillo-verdosa const!tuye una prueba positiva. La presencia de burbujas de gas en la profundidad del medio indica que se ha pro- 
ducido nitrogeno por denitrificacion y la superllcie amarilla en el medio FLN sefiala que el microorganismo produjo acido por uti- 
lizacion de la lactosa. En caldo, la formacion de gas nitrogeno se detecta por la presencia de burbujas de gas en la parte superior del 
tubo de Durham invertido (lamina en color 7-2B). 

VI. Bibliografia 

Pickett MJ, Pedersen MM. Screening procedure for partial identification of nonfermentative bacilli associated with man. Appl 
Microbiol 1968;16:1631-1632. 


* Para el caldo se omite el agar y se agregan tiihos de Durham invertidos para detector gas. 


Protocolo 7-4 

Prueba de HtDROLisis de la esculina 

I. Principio 

El medio de esculina sin bilis es util para diferenciar varias especies de bacilos no fermentadores. La esculina es un glucosido sustitui- 
do que puede ser hidrolizado por ciertas bacterias para producir glucosa y esculetina. La esculina es un compuesto fluorescente bajo la 
luz ultravioleta de onda larga, a 360 nm. Cuando se hidroliza la esculina, ia fluorescencia se pierde y el medio vira al negro, debido a 
la reaccion de la esculetina con los iones ferricos presentes en el medio. Varias especies de Chryseobacteriuni, Sphingohacterium, asi 
corao C. luteola, B, vesicularis, S. paucimobilis, S. maltophila, R. radiobacter y algunas especies de B. cepacia, B. pseudomallei y O, 
anthropi son esculina positivas. 

II. Medios y reactivos 

La formula del medio de esculina es la siguiente: 

Agar esculina modificado: 


Esculina 

1 g 

Citrato ferrico 

0,5 g 

Agar infusion corazon 

40 g 

Agua destiiada csp 

1 L 
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PRUEBA DE HIDROLISIS DE LA ESCULINA {cont) 


Caldo esculina: 

Infusion de musculo cardiaco 10 g 

Digerido peptico de tejidos animales 10 g 

Cloruro de sodio 5 g 

Esculina 1 g 

Agua destilada csp 1 L 



III. Control de calidad 

A. Control positivo: Aeromonas hydrophila ATCC 7965. 

B. Control negativo: R aeruginosa ATCC 27853. 

IV. Procedimiento 

Despues de tocar el centro de una colonia bien aislada con un ansa o palillo de madera esteriles, sembrar el microorganismo en la super- 
flcie del agar inclinado (pico de flauta) o en un tubo con caldo. Incubar 18 a 24 boras a 35 “C. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de color negro o la perdida de fluorescencia bajo luz ultravioleta (360 nm) se interpreta como una prueba positiva. La 
presencia de fluorescencia o la ausencia de color negro se interpretan como una prueba negativa (lamina en color 7-2E). 

VI. Bibliografia 

MacFadding JF. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria, 2® ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980:4-12. 

Shigei J. Tests methods used in the identification of commonly isolated aerobic gram-negative bacteria. En: Isenberg HH, ed. Clinical 
Microbiology Procedures Handbook. Vol. I. Washington DC: American Society for Microbiology, 1992; 1.19.38-1.19.40. 
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Prueba camp 

I. Principio 

La identificacion presuntiva de los estreptococos p-hemoliticos del grupo B puede hacerse por medio de la prueba CAMP, que es lia¬ 
ble y de realizacion seiicilla. El fenomeno hemolitico fue descrito por primera vez en 1944 por Christie, Atkins y Munch-Petersen, 
cuyos nombres proporcionan el acroniino (CAMP) de la prueba. 

La actividad hemolitica de la p-hemolisina causada por la mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus es intensificada por una pro- 
tema extracelular producida por los estreptococos del grupo B. La interaccion de la p-hemolisina con este factor produce “hemolisis 
sinergica”, que puede observarse con facilidad en una placa de agar sangre. Este fenomeno se advierte tanto con los aislamientos hemo- 
liticos como con los no hemoliticos de los estreptococos del grupo B. 

II. Materiales 

1. Cepa de Staphylococcus aureus productora de p-hemolisina. 

2. Placa de agiir sangre de carnero. 

III. Control de calidad 

A. Control positivo: estreptococo del grupo B, 

B. Control negativo: estreptococo del grupo A. 

IV. Procedimiento 

1. Hacer en el centro de una placa de agar sangre una sola estria en llnea recta con S. aureus productor de p-hemolisina. 

2. Teniendo cuidado de no tocar la estria del estafilococo, hacer una estna con los estreptococos p-hemoliticos por identificar, en 

forma perpendicular a la estria del estafilococo. Realizar estas estrias de tal manera que, despues de la incubacion, el desarrollo 
de los dos microorganismos no se junte. La estria de estreptococos debe ser de 3 a 4 cm de longitud. En la misma placa deben 
sembrarse en forma similar cepas conocidas de estreptococos del grupo A y del grupo B como controles negativo y positivo, res- 
pectivamente. 

3. Incubar la placa a 35 °C en aire atmosferico durante 18 a 24 horas. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Como se ilustra mas adelante, la zona de aumento de la hemolisis se observa en el punto en que se intersecan la p-hemolisina secre- 
tada por el estafilococo y el factor CAMP secretado por el estreptococo del grupo B. Cualquier estreptococo P-hemolitico resisten- 
te a la bacitracina, resistente a trimetoprim-sulfametoxazol y positivo en la prueba de CAMP, puede informarse como “estreptoco¬ 
co p-hemolitico presumiblemente grupo B por prueba de CAMP”. 



VI. Limitaciones 

Algunos estreptococos del grupo A seran positivos en la prueba de CAMP si la placa se incuba en una jarra de anaerobiosis por extin- 
cion con vela, en atmosfera de CO, o en condiciones de anaerobiosis. Por lo tanto, la incubacion debe realizarse en aire atmosferico. 
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Prueba de requerimientos de factores X y V 

I. Principio 

El factor X (hemina, heniatina) y el factor V (NAD) son necesarios, ya sea solos o en combinacion, para facilitar el crecimiento de dife- 
rentes especies de Haemophilus en agar. Se comercializan tiras o discos de papel de filtro impregnados con factor X y con factor V. 
Los factores X y V son hidrosolubles y por eso se difunden con facilidad en niedios de agar. Las tiras o discos de papel de filtro impreg- 
nados con estos factores se colocan sobre la superficie de un medio deficienle en ellos, como agar tripticasa soja o agar infusion de 
cerebro y corazon. que ban sido sembrados en superficie con el microorganismo por probar. Los requerimientos del microorganismo 
para cada factor se determinan despues de una noche de incubacion, observando los patrones de crecimiento alrededor de las liras o 
discos de papel (vease la ilustracion siguiente). 

II. Medios y react!vos 

1. Tiras o discos de papel de filtro impregnados con factores X y V. 

2. Un medio solido deficiente en factores X y V. El agar tripticasa soja o el agar infusion de cerebro y corazon son adecuados. 

3. Caldo infusion de cerebro y corazon. 

III. Control de calidad 

A. Haemophilus parainfluenzae: requiere solamente factor V. 

B. Haemophilus influenzae: requiere tanto factor X como V. 

IV. Procedi mi ento 

1. Preparar una suspension poco densa en el caldo infusion de cerebro y corazon de un cultivo puro del microorganismo por iden- 
tificar. Cuando se transliere el cultivo hay que tener cuidado de no tomar ninguna porcion del medio con hemina de la placa de 
cultivo. Con esta suspension, sembrar en superficie el medio solido deficiente en factores. 

2. Colocar una lira de factor X y una de factor V sobre la superficie del agar en la zona de siembra. 

3. Colocar las tiras con una separacion aproximada de 1 cm. 

4. Incubar la placa en CO^ al 3-5% y 35 ®C durante 18 a 24 horas. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Inspeccionar la superficie del agar en busca de crecimiento visible entre o alrededor de una o mas de las tiras o discos. Los siguien- 
tes patrones indican la necesidad de factor X solo (izquierda), de factor V solo (centra) o de ambos (derecha): 



Factor X 
requerido 



Factor V 
requerido 



Factores X y V 
requeridos 


VI. Bibliografia 

Parker RH, Hoeprieh PD. Disk method for rapid identification of Haemophilus sp. Am J Clin Pathol 1963;37:319-327. 
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PRUEBA DE UTILIZACI6n RAPIDA DE HIDRATOS DE CARBONO PARA LA IDENTIFICACICN DE ESPECIES DE NEISSHRLA 

I. Principio 

Las pruebas rapidas de utilizacion de hidratos de carboiio ban suplantado en su mayor parte el uso del agtir semisolido de cistina-dige- 
rido triptico con hidratos de carbono para la identificacion de especies de Neisseria. El procedimiento descrito aqui es una moditlca- 
cion del detallado en Cumitech 4, de la American Society for Microbiology. 

La prueba de utilizacion rapida de hidratos de carbono emplea una solucion equilibrada de buffer de fosfatos que contiene rojo fenol 
como indicador. Se fraccionan alicuotas pequenas (de 0,10 mL) del buffer en una serie de tubos esteriles, uno para cada hidrato de car¬ 
bono por probar. Se agrega una gota de cada hidrato de carbono (al 20% p/v) a cada tubo. Se prepara una suspension densa del micro- 
organismo en buffer sin hidratos de carbono y se agrega una gota de esta suspension a cada tubo con hidratos de carbono. Despues de 
4 horas de incubacion, se leen las reacciones. La produccion de acido de los hidratos de carbono se observa por un cambio de color del 
indicador rojo fenol, del rojo al amarillo. 

II. Medios y reactivos 

A. Solucion amortiguadora (buffer) de fosfatos equilibrada (BBS): solucion madre 10 x con la siguiente formula: 


K^HPO, 0,40 g 

KH^PO^ 0,10 g 

KCI 8 g 

Agua destilada 100 mL 


Esterilizar por filtracion y almacenar entre 4 y 8 °C. 

B. Solucion de trabajo 

Agregar 10 mL de BBS 1 Ox a 90 mL de agua destilada. Despues de esto se agregan 0,5 a 0,8 mL de una solucion acuosa al 1% de 
rojo fenol a la solucion, de modo que el producto final tenga un color “rojo cereza”. Esta solucion de trabajo se esteriliza luego por 
filtracion. Para asegurarse de que el agua tiene el pH adecuado, se recomienda el uso de agua destilada de grado farmaceutico. 

C. Soluciones madre de hidratos de carbono 

Pesar 10 g de glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa (y, si se desea, fructosa) por separado. Disolver cada una de ellas en 50 mL de 
agua destilada. Las soluciones se esterilizan por filtracion, se fraccionan en frascos ampolla esteriles y se congelan a -20 °C. Es 
importante utilizar hidratos de carbono de grado analftico, debido a que la maltosa proveniente de ciertos proveedores de medios 
para bacteriologia puede estar containinada con glucosa. Los hidratos de carbono pueden obtenerse de Sigma Chemical Company 
(St. Louis, MO), Fisher Scientific Company (Fairlawn, NJ) o de Mallinckrodt Chemical Works (St. Louis. MO). 

III. Control de calidad 

A. Glucosa positive: N. gonorrhoeae. 

B. Maltosa positive: N. meningitidis. 

C. Lactosa positive: N. lactamica. 

D. Sacarosa y fructosa positive: N. mucosa. 

IV. Procedimiento 

1. Se marca una serie de tubos esteriles de 12 x 75 mm con el nombre del azucar por probar. Por lo general, se prueba glucosa, mal¬ 

tosa, sacarosa y lactosa. Algunos laboratories tambien incluyen fructosa en la serie de pruebas. Se incluye un tubo adicional, 
marcado con el numero de aislamiento de la muestra, para la preparacion del inoculo. 

2. Se agrega a cada uno de los tubos para hidratos de carbono 0,10 niL de BSS de trabajo. En el tubo del inoculo se colocan 0,30 a 
0,40 mL de BSS. 

3. Se agrega una sola gota del hidrato de carbono correspondiente a cada uno de los tubos marcados, con una pipeta de Pasteur. 

4. Con un ansa bactcriologica esteril se prepara una suspension densa del microorganismo por probar en el tubo inoculo. El inocu¬ 

lo se prepara de un subcultivo puro de 18 a 24 horas en agar chocolate del microorganismo. La suspension del inoculo se agita 
con cuidado con una agitadora mecanica para obtener una suspension densa y uniforme. 

5. Se agrega una gota de inoculo a cada uno de los tubos que conlienen hidratos de carbono. Los tubos se agitan brevemente para 
asegurar una mezcla completa y se colocan en bano Maria o estufa a 35 ‘^C durante 4 horas. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de color amarillo en cualquiera de los tubos que contienen hidratos de carbono indica que el microorganismo utilizo 
ese hidrato de carbono. Las pruebas negativas permanecen de color rojo o naranja rojizo. 

VI. Bibliografia 

Janda WM. Identification of Neisseria species and Branhamella catarrhalis. En: Identification of Aerobic Gram-Positive and Gram- 
Negative Cocci. Washington DC: American Society for Microbiology, 1986:115-131. 

Kellogg DS, Holmes KK, Hill GA. Cumitech 4. En: Marcus S, Sherris JC, eds. Laboratory Diagnosis of Gonorrhea. Washington DC: 
American Society for Microbiology, 1976. 
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Prueba de furazolidona con discos 
L Principio 

Hay varies metodos para diferenciar estafilococos de micrococos (cuadro 12-1). Uno de ellos es la sensibilidad al compuesto furoxo- 
na (tambien denominado furazolidona). La prueba se realiza como otros procedimientos de sensibilidad con discos: los estafilococos 
son sensibles a este compuesto, en tanto que los micrococos son resistentes. 

II. Reactivos 

1. Discos de furazolidona de 100 pg (FX 100, BD Microbiology Systems, Franklin Lakes, NJ). 

2. Placa con agar sangre de camero. 

III. Control de calidad 

Con cada lote nuevo de discos, o semanalmente, deben probarse cepas conocidas de Staphylococcus (ya sea S. aureus o una cepa coa- 
gulasa negativa) y especies de Micrococcus. 

IV. Procedimiento 

1. Preparar una suspension del microorganismo por probar en agua destilada o caldo esteriles. La suspension debe tener una turbi- 
dez equivalente al estandar 0,5 de McFarland. 

2. Con un hisopo, distribuir la suspension sobre la mitad de una placa de agar sangre. 

3. Colocar en forma aseptica un disco FX en el centro de la zona sembrada y presionarlo con suavidad para que se adhiera a la super- 

ficie del agar. 

4. Incubar la placa a 35 °C en una estufa con aire atmosferico durante 18 a 24 boras. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

1. Las especies de Micrococcus son resistentes al FX y presentar^ halos de inhibicion de 6 mm (ausencia de halo) a 9 mm. 

2. Las especies de Staphylococcus son sensibles al FX y presentaran halos de inhibicion de 15 mm o mayores. 


Protocolo 12-2 

Prueba de la novobiocina 

I. Principio 

Los estafilococos coagulasa negativos pueden dividirse en especies sensibles y resistentes a la novobiocina. Entre las especies resis¬ 
tentes, S. saprophyticiis es el unico que suele aislarse en muestras humanas como causante de infecciones urinarias. Por lo tanto, el cri- 
bado de los estafilococos coagulasa negativos aislados en cultivos cuantitativos de orina en lo que respecta a la sensibilidad a la novo¬ 
biocina proporciona una identificacion presuntiva fiable de esta especie. 

II. Reactivos 

1. Discos de novobiocina de 5 pg (NB 5, BD Microbiology Systems, Franklin Lakes, NJ). 

2. Placa de agar sangre de camero. 

III. Control de calidad 

Debe probarse una cepa conocida de S. saprophyticiis y una de S. epidermidis con cada nuevo lote de discos de novobiocina o una vez 
por semana. 

IV. Procedimiento 

1. Preparar una suspension del microorganismo por identificar en agua destilada o caldo esteriles. 

2. La suspension debe tener una turbidez equivalente al estandar 0,5 de McFarland. 

3. Con un hisopo esteril, distribuir parte de la suspension sobre la mitad de la placa de agar sangre. 

4. Colocar en forma aseptica un disco de novobiocina sobre la zona sembrada. Puede determinarse la sensibilidad a la furazolidona 

(vease protocolo 12-1) en la misma placa, colocando los discos sobre la zona sembrada, separados aproximadamente 4 cm. 
Presionar con suavidad el o los discos con pinzas esteriles para asegurar el contacto con la superficie del agar. 

5. Incubar la placa en aerobiosis durante 18 a 24 horas a 35 °C. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

1 . S. saprophyticiis es resistente a la novobiocina y presentara halos de inhibicion de 6 mm (ausencia de halo) a 12 mm. 

2. Otros estafilococos coagulasa negativos y S. aureus son sensibles a la novobiocina y presentaran halos de 16 mm o mayores. 
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Protocolo 13-1 

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LA BACITRACINA Y SXT 

I. Principio 

La sensibiHdad a bajas concentraciones del antibiotico polipeptidico bacitracina y a la combinacion de sulfonamidas trimetoprim-sul- 
fametoxazol (SXT) proporciona un metodo sencillo y econoniico para la identificacion presuntiva de los estreptococos P-hemolflicos 
de los grupos A y B. Aunque aiin se utiliza en muchos laboratorios, esta prueba se ha reemplazado ampliamente por procedimientos 
serologicos fiables y bastante economicos. 

Los estreptococos del grupo A son sensibles a concentraciones relativamente bajas de bacitracina y resistentes a la SXT. Los estrepto¬ 
cocos del grupo B son resistentes a ambos antibioticos. Otros estreptococos p-henioliticos muestran sensibiHdad variable a la bacitra¬ 
cina, pero estos microorganismos suelen ser sensibles a la SXT. Por lo tanto, la realizacion de la prueba para SXT junto con la prueba 
de la bacitracina aumenta la sensibiHdad y el valor pronostico de la prueba de la bacitracina. 

II. Reactivos 

A. Placa con agar sangre de carnero. 

B. Discos diferenciales de bacitracina Taxo “A” (0,04 unidades/disco). 

C. Discos de SXT (trimetopriin-sulfametoxazol, 1,25 jag/23,75 pg). 

III. Control de calidad 

A. Bacitracina S, SXT R: estreptococo del grupo A. 

B. Bacitracina R, SXT R: estreptococo del grupo B. 

C. Bacitracina S o R, SXT S: estreptococo P-hemolitico, grupos C, F o G. 

IV. Procedi miento 

1 . Tomar tres o cuatro colonias aisladas del estreptococo P-hemolitico y sembrar en estria el inoculo en el centro de la mitad de una 

placa de agar sangre. 

2. Con un hisopo esteril o un ansa diseminar el inoculo formando una capa sobre toda la mitad de la placa. 

3. Colocar en forma aseptica un disco de bacitracina Taxo “A” y un disco de SXT sobre la zona sembrada. Asegurarse de que los 
discos esten igualmente separados. Utilizando pinzas flameadas, golpear con suavidad los discos para que se adhieran a la super- 
ficie del agar. 

4. Incubar la placa en aire ambiente a 35 °C. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

1. Sensible (S): cualquier tamaho de halo alrededor de cualquiera de los discos. 

2. Resistente (R): desarrollo hasta el borde del disco. 


Bacitracina 

STX 

Identificacion 

S 

R 

Presumiblemente grupo A 

R 

R 

Presumiblemente grupo B 

S/R 

S 

Ni A ni B 


3. Los resultados deben informarse como “estreptococo p-hemolitico, presumiblemente grupo A, por prueba de bacitracina-SXT” o 

“estreptococo p-hemolitico, presumiblemente no grupo A, por prueba de bacitracina-SXT". 

4. Como estas pruebas suelen realizarse sobre aislamientos de fauces, en los cuales se sospecha la presencia de estreptococos del 
grupo A. la presuncion de grupo B por lo general no se informa. 

VI. Limitaciones de la prueba 

Deben probarse solo los estreptococos p-hemoliticos, ya que muchos estreptococos a-hemoliticos (incluidos los neumococos) son sen¬ 
sibles a bajas concentraciones de bacitracina. 

No se dispone de datos que indiquen que deben medirse los halos de inhibicion. La interpretacion a la sensibiHdad a SXT puede ser 
dificil, ya que los microorganismos pueden desarroilarse ligeramente antes de que haya inhibicion total del crecimiento. 

La capa del inoculo bacteriano debe ser confluente. Un inoculo demasiado diluido puede hacer que los estreptococos no pertenecien- 
tes al grupo A parezcan sensibles a la bacitracina. 
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Protocolo 13-2 


Prueba de la bilis esculina 

I. Principio 

La prueba de la bilis esculina se basa en la capacidad de ciertas bacterias, en particular los estreptococos del grupo D y especies de 
Enterococcus, de hidrolizar la esculina en presencia de bilis (4% de sales biliares o 40% de bilis). La esculina es un derivado glucosi- 
dico de la cumarina (6-p-gluc6sido-7-hidroxicumarina). Los dos residues de la molecula (glucosa y 7-hidroxicumarina) se encuentran 
unidos por una union ester de oxigeno. Para esia prueba la esculina se incorpora en un medio que contenga 4% de sales biliares. 

Las bacterias bilis esculina positivas son, ante todo, capaces de desarrollarse en presencia de sales biliares. La hidrolisis de la escu¬ 
lina en el medio da como resultado la formacion de glucosa y un compuesto denominado esculetina. Esta a su vez reacciona con los 
iones ferricos (aportados por el componente inorganico del medio, el citrato fenico) para formar un complejo negro que se difunde. 


CH,OH 

\ 


V >, “ 

/ \OH H A 


H,0 


OH \l 


;/ H 


H OH 


Esculina 


Glucosa«Esculetina 
Fe’** 

Complejo negro 


II. Materiales 
A. Medio 

El medio de agar bilis esculina se prepara en un tubo inclinado (pico de liauta) o en placas: tiene la siguiente formula: 


Peptona 5 g 

Extracto de came 3 g 

Bilis 40 g 

Esculina 1 g 

Citrato ferrico 0,5 g 

Agar 15 g 

Agua destilada 1 L 


pH = 7,0 


III. Control de calidad 

A. Control positivo; especies de Enterococcus (p. ej., faecalis). 

B. Control negativo: estreptococo del grupo viridans, no grupo D. 

IV. Procedimiento 

1. Con un ansa o aguja de siembra tomar dos o tres colonias morfologicamente similares de estreptococos y sembrar el pico de flau- 

ta del medio bilis esculina con un movimiento en S, o sembrar en estria la superficie de una placa de bilis esculina para obtener 
colonias aisladas. 

2. Incubar el tubo o placa a 35 °C durante 24^8 boras en estufa con aire atmosferico. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

El ennegrecimiento difuso de mas de la mitad del pico de flauta dentro de las 24^8 boras indica bidrolisis de la esculina. En las 
placas se observaran balos negros alrededor de las colonias aisladas y cualquier grado de ennegrecimiento se considera positivo. 
Todos los estreptococos del grupo D son bilis esculina positives en el termino de 48 boras. 

VI. Limitaciones de la prueba 

Algunos estreptococos del grupo viridans (aproximadamente el 3%) tambien pueden bidrolizar la esculina en presencia de bilis. 



1414 Protocolos 


Protocolo 13-3 

Prueba de sensibilidad a la optoquina 

1. Principio 

El clorhidrato de etildihidrocuprema (optoquina). un derivado de la quinina, inhibe en fonua selectiva el crecimiento de Streptococcus 
pneumoniae en muy bajas concentraciones (5 |ig/niL o inenos). Asimismo, la optoquina puede inhibir otros estrcptococos del grupo 
viridans, pero solo en concentraciones mucho mas altas. La prueba tiene una sensibilidad de mas del 95%, es sencilla de realizar y 
barata. 

La optoquina es soluble en agua y se difunde con facilidad en agar. Por lo tanto, pueden utilizarse discos de papel de filtro impreg- 
nados con optoquina en una prueba de difusion con discos para determinar la sensibilidad de presuntos neumococos y. por medio de 
ella, confimiar su identidad. Las celulas de S. pneumoniae que rodean el disco se lisan debido a los cambios de tension superficial y se 
produce un halo de inhibicion. 

IL Medios y reactivos 

1. Colonias bien aisladas en agar sangre de carnero del microorganismo por probar. 

2. Placa de agar sangre de carnero. 

3. Discos de optoquina (5 pg): Bacto Differentiation Disks, Optochin (Difco), discos Taxo “P" (BD Microbiology). 

4. Los discos deben conservarse a 4 °C mientras no se utilizan. 

III. Control de calidad 

A. Control positive: Streptococcus pneumoniae. 

B. Control negative: estreptococos del grupo viridans o Enterococcus faecal is. 

IV. Procedimiento 

1. Seleccionar con un ansa comun o recta tres o cualro colonias bien aisladas del microorganismo por probar y sembrarlas en estria 

sobre una mitad a un lercio de la placa de agar sangre. La zona sembrada debe ser de alrededor de 3 cm-. 

2. Colocar un disco de optoquina en el tercio superior del area sembrada. Presionar el disco con pinzas Hameadas de tal forma que 

el disco se adhiera con firmeza a la superficie del agar. 

3. Incubar la placa a 35 °C durante 18 a 24 horas en jarra de anaerobiosis por extincion con vela o en estufa con 5-7% de CO^. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Un estreptococo del grupo viridans puede identificarse en forma presuntiva como S. pneumoniae si muestra un halo de inhibicion 
de 14 mm o mas alrededor de un disco de 6 mm (Taxo A) o una zona de 16 mm o mas alrededor de un disco de 10 mm (Bacto). 
Los microorganismos con halos menores que los mencionados deben ser probados para determinar su solubilidad en bilis. 

VI. Limitaciones del procedimiento 

En ocasiones, los estreptococos viridans muestran pequehos halos de inhibicion alrededor de los discos de optoquina. Sin embargo, 
estos microorganismos no son solubles en bilis. 


Protocolo 13-4 

Prueba de tolerancia a la sal 

I, Principio 

La capacidad de desarrollarse en presencia de cantidades variables de cloruro de sodio (NaCl) es una prueba utilizada para caracterizar 
varias bacterias, entre ellas los estreptococos del grupo viridans. Sin embargo, es de particular ulilidad para la identificacion presunti¬ 
va de los microorganismos pertenecientes a los enterococos del grupo D, que tienen la capacidad especifica de desarrollarse en pre¬ 
sencia de NaCl al 6.5% incorporado a caldo o agar. Esta prueba, junto con la de bilis esculina, se utiliza en muchos laboratorios para 
distinguir las especies de Enterococcus de los estreptococos del grupo D, S. hovis y S. equinus. 

El caldo infusion de corazon es un caldo nutritivo de uso general que se utiliza para el cultivo de muchas bacterias. Nonnalmente con¬ 
vene 0,5% de NaCl. Si se aumenta la concentracion del NaCl al 6.5% el medio se hace semiselectivo para el desarrollo de enteroco¬ 
cos. 

II. Medio 

1. El caldo con 6,5% de NaCl tiene la siguiente formula: 


Caldo infusion de corazon 25 g 

Cloruro de sodio 60 g 

Indicador (1,6 g de purpura de bromocresol 1 mL 

en 100 mL de etanol al 95%) 

Glucosa 1 g 

Agua destilada 1 L 
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Protocolo 13-4 

Prueba de tolerancia a la sal {cont.) 

2. Puede omitirse el indicador. 

3. Fraccionar en tubos, en voluinenes de 3 a 5 mL, y colocar en autoclave a 121 °C durante 15 miniitos. 

III. Control de calidad 

A. Desarrollo positivo: Enterococcus faecalis. 

B. Desarrollo negative: Streptococcus bovis. 

IV. Procedimiento 

1. Inocular dos o tres colonias en el caldo. 

2. IncLibar toda la noche a 35 "C en estufa con aire ambiente. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Una prueba positiva se manifiesta por la presencia de destirrollo bacteriano evidente en el medio, con cambio de color del indicador 
o sin el. Si el microorganismo es bills esculina positivo y se desarrolla en el caldo con 6,5% de NaCl, es una especie de Enterococcus. 
Si es bills esculina positivo, pero no se desarrolla en el caldo con NaCl al 6,5%, es un estreptococo del grupo D. 

VI. Limitaciones del procedimiento 

1. Si el medio se siembra con una cantidad cxccsiva de bacterias, el inoculo puede ser confundido con desarrollo, lo que da resul¬ 
tados falsos positives. 

2. Para evitar la interpretacion erronea de la prueba como negativa, agitar con suavidad el tubo antes de la lectura, ya que el desa¬ 
rrollo puede sedimentar durante la incubacion. 

3. Hasta el 80% de los estreptococos del grupo B pueden ser tolerantes a la sal, asi como ocasionales aislamientos de estreptococos 
del grupo A. Los aerococos tambien pueden ser bills esculina positives y desarrollarse en NaCl al 6,5%. 


Protocolo 14-1 

ColoraciOn de azul de metileno de loeffler 

I. Principio 

El azul de metileno es una coloracion simple muy util para la identificacion de especies de Cotynebacterium. 

Los granules metacromaticos de C diphthericie toman con facilidad el azul de metileno y aparecen con un color azul intenso. Aunque 
algunos autores ban sostenido que la formacion de granules citoplasmaticos caractensticos de C diphthericie se ve rara vez en las espe¬ 
cies saprofitas de Corynebcicteriiim. este criterio es poco liable y no puede utilizarse para la identificacion definitiva de C. diphtheriae 
sin realizar otros estudios. 

II. Medios y react!vos 

Azul de metileno (contenido de colorante del 80%) 0,3 g 

Alcohol etilico (95%) 30 mL 

Agua destilada 100 mL 

III. Procedimiento 

1. Fijar el frotis por calor. Cubrir su superficie con la solucion colorante de azul de metileno durante un minuto. Lavar el portaob- 
jetos con agua y secar con papel. 

2. En el pasado era necesario agregar un alcali a la solucion antes de usar. Sin embargo, los colorantes de azul de metileno prepa¬ 
rados en los liltimos anos no requieren este paso adicional porque las impurezas acidas encontradas en los antiguos colorantes 
ban sido eliminadas. 

IV. Resultados 

A. Interpretacion 

Las corinebacterias son bacilos pleomorfos de tamano variable, entre 0,5 a 1 pm de espesor y de 2 a 6 pm de longitud, con forma 
de bastones rectos, curvos o en forma de maza. Son caracteristicos de estos microorganismos los granulos metacromaticos que 
toman el azul de metileno y aparecen de un color azul intenso. Aunque este hallazgo es tipico de las corinebacterias, algunas espe¬ 
cies de Propioni bacterium, algunos aciinomicetos, las cepas pleomorfas de estreptococos y otras bacterias, tambien pueden ser si mi- 
lares morfologicamente a las corinebacterias y deben ser diferenciadas por otras caracteristicas de cultivo y bioquimicas. 
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Protocolo 14-2 

Medio con suero de Loeffler 

I. Principio 

El medio con suero de Loeffler se utiliza fundamentalmente para el aislainiento de C. diphtheriae de muestras clinicas. Debido a su 
contenido de suero, el medio tambien puede utilizarse en forma mas general para determinar la actividad proteolitica de diversos micro- 
organ ismos. 

C. diphtheriae produce celulas con morfologia caracteristica en el medio de Loeffler. El medio tambien es util para la detenninacion 
de produccion de pigmento por parte de algunas bacierias. 

II. Medios y reactivos 

A. Formula 

Suero bovino 

Catdo infusion dextrosa (en polvo) 

Huevo (entero desecado) 

pH final = 7,6 

B. Preparacion 

1. Para rehidratar el medio, disolver 80 g de medio de Loeffler (BBL) en 1 L de agua destilada y calentar hasta 42 a 45 °C. El polvo 
se agrega en forma gradual mientras se hace rotiir con suavidad el frasco, para reducir al minimo la mezcla con aire de la sus¬ 
pension. 

2. El medio se fracciona en tubos y se coagula-esteriliza en el autoclave de la siguiente forma: 

a. Una vez que la suspension es uniforme, se fracciona en tubos. 

b. Disponer los tubos en forma inclinada, en pilas de no mas de cuatro, con varias capas de papel de diario o toallas de papel por 
encima y debajo para evitar la coagulacion rapida. 

c. Cerrar hermeticamente el autoclave, prenderlo y dejar que la presion de vapor se mantenga en 10 psi durante 20 minutos. 

d. Durante este tiempo no permitir la salida de aire ni de vapor. 

e. Regular la valvula de entrada del vapor y abrir la de salida de aire, de raanera de mantener la presion de 10 psi. Los cambios 
bruscos de presion pueden formar burbujas en ei medio. 

f. Cerrar la valvula de salida cuaiido todo el aire haya sido reemplazado por vapor, permitir que la presion alcance 15 psi y man- 
tenerla asi durante 15 minutos. 

g. Dejar que el autoclave se enfrie lentamente. Los picos de flauta, cuando se preparan en forma adecuada, son lisos y de un color 
bianco grisaceo. Los tubos deben incubarse antes de la siembra a 35 °C durante 24 boras como control de esterilidad. 

III. Procedimiento 

1. Cuando se sospecha C diphtheriae, sembrar el medio de Loeffler lo antes posible despues de la toma de la muestra. 

2. Revisar los tubos en pico de flauta en busca de desarrollo despues de 8 a 24 boras de incubacion. 

3. Prepiirar frotis y colorear con azul de metileno. 

IV. Resultados 

A. Interpretacion 

Para la interpretacion de estos frotis tenidos, vease protocolo 14-1. 

V. Comentario 

Debido a que el medio de Loeffler es dificil de preparar, se recomienda su adquisicion en el comercio en tubos sellados. 

VI. Bibliografla 

BBL Manual of Products and Laboratory Procedures, 5^ ed. Cockeysville MD: BBL, Division of Becton, Dickinson, and Co, 1973:118- 
119. 

Buck T. A modified Loeffler’s medium for cultivating Corynehacterium diphtheriae. J Lab Clin Med 1949;34:582-583. 


70 g/L 

2.5 g/L 

7.5 g/L 
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Protocolo 14-3 

Agar de Tinsdale (Modificaci6n de Moore y Parsons) 

I. Principio 

El medio de Tinsdale sustenta el desarrollo de todas las especies de Corynebacterium y simultaneamente inhibe el crecimiento de los 
habitantes normales de las vias respiratorias altas. Moore y Parsons modificaron la formula original de Tinsdale simplificando su com- 
posicidn, pero reteniendo la especiflcidad para el aislamiento de C diphtheriae y C ulcerans. 

El telurito de potasio se deposita dentro de las colonias de Corynebacterium, torndndolas de color negro. El medio de Tinsdale consta 
de cistina telurito tiosulfato de sodio, que es de utilidad especffica para la identificacion de C. diphtheriae, cuyas colonias se encuen- 
tran rodeadas por un halo marron (vease lamina en color 14-2F). 

II. Medios y reactivos 

A. Formula (base de Tinsdale moditicada) 


Peptona tiotona 20 g 

Cloruro de sodio 5 g 

Agar 14 g 

L-cistina 0,24 g 

Tiosulfato de sodio 0,24 g 

Ague destilada 1 L 


B. Preparacion 

1. Suspender 39 g de polvo en 1 L de agua destilada y calentar mientras se agita. Flervir durante 1 minuto. Colocar en autoclave 
durante 15 minutos a 121 °C. 

2. Enfriar la base modificada a 50 y agregar; 

Suero bovino esteril 100 mL 

Solucion de telurito al 1% 30 mL 

3. Verier 15 a 20 mL de este medio en placas de Petri y dejar solidiflcar. 

4. El medio base de Tinsdale sin suero ni telurito es estable indefmidamente si se almacena en tubos o frascos cerrados con tapa de 
rosea. Sin embargo, despues del agregado de suero y telurito el medio suele ser estable solo durante 2 o 3 dfas en frigorffico. 

III. Procedimiento 

Sembrar la placa en estria de modo de obtener colonias bien aisladas. Se recomienda hacer punciones en el agar a intervalos, porque el 
cambio al color marron del medio puede detectarse antes en las zonas punzadas. 

IV. Resultados 

A. Interpretacion 

La presencia de un halo marron alrededor de la colonia se considera evidencia presuntiva de C. diphtheriae. Este halo se ve a veces 
despues de 10 a 12 horas de incubacion, aunque pueden necesitarse 48 horas para que aparezean los halos tipicos de color marron 
oscuro. La linica especie relacionada, diferente del C. diphteriae, que produce estos halos es C ulcerans. Otras bacterias, como los 
estafilococos coagulasa positivos, crecen bien en este medio, pero no presentan halo marron. Las bacterias que producen un fuerte 
ennegrecimiento difuso del medio, como las especies de Proteus, pueden distinguirse por la coloracion de Gram y las caracteristi- 
cas bioquimicas. 

V. Bibliografia 

Moore MS, Parsons EL A study of modified Tinsdale’s medium for the primary isolation of Corynebacterium diphteriae. J Infect Dis 
1958;102:88-93. 

Tinsdale GFW. A new medium for the isolation and identification of C diphteriae based on production of hydrogen sulfide. J Pathol 
Bacteriol 1947;59:61-66. 
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Protocolo 14-4 

Agar sangre cistina telurito 

I. Prindpio 

El agar sangre cistina telurito es un medio utilizado para el aislamiento primario de Corynebacterium diphteriae. Tiene algunas venta- 
jas en comparacion con el medio de Tinsdale, ya que es de preparacion mas sencilla y dura mas. 

El telurito de potasio presente en este medio inhibe el desarrollo de la mayona de las bacterias que normalmente habitan las vias res- 
piratorias altas, como la mayor parte de las cepas de Streptococcus y Staphylococcus. C. diphiheriae se desarrolla bien, con produccion 
de colonias grisaceas o negras despues de 24 a 48 boras de incubacion. 

II. Medios y reactivos 

A. Formula 


Agar infusion de corazon, solucion al 2% 100 mL 

Telurito de potasio, solucion al 0,3% 15 mL 

L-cistina 5 mg 

Sangre de carnero 5 mL 


B. Preparacion 

Fundir la solucion esteril de agar infusion de corazon y enfriar a 45 o 50 “C. Mantener con cuidado esta temperatura mientras se rea- 
lizan los siguientes pasos. Agregar en condiciones de asepsia la solucion esteril de telurito de potasio (esterilizada antes en autocla¬ 
ve) y la sangre de carnero. Mezclar bien. Agregar la cistina en polvo, mezclar bien y verter el medio en placas de Petri esteriles. 
Rotar la frasco con frecuencia mientras se vierten las placas, porque la cistina no se solubiliza totalmente. 

III. Procedimiento 

Sembrar la placa en estrias con el material clinico por cultivar para obtener colonias bien aisladas. 

IV. Resultados 

A. Interpretacion 

C. diphteriae desarrolla colonias grises o negras despues de 24 a 48 boras de incubacion. En forma ocasional. las colonias de esta- 
filococos no inhibidos por el medio tambien aparecen negras; sin embargo, pueden distinguirse por su reaccion caracteristica con la 
coloracion de Gram. 

Pueden distinguirse tres biotipos de C. diphtheriae en agar sangre telurito cistina: 1) las colonias del biotipo gravis son planas, de 
color gris oscuro, con estrias radiales, secas y de hordes irregu lares: 2) las colonias del biotipo mitis son pequenas, negras, brill an¬ 
tes y convexas, con hordes lisos y aspecto buinedo; 3) las colonias del biotipo intermedins son pequenas y planas, con un centro 
negro elevado. 

V. Bibliografia 

Frobisher M Jr. Cystine-tellurile agar for C diphteriae. J Infect Dis 1937;60:99-105. 


Protocolo 15-1 

HiDRriLISIS DE LA XANTINA, HIPOXANTINA. TIROSINA Y CASEINA 

I. Principio 

Los actinomicetos aerobios pueden caracterizarse por su capacidad de hidrolizar xantina, hipoxantina, tirosina y casema. Estos com- 
puestos se incorporan al agar nutritivo y sobre su superficie se siembran grandes cantidades de microorganismos. Los resultados se leen 
observando el aclaramiento del medio por debajo y alrededor del desarrollo bacteriano, que indica hidrolisis. 

II. Medios y reactivos 

A. Suspensiones de xantina, hipoxantina y tirosina. 

1. Medio basal 


Extracto de came 3 g 

Peptona 5 g 

Agar 15 g 

Agua destilada 1 L 
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Protocolo 15-1 

HiDROLISIS DE la XANTINA, HiPOXANTINA, TIROSINA Y CASEINA {cont.) 
2. Suspensiofies 


Tirosina 0,5 g 

Xantina 0,4 g 

Hipoxantina 0,4 g 

Agua destilada 100 mL 


Calentar el raedio basal para disoiver ios ingredientes y fraccionar en alicuotas de 100 niL en frascos de 250 mL. Esteriiizar en 
autoclave a 15 psi durante 15 minutos. Dejar enfriar el medio hasta que est6 casi solidilicado. Agregar a cada frasco 10 mL de 
suspensiones de xantina, hipoxantina o tirosina. Las suspensiones se esterilizan en autoclave antes de agregarlas al medio basal. 
Es esencial que ios granules de xantina, hipoxantina y tirosina se mantengan en suspension hasta que el medio se solidifique; 
por lo tanto, el agregado de Ios granules de las sustancias bioquimicas y el vertido del medio en las placas de Petri deben hacer- 
se en el memento en que el medio basal se ha enfriado casi hasta la solidificacion. Los medios se vierten en placas de Petri este- 
riles de 15 x 100 mm. 

3. Medio de casema 
a. Solucion A 

(1) Leche descremada (polvo) 10 g 

(2) Agua destilada 100 mL 

b. Solucion B 

(1) Agar 2,0 g 

(2) Agua destilada 100 mL 

Colocar las soluciones A y B por separado en el autoclave, dejar enfriar hasta aproximadamente 50 °C, mezclarlas y verier en 
placas de Petri esteriles de 15 x 100 mm. 

III. Control de calidad 

A. Control negativo: Nocardia asteroides. 

B. Control positivo: especies de Streptomyces. 

IV. Procedimiento 

Cada placa de xantina, hipoxantina, tirosina y casema se divide habitualmente en tercios en forma sectorial, lo que permile contar con 
una zona para sembrar un control positivo y uno negativo junto al microorganismo por identilicar. Las placas se incuban a 30 ®C y se 
leen a Ios siguientes tiempos: 

A. Hidrolisis de la casema: leer despues de 2 semanas. 

B. Hidrolisis de la xantina: leer despues de 3 semanas. 

C. Hidrolisis de la hipoxantina: leer despues de 3 semanas. 

D. Hidrolisis de la tirosina: leer despues de 3 semanas. 

V. Interpretacion 

La hidrolisis de la casema se evidencia por un aclaramiento completo, hasta la transparencia, del medio originalmente bianco y lecho- 
so. Las otras tres hidrolisis se leen observando la disolucion de Ios compuestos cristalinos alrededor de las colonias que se desarrollan 
en el medio. 

VI. Bibliografia 

Gordon RE, Mihm JM. Identification of Nocardia caviae (Erickson) nov. comb. Ann NY Acad Sci 1962;98:628-636. 
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Prueba de sensibilidad for difusion con discos (Bauer-Kirby) para bacterias sin requerimientos nutricionales especiales 

I. Principio 

Un comite del Clinical Laboratory Standards Institute (antes National Committee for Clinical Laboratory Standards) ha evaluado y revi- 
sado continuamente el procedimiento de difusion con discos. El establecimiento de una prueba estandar nacional para la difusion con 
discos no solo ha pennitido un control de calidad mas exacto, sino lambien una comparacion valida de los resultados entre diferentes 
iaboratorios que utilizan este procedimiento. El comite publica actualizaciones periodicas con nueva informacion y los cambios suge- 
ridos por los usuarios. Es importante mantener la actualizacion del procedimiento. Este protocolo resume el procedimiento basico; con- 
sultar el documento del Clinical Laboratory Standards Institute que figura en la Bibliografia para ver las variaciones que se usan para 
probar bacterias con requerimientos nutricionales especiales. 

El principio del procedimiento de difusion con discos se describe en el texto. El diametro de los halos que se fonnan con la prueba no 
tiene sentido sin referencia a los correlatos y guias interpretativas de la concentracion inhibitoria minima (CIM) publicados por el 
Clinical Laboratory Standards Institute. 

II. Medios y reactivos 

A. Aislamiento bacteriano proveniente de un proceso infeccioso. 

B. Caldo nutritivo (se recomienda caldo soja digerido de caseina) para el desarrollo del inoculo. 

C. Estandar 0,5 de McFarland para ajustar la turbidez del inoculo. 

D. Agitadora vorticial para suspender el inoculo. 

E. Caja visora para la comparacion del caldo con el estandar. Puede utilizarse un fotomeiro si se demuestran resultados satisfactorios. 

F. Placas de agar de Mueller-Hinton (de 100 mm de diametro para 5 discos como maximo; de 150 mm para 12 discos como maximo) 

provenientes de un lote que produzca resultados satisfactorios en el control de calidad. El pH debe ser de 7,2 a 7,4 y la profundidad 

del agar de aproximadamente 4 mm. 

G. Calibres, regia o patron para medir los diametros de los halos de inhibicion. 

HI. Control de calidad 

Las cepas de referencia de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa deben probarse cada vez que se utili- 
za un nuevo lote de discos o agar. Deben realizarse controles adicionales todos los dias en los que se Ileva a cabo la prueba, a menos 
que el laboratorio pueda justificar el control de calidad en forma semanal segiin los criterios publicados (vease cuadro 17-14). 

IV. Procedimiento 

A. Preparacion del inoculo (metodo de desarrollo) 

1. Tocar con un ansa metalica la superficie de cuatro o cinco coionias bien aisladas de aspecto similar de un cultivo en placas de 
agar. Transferir a un tubo de caldo con 4 a 5 mL de un medio liquido apropiado. 

2. Incubar el cultivo a 35 °C hasta que la turbidez coincida con la del estandar preparado con anterioridad (casi siempre 2 a 6 horas 
antes). Mezclar en forma energica el estandar en la agitadora vorticial (Vortex) inmediatamente antes de usar. Utilizar una luz 
adecuada para leer el tubo contra un fondo bianco con una linea negra de contraste. Si fuera necesario, agregar solucion fisiolo- 
gica esteril o caldo para obtener a simple vista una turbidez comparable con la del estandar. En el caso de la cepa de E. coli para 
control de calidad, esto equivale a alrededor de 1 a 2 x 10*^ unidades formadoras de coionias (UFC). Como altemativa, puede 
usarse una suspension directa en caldo o solucion fisiologica de las coionias de un cultivo de 18 a 24 horas en placa de agar, ajus- 
tada al estandar. En ese caso, las bacterias deben haberse desarrollado en un medio nutritivo, no selective, como el agar sangre. 
Los dispositivos comerciales para estandarizar el inoculo sin control de la turbidez ni preincubacion en medio liquido tambien 
han tenido un rendimiento aceptable. 

3. Antes de transcurridos 15 minutos despues de hacer coincidir la turbidez de la suspension del inoculo con la del estandar, sumer- 
gir un hisopo de algodon no toxico, esteril, dentro de la suspension del inoculo y rotarlo varias veces con una presion firme sobre 
las paredes del tubo, para eliminar el exceso de liquido. 

4. Sembrar la superticie seca de una placa de agar de Mueller-Hinton que haya sido llevada a temperatura ambiente, estriando el 
hisopo tres veces sobre toda la superficie del agar, haciendo rotar la placa aproximadamente 60° cada vez, para asegurar una dis- 
tribucion uniforme del inoculo sobre toda la superficie del agar. Para tinalizar, pasar el hisopo por el borde del agar. Colocar la 
tapa de la placa. Dejar pasar por lo menos 3 a 5 minutos, pero no mas de 15 minutos, para que se seque la superficie del agar 
antes de agregar los discos de antibioticos. 

B. Preparacion altemativa del inoculo (suspension directa de coionias) 

1. Hacer una suspension directa en caldo o solucion fisiologica de coionias provenientes de un cultivo en placa de agar nutritivo, 
no selectivo (p. ej.. agar sangre), incubadas durante 18 a 24 horas. 

2. Hacer coincidir de inmediato la densidad del inoculo con la densidad del estandar. como se hace en el metodo de desarrollo. 

3. Este metodo se recomienda para las especies de Haemophilus, Neisseria gonorrhoeae. Streptococcus pneumoniae y especies de 
Staphylococcus cuando se prueba la sensibilidad a la oxacilina. 

C. Pruebas con antibioticos 

1. Colocar los discos adecuados, impregnados en los antimicrobianos sobre la superficie del agar, utilizando pinzas o aplicadores 
de multidiscos. 
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD FOR DIFUSION CON DISCOS (BaUER-KiRBY) PARA BACTERIAS SIN REQLERIMIENTOS NUTRICIONALES ESPECIALES {cont.) 

2. Presionar con suavidad cada disco sobre la superficie del agan para que el contacto sea uniforme. No mover el disco una vez que 
se haya puesto en contacto con el agar, ya que parte del farmaco se difunde casi de iiimediato. Los discos deben distribuirse de 
manera uniforme sobre el agar, de modo que la distancia centro a centre no sea nienor de 24 mm. 

3. Invertir las placas y colocarlas en una estufa de aire atmosferico a 35 durante 16 a 18 boras (24 boras cuando se prueban esta- 
filococos con meticilina u oxacilina, o enterococos con vancomicina). 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Medida de los diametros de los halos: examinar las placas despues de incubarlas durante la noche. Mediante un calibre, regia o 
patron, se miden con cuidado los halos de inhibicion completa del desarrollo alrededor de cada disco, redondeando al milimetro mas 
proximo; el diametro del disco debe incluirse en esta medicion. 

Todas las mediciones se hacen a simple vista, observando la placa de Petri desde abajo, con luz reflejada, contra un fondo negro 
que no refleje. La observacion de las placas debe realizarse en sentido vertical, para evitar cualquier paralaje que pueda producir una 
lectura erronea. Las placas para determinaciones de sensibilidad preparadas con sangre deben observarse desde la superficie del agar 
y las mediciones se haran sin la tapa colocada, tambicn con luz dirigida para iluminar la placa. Los problemas frecuentes en la deter- 
minacion de los tamaiios de los halos se tratan en el texto. 

En las referencias de las normas publicadas se proporciona un correlate de interpretacion (sensible, moderadamente sensible, 
intermedio o resistente) (vease cuadro 17-17). Los halos que corresponden al rango intermedio deben considerarse dudosos; si se 
desea hacer tratamiento con ese farmaco, debe realizarse una prueba de sensibilidad por dilucion para aclarar el tema. 

VI. Bibliografia 

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Performance standards for antimicrobial disk susceptibility tests: 
Approved standard (M2-A8). Wayne. PA: National Committee for Clinical Laboratory Standards. 2003. 

2. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Disk Diffusion. Supplemental Tables, M100-S13 (M2). Wayne, PA: 
National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003. 


Protocolo 17-2 

REALIZACION de LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD POR MICRODILUCION EN CALDO CON BACTERIAS SIN REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES ESPECIALES 

I. Principio 

La prueba por microdilucion es una adaptacion de la prueba de referenda macroscopica. Pueden probarse con facilidad grandes canti- 
dades de aislamientos contra varies farmacos, de modo que el procedimiento se adapta bien al uso de rutina. Esta prueba genera mayor 
cantidad de informacion cuantitativa que la de difusion con discos, informacion que puede ser de utilidad o incluso esencial en ciertas 
circunstancias. Este protocolo resume el procedimiento basico; consul tar el documento que figura en la bibliografia, del Clinical 
Laboratory Standards Institute (antes. National Committee for Clinical Laboratory Standards) para ver las variaciones que se usan para 
probar bacterias con requerimientos nutricionales especiales. 

El principio de la prueba de microdilucion es el mismo que el de la prueba macroscopica. Los aislamientos bacterianos se exponen a 
diluciones seriadas de cada antimicrobiano. despues de lo cual la concentracion de farmaco que inhibe el desarrollo se determina por 
observacion visual. 

II. Medios y reactivos 

A. Caldo nutritive (se recomienda el caldo de digerido de casema soja). 

B. Estandar de McFarland 0,5 para corregir el inoculo. 

C. Fondo bianco con Imeas negras para la comparacion de la turbidez del inoculo con el estandar 0,5 de McFarland. 

D. Placas de microtitulacion congeladas o liofilizadas, con antibioticos en medio de Mueller-Hinton suplementado con cationes. 

E. Inoculadores multiples, ya sea ansas de alambre o puntas plasticas descartables. 

F. Espejo de lectura y patron para la determinacion de los puntos finales. Puede hacerse un analisis fotometrico o fluorometrico de los 
puntos finales si se demuestra que son equivalentes a la observacion visual. 

III. Control de calidad 

Debe hacerse un cpntrol de calidad con cada nuevo lote de placas. Durante su utilizacion, los controles pueden realizarse a diario o a 
intervalos semanales, si se cumplen criterios estrictos. 

Los microorganismos utilizados para las pruebas de dilucion son Staphylococcus aureus (American Type Culture Collection [ATCC] 
29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583), Neisseria 
gonorrhoeae (ATCC 49226) y Haemophilus influenzae (ATCC 49247). Notese que la cepa de 5. aureus es distinta de la que se usa para 
las pruebas de difusion con discos. Como control de combinaciones que incluyan acido clavulanico. un inhibidor de las p-lactamasas, 
puede utilizarse E. coli (ATCC 35218) (Vease cuadro 17-22). 
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REALIZACI6n DE las PRUEBAS DE SENSIBILIDAD POR MICRODILUCION EN CALDO CON BACTERIAS SIN REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES ESPECIALES 

{cout.) 

IV. Procedimiento 

A. Preparacion del inoculo: como para la prueba de difusion con discos (vease protocolo 17-1). 

B. Siembra de las placas 

Sembrar la suspension bacteriana en cada pocillo de la placa de microtitulacion antes de transcurridos 15 ininutos luego de haber 
ajustado la densidad del inoculo. Un pocillo debe contener bacterias sin antibioticos (control de desarrollo) y otro debe contener 
caldo solo (control de esterilidad). Si el volumen del inoculo supera el 10% del volumen del pocillo. debe calcularse el efecto de 
dilucion del antibiotico. Para evitar la desecacion, colocar las placas dentro de una bolsa de plastico y cerrarla con cinta adhesiva 
plastica o con una cubierta plastica hermetica. Debe sembrarse una parte de una placa de agar nutritivo. como agar sangre, para 
detectar contaminaciones. 

C. Incubacion 

Incubar las placas a 35 °C durante 16 a 20 boras (24 boras cuando se prueban estatilococos contra oxacilina, meticilina o vancomi- 
cina. o cuando se prueban enterococos contra vancomicina) en una estufa con circulacion de aire. No colocar mas de cuatro placas 
en una pila, de modo de mantener la temperatura de incubacion constante. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

La concentracion inhibitoria minima (CIM) es la menor dilucion de antibiotico que inhibe el desarrollo del aislamiento. Puede deter- 
minarse mediante la observacion de las cubetas a simple vista, comparando el desarrollo de los pocillos que contienen antibioticos 
con el del pocillo control de desarrollo. La observ-acion se facilita con un espejo de lectura, con el cual puede verse el fondo de los 
pocillos. Es de utilidad un patron en el que se encuentre detallado el contenido de cada pocillo. Para que una prueba sea valida, debe 
haber desarrollo adecuado (turbidez difusa o un boton de sedimento de por lo menos 2 mm), En el caso de trimetoprim-sulfameto- 
xazol, el punto final es por lo menos un 80% de inhibicion del desarrollo. Un solo pocillo omitido puede ignorarse; si hay mas poci¬ 
llos omitidos, la prueba debe repetirse. 

Consultar las directivas para interpretacion de resultados de CIM, como sensible, moderadamente sensible, intermedio o resisten- 
te (vease cuadro 17-16). 

Examinar la placa de pureza y si se encuentra contaminacion repetir la prueba. 

VI. Bibliografia 

1. National Committee for Clinical Laboratory Standards. M7-A6 methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria 
that grow aerobically: Approved standard, 6“ ed. Wayne, PA: National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003. 

2. National Committee for Clinical Laboratory Standards. M100-S13 (M7) MIC testing. Supplemental Tables. Wayne. PA: National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003. 
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Prueba de difusion de gradientes (Etest) para sensibilidad bacteriana 

I. Principio 

La prueba de difusion de gradientes utiliza una tira de plastico no porosa que se ha calibrado con valores de concentracion inhibitoria 
minima (CIM) que abarcan 15 diluciones al medio. Sobre la superficie de la tira opuesta a la escala de CIM se fija un gradienle prede- 
finido del antibiotico. Cuando se transfiere al medio solido, el antibiotico se difunde desde la tira (en forma similar a lo que sucede en 
la prueba de difusion con discos). Este protocolo resume el procedimiento general, que debe usarse solo para combinaciones de anti¬ 
bioticos y microorganismos que hayan sido validadas por comparacion con metodos de referencia. 

II. Materiales y reactivos 

A. Caldo nutritivo o solucion tisiologica al 0,85%. 

B. Hisopos esteriles (con el algodon no demasiado apretado). 

C. Estandar de McFarland 0,5 o 1. 

D. Tiras Etest. 

E. Equipo aplicador para Etest o pinzas. 

F. Placas de agar de Mueller-Hinton (de 100 mm o 150 mm) con suplementos, si corresponde. 

III. El control de calidad se realiza con cepas adecuadas para las pruebas de dilucion (vease protocolo 17-2). 
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PRUEBA DE difusion DE GRADIENTES (ETEST) para SENSIBILIDAD BACTERIANA icont.) 

IV. Procedimiento 

A. Llevar las liras Etest a temperatura ambiente (aproximadamente 30 minutos despues de sacarlas del congelador a -20 ‘‘C). 

B. La preparacidn del indculo es igual a la que se usa para las pruebas de difusion-con discos o para microdilucion en caldo (veanse 
protocolos 17-1 y 17-2). 

C. Sembrar la placa de agar como para la prueba de difusion con discos (vease protocolo 17-1). 

D. Dejar secar la superficie del agar 10 a 15 minutos a temperatura ambiente o en estufa antes de continuar. 

E. Abrir el envase del Etest y colocar la tira o tiras en una pale a de Petri sec a o en la rejilla aplicadora. 

E Aplicar la tira o tiras sobre la superficie del agar con pinzas o el aplicador, con la escala de CIM hacia arriba. Si la tira se coloca al 
reves, puede corregirse si se hace de inmediato. Si la tira se incuba en posicion invertida, la prueba no es vMida. 

G. Incubar como corresponda para el microorganismo por probar. 

V. Resuliados 

A. Transcurrido el tiempo de incubacion adecuado, leer la prueba solo si hay desarrollo y la elipse de inhibicion es claramente visible. 

B. Leer la CIM en el punto en el que un halo de inhibicion bien defmido interseca la tira. Los factores que deben considerarse en la 
determinacion de la CIM se exponen en el texto y en el recuadro 17-7. 

C. Como el gradiente de antibioticos es continuo (lineal) y los crilerios de interpretacion son discontinues {diluciones al medio), redon- 
dear el valor de la CIM a la dilucion al medio mas proxima cuando se informe el resultado. 

VI. Referenda 

Etest Technical Guide 3B. Sona, Sweden; AB Biodisk. 


Protocolo 18-1 

Coloraci6n de Diene para la identipicacion de micoplasmas 
L Principio 

Las coJonias de Mycoplasma provenientes de cultivos genitales se identifican con facilidad mediante la observacidn de colonias tipicas 
en agar. La visualizacion de la morfologia de las colonias se facilita aplicando el colorante de Dienes directamente sobre la superficie 
del agar. 

La coloracion de Dienes es una tincion inespecifica que imparte un aspecto contrastante a las colonias de Mycoplasma sobre agar, lo 
que facilita la visualizacion de la morfologia y las caracteristicas de la coionia. 

11. Reactivos 

A. Colorante de Dienes modificado (solucion madre) 


Azui de metileno 2,5 g 

Azur II 1,25 g 

Maltose 10 g 

Na^COg 0,25 g 

Ague destilada lOO mL 


La solucion de trabajo del colorante de Dienes se prepara por dilucion de una alicuota de la solucion madre 1:3 con agua destilada. 

III. Procedimiento 

1. Cubrir una placa de agar que contenga desarrollo de micoplasmas con 1 mL de solucion de trabajo del colorante de Dienes. 

2. Enjuagar de inmediato la supetjicie del agar con agua destilada para eliminar el colorante. 

3. Decolorar el medio con I mL de etanol al 95%. Dejar en contacto con el agar durante 1 minuto, luego eliminar. Repetir el pa.so 
de lavado una segunda vez. 

4. Enjuagar la placa con agua destilada y dejar secar. 

5. Observar las colonias con un microscopio de bajo aumento (50 a lOOx). 

IV. Resultados 

A. Interpretacion 

Los micoplasmas con la morfologia de las colonias en “huevo frito” se tinen con un centre de color azul oscuro y una periferia azul 
clara y tienen aspecto muy granuloso. El fondo del agar puede ser transparente o ligeramente violeta. 
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Coloraci6n de Diene para la identihcacion de micoplasmas (cont.) 

Los micoplasmas que no son M. pneumoniae permaneceran coloreados; M. pneumoniae reduce el azul de metileno despues de 
un tiempo y se pone incoloro. Si el aislamiento proviene del aparato genital y produce colonias y coloracion tipicas, puede infor- 
marse como M. hominis. 

V. Bibliografia 

Velleca WM, Bird BR. Forrester FT. Laboratory Diagnosis of Mycoplasma Infections. Atlanta: Department of Health and Human 
Services, 1980. 


Protocolo 18-2 

Prueba de hemadsorci6n para la identificaci6n de Mycopiasma pneumoniae 

I. Principio 

Entre los micoplasmas respiratorios, M. pneumoniae es la unica especie que adsorbe especiTicamente eritrocitos. Por lo tanto, esta pro- 
piedad representa un metodo para su identificacion presuntiva. 

Cuando se observa desarrollo de colonias en medios para aislamiento de micoplasmas sembrados con muestras provenientes de las vias 
respiratorias, se coloca una suspension de eritrocitos de cobayo sobre la superficie del agar durante un tiempo determinado y luego se 
elimina por lavado. Las colonias de M. pneumoniae adsorberan algunos eritrocitos sobre la superficie de la colonia. 

IT Reactivos 

A. Agar glucosa para micoplasmas con colonias sospechosas. 

B. Eritrocitos de cobayo lavados (0,2 a 0,4%) suspendidos en caldo para micoplasma. 

III. Control de calidad 

A. Control positivo: M. pneumoniae. 

B. Control negativo: especies de Mycoplasma. 

IV. Procedimiento 

1. Cubrir la superficie de la placa de agar con 2 mL de la suspension de eritrocitos. 

2. Incubar la placa a 35 durante 30 minutos, rotandola en ocasiones para evitar que sedimenten los eritrocitos. 

3. Lavar la superficie de la placa tres veces con 3 mL de caldo para micoplasma, rotando suavemente la placa. Eliminar el liquido 

de lavado por aspiracion con una pipeta. 

4. Observar las colonias con aumento 50 x a 100 x con microscopic de diseccion. 

V. Resultados 

A. Interpretacion 

Prueba positiva: colonias con eritrocitos adsorbidos en la superficie = M. pneumoniae. 

Negativa: colonias sin eritrocitos adsorbidos = especies de Mycoplasma no M. pneumoniae. 

VI. Bibliografia 

Manchee RJ, Taylor-Robinson D. Hemadsorption and hemagglutination by mycoplasmas. J Gen Microbiol 1968:50:465. 


Protocolo 18-3 

Prueba de cloruro manganoso urea para la identificacion de Ureapl\sma urealyticum 
I, Principio 

U. urealyticum es la linica especie de micoplasmas humanos capaz de hidrolizar la urea a amoniaco. Esta propiedad no solo facilita el 
aislamiento del microorganismo, sino que tambien representa un metodo rapido y conveniente para identificar la especie en los culti- 
vos. La prueba del cloruro manganoso (MnCL,)-urea proporciona un metodo para detector visualmente la formacion de amoniaco por 
parte de U. urealyticum. 

La actividad ureasa de U. urealyticum se detecta exponiendo las colonias a una solucion de MnCl^ en presencia de urea. La ureasa del 
microorganismo hidroliza la urea a amoniaco, segun la siguiente reaccion: 


2NH, + 2H,0 -4 2NH,OH ^ 2NH/ + 20H 

3 i 4 4 

MnCl,+ 20H ^MnO.+ 2HCi 
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Prleba de cloruro manganoso urea para la identificacion de Ureaplasma vrealyticum (conr.) 

El oxido de manganCvSO formado en la reaccion es insoluble y produce un precipitado marron oscuro alrededor de las colonias. Esta 
reaccion se detecta por observacion con un microscopic de diseccion. 

IL Reactivos 

A. Reactivo MnCl^-urea 

Urea (Sigma, St Louis, MO) 1 g 

MnCI^ (Fisher Scientific, Hampton, NH) 0,8 g 
Agua destilada 100 mL 

B. Esterilizar por flltracion, fraccionar en alicuotas de 3 mL y congelar a -20 ®C 

C. Cultivos de colonias sospechosas en agar 

III. Control de calidad 

A. Control positive: f/. Urealyticum. 

B. Control negative: M. hominis. 

IV. Procedimiento 

1. Cubrir la placa con 2 a 3 mL del reactivo MnCl,-urea. 

2. Despues de 5 minutes a temperatura ambiente, examiiiar las colonias con un microscopic de diseccion con aumento 50x a lOOx. 

V. Resultados 

A. Interprctacion 

Las colonias de U. urealyticum se tinen de color marron oscuro. Otros micoplasmas (p. ej.. M. hominis) permanecen sin tenir. 

VI. Comentarios 

Esta prueba funciona en forma optima en colonias que no estan demasiado proximas entre si en agar. Las colonias no deben tener mas 
de 48 boras cuando se realiza la prueba. 

VII. Bibliograffa 

Shepard MC. Howard DR. Identification of “T* my coplasmas in primary agar cultures by means of a direct test for urease. Ann NY 
Acad Sci 1970;174:809. 


Protocolo 18-4 

Medio para aislamiento de Mycoplasma pneumoniae 
1. Reactivos basicos para la preparacion del medio complete 

A. Agar base para micoplasmas: este medio puede prepararse utilizando agar PPLO obtenido en el comercio, de acuerdo con las ins- 
trucciones del prospecto del producto, o puede prepararse de materias primas utilizando la siguiente formula: 


infusion de corazon vacuno 50 g 

Peptona 10 g 

NaCI 5 g 

Agar purificado 14 g 

Agua destilada 1 L 


Mezclar todos los reactivos y poner en bano Marfa hirviendo para fundir el agar. Fraccionar en alicuotas de 70 mL y colocar en auto¬ 
clave a 15 psi durante 15 minutos. Conservar a 4 °C. 

B. Extracto de levadura 

1. Adquirir extracto de levadura comercial al 25% o prepararlo como sigue: pesar 250 g de levadura de reposterfa activa y colocarla 
en 1 L de agua destilada. Calentar hasta ebullicion, enfriar y filtrar para eliminar el material no disuelto. Ajustar el pH a 8 y este¬ 
rilizar por flltracion. 

2. A continuacion, el extracto de levadura (20 mL) se mezcla con suero de caballo inactivado (10 mL) en relacion 2:1 y se conge- 
la en alicuotas de 30 mL a -20 ®C. 

C. Solucion de rojo fenol (0,4%): se disuelve rojo fenol (I g) eii 3 mL de NaOH 1 N y se le agregan 247 mL de agua destilada. La 
solucion se esteriliza por flltracion y se conserva entre 4 y 8 ®C. 

D. Solucion de azul de metileno (1 %): se disuelve azul de metileno (1 g) en 100 mL de agua destilada y se coloca en autoclave duran¬ 
te 15 minutos. 
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E. Solucion de acetato de talio (10%): se disuelven 10 g de acetato de talio en 100 niL de agua destilada y se esteriliza por filtracion. 

F. Solucion de glucosa: se disuelve glucosa (50 g) en 1(X) mL de agua destilada y se esteriliza por filtracion. 

G. Solucion de penicilina: se disuelve penicilina en polvo en agua destilada hasta una concentracion de 100 OCX) unidades/mL. 

II. Medio bifdsico azul de metileno glucosa 

1. Fundir 70 mL de agar para micoplasma en bano Maria hirviendo. Enfriar a 50 °C y agregar 30 mL de mezcla de extracto de leva- 
dura-suero precalentado. 

2. Agregar los siguientes elementos: 


Solucion de azul de metileno (1%) 0,1 mL 

Solucion de rojo fenol (0,4%;) 0,5 mL 

Solucion de glucosa 2 mL 

Solucion de acetato de talio (10%) 0,25 mL 

Solucion de penicilina 3 mL 


3. Ajustar el pH a 7,8 con NaOH 1 N esteril. 

4. Fraccionar el agar en alicuotas de 1 mL en tubos esteriles de 13 x 100 mm con tapa de rosea. 

5. Mezclar 140 mL de caldo para micoplasma (como A, mas arriba, sin agar) con 60 mL de la mezcla de extracto de levadura-suero. 
Agregar a esta mezcla lo siguiente: 


Solucion de azul de metileno (1%) 0,2 mL 

Solucion de rojo fenol 1 mL 

Solucion de glucosa 4 mL 

Solucion de acetato de talio (10%) 6 mL 

Solucion de penicilina 0,5 mL 


Ajustar el pH a 7,8 con NaOH I N esteril. Agregar 2 mL a cada uno de los tubos que contienen el medio solido ya solidificado. 

III. Agar con glucosa para micoplasmas 

1. Fundir 70 mL de agar para micoplasma en bano Marfa hirviendo. Enfriar a 50 °C. 

2. Precalentar 30 mL de la mezcla extracto de levadura-suero y mezclar con el agar. 

3. Agregar con tecnica aseptica los siguientes reactivos: 

Solucion de glucosa 2 mL 

Solucion de acetato de talio (10%) 0,25 mL 

Solucion de penicilina 3 mL 

4. Ajustar el pH a 7,8 con NaOH I N esteril. 

5. Verier 6 mL del medio en placas de Petri de 60 x 15 mm. Dejar enfriar. Conservar el medio a 4 ”C. 

IV. Medio SP-4 (tambien utilizado para el cultivo de M. pneunoniae, pero fundamentalmente para el cultivo de especies con requerimien- 
tos nutricionales especiales) 

A. Medio basal 


Caldo base para micoplasmas (BBL) 

3,5 g/L 

Bacto Tryptone (Difeo)® 

lOg/L 

Bacto Peptone (Difeo)® 

5 g/L 

Glucosa 

5 g/L 

Agua desionizada 

615 mL 


Ajustar el pH a 7,5 - 7,6 

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 minutos 
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B. Suplemeiitos esteriles: 


Suplemento para cultivo de tejidos con glutamina CMRL 1066 (Gibco) 50 mL 

Extracto de levadura fresco (solucion al 25%) 35 mL 

Yeastolate (solucion al 2%) 100 mL 

Suero fetal bovino (calentado a 56 °C una hora) 170 mL 

Penicilina (concentracion de 100 000 U/mL) 10 mL 

Solucion de rojo fenol (acuosa, 0,1%) 20 mL 


C. Formula final 

Combinar el medio basal (615 mL) con ios suplementos (385 mL) y fraccionar en forma aseptica en voliimenes de 3 mL, en fras- 
cos de 4 mL con tapa de rosea. 

V. Bibliografia 

Velleca WB, Bird BR. Forrester FT. Laboratory Diagnosis of Mycoplasma Infections. Atlanta: Department of Health and Human 
Services, 1980. 


Protocolo 18-5 

Medio para aislamiento de micoplasmas genitales 

1. Caldo y agar U para aislamiento de Ureaplasma urealyticum 
A. Caldo U 

1. Agregar ios siguientes ingredientes a 70 mL de caldo base para micoplasmas (BBL) (vease protocolo 18-4): 


Extracto de levadura-suero de caballo 30 mL 

Solucion de urea (50%) 0,1 mL 

Solucion de rojo fenol (0,4%) 0,5 mL 

Solucion de penicilina 0,5 mL 

Solucion de polimixina B (5 000 pg/mL) 0,5 mL 

Solucion de lincomicina (1 500 pg/mL) 1 mL 

Solucion de anfotericina B (5 000 pg/mL) 0,1 mL 


2. Ajustar el pH a 6 con HCl IN. 

3. Fraccionar en aiicuotas de 2 mL en tubos esteriles de 12 x 75 mm con tapa de rosea o en frascos ampolla esteriles de 3,88 g. 
Conservar entre 4 y 8 

B. Agar U 

1. Agregar 30 g de caldo de tripticasa soja a 1 L de agua destilada. Anadir 11,3 g de agar purificado (p. ej.. Noble agar, Ion agar 2) 
y calentar hasta ebullicion para disolver. Fraccionar en aiicuotas de 80 mL y conservar en frigorifico. 

2. Fundir 80 mL de agar base en un bano Maria hirviendo y enfriar a 50 °C. Ajustar el pH a 6 con HCl IN. 

3. En otro recipiente esteril, mezclar lo siguiente: 


Suero de caballo 2 mL 

Solucion de rojo fenol (0,4%) 0,5 mL 

Solucion de urea (50%) 0,1 mL 

Solucion de penicilina 0,5 mL 

Solucion de lincomicina (1 500 pg/mL) 1 mL 


4. Agregar el agar al contenido del recipiente, mezclar y fraccionar en aiicuotas de 3 mL en placas de Petri de 60 x 15 mm. Colocar 
en bolsas de plastico y almacenar entre 4 y 8 °C. 
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II. Caldo y agar H para aislamiento de Mycoplasma hominis 
A. Caldo H 

1. Agregar los siguientes ingredientes a 70 mL de caldo base para micoplasmas (BBL) (vease protocolo 18-4). 


Extracto de levadura-suero de cabaiio 30 mL 

Clorhidrato de L-arginina (30%) 0,66 mL 

Solucion de rojo fenol (0,4%) 0,5 mL 

Solucion de penicilina 0,5 mL 

Polimixina B (5 000 pg/mL) 1 mL 

Anfotericina B (5 000 pg/mL) 0,1 mL 


2. Ajustcir el pH a 7 con HC1 1N. 

3. Fraccionar en alicuotas de 2 mL en tubos esteriles de 12 x 75 mm con tapa de rosea o en frascos ampolla esteriles de 3.88 g. 
Conservar entre 4 y 8 

B. Agar H 

1. Fundir 70 mL de agar base en un bafio Marfa hirviendo y dejar enfriar a 50 ”C. 

2. Ajustar el pH del agar a 7 con HCl IN. 

3. Precalentar 30 mL de extracto de levadura-suero y agregar lo siguiente: 

Clorhidrato de L-arginina (30%) 0,66 mL 

Solucion de rojo fenol (0,4%) 0,5 mL 

Solucion de penicilina 0,5 mL 

4. Mezclar el agar base con el extracto de levadura-suero y los suplementos, y fraccionar en alicuotas de 3 mL en placas de Petri 
de 60 X 15 mm. Almacenar en bolsas de plastico entre 4 y 8 °C. 

VI. Bibliograffa 

Velleca WM, Bird BR, Forrester FT. Laboratory Diagnosis of Mycoplasma Infections. Atlanta: Department of Health and Human 
Services, 1980. 
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Prueba de reducci6n del tetrazolio para la identificaci6n presuntiva de Mycoplasma pneumoniae 

I. Principio 

M pneumoniae es capaz de reducir el compuesto incoloro tetrazolio al compuesto de color rojo formozan. Entre los micoplasmas que 
forman colonias grandes, esta es una caracterfstica peculiar de M. pneumoniae que representa para el laboratorio un metodo rapido y 
facil para identificar colonias de M. pneumoniae directamente en el medio de aishimiento. 

Mediante la utilizacion de enzimas asociadas con la membrana celular del microorganismo, M. pneumoniae puede reducir el com¬ 
puesto cloruro de 2-(p-yodofenil)-3-nitrofenil-5-fenil tetrazolio a formozan. un compuesto rojo insoluble que precipita en las celulas y 
hace que las colonias tomen un color rojo a negro violaceo si la exposicion al sustrato es prolongada. 

II. Reactivos 

1. Colonias aisladas en agar glucosa para micoplasmas. 

2. Cloruro de 2-(/;-yodofenil)-3-nitrofenil-5-fenil tetrazolio (Aldrich Chemical): 0,21 g/100 mL de agua destilada. Esterilizar por 
filtracion y conservar en frascos color caramelo a temperatura ambiente. 

III. Control de calidad 

A. Control positivo: M. pneumoniae, 

B. Control negative: especies de Mycoplasma. 

IV. Procedimiento 

1. Cubrir la superficie de la placa de agar que contiene las colonias del microorganismo con 2 mL del reactivo de tetrazolio. 

2. Incubar la placa a 35 °C durante 30 a 60 minutos (la incubacion durante 60 minutos intensifica las reacciones que ya son evi- 
dentes a los 30 minutos). 

3. Examinar las colonias con aumento entre 50x y lOOx con un microscopio de diseccion. 
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Prueba de reducci6n del tetrazolio para la identificacion presuntiva de Mycoplasma pneumoniae (cont) 

V. Resuitados 

A. Interpretacion 

1. Prueba positiva: las colonias de M. pneiimomae se oscureceran visiblemente y se veran de color rojo o purpura despues de 60 
minutos. Con incubacion prolongada (3 a 4 boras) las colonias se ponen negras. 

2. Prueba negativa: no se notan cambios de color despues de 60 minutos. 

VI. Comentiirios 

Aunque es equivalente a la prueba de hemadsorcion, la reduccion de tetrazolio puede hacerse en la misma placa despues de efectuar la 
prueba de hemadsorcion. 

VII. Bibliografia 

Johnson JE, Smith TF. A simplified tetrazolium reduction test for Mycoplasma pneumoniae. Med Lab Sci 1976;33:235. 


Protocolo 19-1 

Digestion y descOxNtaminaciOn: V-acetil-l-cisteina-hidroxido de sodio (NALC) 

I. Principio 

Las micobacterias se aislan de manera optima en muestras clmicas cuando se las libera de mucina, liquidos corporales y celuias 
(digestion). La iV-acetil-L-cistema (NALC) es un agente mucolitico que, en concentraciones del 0,5-2%, puede digerir con rapidez los 
esputos muy viscoses y otras muestras mucoides en el termino de 2 minutos. El desarrollo de micobacterias en los medios de cultivo 
tambien se incrementa cuando la concentracion de microorganismos competidores es minima (descontaminacion). El agregado de 
hidroxido de sodio al 4% a la mezcla de digestion, hasta alcanzar una concentracion final del 2%, es el procedimiento descontaminan- 
te utilizado con mayor frecuencia, 

II. Muestra 

A. Tipo de muestra 

Cualquier muestra de consistencia mucoide o que se sabe que esta contaminada con bacterias debe someterse a un proceso de diges¬ 
tion y descontaminacion. Se incluyen todas las muestras respiratorias, liquido de lavado gastrico, heces, orina (cuando la coloracion 
de Gram muestra la presencia de bacterias), tejidos post mortem y muestras de biopsia. 

B. Prepiu-acion del paciente 

Cuando se recogen muestras que deben atravesar una zona contaminada, como esputo expectorado, debe hacerse todo lo posible 
para liinpiar o descontaminar la zona. Por ejemplo, antes de indicar a los pacientes que expectoren, deben enjuagar muy bien su 
boca dos o tres veces con agua o con un medicamento para lavado bucal. La piel adyacente a un sitio de biopsia debe desinfectarse 
con cuidado con solucion yodada y despues con un hisopo con alcohol. 

C. Procedimientos especiales de recoleccion 

En el caso de pacientes en los que se sospecha tuberculosis pulmonar y que no pueden producir un esputo adecuado. debe obtener- 
se un esputo inducido. Cuando es dificil establecer el diagnostico, pueden ser necesarios procedimientos invasivos, como biopsias 
por cepillado bronquial, lavados bronquiales o lavados broncoalveolares. 

D. Condiciones especiales de manipulacion 

Todas las muestras remitidas para cultivo de micobacterias deben manipularse dentro de una campana de bioseguridad que funcio- 
ne adecuadamente. Tambien hay que tener cuidado durante la preparacion, observacion y conservacion de las muestras coloreadas, 
ya que es posible que durante el procedimiento de fijacion y coloracion no mueran todos los bacilos acido-alcohol resistentes. Hay 
que tener cuidado de no producir aerosoles cuando se realizan subcultivos, se centrifugan las muestras y se llevan a cabo las dife- 
rentes pruebas bioquimicas. 

III. Mated ales 

A. Equipo 

1. Centrifuga con camisas que impidan la fonnacion de aerosoles. 

2. Agitadora vorticial. 

B. Materiales 

1. Recipiente con solucion desinfectante para desechar materiales. 

2. Tubos conicos de polipropileno de 50 mL con tapa de rosea (que eviten la formacion de aerosoles y graduados). 

3. Pipetas esteriles de 10 mL. 

4. Portaobjetos de 2,5 x 7,5 cm, limpios, sin rayaduras. 

C. Reactivos 

V-acetil-L -cistema (NALC) para digerir y descontaminar: TB base digestant®, 50 mL (disponible en el comercio). 
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Digestion Y descontaminacion: iV-ACETiL-L-cisTEiNA-HioROxiDO de sodio (NALC) (coin.) 

2. Buffer fosfato TB: 0.067 M, pH 6,8. 250 mL (disponible en el comercio). 

3. A/^-acetil-L-cisteina (NALC): Muconiyst®. solucion al 20% (disponible en el comercio, provista por Bristol Laboratories. 
Evansville, IN). 

IV. Control de calidad 

El porcentaje de muestras clmicas que muestran desarrollo dc contaminantes bacterianos en los cultivos para TB despues del procedi- 
niiento de digestion y descontaminacion debe ser de alrededor del 3% en proinedio. Una tasa de contaminacion significativamente 
menor del 3% puede indicar una descontaminacion demasiado intensa y hay que reducir la concentracion de NaOH. Una tasa de con¬ 
taminacion significativamente mayor del 5% sugiere una descontaminacion demasiado debil o una digestion incompleta. El auniento 
de la concentracion del NaHO o del tiempo de exposicion, o ambas cos as, puede corregir este problema. 

V. Procedimiento 

1. Agregar 1,5 mL de NALC a 50 mL de base homogeneizante para TB, para preparar la solucion de trabajo. 

2. En un tubo de centrffuga conico, esteril, de polipropileno. de 50 mL con tapa de rosea, agregar un volumen de la solucion de tra¬ 
bajo NALC-NaHO (preparado no mas de 24 horas antes) igual al volumen de la muestra. Si se envian mas de 20 mL de mues- 
tra, utilizar una pipeta esteril para seleccionar 10 mL de la porcion mas purulenta, sanguinolenta o mucoide. Cerrar bien la tapa. 

3. Agitar los tubos en una agitadora vorticial durante no mas de 30 segundos. Asegurarse de mover el tubo de modo que el NALC- 
NaHO se ponga en contacto con toda la superficie interna del tubo. 

4. Dejar el tubo en reposo durante 15 minutos a temperatura ambiente para descontaminar la muestra. 

5. Diluir la mezcla, agregando agua destilada esteril o buffer fosfato 0,067 M esteril (pH 6,8) hasta la miirca de 50 mL. Esto redu- 
cira la accion continua del NaHO y disminuira la viscosidad de la mezcla. 

6. Volver a tapar bien los tubos e invertirlos varias veces para mezclar el contenido. 

7. Centrifugar los tubos a 3 000 g durante 15 a 20 minutos. Utilizar camisas de centrffuga selladas para evitar los aerosoles. 

8. Verter ei sobrenadante en un recipiente desechable a prueba de salpicaduras que contenga desinfectante. 

9. Mediante un ansa bacteriologica esteril de 3 mm de diametro o el extreme de dos palillos de madera esteriles, tomar una por¬ 
cion del sedimento y preparar un frotis sobre una superficie de 1 x 2 cm sobre un portaobjetos de vidrio nuevo, limpio y sin 
rayaduras. 

10. Si los medios van a sembrarse de inmediato, suspender el sedimento restante en 1 a 2 mL de buffer TB o en agua destilada este¬ 
ril. De lo contrario, suspender el sedimento en 1 a 2 mL de albumina bovina fraccion V al 0,2% esteril. Si la cantidad de sedi¬ 
mento es muy pequena, reconstituirlo en solo i mL. 

11. Agregar 3 gotas a cada lado de un tubo de agar 7H11 en pico de flauta. 

12. Sembrar 0,5 mL en un frasco ampolla BACTEC. 

VI. Resultados 

No corresponde. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

1. Debe evitarse agitar en exceso la solucion de NALC-NaHO porque el NALC es inestable en presencia de oxfgeno. 

2. La albumina bovina sirve como buffer para el inoculo y aumenta la adherencia de la muestra al medio solido. 

3. Solo debe utilizarse agua esteril: el agua corriente puede contener micobacterias ambientales que pueden confundir las obser- 
vaciones de los frotis coloreados y contaminar los medios de cultivo. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

La concentracion de NaHO y el tiempo de exposicion de la muestra al reactivo durante el procedimiento de descontaminacion deben 
controlarse con cuidado para evitar la perdida de micobacterias durante el procedimiento. 

IX. Bibliograffa 

Good RC. Silcox V, Kilbum JO. Tuberculosis and other mycobacterioses. En: Balows A. Hausler WJ, eds. Diagnostic Procedures for 
Bacterial, Mycotic and Parasitic Infections, 6^ ed. Washington DC: American Public Health Association, 1985:675-703. 

Kubica GP. Dye WE, Cohn ML, Middlebrook G. Sputum digestion and decontamination with V-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxi¬ 
de for culture of mycobacteria. Am Rev Respir Dis 1963;87:775-779. 

Strong BE, Kubica GP. Isolation and Identification of Mycobacterium tuberculosis: A Guide for the Level II Laboratory. Atlanta: 
Centers for Disease Control, 1976. Public Health Service publication 81-8390. 
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COLORACIONES CON CARBOLFUCSINA 

I. Principio 

Los acidos carbolicos existentes dentro de la pared celular cerea rica en lipidos de las micobacterias tienen la capacidad particuhir de 
unirse al colorante fucsina de una forma tal que no pueden destenirse con alcohol-acido. La tincion de Ziehl-Neelsen se conoce conio 
“coloracidn en calienle” porque se utiliza calor para que el colorante atraviese la pared celular. La tincion de Kinyoun se conoce 
como **coloraci6n en frio" porque la alta concentracion de fenoi presente en el reactivo sirve para “disolver** el material lipidico de la 
pared celular. lo que perraite la penetracion del colorante carbolfucsina sin utilizar calor. Una vez tenida, la pared celular mantiene el 
colorante en forma “resistente". lo que le confiere el caracteristico color rojo. 

II. Muestra 

Se prepara un frotis directamente de la muestra o de una suspension de microorganismos obtenidos de colonias desarrolladas en medios 
de cultivo primarios. 

III. Materiales 

A. Equipo: portaobjetos de vidrio de 75 X 25 mm y reactivos. 

B. Medios: no corresponde. 

C. Reactivos 

1. Carbolfucsina (disponible en el comercio). 

2. Alcohol-acido (disponible en el comercio). 

3. Coloracion de contraste con azul de metileno (disponible en el comercio). 

IV. Control de calidad 

A. Se preparan frotis control positives sin tenir {M. tuberculosis) y frotis control negativos (Nocardia asteroides). 

B. Antes de leer los frotis del paciente se revisan ios frotis control para confinnar que las bacterias toman la coloracion dcido-alcohol 
resistente: 

1. Positive: especies de Mycobacterium: rojo magenta en un fondo azul. 

2. N, asteroides: no hay celulas dcido-alcohol resistentes: fondo azul. 

C. Si los frotis control son inaceptabies, revisar los procedimientos y la preparacion de reactivos. Los siguientes son frotis control ina- 
ceptables: 

1. Los bacilos en los controles positives no se tinen de rojo. 

2. Los controles negativos permanecen rojos despues de la decoloracion. 

3. El fondo no esta adecuadainente decolorado. 

V. Procedi mi ento 

A. Ziehl-Neelsen 

1. Colocar una lira de papel de filtro de 2 x 3 cm sobre el portaobjetos, para mantener el colorante sobre este y filtrar los cristales 
no disueltos. 

2. Cubrir la tira de papel con fucsina fenicada de Ziehl-Neelsen. 

3. Con un mechero Bunsen o con un dispositivo electrico para coloraciones, calentar lentamente el portaobjetos hasta la emision 
de vapores, pero sin llegar a la ebullicion. 

4. Dejar tenir durante 5 minutos. Si el colorante se seca, agregar mas sin calentar. 

5. Quitar con cuidado la tira de papel del portaobjetos con pinzas. 

6. Lavar con abundante agua. 

7. Cubrir el frotis con decolorante alcohol-acido al 3% durante 2 minutos. 

8. Lavar con agua y eliminar el exceso. 

9. Cubrir el portaobjetos con la coloracion de contraste de azul de metileno durante 1 minuto. No secar con papel. 

10. Examinar el frotis con un objetivo de inmersion en aceite lOOx. 

B. Kinyoun 

1. Fijar con calor los frotis en un calentador para portaobjetos a 72-75 °C. 

2. Cubrir el frotis con el reactivo de carbolfucsina de Kinyoun. Puede aplicarse un pequeno trozo rectangular de papel de filtro de 
5 X 7,5 cm sobre el frotis y aplicar el colorante sobre el, para evitar el derrame por los lados del frotis. No calentar. 

3. Tenir durante 5 minutos. 

4. Retirar el papel de filtro con pinzas, lavar el colorante con agua destilada. 

5. Decolorar durante 3 minutos con alcohol-acido o hasta que no saiga mas color rojo. 

6. Cubrir el frotis durante 3-4 minutos con colorante de contraste de azul de metileno. 

7. Lavar, secar y examinar el frotis con un objetivo de inmersion en aceite 100 x. 
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COLORACIONES CON CARBOLFUCSINA {cont.) 

VI. Resultados 

Examinar el frotis con un objetivo de inmersion en aceite 100 x e infomiar como sigue: 


Observacion microscopica 

1 o 2 cada 300 campos (3 barridos) 

1-9 cada 100 campos 

1-9 cada 10 campos 

1-9 por campo de inmersion 

9 por campo 


Informe 

(Dudoso, repetir e informar el resultado de la repeticion) 
Muy escasos, 1 + 

Pocos, 2+ 

Abundantes, 3+ 

4+ 


VII. Notas acerca del procediiniento 

1. Evitar la decoloracion insuficiente con alcohol-acido. Los microorganismos verdaderamente acido-alcohol resistentes son muy 
dificiles de decolorar en exceso. 

2. Evitar hacer frotis gruesos, que pueden interferir en la decoloracion adecuada. 

3. Si se encuentra una cantidad no habitual de resultados positivos en los frotis, con cultivos negativos, controlar que en los deposi- 
tos de agua no hay a microorganismos acido-alcohol resistentes contamin antes. La transferencia de materiales de un portaobjetos 
a otro y en el aceite de inmersion son otras posibles causas de resultados falsos positivos de los frotis. 

4. Las tinciones de contraste muy intensas pueden enmascarar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. El verde brillante 
puede ser levemente mas ventajoso que el azul de metileno como colorante de contraste. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

1. Los frotis acido-alcohol resistentes no significan nada por si mismos; la interpretacion final siempre debe hacerse teniendo en 
cuenta los resultados del cultivo. 

2. Existen microorganismos disthitos de las micobacterias que pueden tener grados variables de acido-alcohol resistencia: especies 
de Rhodococciis, especies de Nocardia, Legionella micdadei y los quistes de especies de Cryptosporidium. Utilizar las diferencias 
morfologicas y la correlacion con ei aspecto de los cultivos y los resultados de otras pruebas bioquimicas. 

3. Las micobacterias de crecimiento rapido pueden tenirse mal o no tenirse. La coloracion de Ziehl-Neelsen puede tenir mejor que 
el metodo de Kinyoun los microorganismos debilmente acido-alcohol resistentes, 

IX. Bibliografia 

Berlin OGW. Mycobacteria. En: Baron EJ, Finegold SM. eds. Bayley and Scott's Diagnostic Microbiology. St. Louis: Mosby, 
1990:597-640. 


Ebersole LL. Acid-fast stain procedures. En: Isenberg HD. Mycobacteriology Section, Clinical Microbiology Procedure Handbook, 
Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Kent PT. Kubica GP. Public Health Mycobacteriology: A Guide for the Level III Laboratory. Atlanta: Centers for Disease Control, 
1985. Department of Health and Human Services publication 86-21654. 


Protocolo 19-3 

Coloracion fluorescente: Auramina O; Auramina-rodamina 

I. Principio 

Los microorganismos acido-alcohol resistentes emiten una fluorescencia amarilla brillante cuando se activan con luz ultravioleta de 
onda corta. La coloracion de contraste con permanganato de potasio hace que el fondo de detritos inespecificos emitan fluorescencia 
de color amarillo palido, que contrasta con el aspecto amarillo brillante de los bacilos acido-alcohol resistentes. 

II. Muestra 

Los frotis se preparan directamente del material clinico o de una suspension de microorganismos provenientes de colonias desarrolla- 
das en un medio de cultivo primario. 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Portaobjetos de 2,5 cm x 7,5 cm. 

B. Reactivos 

1. Auramina O 

a. Solucion 1: disolver 1,5 g de auramina O en 10 mL de etanol al 95%. 

b. Solucion 2: disolver 3 g de cristales de fenol en 87 mL de agua destilada. 

c. Solucion de trabajo: mezclar las soluciones 1 y 2. Rotular con el nombre del reactivo y las fechas de preparacion y vencimiento. 
El vencimiento es de 3 meses si se conserva en un frasco color caramelo. 
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Protocolo 19-3 

CoLORACiON fluorescente: Auramina O; Auramina-rodamina (cont.) 

2. Auramina-rodamina 

a. Solucion 1: disoiver 1,5 g de auramina O y 0,75 g de rodamina B en 75 mL de glicerol. 

b. Solucion 2: mczclar 10 mL dc fenol con 50 niL de agua destilada. 

c. Solucion de trabajo: mezclar las soluciones 1 y 2 durante 24 boras en una agitadora magnetica. Filtrar el colorante a traves de 
lana de vidrio y conservar en un frasco de vidrio. Rotular con el nombre del reactivo y las fechas de prepcu-acion y vencimien- 
to. La fecha de vencimienlo es a los 3 meses si se conserva en un frasco color caramelo. 

3. Coloracion de contraste de permanganato: 0,5% 

a. Disolver 0,5 g de permanganato de potasio en 100 niL de agua destilada. 

b. Rotular con el nombre del reactivo y las fechas de preparacion y vencimiento. 

4. Acido-alcohol al 0.5% decolorante 

a. Agregar 0.5 mL de acido clorhfdrico concenirado a 100 mL de etanol al 70% 

b. Rotular con el nombre del reactivo y las fechas de preparacion y vencimiento. 

c. El vencimiento se produce a los 3 meses si se conserva a temperatura ambiente. 

C. Materiales especiales 

1. Microscopio de tluorescencia provisto con un filtro primario BG-i2 o 52112 y un filtro barrera OG-1. 

D. Instrucciones de bioseguridad 

1. Manipular todos los portaobjetos con cuidado. La fijacion por calor puede no matar todas las micobacterias. Desechar los porta- 
objetos en un recipiente de bioseguridad. 

2. Esterilizar por calor las ansas bacteriologicas en el incinerador electrico que se encuentra dentro de la campana de bioseguridad. 

3. Realizar todas las operaciones en una campana de bioseguridad. Colocar una toalla de papel embebida con desinfectante debajo 
del campo de trabajo. Limpiar con cuidado todas las superficies de trabajo con una solucion desinfectante antes y despues de su 
uso. 

4. Carcinogeno. 

5. Trabajar bajo campana en e! laboratorio de quimica especial. 

IV. Control de calidad 

A. Materiales de control para utilizar 

En cada serie de coloraciones se incluye un frotis control positivo y uno negativo para micobacterias. Los frotis control se observan 
antes de leer el frotis del pacienie, para confirmar que el control positivo contiene micobacterias fluorescentes y que el negativo no 
tiene celulas fluorescentes. 

1. Control positivo: especies de Mycohacteriiim: bacilos con tluorescencia amarilla a naranja. 

2. Control negativo: Nocardia asteroides; ausencia de celulas fluorescentes. 

Si cualquiera de los frotis control es inaceptable, revisar las preparaciones y el procedimiento. 

V. Procedimiento 

1. Fijar los frotis por calor sobre un calentador de portaobjetos a 72 a 75 °C. 

2. Cubrir la superficie del frotis con auramina O. Dejar actuar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

3. Lavar con agua corriente. Escurrir. 

4. Decolorar con acido-alcohol al 0,5% durante 2 minutos. 

5. Lavar con agua corriente. Escurrir. 

6. Cubrir la superficie del frotis con colorante de contraste de permanganato de potasio al 0,5% durante 2 minutos. 

7. Lavar con agua corriente. Escurrir. 

8. Secar al aire. No secar con papel. 

9. Examinar los frotis lo antes posible utilizando el microscopio de tluorescencia. Si hay una demora, refrigerarlos a 4 °C en la oscu- 

ridad. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion (lectura o calculos) 

Los bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) miden de I a 10 pm de largo, tienen forma de baston, son delgados y emiten una fluo- 
rescencia amarilla brillante contra un fondo amarillo palido. Primero realizar un barrido rapido de los frotis con objetivo 25x; cam- 
biar a un objetivo 63x para confirmar la morfologfa bacteriana de cualquier forma sospechosa fluorescente. Examinar por comple- 
to cada portaobjetos en busca de bacilos acido-alcohol resistentes. Los bacteriologos especialistas en micobacterias recomiendan 
que se examinen conio minimo 100 campos antes de informar un frotis como negativo. Tres pasajes a todo lo largo del eje longitu¬ 
dinal del portaobjetos o nueve pasajes a lo largo del eje transversal suelen proporcionar una amplia superficie de lectura. Esta tec- 
nica reduce al minimo la posibilidad de leer la misma zona mas de una vez. 
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Protocolo 19-3 

COLORACION fluorescente: Auramina O; Auramina-rodamina icont .) 

B. Formato del informe 

La American Lung Association recomienda el siguiente metodo para las coloraciones con fucsina, aplicables tambien a las colora- 
ciones fluorescentes: 

Numero de bacilos 
0 

1-2 en todo ei frotis 
1-9 cada 10 campos 
1-9 por campo 
10-90 por campo 
> 90 por campo 

VII. Notas acerca del procedi mien to 

Los frotis coloreados con fluorocromos pueden colorearse de nuevo directamente con cualquiera de los procedimientos de colora- 
cion con carbolfucsina. Esto se hace para conflrmar los preparados positivos y para estudiar la morfologia de los microorganismos 
presentes. 

VIIL Limitaciones del procedimiento 

Otros microorganismos distintos de las micobacterias, como las especies de Rhodococcus y de Nocardia, Legionella micdadei y los 
quisles de Cryptosporidium y de especies de Isospora pueden tener grades variables de acido-alcohol resi.stencia. A menudo esto 
puede ser sugerido por diferencias en la morfologia; en los casos confusos puede ser necesario el aislamiento de las bacterias conta- 
minantes por subcultivo. 

Las micobacterias de crecimiento rapido pueden variar en su capacidad para retener los colorantes para acido-alcohol resistencia. 
La mayona de las especies no emiten fluorescencia en los frotis coloreados con fluorocromos y se recomienda un procedimiento con 
carbolfucsina. 

Los bacilos acido-alcohol resistentes muertos pueden tenirse con las coloraciones fluorescentes, caracteristica que hay que tener 
en cuenta cuando los frotis se utilizan para evaluar la eficacia del tratamiento. 

IX. Bibliografia 

Joseph SW, Vaichulis EMK, Houk VN. Lack of Auramina Rhodamine fluorescence of Runyon Group IV mycobacteria. Am Rev 
Respir Dis 1967;95:114-115. 

Koneman LW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC, Winn WC Jr. Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 4® 
ed. Filadelfia: Lippincott, 1992:713-715. 

Pollock HM, Wieman EJ. Smears results in the diagnosis of mycobacteriosis using blue light fluorescence microscopy. J Clin 
Microbiol 1977;5:329-331. 

Uribe-Botero G, Prichard JG. Kaplowitz HJ. Bone marrow in HIV infections: a comparison of fluorescent staining and culture in the 
detection of mycobacteria. Am J Clin Pathol 1989;91:313-315. 


Informe 

No se observan BAAR 

Informar la cantidad observada y solicitar la repeticion 
Escasos o1+ 

Pocos o 2+ 

Abundantes o 3+ 

4+ 


Protocolo 19-4 

PrUEBA nap (/?-NlTRO-a-ACETILAMINO-P-HlDROXIPROPrOFENONA); (BACTEC) 

I. Principio 

Los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis no se desarrollan en presencia de p-nitro-a-acetilamino-|3-hidroxipropiofe- 
nona (NAP). Cada frasco ampolla BACTEC contiene 5 pg de NAP. Cuando se agrega 1 mL de un cultivo en desarrollo activo en medio 
12B a este frasco ampolla, el desiirrollo de las micobacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis se inhibe. Las micobacterias 
no tuberculosis (MOTT) no muestran inhibicion significativa. La presencia de desarrollo se dctecta por control de la produccion de 
'^CO, mediante el detector de radiactividad del instrumento, cuya ausencia (falta de aumento del mdice de desarrollo) es compatible 
con el complejo M. tuberculosis. 

II. Muestra 

Medio BACTEC 12B con un indice de desarrollo mayor de 50. 

III. Mated ales 
A. Equipo 

1. Instrumento BACTEC 560 (Becton Dickinson, Sparks, MD). 

2. Tubo de dioxido de carbono con 5-10% de CO., y 90-95% de aire, conectado al instrumento. 

3. Campana BACTEC TB (Becton Dickinson). 
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Protocolo 19-4 

PRUEBA nap (p-NlTRO-a-ACETILAMINO-p-HlDROXIPROPIOFENONA); (BACTEC) (conu 

4. Gabinete de bioseguridad. 

5. Estufa, bien calibrada a 37 ± I ‘’C. 

6. Agitadora vorticial. 

B. Materiales 

1. Jeringas descartables de tuberculina con agujas incorporadas. 

2. Desinfectante Amphyl® (desiiifectante fenolico) 

3. Guantes, mascaras, delantales. 

4. Compresas de algodon o gasa. 

5. Hisopos con alcohol. 

C. Medios y reactivos 

1. Medio de Middlebrook 7H12 (BACTEC 12B) (contiene caldo base 7H9, albiimina serica bovina, hidrolizado de casema, cata- 
lasa y un sustrato marcado con '"’C). 

2. Frascos ampolla BACTEC NAP. 

IV. Control de calidad 

A. Medio: el control de calidad del medio 12B lo efectua el fabricante. 

B. Incluir como controles M. tuberculosis American Type Culture Collection (ATCC) 27294 y M. kansasii ATCC 35775. 

C. Probar los microorganismos control junto con los cultivos en estudio por lo menos una vez por mes y cada vez que se utilice un lote 
nuevo de NAP El indice de desarrollo del M. tuberculosis debe ser piano: el de M. kansasii debe mostrar una curva ascendente a 
medida que aumenta el tiempo de incubacion. 

V. Procedimiento 

1. Leer los frascos ampolla positives para BAAR diariamente, hasta que el indice de desarrollo alcance alrededor de 50 a 100. 

2. Mezclar bien el medio y transferir con tecnica aseptica 1 mL del medio de cultivo de este frasco ampolla a un frasco ampolla 
NAP. 

3. Limpiar los hordes de los frascos ampolla con Amphyl y luego con alcohol etilico al 70%. 

4. Agitar el frasco ampolla para mezclar el contenido. 

5. Leer todos los dias los frascos ampolla NAP originales y los sembrados durante 2 a 5 dias y registrar las lecturas del ID. 

6. En el caso de que los cultivos hayan superado un ID de 100, es necesario diluir la muestra antes de realizar la prueba NAP. Para 
detenninar la dilucion debe utilizarse la siguiente tabla: 

Lectura de ID Dilucion 
50-100 No diluir 

101-200 0,8 mL en 4 mL de 7H12/12B 

201-400 0,6 mL en 4 mL de 7H12/12B 

401-600 0,4 mL en 4 mL de 7H12/12B 

601-800 0,3 mL en 4 mL de 7H12/12B 

801-999 0,2 mL en 4 mL de 7H12/12B 

Mezclar la dilucion con cuidado y transferir 1 mL del contenido a un frasco ampolla NAP. Incubar el resto de la dilucion y uti- 
lizarla como control de la prueba. 

VI. Resultados 
A. Informe 

1. El informe se realiza entre los 2 y 7 dias, a los 4 dias en promedio. 

Informar como: la prueba NAP indica complejo M. tuberculosis, si el indice de desarrollo es piano; la prueba NAP indica MOTT, 
si el indice de desarrollo aumenta. 

2. El complejo M. tuberculosis no debe ser informado antes de los 4 dias. 

3. Entre las bacterias distintas del complejo M. tuberculosis, ciertas cepas de M. kansasii, M. gastri, M. szulgai, M. terrae y M. tri- 
viale son inhibidas parcialmente por el NAP. En esos casos, existe una fase latente mas prolongada en presencia de NAP y los 
resultados interpretados en los primeros 2 a 4 dias pueden ser erroneos. Continuar la incubacion y tomar muestras 2 o 3 dias mas 
antes de informar. 

4. La temperatura de incubacion optima es critica para la prueba NAP. Algunas micobacterias {M. marinum, M. chelonae) crecen 
a 30 °C. En esos casos, se producira una inhibicion por NAP a 37 °C. Los resultados del ensayo seran claros y pueden informarse 
dentro de los 4 dias si los cultivos se incuban a 30 °C. La prueba NAP para muestras provenientes de her Idas o piel deben incu- 
barse a 37 y 30 X. 
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Protocolo 19-4 

PRUEBA nap O^-NlTRO-a-ACETILAMlNO-p-HlDROXIPROPIOFENONA); (BACTEC) {com.) 

B. Interpretacion 

1. Interpretacion de los resultados de la prueba NAP; el ID diario del frasco ampolla control (con el cultivo original) continuara en 
aumento o disminuira. En el frasco ampolla NAP, el aumento o la disminucion depende de la especie de micobacteria: 

a. Complejo TB: dos desceiisos consecutivos significativos del ID despues de la siembra = complejo TB; aumento ligero pero 
no significative en los primeros 2 dias y luego ausencia de aumento, o descenso del ID = complejo TB. 

b. MOTT: incremento diario en las lecturas de ID hasta mas de 400 antes de los 4 dias = MOTT; falta de aumento o ligero des¬ 
censo en los primeros 1 a 2 dias despues de la siembra y luego dos dias consecutivos de aumentos significativos despues del 
dia 2 = MOTT. 

VII. Limitaciones del procedimiento 

La prueba NAP es de utilidad para diferenciar el complejo del M. tuberculosis de las MOTT solo si se utilizan cultivos puros del ais- 
lamiento. Un cultivo mixto de TB y MOTT dara un aumento del ID e indicara solo la presencia de MOTT. La contaminacion con 
bacterias tambien puede dar falsos aumentos del ID; por lo tanto, debe realizarse una tincioii para acido-alcohol resistentes y en algu- 
nos casos una coloracion de Gram, para confirmar la existencia de un cultivo mixto o de contaminacion bacteriana. 

VIII. Bibliografia 

Siddiqi SH. BACTEC NAP test. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, My cobacteriology Section. 
Washington DC, American Society for Microbiology, 1992. 


Protocolo 19-5 

Arilsulfatasa 

I. Principio 

La arilsulfatasa es una enzima que produce fenolftaleina libre a partir de la sal tripotasica del disulfito de fenolftalefna. La prueba para 
la identificacion de especies de Mycobacterium se realiza en un tubo que contiene el sustrato de fenolftalefna en agar acido oleico. A1 
cabo de 3 (o 14) dias de incubacion de un subcultivo de la especie desconocida, la aparicion de color rosa despues del agregado de car¬ 
bonate de sodio indica una reaccion positiva. 

II. Muestra 

Una colonia bien desarrollada de la especie desconocida de Mycobacterium, aislada en un material clmico. desarrollada en un pico de 
flauta de medio de Lo wen stein-Jensen o en agar de Middlebrook 7H-10. Preparar una suspension del microorganismo en agua esteril 
e incubar durante 3 dfas (14 dfas). 

III. Mated ales 

A. Equipo 

1. Gabinete de bioseguridad. 

B. Medios 

1. Sustrato concentrado de arilsulfatasa. 

a. Disolver 2,6 g de sal tripotasica de disulfito de fenolftalefna en 50 mL de agua desionizada esteril. 

b. Esterilizar por fiitracion a traves de membrana (tiltro de 0,22 |Lim de tamaho de poro). 

c. Conservar en frigorffico a 2-8 °C. 

d. La duracion es indefinida si se almacena en forma adecuada. Descartar si la solucion se enturbia. 

2. Caldo para arilsulfatasa: prueba de 3 dfas. 

a. Agregar en forma aseptic a 2,5 mL del sustrato concentrado a 200 mL de caldo Dubos Tween® esteril. 

b. Fraccionar en forma aseptica voliimenes de 2 mL en tubos con tapa de rosea (16 x 125 mm). 

c. Conservar a 2-8 °C. Descartar si la solucion se enturbia. 

3. Caldo para arilsulfatasa: prueba de 2 semanas. 

a. Agregar en forma aseptica 7,5 mL del sustrato concentrado a 200 mL de caldo Dubos Tween esteril. 

b. Fraccionar en forma aseptica volumenes de 2 mL en tubos con tapa de rosea (16 x 125 mm). 

c. Conservar a 2-8 °C. 

El agar para arilsulfatasa de Wayne se obtiene en el comercio proveniente de varias firmas. 

C. Reactivos 

1. Carbonate de sodio (Na^CO^) 2 N: disolver 10,6 g de carbonate de sodio anhidro en 100 niL de agua destilada. 
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Arilsulfatasa (cant) 

IV. Control de calidad 

A. Prueba de 3 dias 

1. Control positive: Mycobacterium fortuitum de la American Type Culture Collection (ATCC) 6841 (si el control positivo es negati¬ 
ve, repetir las pruebas con un subcultivo nuevo del microorganismo positivo. Si los controles negatives son positives, repetir la 
prueba con un nuevo lote de medios). 

2. Control negative: Mycobacterium iutracellulare AICC 13950. 

3. Medio sin sembrar y reactive solo: no se obtiene desarrollo de color. 

B. Prueba de 14 dias 

1. Control positivo: Mycobacterium fortuitum ATCC 23292. 

2. Control negative: Mycobacterium intracellulare PCTCC 13950. 

3. Medio sin sembrar y reactive solo: no se obtiene desarrollo de color. 

V. Procedimiento 

1. Sembrar cada tube de sustrato con una suspensidn ligeramente turbia en agua est^ril del microorganismo per probar. Emulsionar 
por complete el cultivo en el caldo. 

2. Incubar el lubo durante 3 o 14 dias (prueba de 2 semanas) a 35 °C en estufa sin CO^. 

3. Despues de la incubacion, agregar 1 mL del reactive de carbonate de sodio 2 N, mezclar y observar los cambios de color. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion (lectura o calculos). 

Observar visualmente el cambio de color de rosa palido a rojo oscuro. La ausencia de cambio de color indica una reaccidn nega- 
tiva. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Incluir un microorganismo de control en fase de desarrollo active en cada prueba. Para los microorganismos de crecimiento lento, 
utilizar un subcultivo de 3 a 5 semanas; para los de crecimiento rapido utilizar un subcultivo de 1 a 3 semanas. Si el control positi¬ 
vo es negative, repetir las pruebas con un subcultivo joven del microorganismo positivo. Si los controles negatives son positives, 
repetir la prueba con un nuevo lote de medios. 

Vlll. Limitaciones del procedimiento 

A. Los resultados falsos negatives pueden deberse a que los cultivos control son demasiado viejos. 

B. Los resultados falsos positives pueden presentarse cuando el medio contiene fenolftalema libre. 

IX. Bibliografia 

Kubica GP, Ridgon AL. The arylsulfatase activity of mycobacteria. III. Preliminary investigation of rapidly growing mycobacteria. 
Am Rev Respir Dis 1961:83:737-740. 

Kubica GP, Vestal AL. The arylsulfatase activity of acid fast bacilli: I. Investigation of stock cultures of mycobacteria. Am Rev Respir 
Dis 1961;83:728-732. 

Lutz B. Arylsulfatase test. En: Isenberg HD. Mycobacteriology Section, Clinical Microbiology Procedure Handbook. Washington 
DC, American Society for Microbiology, 1992. 

Wayne LG. Recognition of Mycobacterium fortuitum by means of a three-day phenolphtalein sulfatase test. Am J Clin Pathol 
1961;36:185-187. 


Protocolo 19-6 

Determinacion de la fotorreactividad de las micobacterias 

I, Principio 

La aparicion de pigmento amarillo en las colonias de las micobacterias fotocromdgenas es el resultado de la produce!on de cristales de 
caroteno, de color naranja amarillento, por parte de los microorganismos metabolicamente activos despues de la exposicion a la luz 
intensa. Las especies escotocromogenas tienen la capacidad de producir pigmento amarillo sin exposicion a la luz; sin embargo, el tipo 
de pigmento se desconoce. La pigmentacion de las colonias jovenes de micobacterias despues de desarrollarse en la oscuridad o des¬ 
pues de ser expuestas a la luz puede ser una ayuda importante para identificar ciertas especies de Mycobacterium. 

II. Muestra 

Un cultivo primario en caldo del microorganismo por probar, lo suficientemente diluido como para producir colonias aisladas cuando 
se siembra en agar. 
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Determinacion de la fotorreactividad de las MICOBACTERIAS icoflt.) 

in. Materiales 

A. Equipo 

1. Gabinete de bioseguridad. 

2. Estufa de incubacion a 37 ®C. 

B. Materiales 

1. Tubes de ensayo esteriles con tapa de rosea de 20 x 110 o 20 x 125 mm. 

2. Pipetas de Pasteur CvSleriles. 

3. Ansas y agujas para sembrar. 

C. Medio 

1. Tres tubes en pico de Hauta de medio de Lowenstein>Jensen. 

2. Tres placas de agar de Middlebrook 7H10. 

IV. Estandares y controles (incluir los controles en cada prueba) 

A. Fotocromogeno positive: M. kansasH 12478, 

B. Escotocromdgeno positive: cepas de reserva de M. scrofulaceum o M. gordonae. 

C. Cromogeno negative: M. tuberculosis ATCC 25177. 

V. Procedimiento 

1. Inocular la supeiTicie de los tres tubes de agar inclinado (pico de flauta) de Lowenstein-Jensen o de las tres placas de agar de 
Middlebrook 7H10 con el liquido proveniente de un cultivo diluido en caldo del microorganismo por probar. Envolver dos de 
los tubes o placas con papel de aluminio: dejar el tercero expuesto a la luz ambiente dentro de la estufa de incubacion. 

2. Incubar uno de los tubes o placas envueltos a 25-30 °C; incubar los otros tubes o placas envueltos a 37 °C. 

3. Varies dias despues de detectar desarrollo en la placa o tubo control expuestos a la luz, examinar los tubes o placas envueltos 

para ver si hay desarrollo. 

4. Si se detecta desarrollo precoz en las placas o tubes envueltos, exponer uno de cada par a una luz fuerte durante aproximada- 
mente 5 horas. Para esto, una lampara de tungsteno o fluorescente de 100 W es adecuada. Aflojar la tapa del tubo durante este 
periodo de exposicion a la luz. 

5. Despues de la exposicion a la luz, el tubo o la placa se coloca nuevamente en la estufa y se observa a las 24 o 48 horas en busca 

de pigmeiito amarillo. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion 

Las micobacterias escotocromogenas producen la misma cantidad de pigmento cuando se las expone a la luz o se las deja en la 
oscuridad. M. scrofulaceum, M. gordonae, M. flavescens, M. xenopi y M. szulgai (este ultimo solo es escotocromdgeno cuando 
se incuba a 37 ‘’C) integral! el grupo de escotocroindgenos. 

Las micobacterias fotocromdgenas producen pigmento amarillo solo despues de la exposicion a la luz. Los fotocromdgenos 
encontrados con mayor frecuencia son M. kansasii, M. marinum, M. simiae y M. asiaticum. 

Las micobacterias no cromdgenas son incapaces de producir pigmento, ya sea en la oscuridad o despues de la exposicion a la 
luz. Los no cromdgenos encontrados con mayor frecuencia son M. tuberculosis, M. bovis, M. ulcerans, M. fortuitum, M. chelo- 
nae y las cepas clasicas de M. avium. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Cuando se sospecha M. szulgai, los tubos o placas expuestos a la luz deben incubarse a 25 °C durante 3-5 dias. Si se incuban a 
37 °C, el potencial fotocromogeno quedara enmascarado por el desarrollo de pigmento escotocromdgeno que se ob.serva a esa tem- 
peratura. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

En la actualidad una alta proporcidn de cepas de M. avimn/M. intracellidare aisladas en pacientes con SIDA muestran produccidn 
de pigmento. For lo tanto, ciertas cepas clasificadas antes como no cromdgenas pueden ser en realidad cromdgenas. Esta desviacidn, 
junto con la cromogenicidad dependiente de la temperatura de M. szulgai, son las razones que se esgrimen en este inomento contra 
la validez de la clasificacidn clasica de las micobacterias de Runyon. 

IX. Bibliografia 

Wayne LG, Doubek SR. The role of air in the photochromogenic behavior of M. kansasii. Am J Clin Pathol 1964;42:431-435. 
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Protocolo 19-7 

Catalasa a 68 ”C 

I. Principio 

La catalasa descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. La produce!on de oxigeno se evidencia conio burbujas. Algunos 
tipos de catalasa son inactivados por calentamicnto a 68 °C durante 20 minutos, caracteristica valiosa para identificar ciertas especies 
de Mycobacteriwu. El peroxido de hidrogeno empleado para la identificacion de especies de Mycobacterium es dil'erenle del que se usa 
para detectar catalasa en otros tipos de bacterias: se utiliza en una concentracion del 30% (Superoxol) en una solucion fuerte de deter- 
gente (Tween 80 al 10%). El detergente ayuda a dispersar las micobacterias hidrofobas fuertentente agrumadas, convirtiendo los gran- 
des acumulos en bacilos aislados, lo que maxiniiza la deteccion de catalasa. 

II. Muestra 

Colonia inadura de la especie desconocida de Mycobacterium aislada en un material clmico y cultivada en agar inclinado (pico de tlau- 
ta) de Lowenstein-Jensen o en agar de Middlebrook 7H-10. 

III. Materiales 

A. Equipo 

i. Bano Marfa a 68 ”C o platina caliente. 

B. Medios 

1. Caldo de Middlebrook 7H9. 

2. Medio de Lowenstein-Jensen para sienibra en profundidad, en tubos de ensayo de 25 x 150 mm con tapa de rosea. 

C. Reactivos 

1. Peroxido de hidrogeno al 30% (se obtiene en el comercio como Superoxol®). 

2. Tween 80 al 10%. 

3. Buffer de fosfatos M/15 (0.067 M). 

IV. Control de calidad 

A. Control negativo: M. tuberculosis American Type Culture Collection® (ATCC) 15177 produce burbujas a 22-25 ‘^C, pero no a 68 °C. 

B. Control positive: M. fortuitum ATCC 6841 produce burbujas a 22-25 °C y a 68 °C. 

C. Los controles deben incluirse con cada lote de pruebas. 

V. Procedimiento 

A. Prueba de la catalasa termoestable 

1. Preparar un tubo con tapa de rosea por cada muestra de microorganismo por probar en agua esteril. 

2. Marcar cada tubo con el numero de la muestra. 

3. Agregar a cada tubo 0,5 mL de buffer de fosfatos 0,067 M esteril. 

4. Sembrar el buffer con una punta de espatula llena de un subcultivo en fase de crecimiento active del microorganismo por pro¬ 
bar (de 2 a 4 semanas de desarrollo). 

5. Emulsionar por complete el cultivo en el buffer. 

6. Incubar los tubos en bano Marfa a 68 ®C exactamenie 20 minutos. 

7. Retirar los tubos del bano Maria. Enfriar a temperatura ambiente. 

8. Agregar 0,5 mL de reactive Tween 80®-per6xido de hidrogeno recien preparado. 

9. Dejar los tubos en repose a temperatura ambiente durante 20 minutos. No agitarlos. 

10. Observar la aparicion de burbujas. 

B. Prueba de la catalasa semicuantitativa 

1. Sembrar un medio Ifquido, como caldo Dubos Tween o caldo de Middlebrook 7H9, con una punta de espatula o un ansa llena del 
cultivo por probar. Incluir controles. 

2. Incubar 7 dfas a 37 °C. 

3. Mezclar durante 5 a 10 segundos en una agitadora vorticial. 

4. Transferir 6 gotas a un medio de Lowenstein-Jensen para siembra en profundidad (preparado en tubos de 25 x 150 mm). 

5. Incubar los tubos sembrados en profundidad 14 dfas a 37 °C. Asegurarse de que las tapas esten flojas. 

6. Agregar 1 mL de reactivo Tween 80-per6xido de hidrogeno recien preparado. Evitar el contacto del reactivo con la piel. 

7. Dejar los tubos de prueba a temperatura ambiente 5 minutos. 

8. Medir la altura de la columna de burbujas. 

VL Resultados 

A. Interpretacidn (lectura o calculos) 

1. Prueba de catalasa termoestable: la aparicion de burbujas indica un resultado positivo; la falta de burbujas es una reaccion nega- 
tiva. M. tuberculosis y otras micobacterias pierden su actividad catalasa cuando se las calienta a 68 °C. 

2. Prueba de catalasa semicuantitativa: 

Reaccion de catalasa alta: > 45 mm de espuma. 

Reaccion de catalasa baja: < 45 mm de espuma. 
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Protocolo 19-7 

Catalasa a 68 ®C { cont .) 

VII. Notas acerca del procedimiento 

La falta de los resultados esperados en los cultivos control se debe por lo general al uso de cultivos demasiado viejos; utilizar solo 
cultivos en fase de crecimiento active. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

Los resultados falsos negativos pueden deberse a la utilizacion de cultivos con desarrollo inadecuado, demasiado viejos o al uso de 
reactivos vencidos. El desarrollo inadecuado puede ser el resultado de un inoculo deficiente o del cierre excesivo de las tapas de rosea. 
Pueden observarse resultados falsos positivos si los cultivos estan contaminados con especies bacterianas catalasa positivas. 

IX. Bibliografia 

Kubica GP, et al. Differential identification of mycobacteria: I. Tests on catalase activity. Am Rev Respir Dis 1966;95:400-405. 
Lutz B. Catalase tests. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. Washington 
DC: American Society for Microbiology, 1992. 


Protocolo 19-8 

Desarrollo en agar de MacConkey 

I. Principio 

La capacidad de desarrollarse en agar de MacConkey especial, sin violeta de genciana (cristal violeta), diferencia M. fortuitum, M. 
chelonae y M. abscessus. que pueden mostrar desarrollo en el termino de 5 dias, de otras micobacterias de crecimiento rapido que 
muestran solo un desarrollo leve despu^s de 11 dfas. 

II. Muestra 

Se prueba una colonia madura de la especie de Mycobacterium desconocida, aislada en materiales clinicos, desarrollada en un pico 
de flauta de Lo wens tein-Jensen o en agar de Middlebrook 7H-10. 

III. Materiales 

A. Equipo: ninguno. 

B. Medios: agar de MacConkey sin violeta de genciana. Comercializado por Remel Laboratories (Lenexa, KS). Conservado en fri- 
gorifico comiin a 4 °C. 

C. Reactivos: ninguno. 

D. Materiales: ninguno. 

IV. Control de calidad 

A. Control po.sitivo: M. fortuitum Am&r\c<xn Type Culture Collection (ATCC) 6841. 

B. Control negativo: M. phlei ATCC 11758; medio sin sembrar y reactivo solo. 

V. Procedimiento 

1. Sembrar una placa de MacConkey recien preparada con 3 gotas del microorganismo desarrollado durante 7 a 10 dias en caldo 
7H9 y esparcir en estria para obtener colonias aisladas. 

2. Incubar entre 28 y 30 ”C durante 11 dfas sin CO,. 

3. A los 5 y 11 dfas, inspeccionar la superficie del agar en busca de desarrollo de colonias. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion (lectura o calculos) 

Una prueba positiva para M. fortuitum mostrara desarrollo en toda la estrfa y posiblemente un cambio de color en el medio a los 
5 dfas. La ausencia de desarrollo indica un resultado negativo. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Incluir controles con cada lote de pruebas. Si los resultados no son los esperados, repetir la prueba con microorganismos control y 
un lote de medio nuevos. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

Alrededor del 25% de las cepas de M. smegmatus se desarrollan en agar de MacConkey sin violeta de genciana. A fm de evitar cual- 
quier dificultad diagnostica puede utilizarse la prueba de arilsulfatasa de 3 dfas para diferenciar M. smegmatus (negativo) de M. for- 
tuitum, M. chelonae y M. abscessus (positivos). 

IX. Bibliografia 

Jones WD. Kubica GP. The use of MacConkey agar for differential typing of M. fortuitum. Am J Med Technol 1946;30:182-195. 
Lutz B. Nitrate reduction. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. Washington 
DC: American Society for Microbiology, 1992. 
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Protocolo 19-9 


INHIBICION for la HrORAZIDA DEL ACIDO TIOFEN-2-CARBOXiLICO (T 2 H, 1 Hg/mL) 

I. Principio 

La hidrazida del dcido tiofen-2-carboxilico tiene la propiedad de inhibir el desarrollo de Mycobacterium bovis, pero no de otras espe- 
cies de micobacterias, caracteristica util para diferenciar M. bovis de M. tuberculosis. 

IL Muestra 

Un cultivo de 3 a 4 semanas del itiicroorganismo por probar. desarrollado en medio de Lowenstein-Jensen o agar de Middlebrook 7HiO. 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Gabinete de bioseguridad. 

2. Estufa de incubacion con CO^ al 10% a 37 °C. 

B. Materiales 

j. Palillos de madera esteriles. 

2. Tubos para dilucion con 9 mL de agua esteril. 

3. Agua desionizada esteril. 

4. Placas de Petri en cuadrantes. 

C. Medios 

1. Medio para sensibilidad a hidrazida del acido tiofen-2-carboxflico (T,H, tambien conocido como TCH, 10 |ig/mL) 

a. Preparar dos lotes de 200 mL de medio de Middlebrook 7H10 en frascos separados. 

b. Esterilizar en autoclave. Enfriar a 50 °C en baho de agua. 

c. Pipetear 5 mL de medio enfriado de uno de los frascos en los cuadrantes I y III de una placa de Petri en cuadrantes. 

d. Agregar 2 mL de una solucion madre de TCH de 1 000 pg/niL al otro frasco (concentracion final 10 |ig/mL). Agitar bien para 
mezclar. 

e. Colocar 5 mL de este medio en los cuadrantes II y IV de cada placa. 

f. Proteger las placas de la luz cubriendolas con papel marron. Almacenarlas entre 2 y 8 "C; la duracion es de aproximadamen- 
te un nies. 

IV. Control de calidad 

A. Control positivo: M. bovis American Type Culture Collection (ATCC) 35734 (sensible a concentraciones de 10 |ig/mL de TCH). 

B. Control negativo: M. tuberculosis ATCC 25177 (resistente). 

V. Procedimiento 

1. Preparar una suspension de la micobacteria desconocida en agua esteril, con una turbidez equivalente al estandar 1 de McFarland. 

2. Diluir en agua desionizada esteril para hacer una suspension entre 10"^ a lO"*. 

3. Sembrar tres gotas de cada dilucion en un cuadranle control y en un cuadrante TCH de las placas en cuadrantes. 

4. Cubrir las placas con papel marron para evitar la exposicion a la luz y dejarlas a temperatura ambiente sin mover para pennitir 
la adsorcion del inoculo. 

5. Colocar cada placa en una bolsa con cieire relampago permeable al CO,, invertirlas e incubar a 37 °C en 8 a 10% de CO, duran¬ 
te 3 semanas. 

6. Finalizada la incubacion. contar las colonias en el cuadrante control y en el cuadrante que contiene TCH en concentracion de 
10 |ig/mL. 

VI. Resultados 

A. Calcular el porcentaje de resisteiicia de la siguiente forma: 

Numero de colonias en el cuadrante con TCH x 100 

- = Porcentaje de resistencia 

Numero de colonias resistentes en el cuadrante control 

B. Registrar el cultivo problema como resistente a la TCH si la cifra calculada es mayor del 1%. 

VII. Bibliografia 

Harrington R, Karlson AG. Differentiation between M. tuberculosis and M. bovis by in vitro procedures. Am J Vet Res 1967;27:1193- 
1196. 

Lutz B. Identification tests for mycobacteria: Inhibition by thiophene-2-carboxylic acid hydrazide. En: Isenberg HD, ed. Clinical 
Microbiology Procedure Handbook. Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Wayne LG, et al. Highly reproducible techniques for use in systematic bacteriology in the genus Mycobacterium: tests for niacin and 
catalase and for resistance to isoniazid, thiophene-2-carboxylic acid hydrazide, hydroxylamine and p-nitrobenzoate. Int J Syst 
Bacteriol 1976;26:311-318. 
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Protocolo 19-10 

CaPTACIOn DE HIERRO 

1. Principio 

La capacidad de captar hierro de un reactivo que contenga hierro inorganico 
(positives) de M. chelonae y M. abscessus. que no captan hierro. 

IL Muestra 

Colonia madura de la especie descoiiocida de Mycobacterium aislada en un 
flauta) en medio de Lowenstein-Jensen. 
in. Materiales 

A. Equipo 

1. Gabinete de bioseguridad. 

2. Estufa de incubacion entre 28 y 30 ‘’C. 

3. Pipetas de Pasteur esteriles. 

B. Medios 

1. Tubes de Lowenstein-Jensen en pico de Hauta (comercializados por Remel Laboratories. Lenexa, KS). 

C. Reactivos 

Citrate ainonico ferrico al 20%. 

1. Agregar 20 g de citrato amonico ferrico a 100 mL de agua desionizada. 

2. Agitar para disolver. 

3. Colocar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. 

4. Conservar en frigorifico entre 2 y 8 °C. 

IV. Control de calidad 

A. Control positive: M. fortuitimh American Type Culture Collection (ATCC) 6841. 

B. Control negativo: M. chelonae ATCC 35751; medio sin sembrar y reactivo solo. 

V. Procedimiento 

1. Utilizar un subcultivo en la fase activa de crecimiento (de 1 a 2 semanas) de una micobacteria de desarrollo rapido en agar incli- 
nado (pico de flauta) de Lowenstein-Jensen. 

2. Agregar tantas gotas de citrato amonico ferrico al 20% como mililitros de medio contenga el agar inclinado. Por ejemplo, para 8 
mL de medio, agregar 8 gotas de citrato amonico ferrico. 

3. Reincubar el pico de flauta entre 28 y 30 °C hasta 3 semanas. 

4. Observar la superficie de los picos de flauta en busca de la presencia de color oscuro, matron oxidado. 

VI. Resultados 

El color de una prueba verdaderamenie positiva de captacion de hierro debe ser de oxido muy oscuro. Una reaccion positiva obser- 
vada con una cepa de micobacteria de desarrollo rapido es indieativa de M. fortuitum. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Si los resultados no son los esperados, controlar la edad y la pureza de los cultivos control y en estudio. Repetir las pruebas con reac¬ 
tivo de citrato amonico ferrico nuevo y con nuevos cultivos control. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

Algunos aislamientos de M. chelonae producen un color matron bronceado, denominado a veces “parecido al de una tortuga”, que 
representa una reaccion falsa positiva. Buscar un color de oxido muy oscuro. 

IX. Bibliografia 

Lutz B. Iron uptake. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. Washington DC: 
American Society for Microbiology, 1992. 

Silcox VA, Good RA, Floyd MM. Identification of clinically significant Mvcobacteriwn fortuitum complex. J Clin Microbiol 
1981;14:686-691. 
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Protocolo 19-11 

Acumulacion de niacina 
I. Principio 

Todas las especies de Mycobacterium producen ribonucleotido de niacina; sin embargo, casi todas las cepas de M. tuberculosis, M. 
simiae y algunas cepas de M. chelonae carecen de las enzimas necesarias para convertir la niacina a dinucleotido de adenina nicotina- 
mida (NAD). La niacina se acumula en el medio de cultivo, del que puede ser extrafda con agua o solucion fisiologica esteriles. El 
extracto se coloca en un pequeno tubo de ensayo al cual se agrega una tira de papel de filtro impregnada en reactivo para niacina. 
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Protocolo 19-11 

ACUMULACION DE NIACJNA (cont .) 

II. Muestra 

Un cukivo con desanollo denso de mas de 3 semanas en Lowe nstein-Jen sen del microorganisnio por probar. El crecimiento en otros 
medios de cultivo no produce la niacina suficiente como para obtener una reaccion positiva de la prueba por este metodo. 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Gabinete de bioseguridad. 

2. Estufa de incubacion a 37 °C. 

B. Materiales 

1. Tubos de ensayo esteriles con tapa de rosea, de 20 x 110 o de 20 x 125 mm. 

2. Pipetas de Pasteur esteriles. 

3. Pipetas esteriles de 5 mL. 

C. Reactivos 

1. Tiras de papel de filtro para niacina (Difeo). 

2. H.O esteril. 

IV. Estandares y coniroles (incluir controles con cada determinacion) 

A. Control positivo: A/, tuberculosis American Type Culture Collection (ATCC) 25177. 

B. Control negativo: M. mtracellulare AJ'CC 13950. 

V. Procedimiento 

1. Cubrir la superficie de agar inclinado (pico de flauta) de Lowenstein-Jensen sobre el crecimiento denso del microorganisnio por 
probar con 1 mL de H,0 esteril. Punzar el medio con la punta de la pipeta para permitir la entrada de agua en el medio subya- 
cente. 

2. Inclinar el tubo de tal forma que el agua cubra todo el pico de flauta. Dejar en reposo durante 20 a 30 minutos. 

3. Rotar el tubo de modo que el agar inclinado mire hacia abajo. Extraer con cuidado 0,6 mL de extracto, sin tocar el agar inciina- 
do y transferir a un tubo de ensayo con tapa de rosea. 

4. Con una pinza, dejar caer una lira de prueba para niacina con la flecha hacia abajo, dentro del tubo. Tapar el tubo de inmediato. 

5. Agitar el tubo con suavidad y repetir la agitacion despues de 5 y 10 minutos. 

6. Despues de 12 a 15 minutos. y no mas de 30, observar la reaccion en busca de color amarillo. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion 

El desarrollo de color amarillo indica una prueba positiva. Si un cultivo se asemeja a M. tuberculosis, pero la prueba de niacina 
es negativa, reincubar el agar inclinado 2 a 4 semanas mas y repetir la prueba. 

VII. Limitaciones del procedimiento 

Puede haber reacciones falsas negativas. Las razones son: 1) poco crecimiento en el agar inclinado, 2) no punzar el agar si el desa¬ 
rrollo es confluente y 3) la presencia de bacterias contaminantes que puedan metabolizar la niacina que se haya acumulado. 

M. simiae y algunas cepas de Af. bovis, M. marinum y M. chelonae pueden acumular niacina en el medio de prueba. Estas espe- 
cies pueden diferenciarse con facilidad de M. tuberculosis por varias caracteristicas claves descritas en la seccion de interpretacion 
de este manual. 

VIII. Bibliografia 

Gungadharam PR, Droubi DSA. A comparison of four different methods for testing the production of niacin by mycobacteria. Am 
Rev Respir Dis 1971;104:434-437. 

Kilburn JO, Kubica GP Reagent impregnated paper for detection of niacin. Am J Clin Pathol 1968;50:530-531. 

Konno K et al. Niacin metabolism in mycobacteria. Am Rev Respir Dis 1966;93:41-46. 

Lutz B. Nitrate reduction. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. Washington 
DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Runyon EH. Selin MJ, Hawes HW. Distinguishing mycobacteria by the niacin test. Am Rev Tubercu 1959;79:663-665. 

Young WE Jr, et al. Development of paper strip test for the detection of niacin produced by mycobacteria. Appl Microbiol 
1970;20:939-945. 
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Protocolo 19-12 

Reduccion de nitratos: micobacterias 

I. Principio 

Las micobacterias que producer! nitrorreductasa son capaces de catalizar la reduccion de nitratos a nitritos. En la reaccion, se extrae 
oxigeno del nitrato de acuerdo con la siguiente formula: 

NO, + 2e- + 2H ^ NO, + Hp 

El nitrito producido se detecta por el agregado de a-naftilamina y acido sulfanflico, con formacion del colorante rojo de diazonio p-su\- 
fobenceno-azo-a-naftilamina. 

II. Muestra 

Un cultivo de 3 a 4 semanas del microorganismo por probar, desarrollado en medio de Lbwenstein-Jensen u otro medio con huevo coa- 
gulado. 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Gabinete de bioseguridad. 

2. Bano Maria a 37 ®C o platina caliente. 

B. Materiales 

1. Pipetas de Pasteur esteriles. 

2. Pinzas esteriles. 

C. Reactivos 

1. Sustrato para la prueba de nitratos (0,01 M) en buffer fosfatos M/45 (0,02 M, pH 7) 

NaN 03 0,8 g 

KH,PO, 1,17 g 

Na^HPO, 1,93 g 

H^O 999 mL (volumen final) 
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Protocolo 19-12 

Reduccion de nitratos: micobacterias {conu) 

Disolver y mezclar las sustancias. Ajustiir el pH a 7,0. Colocar en autoclave y almacenar en alicuotas de 0,2 mL en tubos esteri- 
les. Conservado entre 2 y 8 ®C, la duracion es de 1 a 2 meses. 

2. Sulfanilamida al 0.2%: disolver por complete 0,1 g de sulfanilamida en 50 inL de agua desioiiizada. Puede ser necesario calen- 
tar el agua entre 47 y 50 ®C para que hay a disolucidn completa. Si se almaceiia en frascos color caramelo entre 2 y 8 la dura¬ 
cion es de alrededor de un mes. 

3. Diclorhidrato de A^-(l-naftil)etiiendiamina al 0,1%: disolver 0,05 g de diclorhidrato de A*(l-naftil)etilendiamina en 50 mL de agua 
desionizada. La duracion es de un mes si se almacena en frascos color caramelo entre 2 y 8 ®C. 

IV. Control de calidad 

A. Control positive: M. tuberculosis AmQnc^x\ Type Culture Collection (ATCC). 

B. Control negative: complejo M. avium ATCC. 

C. Control de reactivo negative: tubo sin sembrar con el sustrato adecuado. 

V. Procedimiento 

1. Emulsificar un ansa o una punta de espatula cargada con colonias provenientes del medio solido en 2 mL de sustrato para 
nitratos. 

2. Agitar en forma manual para mezclar e incubar entre 35 y 37 ”C durante 2 horas. 

3. Agregar los reactivos a la mezcla anterior en el siguiente orden: 

1 gota de HCl concentrado 

2 gotas de sulfanilamida al 0,2% 

2 gotas de diclorhidrato de V-(l-naftil)etilendiamina al 0,1% 

4. Dejar la mezcla en reposo a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

5. Observar el desarrollo de color rosado a rojo. 

VI. Resultados 

La aparicion de color rosado a rojo indica una prueba positiva. Puede hacerse una lectura cuantitativa si se compara con estandares 
de reduccion de nitratos. En la mayoria de los laboratorios no se realiza la cuantificacion. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Si no hay cambio de color, confirmar el resultado negativo agregando una pequeha cantidad de cine en polvo. La aparicion de color 
rojo intenso o rosado despues de agregar el polvo de cine indica que el nitrato ha sido reducido. Conservar los reactivos en frigorffi- 
co, a 2 a 8 °C, protegidos de la luz directa. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

En algunos casos, el color puede desvanecerse con rapidez y pueden obtenerse resultados falsos negatives si la lectura no se realiza 
de inmediato despues de agregar los reactivos. 

IX. Bibliografia 

Master RN. Nitrate reduction. En: Isenberg HD. ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. 

Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Virtanen S. A study of nitrate reduction of mycobacteria. Acta Tuberc Scand Suppl 1960:418:119. 

Wayne LC, Doubek SR. Classification and identification of mycobacteria: 11. Tests employing nitrite as substrates. Am Rev Respir 
Dis 1965;91:478-745. 
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PlRAZINAMIDASA 

I. Principio 

La desaminacion de la pirazinamida a acido pirazinoico en 4 dias es una caracteiistica fenotipica util por la cual puede diferenciarse Af. 
marinum (positivo) de M. kansasii (negativo) y que permite distinguir las cepas de M. bovis debilmente niacina positivas (negativas) 
del complejo de M. tuberculosis (positivo). 

II. Muestra 

Colonias maduras de la especie desconocida de Mycobacterium aisladas en materiales clinicos, desarrolladas en agar inclinado (pico 
de flauta) del medio de Lowenstein-Jensen o en agar de Middlebrook 7H-10. 

III. Materiales 

A. Equipo: ninguno 

B. Medio 

1. Medio sustrato para pirazinamidasa 
a. DivSolver 6,5 g de caldo base de Dubos en 1 L de agua destilada. 
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PiRAZINAMIDASA {cofll.) 

b. Agregar 

Pirazinamida 0,1 g 

Piruvato de sodio 2,0 g 

Agar 15 g 

c. Calentar para disolver. Fraccionar de a 50 mL en tubos con tapa de rosea. 

d. Colocar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. 

e. Dejar solidificar el agar con los tubos en posicion vertical. 

f. La duracion es de 6 meses si se almacenan entre 2 y 8 °C. Descaitar si el agar parece deshidratado o contaminado. 

C. Reactivos 

Sulfato amonico ferroso al 1% (preparar inmediatamente antes de usar): colocar 0,1 g de sulfato amonico ferroso en tubos esteriles 
con tapa de rosea. Agregtir 10 mL de agua desionizada esteril inmediatamente antes de usslt y dejar que los cristales se disuelvan. 

D. Materiales 

1. Palillos de madera esteriles. 

2. Pipetas esteriles de 1 o 5 mL. 

IV. Control de calidad 

A. Control positivo: M. intracelhdare American Type Culture Collection (ATCC) 13950. 

B. Control negativo: M. kansasii P^CC 12478. 

V. Procedimiento 

1. Sembnu* el contenido de un ansa bien cargada con un subcultivo en fase de desarrollo activo sobre la superficie de dos tubos de 
agar pirazinamidasa para siembra en profundidad. 

2. Incubar los tubos con las tapas flojas a 37 ”C. 

3. Sacar uno de los tubos de la estufa de incubacion despues de 4 dias. Sacar lambien uno de los tubos control. 

4. Agregar 1 mL de sulfato amonico ferroso al 1% recien preparado a cada tubo. 

5. Observar los tubos en busca de una banda rosada en el agar despues de dejarlos 30 minutos a temperatura ambiente. 

6. Colocar los tubos negativos en frigoriTico y examinarlos nuevamente a las 4 boras en busca de la banda rosada. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion 

Despues de 4 boras, observar los tubos en busca de la aparicion de una banda rosada en la capa de reactivo que se encuentra sobre 
la superficie del agar (reaccion positiva), utilizando luz incidente contra un fondo bianco. Repetir el procedimiento con el tubo res- 
tante despues de 7 dias de incubacion. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Realizar todos los procedimientos en una campana de bioseguridad. 

VIII. Bibliografia 

Wayne LG. Simple pyrazinamidase and urease tests for routine identification of mycobacteria. Am Rev Respir Dis 1974;109:147-151. 
Lutz B. Identification tests for mycobacteria: Pyrazinamidase. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, 
Mycobacteriology Section. Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 


Protocolo 19-14 

Tolerancia al cloruro de sodio: micobacterias 

I. Principio 

De las micobacterias de desarrollo lento, solo M. triviale crece en medios que contienen 5% de NaCl; de las micobacterias de desarro¬ 
llo rapido de importancia medica, solo M. chelonae subespecie chelonae no se desarrolla en esos medios. 

II. Muestra 

Un cultivo de 3 a 4 semanas del microorganismo por probar, desarrollado en un medio de Lowenstein-Jensen u otro medio con buevo 
coagulado. 
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Protocolo 19-14 

TOLERANCIA AL CLORURO DE SODIO: MICOBACTERIAS {cont,) 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Campana de bioseguridad. 

2. Gradillas incliiiadas. 

B. Materiales 

1. Palillos de madera esteriles. 

2. Pipetas esteriles de 1 niL. 

3. Estandar 1 de McFarland. 

C. Medios 

1. Lowenstein-Jensen sin NaCl al 5% en agar inclinado (pico de flauta). 

2. Lowenstein-Jensen con NaCl al 5% en pico de flauta. 

3. Caldo Dubos Tween o Middlebrook 7H9. 

IV. Control de calidad 

A. Control positivo; M. fortiiitum American Type Culture Collection (ATCC) 6841. 

B. Control negativo: M. gordonae P^CC 14470. 

Hacer controles para cada nuevo numero de lote de medio que se reciba. Descartar el medio si ios resultados con los microorganis- 
mos control no son los esperados. Adquirir el medio de Lowenstein-Jensen con NaCl y sin el en tubos del mismo tamano, para que 
la interpretacion de los resultados sea coherente. 

V. Procedimiento 

1. Utilizar un cultivo en crecimiento activo (de 2 a 4 semanas para las micobacterias de desarrollo lento; I a 2 semanas para las de 
desarrollo rapido). Hacer una suspension de los microorganismos en caldo de Middlebrook 7H9 equivalente al estandar 1 de 
McFarland. 

2. Tomar un pico de flauta de Lowenstein-Jensen con NaCl al 5% y uno sin NaCl al 5% y sembrar en cada tubo 0,1 mL de la sus¬ 

pension descrita. 

3. Incubar los picos de flauta con las tapas flojas en una estufa con 5 a 10% de CO,. Colocar los picos de flauta acostados en una 
gradilla durante la incubacion. Incubar durante una semana a 29 a 30 °C para los microorganismos de desarrollo rapido y a 37 °C 
para los de desarrollo lento. Colocar los tubos negativos en posicion vertical; incubar 3 semanas mas. Examinar visualmente los 
picos de flauta una vez por semana en busca de desarrollo. 

VI. Resultados 

1. Cuando se observen numerosas colonias en el tubo control y mas de 50 colonias en el medio que contiene NaCl al 5%, conside- 
rar la prueba como positiva. 

2. Si hay colonias en el tubo control y no hay desarrollo visible en el pico de flauta con NaCl, continuar la incubacion hasta 4 semanas. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Utilizar el tubo sin NaCl al 5% para controlar la viabilidad del microorganismo. No es necesario que haya el mismo desarrollo en 
ambos tubos. Si el microorganismo no se desarrolla en el pico de flauta sin NaCl, repetir la prueba. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

Algunas cepas de M. fortuitum y de M. chelonae se desarrollan en medios con NaCl solo a temperaturas inferiores a 35 °C. Por esta 
razon, todas las muestras deben incubarse a 29 a 30 °C. 

IX. Bibliografia 

Lutz B. Sodium chloride tolerance. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. 
Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Silcox VA, Good RA, Floyd MM. Identification of clinically significant Mycobacterium fortuitum complex. J Clin Microbiol 
1981;4:686-691. 


Protocolo 19-15 


Hidrolisis del Tween-80 

I. Principio 

Tween-80® es la marca registrada del derivado polietilenado del monooleato de sorbitano. Algunas especies de Mycobacterium tienen 
una enzima que libera acido oleico a partir del Tween-80. El cambio de color del naranja al rosado se debe a la hidrolisis del Tween-80, 
que modifica la rotacion optica de la luz que atraviesa el sustrato. 

II. Muestra 

Colonia madura de la especie de Mycobacterium desconocida aislada en materiales clmicos, desarrollada en agar inclinado (pico de flau¬ 
ta) en medio de Lowenstein-Jensen. 
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Protocolo 19-15 

Hidrolisis del Tween-80 icont.) 

III. Materiales 

A. Iiisumos 

L Palillos de madera esteriles. 

2. Tubos con tapa de rosea (12 x 100 mm) con 2,0 niL de agua destilada cada uno. 

B. Medios 

1. Pico de flauta en medio de Lowenstein-Jensen. 

C. Reactivos 

1. Reactivo para hidrolisis del Tween-80. 

2. Dos gotas de reactivo Difeo (Deiroit, MI) agregadas al agua destilada de los tubos con lapa de rosea. 

D. Equipo 

1. Campana de bioseguridad. 

IV. Control de calidad 

A. Control positive: M. kansasii, American Type Culture Collection (ATCC) 12478 incubado durante 12 dias. 

B. Control negative: cultivo madre de M. intracellulare ATCC 13950. 

C. Reactivo negative: tubo sin sembrar de sustrato, incubado durante 12 dias. 

V. Procedimiento 

1. Agregar 2 gotas de reactivo Tween a 1 mL de agua destilada esteril en tubos con tapa de rosea. 

2. Sembrar una ansada del microorganismo por probar. 

3. Incubar a 35 ‘'C en la oscuridad, con las tapas bien cerradas. 

4. Inspeccionar los tubos a las 24 horas. Si son negatives, leer otra vez a los 5 y a los 10 dias. Comparar el color del liquido con el 
de los tubos control. 

VI. Resultados 

El resultado se considera positive cuando el Ifquido, no las celulas, vira de un naranja palido al rosa o rojo. En general, M. kansasii 
se toma positive dentro de las 24 horas. Leer nuevamente a los 3, 5 y 10 a 12 dias. Anotar los resultados y descartar los positives. 
Descartar todos los tubos a los 12 dfas. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Mantener el reactivo para hidrolisis del Tween en la oscuridad. No almacenar ni incubar los tubos a la luz. El color rojo de una reac- 
cion positiva no se debe a un cambio de pH, sino a la liberacion de rojo neutro. 

VIII. Bibliografia 

Lutz B. Tween-80 hydrolysis. En; Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook, Mycobacteriology Section. 

Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Kilbum JO, et al. Preparation of a stable mycobacterial Tween hydrolysis test substrate. App Microbiol 1973:26:826. 

Wayne LG, Doubek JR, Russell RL. Classification and identification of mycobacteria: I Tests employing Tween-80 as substrate. Am 
Rev Respir Dis 1964;90:588-597. 


Protocolo 19-16 


UREA.SA: MICOBACTERIAS 

I. Principio 

La ureasa es una enzima que tienen muchas especies de Mycobacterium, que puede hidrolizar la urea para formar amoniaco y dioxido 
de carbono. El amoniaco reacciona en solucidn para formar carbonato de amonio, lo que produce alcalinizacion y aumento de pH del 
medio. 

II. Muestra 

A. Tipo de muestra 

Colonia madura de la especie de Mycobacterium desconocida, aislada en materiales clmicos y desarrollada en agar inclinado (pico 
de flauta) en medio de Lowenstein-Jensen. 

III. Materiales 
A. Equipo 

1. Gabinete de seguridad biologica. 

2. Esiufa de incubacion a 37 °C. 
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Protocolo 19-16 


Ureas a: micobacterias (cont.) 

B. Medio 

1. Caldo urea 

a. Agregar 10 g de Bacto agar base urea Difco (Detroit. MI) concentrado a 90 mL de agua desionizada esteril. Mezclar bien 
para disolver. 

b. Fraccionar asepticamente en alfcuotas de 3 mL en lubos de ensayo esteriles con tapa de rosea. 

c. Almacenar entre 2 y 8 °C; la duracion es de un mes. 

IV. Control de calidad 

A. Control positivo: M. kansasii American Type Culture Collection (ATCC) 12478. 

B. Control negativo: M. avium/intracelliilare ATCC 13950. 

V. Procedimiento 

1. Sembrar cada tubo de sustrato con una punta de espatula llena de un cultivo en fase de crecimiento activo. Emulsificar por 
completo el cultivo en el caldo. 

2. Incubar a 37 °C durante 5 dlas. 

3. Leer los tubos a los 1, 3 y 5 dias. 

VI. Resultados 

El caiTibio de color del amarillo al rosa fuerte o al rojo indica una reaccion positiva. La ausencia de cambios de color es una reaccion 
negativa. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

Repetir las pruebas que tengan color rosa palido; si la repeticion de la prueba es tambien ±, informar como negativa. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

1. Las pruebas falsas positivas por lo general se deben a una interpreiacion incorrecta de los resultados, a una incubacion mas 
alia de los 5 dias o a la contaminacion de los cultivos de prueba o controles. 

2. Los resultados falsos negatives se deben al uso de un medio incorrecto (alguno utilizado para probar bacterias diferentes de 
los bacilos acido-alcohol resistentes), a un inoculo insuficiente o a que los cultivos son demasiado viejos. 

IX. Bibliografia 

Kent PT. Kubica GP. Public Health Mycobacteriology; A Guide for the Level III Laboratory. Atlanta: Centers for Disease Control, 
1985. Department of Health and Human Services publication 86-21654-6. 

Lutz B. Identification tests for mycobacteria: urease. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook. Washington, 
DC: American Society for Microbiology, 1992. 

Murphy DB. Hawkins JE. Use of urease disks in the identification of mycobacteria. J Clin Microbiol 1975;1:465-468. 


Prot(x:olo 19-17 

SONDAS DE DNA para LA IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS 

I. Principio 

Se comercializa un sistema, AccuProbe Culture Confirmation Tests (GenProbe, Inc., San Diego, CA). para la identificacion de aisla- 
mientos de varias especies de micobacterias (complejo M. tuberculosis, M. avium. M. intracellulare, M. gordonae, complejo M. avium 
y M. kansasii). El sistema se basa en el uso de sondas de DNA complementarias al rRNA especillco de especie. Las celulas micobac- 
terianas se lisan por sonicacion, se matan por calor y se exponen a DNA marcado con un colorante quimioluminiscente. La sonda de 
DNA marcada se combina con el rRNA del microorganismo para fonnar un hibrido estable de DNA-RNA. Un reactivo de seleccion 
“mata” las sehales eniitidas por todo el DNA no unido. La quimioluminisccncia producida por los hibridos DNA-RNA se mide con un 
luminometro. 

II. Muestra 

Puede usarse cualquier cultivo en crecimiento activo de menos de un mes, aislado en un medio liquido o solido (Middlebrook 7H9. 
7H10, 7H11, 7H11 selectivo o Lowenstein-Jensen). 
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Protocolo 19-17 

SoNDAS DE DNA PARA LA identificaci6n de micobacterias {cont.) 

UL Materiales 

A. Reactivos 

Reactivo 

Tubos para lisado 
Reactivo sonda 
Reactivo 1 
Reactivo 2 
Reactivo 3 
Deteccion I 
Deteccion II 

Aumentador ultrasonico 

B. Materiales 

1. Micropipetas (100 pL) 

2. Micropipeteador (300 pL) 

3. Repipeteador (300 pL) 

4. Jeringas para repipeteador 

5. Ansas esteriles de plastico (1 pg) 

C. Equipo 

1. Luminometro (Leader 1, Leader 250 o PAL). 

2. Agitadora vorticial. 

3. Bano de agua o platina caliente, 90 ± 5 °C. 

4. Bano de agua o platina caliente, 60 ± 5 °C. 

IV. Control de calidad 

A. Frecuencia y tolerancia de los controles 

1. Correr un control positivo y uno negative con cada lote de microorganismos por probar. 

2. Si los controles no se encuentran dentro de los limites preestabiecidos, controlar la edad del cultivo (debe ser de menos de 2 
meses), el nivel de agua del sonicador, la calidad del sonicador (observando los patrones de ondas de agua cuando esta encendi- 
do: el agua debe “bailar”) y la temperatura de hibridacion; si fuera necesario, correr un estandar de tritio. 

B. Microorganismos de control 

Sonda por probar 

M. avium 
M. intraceiiuiare 
Complejo M. tuberculosis 
M. gordonae 
Complejo M. avium 
M. kansasii 

V. Procedimiento 

L Agregar una taza de aumentador ultrasonico al agua del sonicador. Desgasificar el agua durante 15 minutos. Prender el bano Maria 
(o platina caliente) a 95 °C y el bano Maria (o platina caliente) a 60 °C. 

2. Agregar 100 mL de reactivo 1 (diluyente de la muestra) y 100 mL de reactivo 2 (diluyente de la sonda) a cada tubo de lisado. 

3. Trabajando en un gabinete de bioseguridad, transferir el volumen de un ansa (1 pL) del microorganismo en estudio. Frotar el ansa 
contra las paredes del tubo para descargar todo el inoculo. 

4. Colocar los tubos de lisado en el sonicador. Asegurarse de que el nivel de agua cubra el contenido de los tubos. No permitir que 
los tubos toquen las paredes del sonicador y accionarlo a temperatura ambiente durante 15 minutos. 


Control 

Positivo 

M. avium American Type Culture Collection (ATCC) 25291 

M. intraceiiuiare ATCC 13950 

M. tuberculosis ATCC 14470 

M. gordonae ATCC 14470 

M. intraceiiuiare ATCC 13950 

M. kansasii ATCC 12478 


Negative 

M. intraceiiuiare ATCC 13950 
M. avium ATCC 25291 
M. avium ATCC 25291 
M. scrofuiaceum ATCC 19073 
M. gordonae ATCC 14470 
M. tuberculosis ATCC 25177 


Descripcion 

Temperatura de almacenamlento (°C) 

Buffer y perlas de vidrio Itofilizados 

23-25 

DNA especie-especifico liofilizado en tubos 

4 

Diluyente de la muestra 

23-25 

Diluyente de la sonda 

23-25 

Reactivo de seleccton 

23-25 

H 2 O 2 en solucion de acido nitrico con NaOH 1 N 

23-25 

en solucion de acido nitrico con NaOH 1 N 

23-25 

Solucion simil detergente para aumentar la sonicacion 

23-25 
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Protocolo 19-17 

SONDAS DE DNA PARA LA IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS (cont.) 

5. Colocar los tubos de lisado en el bano Marfa (o platina caliente) a 95 °C durante 15 minutos. 

6. Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

7. Pipetear 100 inL del lisado muerto dentro del tubo con reactivo de sonda. 

8. Incubar los tubos en bafio Marfa (o platina caliente) a 60 °C durante 15 minutos. 

9. Pipetear 300 mL de reactivo 3 (reactivo de seleccion) en cada lubo. Tapar los tubos, agitar en la agitadora vorticial y colocarlos 
de inmediato otra vez en bano Marfa (o platina caliente) a 60 ®C. Incubar 5 minutos. 

10. Preparar el luminometro para usar haciendo un ciclo complete de lavado. Para evitar las cargas estaticas y asegurarse de que no 
queden residues por fuera de los tubos, limpiar cada uno con papel tisij hiimedo antes de colocarlo en el luminometro. Leer cada 
tubo y los controles. El luminometro registra unidades relativas de luz (URL). 

VI. Resultados 

A. Un resultado positive es > 30 000 URL. 

B. Las senales menores de 30 000 URL se consideran negativas. 

C. Repetir todas las pruebas con resultados entre 20 000 y 29 999 URL. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

A. Es importante mantener la platina caliente a 60 ± 1 °C ya que la configuracion circular del hfbrido DNA-RNA es sensible a la 
temperatura. 

B. El nivel de agua del sonicador debe ser suficiente para cubrir el buffer de hibridacion, las perlas y el microorganismo. 

C. Otras fuentes de error incluyen la oniision de agitar en agitadora vorticial despues de agregar la mezcla microorganismo-buffer al 
tubo con sonda y despues de agregar el reactivo 3, que inactiva el ester de acridinio no unido al rRNA. 

D. Este metodo se encuentra en evaluacion para utilizarlo con frascos BACTEC. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

A. Este metodo no puede llevarse a cabo directamente sobre muestras clfnicas recien obtenidas; solo se usa para la confirmacion de 
cultivos. 

B. Una pequena cantidad de aislamientos, deterniinados bioqufmicamente como pertenecientes al complejo M. avium, no dan resul¬ 
tados positivos con la sonda para el complejo M. avium. En la actual! dad, la ubicacion taxonomic a de estas cepas es dudosa. 

C. La prueba para confirmacion de un cultivo del complejo M. tuberculosis no diferencia entre M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis 
BCG, M. africanum y M. microti. 

D. La confirmacion de un cultivo del complejo M. avium no diferencia entre M. avium y M. intracellulare. 

IX. Bibliograffa 

Gen-Probe. Product Information: AcuProbe Mycobacterium Culture Confirmation Tests. San Diego CA: Gen-Probe, 1990. 

Stockman L. Identification of Mycobacteria in DNA probes. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook. 
Washington DC: American Society for Microbiology, 1992. 
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DeTECCION, IDENTIFICACION Y PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A FARMACOS DE M. TUBERCULOSIS POR METODOS RADIOMETRICOS 

I. Principio 

El metabolismo del f'^C] acido palmftico a '‘CO, por parte de miembros del genero Mycobacterium es un metodo sensible y especifi- 
co para aislar, identificar y probar la sensibilidad de las micobacterias a los farmacos. El ’‘‘CO, se detecta en la camara de ionizacion 
del BACTEC 460 (Becton Dickinson Instruments Systems, Sparks, MD). Debido a la sensibilidad del instrumento para detectar "*CO,, 
la capacidad de hallar desarrollo en presencia de alguno de los diversos agentes antituberculosos incorporados al medio proporciona un 
metodo rapido para determinar la resistencia a los farmacos. Las muestras clfnicas pueden controlarse diariamente en busca de activi- 
dad. El desarrollo se determina por el hallazgo de un aumento de las lecturas de ’'‘CO^ en la camara de ionizacion. 

II. Muestra 

Se utiliza un cultivo positivo sospechoso de ser M. tuberculosis (determinado por la inhibicion del desarrollo en un fiasco de NAP sem- 
brado en paralelo. por observacion de fomiacion de cordones en las tinciones AAR, o por examen de las microcolonias en una placa 
con medio de Middlebrook 7H10), proveniente de un fiasco ampolla de caldo BACTEC 12A que haya alcanzado un fndice de desa¬ 
rrollo de 500 o mas. 
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DETECCI6n, IDENTIFICACION Y PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A FARMACOS DE M. TUBERCULOSIS POR METODOS RADIOMETRICOS {conL) 

III. Materiales 

A. Equipo: Instrumento BACTEC 460 

B. Medios 

1. Frascos para cultivo en caldo BACTEC 12A (dos por cada muestra desconocida). 

2. Frasco ampolla BACTEC NAP. 

3. Frascos para cultivo en caldo BACTEC 12A, cada uno de elios contiene uno de los siguientes farrnacos antituberculosos: 

a. Isoniazida 

b. Estreptomicina 

c. Rifampicina 

d. Etambutol 

IV. Control de calidad 

El control de calidad de los frascos ampolla que contienen antibioticos es realizado por el fabricante antes de su envio. La prtoica 
local determinara si es necesario efectuar un control de calidad de cada lote nuevo de frascos ampolla que contienen antibioticos con 
una cepa de M. tuberculosis que tenga un perfll de resistencia conocido. 

V. Procediiniento 

1. El procedimiento comienza con la deteccion de un frasco ampolla BACTEC 12A positiva que haya alcanzado un mdice de desa- 
rrollo de 100 en el cual se determina la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. 

2. Inocular 1 mL del cultivo en un frasco ampolla que contenga medio 12A mas />nitroacetil-aminohidroxipropiofenona (NAP; 
vease protocolo 19-4). Sembrar tambien 1 mL del cultivo positive en otro frasco ampolla que contenga solo medio 12A. 

3. Si el desarrollo es inhibido despues de 3 a 5 dias de incubacion, el aislamiento es M. tuberculosis o M. bovis; la falta de inhi- 
bicion del desarrollo indica que el microorganismo es una especie de Mycobacterium diferente de M. tuberculosis, caso en el 
cual no puede realizarse la prueba de sensibilidad BACTEC. 

4. Si el desarrollo es inhibido en el frasco NAP, observar el mdice de desarrollo en el frasco ampolla con medio 12A sin NAP que 
se ha sembrado en paralelo. Cuando el mdice de desarrollo llega a 500, la concentracion es suficiente para realizar estudios de 
sensibilidad a antimicobacterianos en la cepa desconocida de M. tuberculosis. 

5. Sembrar 0,1 mL del cultivo positive en cada uno de los frascos ampolla que contienen farrnacos provistos por el fabricante ten 
la actualidad, isoniazida, estreptomicina, rifampicina y etambutol) y con cepas control representativas. 

6. A1 mismo tieinpo, sembrar otro frasco ampolla de medio 12A sin farmacos con 0,1 mL de una dilucion 1:100 del cultivo posi¬ 
tive utilizado para sembrar los frascos ampolla con farmacos. Esto equivaladra a un desarrollo del 1 % en el metodo proporcio- 
nal para prueba de sensibilidad a los farmacos. 

7. Incubar los fascos ampolla y leerlos diariamente hasta que el mdice de desarrollo en el frasco ampolla control alcance 30. En 
ese momento, registrar el mdice de desarrollo de los frascos ampolla que contienen farmacos. 

VI. Resultados 

A. Interpretacion 

Si el aumento del mdice de desctrrollo en el medio que contiene farmacos es mayor que el cambio de indice de desarrollo del con¬ 
trol (30 o mas), la cepa de M. tuberculosis esta creciendo en presencia de ese farmaco y se considera resistente. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

La concentracion final de fannaco en cada uno de los frascos ampolla es ei 90% de la concentracion nominal, debido al factor de dilu¬ 
cion (2 mL de medio mas 0,1 mL de solucion de farmaco mas 0,1 mL de inoculo = 2,2 mL). 

VIIL Bibliografia 

Damato JJ, Collins MT, Rothlauf MV, et al. Detection of mycobacteria by radiometric and standard plate procedures. J Clin Microbiol 
1983;17:1066-1073. 

Gross WM, Hawkins JE. Radiometric selective inhibition tests for differentiation of Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium 
bovis and other mycobacteria. J Clin Microbiol 1985:21:565-568. 

Morgan MA, Horstmeier CD, DeYoung DR. Comparison of a radiometric method (BACTEC) and conventional culture media for 
recovery of mycobacteria from smear-negative specimens. J Clin Microbiol 1983;18:384-388. 

Roberts GD, Goodman NL, Heifets L, et al. Evaluation of the radiometric method for recovery of mycobacteria and drug susceptibi¬ 
lity testing of Mycobacterium tuberculosis from acid-fast smear positive specimens. J Clin Pathol 1983;18:689-696. 
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Protocolo 20-1 

Microscopia en campo oscuro de lesiones genitales 

I. Principio 

La deteccion de espiroquetas en campo oscuro perraite el diagnostico presuntivo de sifilis durante el periodo primario, antes de que se 
desarrollen los anticuerpos. Existen pocas espiroquetas contaminantes en los genitales, de modo que la deteccion de espiroquetas de mor- 
fologia compatible con Treponema pallidum subespecie pallidum representa un diagnostico firme. La prevalencia de espiroquetas en la 
cavidad bucal impone mayor precaucion. Lo mejor es no realizar la prueba en la cavidad bucal: si se ven espiroquetas, su identidad debe 
establecerse por metodos inmunologicos especiTicos. 

II. Equipos y reactivos 

Microscopio de luz transmitida y un condensador de campo oscuro. Utilizar un objetivo lOx para enfocar la muestra y centrar el con- 
densador de campo oscuro. Usar un objetivo 40x o 63x piira examinar la muestra. La identificacion final se hace con un objetivo lOOx. 
Portaobjetos, de 26 mm x 76 mm. Su espesor debe concordar con lo recomendado en el manual del microscopio. 

Cubreobjetos # 1, de 22 mm x 22 mm. 

Aceite de inmersion no secante, Cargille® tipo A o similar. 

Papei y liquido de limpieza para lentes. 

Palillos de madera. 

Solucion fisiologica esteril. 

Desinfectante, como yodo o alcohol al 70%. 

III. Control de calidad 

Para regular el condensador de campo oscuro puede usarse como control un raspado de mucosa gingival. 

IV. Procedi miento 

A. Ohtencion de la muestra 

1. General 

a. Eliminar toda escara o costra que cubra la lesion. 

b. Elimimu' el exudado con una gasa o esponja. 

c. Si es necesario, oprimir la base de la lesion o aplicar una ventosa para producir la acumulacion de liquido tisular en la super- 
ficie de la ulcera. 

d. Hacer un frotis con un ansa esteril. 

e. Colocar un cubreobjetos sobre la muestra y presionar para eliminar las burbujas de aire. 

f. Examinar de inmediato. 

2. Lesiones papuloescamosas secas de piel 

a. Eliminar con suavidad la capa superficial de piel, tratando de evitar el sangrado. 

b. Comprimir la lesion en caso de que aparezca muy poca cantidad de liquido. 

c. Tocar con un portaobjetos la lesion o transferir una pequena cantidad de liquido a un portaobjetos, por medio de un ansa de 
bacteriologfa. 

d. Como alternativa, puede inyectarse una pequena cantidad de solucion fisiologica dentro de la lesion, aspiraria de nuevo y colo- 
carla sobre el portaobjetos. 

e. Colocar un cubreobjetos y examinar de inmediato. 

3. Lesiones vaginales y de cuello uterino 

a. Eliminar todo exudado cervical o vaginal bajo observacion con un especulo. 

b. Obtener exudado seroso con un ansa bacieriologica. 

c. Si es necesario, el exudado seroso puede producirse comprimiendo la lesion con una pinza de Kelly. 

d. Hacer los preparados como se describio antes. 

4. Placas en mucosas 

a. Utilizando un ansa esteril, recoger parte del moco y colocarlo sobre un portaobjetos. 

b. Colocar un cubreobjetos y examinar de inmediato. 

V. Observacion de la muestra 

Preparar el microscopio de campo oscuro antes de recoger la muestra. 

Recorrer en forma sistematica el preparado usando un objetivo 40x a 63x. 

Cuando se encuentre una estructura sospechosa, examinar con aumento lOOx. 

Una vez finalizada la observacion, descartar el preparado en desinfectante. 

Caracteristicas de T pallidum y de la especie genital saprofita, T refringens. 
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MICROSCOPIA EN CAMPO OSCURO DE LESIONES GENITALES {cont.) 


Caracten'stica 

Morfologfa 

T paliidum 

T. refringens 

Forma 

Delicado tirabuzon 

Espiras flojas, gruesas 

Longitud 

6-14 pm 

8-20 pm 

Ancho 

0,25-0,3 pm 

0,4-0,75 pm 

Separacion entre espiras 
Motilidad 

Aproximadamente 1-1,5 pm 


Traslacion 

Movimiento lento, deliberado, hacia 
adelante y atras 

Movimiento rapido, contorsivo 

Rotacion 

Rotacion lenta a rapida (tirabuzon); 
puede rotar en el mismo sitio 

Rotacion activa en serpentina 

Flexion 

Rotacion acompahada por acodaduras 
y ftexiones suaves 

Acodaduras n'gidas en la porcion media 
del microorganismo 

Flexion marcada 

Distorsion 

Resultados 

Puede verse como un anitlo o adherido 
a cetulas 

Ninguna destacable 


A. Interpretacion 

Puede haber resultados falsos positives si no se confirman las espiroquetas bucales o si se interpreta erroneamente la motilidad 
de las espiroquetas genitales. 

Unos pocos eritrocitos en el preparado son mdice de que se ha obtenido exudado, pero la muestra no debe ser sanguinolenta. 
Deben eliminarse con cuidado las burbujas de aire. 

Pueden obtenerse resultados falsos negatives si se obtiene insuficiente cantidad de exudado, si ha transcurrido mucho tiempo entre 
la toma de la muestra y la observacion, si la lesion es tardia o si el paciente ha side tratado con farmacos antitreponemicos. 
VII. Bibliografia 

Larson SA. Hunter EF, Kraus SJ, eds. Manual of Tests for Syphilis, 8“ ed. Washington, DC: American Public Health Association, 
1990. 
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Prueba serica en portaobjetos del Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) 

I. Principio 

La prueba VDRL en portaobjetos es la prueba no treponemica de referencia para sifilis. Es la unica prueba amphamenie reconocida 
para el diagnostico de neurosiTilis. 

La VDRL es una prueba no treponemica de microtloculacion. Utiliza un antigeno que contiene cardiolipina, lecitina y colestcrol. El 
antigeno forma grumos microscopicos cuando se mezcla con anticuerpos dirigidos contra el complejo cardiolipina. 

II. Equipos y reactivos 
A. Equipo 

1. Agujas no descartables sin bisel. 

a. Para probar suero: calibre 18. 

2. Frascos: redondos, de 30 mL, de boca estrecha, de 35 mm de diametro, con tapones de vidrio o similar y fondo interior de super- 
fid e plana (Corning Glass Works, Coming, NY, catalogo LG-1 MW-90530). 

3. Dispositive de seguridad para pipetear con pumas descartables, que descargue 50 pL. 

4. Pipetas serologicas, graduadas hasta la punta: 

a. de 1 mL, graduadas en 1/100 mL. 

b. de 5 mL, graduadas en 1/10 mL. 

c. de 10 mL, graduadas en 1/10 mL. 
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Prueba serica en portaobjetos del Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) icont.) 

5. Portaobjetos 

a. Para probar suero: de 25 x 75 mm, con 12 anillos de parafina o ceramica de alrededor de 14 mm de diametro flos anillos 
deben ser lo suficientemente altos como para evitar derrames durante la rotacion). 

b. 12 concavidades de 16 mm de ditoetro y 1,75 mm de profundidad. 

6. Soporte para portaobjetos de 25 x 75 mm. 

7. Molde para anillos de parafina si no se utilizan anillos de ceramica. 

8. Piaca rotatoria mecanica regulable a 180 ± 2 rpm, que describa un circulo de 19 mm de diametro en el piano horizontal. 

9. Recipientes para residuos o desinfectantes, guantes de latex, descartables. 

10. Cubiertas humectantes (en climas sec os). 

B. Reactivos 

1. Antfgeno VDRL: conservar en la oscuridad a temperatura ambiente o en frigorifico. Descartar los frascos que contengan preci- 
pitado. 

2. Solucion salina tamponada (amortiguada) VDRL, pH 6 ± 0,1 (NaCl ai 1%) (adquirida o preparada). 

3. Muestras de suero control: reactivo (R), reactivo debil (D), no reactive (N). 

4. Solucion fisiologica al 0,9%. 

5. Solucion fisiologica al 10%. 

HI. Procedimientos para las pruebas serologicas 

A. Preparacion de la suspension antigenica 

1. Preparar una nueva suspensidn de antigeno VDRL todos los dias. La temperatura de los reactivos debe ser de 23 a 29 °C. 

2. Pipetear 0,4 mL de solucion salina tamponada VDRL en el fondo de un frasco redondo de 30 mL con tapon de vidrio y con fondo 
intemo de superficie plana. 

3. Agregar 0,5 mL de antigeno VDRL directamente a la solucion fisiologica mientras se hace girar el frasco en forma continua, 

pero con suavidad, sobre una superficie plana. Agregar el antigeno gota a gota, a una velocidad aproximada de 6 segundos para 

cada 0,5 mL de antigeno. Mantener la punta de la pipeta en el tercio superior del frasco y no salpicar solucion fisiologica sobre 
la punta de la pipeta. La velocidad adecuada de rotacion se obtiene cuando el centre del frasco describe una circunferencia de 5 
cm de diametro, aproximadamente tres veces por segundo. 

4. Expulsar la ultima gota de antigeno de la pipeta sin que esta toque la solucion fisiologica. Continuar girando el frasco durante 
10 segundos. 

5. Con una pipeta de 5 mL, agregar 4,1 mL de solucion salina tamponada. 

6. Tapar el frasco y agitar invirtiendolo alrededor de 30 veces en 10 segundos. La suspension de antigeno debe utilizarse dentro de 
las 8 horas de su preparacion. 

7. Mezclar la suspension por agitacion suave cada vez que se utilice. No mezclar aspirando y expeliendo con jeringa y aguja. 

B. Comprobacion de la precision de la aguja distribuidora de la suspension de antigeno 

1. La precision de la prueba depende de la cantidad de antigeno utilizada. Controlar periodicamente la precision de la aguja cali- 
brada. 

2. Para las pruebas cualitativas y cuantitativas en suero, distribuir la suspension de antigeno por medio de una jeringa con aguja 
calibre 18 sin bisel, que distribuya 60 ± 2 gotas de suspension de antigeno por mililitro (17 jUiL/gota) cuando se mantiene en posi- 
cion vertical. 

3. Colocar la aguja en una jeringa de 2 mL o en una pipeta de 1 mL y llenar la jeringa o la pipeta con suspension de antigeno VDRL. 
Manteniendo la jeringa o la pipeta en posicion vertical, contar la cantidad de gotas contenidas en 0,5 mL. La aguja esta correc- 
tamente calibrada si produce 30 ± 1 gota cada 0,5 mL. Corregir o reemplazar la aguja si no cumple con estas especificaciones. 

C. Prueba y almacenamiento de la suspension de antigeno VDRL 

1. Preparar una nueva suspension de antigeno todos los dias. Almacenarla a temperatura ambiente, entre 23 y 29 °C. 

2. Probar la suspension de antigeno con los sueros control reactivo, debilmente reactivo y no reactivo. 

3. Utilizar solo las suspensiones de antigeno que reproducen el patron de reactividad establecido para los controles. 

4. Despues de terminar las pruebas del dia, desechar la suspension de antigeno y limpiar la aguja y la jeringa de distribucion por 
lavado con agua. alcohol y acetona, en ese orden. Sacar la aguja de la jeringa despues de la limpieza. 

D. Preparacion y conservacion de las muestras 

1. Observar las medidas de seguridad recomendadas para la manipulacion de sueros humanos. 

2. Centrifugar la sangre coagulada a temperatura ambiente entre 1 500 y 2 000 rpm durante 5 minutos para sedimentar los ele- 
mentos celulares. 

3. Transferir el suero a un tubo de ensayo limpio y seco y calentar a 56 °C en bano Marfa durante 30 minutos. 
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Prueba serica en portaobjetos del Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) icont.) 

4, Volver a centrifugar toda muestra que contenga detritos despues de la inactivacion por calor. 

5, Si la prueba se demora mas de 4 boras, cafentar nuevamente el suero a 56 °C durante 10 minutos. 

6, Las muestras deben estar a temperatura ambiente (23 a 29 en el momento de la prueba. 

E. Realizacion de la prueba cualitativa en suero 

L Una vez que todos los reactivos alcaiizan la temperatura ambiente. poner 50 pL de suero dentro de un aniilo de parafina o cera- 
mica colocado sobre un portaobjetos, utilizando un dispositive de seguridad para pipetear. No usar portaobjetos con concavida- 
des, cubetas o pocillos de vidrio. 

2. Resuspender suavemente la suspension de antigeno VDRL. 

3. Manteniendo la jeringa y la aguja de distribucidn de antigeno VDRL en posicion vertical, dejar saiir varias gotas para eliminar 
el aire de la aguja. Luego agregar exactamente una gota producida por caida libre (17 pL) de suspension de antigeno dentro de 
cada circulo que contenga suero. 

4. Colocar el portaobjetos sobre la placa rotatoria mecanica. Rotar durante 4 minutos a 180 ± 2 rpm. En climas secos, cubrir el por¬ 
taobjetos con una cubierta humectante durante la rotacion. 

5. Inmediatamente despues de terminada la rotacion, sacar el portaobjetos de la placa y leer los resultados de la prueba en micros¬ 
copic, utilizando un ocular lOx y un objetivo lOx. 

6. Informar los resultados de la siguiente forma: 

LECTURA INFORME 

Grumos grandes o medianos Reactivo (R) 

Grumos pequenos Reactivo debil (D) 

Ausencia de grumos o ligera irregularidad No reactivo (N) 

7. Probar en forma cuantitativa hasta punto final todas las muestras que tengan resultado reactivo, reactivo debil o no reactivo “con 
rugosidades” en la prueba cualitativa. 

F. Realizacion de la prueba cuantitativa en suero 

1. Cuantiticar las muestras de suero hasta titulo final Pueden hacerse pruebas cuantitativas hasta dilucion 1:8 de tres muestras en 
un solo portaobjetos. 

2. Colocar 50 pL de solucion fisiologica al 0,9% en circulos numerados del 2 al 4, sin distribuir la solucidn fisiologica. 

3. Utilizando un dispositivo de seguridad para pipetear, colocar 50 pL de suero en el circulo 1 y en el circulo 2. 

4. Mezclar la solucion fisiologica y el suero del circulo 2, aspirando y expulsando la solucion con la pipeta de seguridad ocho veces. 
Evitar la formacion de burbujas. 

5. Transferir 50 pL del circulo 2 (1:2) al circulo 3 y mezclar. 

6. Transferir 50 pL del circulo 3 al circulo 4 y mezclar. Descartar los ultiraos 50 pL. 

7. Resupender con suavidad la suspension de antigeno VDRL. 

8. Manteniendo la jeringa y la aguja de distribucion de antigeno VDRL en posicion vertical descartar varias gotas para eliminar el 
aire de la aguja. Luego, agregar exactamente 1 gota producida por caida libre (17 pL) de suspension de antigeno a cada circulo. 

9. Colocar el portaobjetos en la placa rotatoria mecanica. Rotar durante 4 minutos a 180 ± 2 rpm. En climas secos, agregar una 
cubierta humectante. 

10. Inmediatamente despues de terminada la rotacion, leer los resultados de la prueba en microscopic, utilizando un ocular lOx y un 
objetivo lOx. 

11. Si la dilucion mas alta probada (1:8) es reactiva, proceder de la siguiente forma: 

a. Preparar una dilucion 1 ;8 de la muestra por probar. Agregar 0,1 mL de suero a 0,7 mL de solucion fisiologica al 0,9% y mez¬ 
clar por complete. 

b. Colocar 50 pL de solucion fisiologica al 0,9% en el segundo, tercero y cuarto aniilo de parafina de una hilera del portaobje¬ 
tos. Preparar diluciones seriadas adicionales para muestras fuertemente reactivas. 

c. Agregar 50 pL de la dilucion 1:8 de la muestra por probar a los anillos de parafina 1 y 2. 

12. Informar los titulos en terminos de la mayor dilucion que presenta resultado reactivo (no reaccion debil): 

DILUCIONES DE SUERO INFORME 


No diluido 

1:2 

1:4 

1:8 

1:16 

1:32 


R 

W 

N 

N 

N 

N 

Reactivo, sin diluir, 1 dit 

R 

R 

W 

N 

N 

N 

Reactivo, dilucion 1:2. 2 dils 

R 

R 

R 

W 

N 

N 

Reactivo, dilucion 1:4, 4 dils 

W 

W 

R 

R 

W 

N 

Reactivo, dilucion 1:8, 8 dils 

N (rugoso) 

W 

R 

R 

R 

N 

Reactivo, dilucion 1:16,16 dils 

W 

N 

N 

N 

N 

N 

Debilmente reactivo, sin diluir, 0 dil 
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PrUEBA SERICA EN PORTAOBJETOS DEL VENEREAL DISEASE RESEARCH LABORATORY (VDRL) icont.) 

IV Resultados 

A. Interpretacidn 

1. La reaccion VDRL es una ayuda para el diagnostico de sifilis. Una reaccion positiva puede indicar infeccion pasada o presence. 
Los resultados falsos positives se deben a errores del laboratorio, a infecciones por otros treponemas o a la presencia de anti- 
cuerpos no relaeionados con la infeccion trepon^mica. El valor pronostico de una prueba VDRL positiva aumenta cuando se 
combina con una prueba treponemica reactiva, como la prueba de absorcion de anticuerpos treponemicos fluorescences (vease 
protocolo 20-4j o la prueba de microhemaglutinacion. 

2. Un resultado no reactivo puede indicar ausencia de infeccion, infeccion bien tratada o infeccidn en el pasado lejano. Puede obte- 
nerse un resultado no reactivo durante el periodo de incubacion o en la sifilis primaria temprana. Se observan fenomenos de zona, 
en especial en presencia de tiCulos altos, en la siTilis secundaria. Los sueros deben diluirse si se obtienen resultados rugosos o si 
la infomiacion clmica indica la probabilidad de que exista sifilis. 

3. Un aumento de cuatro veces en el titulo puede indicar reinfeccion o fracaso del tratamiento. Un descenso de cuatro veces en el 
titulo en la sifilis temprana por io general indica un tratamiento adecuado. 

4. Todos los sueros deben titularse hasta punto final. Pueden encontrarse tftulos desusadamente altos en algunos pacientes con 
infeccion simultanea por el virus de la inmunodeficiencia Humana tipo 1. En algunos pacientes con linfomas pueden encontrar¬ 
se titulos falsos positivos muy altos. 

V. Puentes de error 

1. Si la temperatura del suero, del ambiente de la prueba o de los reactivos es menor de 23 °C, la reactividad disminuye. Si la tem- 
peratura de cualquiera de ellos es mayor de 29 la reactividad aumenta. 

2. Si se utilizan sueros hemolizados, contaminados o extremadamente turbios, los resultados de la reaccion son impredecibles. 

3. La reactividad es impredecible si los reactivos estan vencidos, la prueba se realiza en forma incorrecta o no se siguen estricta- 
mente los procedimientos. La aspiracion y la expulsion repetidas del antigeno VDRL con la jeringa y aguja pueden hacer que el 
antigeno pierda reactividad. 

VI. Limitaciones de la prueba 

1. El fenomeno de zona descrito puede producir resultados falsos negativos en sueros de titulo alto. 

2. La suspension de antigeno VDRL debe prepararse a diario. 

3. La prueba VDRL en liquido cefalorraquideo (LCR) debe realizarse solo si la prueba en suero es reactiva. 

4. Para la prueba VDRL no puede utilizarse plasma. 

5. Se observan resultados biologicos falsos positivos con los antigenos de la cardiolipina, en especial en muestras provenientes de 
drogadictos. de pacientes con enfermedades como lupus eritematoso, mononucleosis, paludismo, lepra o neumoma viral, o de los 
que ban sido recientemente vacunados. 

6. Nota: la prueba VDRL en portaobjetos para LCR es similar a la que se hace con suero, pero existen importantes diferencias meto- 
dologicas (vease bibliografia). En el caso del LCR, los resultados solo se informan como reactivo o no reactivo. 

VII. Bibliografia 

Larson SA, Hunter EF, Kraus SJ, eds. Manual of Tests for Syphilis, 8^ ed. Washington DC: American Public Health Association, 1990. 


Protocolo 20-3 

Prueba rApida de re agin a plasmatic a (RPR) en tarjeta 
1. Principio 

La RPR (circle) Card Test fue instituida como prueba de deteccion sistematica en los Maryland State Department of Health Laboratories 
el 13 de enero de 1964. Las principales ventajas de la RPR en comparacion con la prueba VDRL son que el suero no necesita ser tra- 
tado con calor, las lecturas son macroscopicas en lugar de microscdpicas, el antigeno es estable y los componentes, desechables. Las 
pruebas pueden llevarse a cabo en forma rapida y economica, lo que hace que la tecnica sea adecuada para operaciones de gran volu- 
men. La sensibilidad y la especificidad de la prueba RPR son iguales a las de la VDRL y otras pruebas serologicas no treponemicas. 

La suspension de antigeno RPR es un antigeno de cardiolipina que contiene carbon y detecta “reagina”, sustancia similar a un anti- 
cuerpo, presente en el plasma y el suero de las personas con sifilis o con exposicion previa al treponema. Cuando una muestra contie¬ 
ne anticuerpos especiTicos, se produce floculacion con coaglutinacion de las particulas de carbon del antigeno RPR en tarjeta. que se 
ve como grumos negros contra el fondo bianco de la tarjeta recubierta con plastico. Esta coaglutinacion puede leerse a simple vista; las 
muestras no reactivas tienen un color gris claro lechoso uniforme. 


1458 Protocolos 


Protocolo 20-3 

PRUEBA RAPIDA DE REAGINA PLASMATICA (RPR) EN TARJETA icont.) 

IL Equipos, materiales y reactivos 

1. Aguja calibre 20 descartable, sin bisei, tratada con siliconas. 

2. Frasco de plastico para distribuir antigeno. de 3,89 g. 

3. Tarjetas RPR recubieitas de plastico con diez circulos, de aproximadamente 18 mm de diametro cada uno. 

4. Dispositivos plasticos desechables (Dispenstir®), para distribucion-agitacion, que libera 50 pL. 

5. Placa rotatoria mecanica, de velocidad fija o regulable a 100 ± 2 rpm, que describa un circulo de 1,8 cm de diametro en el piano 
horizontal. 

6. Cubierta humectante para la placa rotatoria. 

7. Lampara incandescente de alta intensidad. 

8. Dispositive de seguridad para pipetear, con puntas descartables de 50 pL. 

9. Recipientes para residues y desinfectantes. 

10. Guantes de latex desechables. anteojos de seguridad y ropa protectora. 

11. Suspension de antigeno RPR (una variante del antigeno para VDRL): combinacion estabilizada de cardiolipina at 0,003%, leci- 
tina al 0,020-0,022%, colesterol al 0,09%, cloruro de colina al 10%, EDTA 0,0125M, carbon al 0,1875%, Na^HPO^ 0,1 M, 
KH,PO_^ 0,01 M, timerosal al 0,1% y agua destilada. 

12. Muestras de suero control: sueros liofilizados sobre una tarjeta reactive (R), de reaccion minima (MR) y no reactive (N). 

13. Solucion fisioiogica al 0,9% como diluyente. 

III. Procedimientos 

A. Comprobacion de la precision de la aguja para antigeno 

1. Controlar periodicamente la aguja calibrada para asegurarse de que libera 60 ± 2 gotas/mL (17 pL). La precision de la prueba 
depende de la cantidad de antigeno que se utiliza. 

2. Consultar el procedimiento de calibracion de agujas para la prueba VDRL (vease protocolo 20-2). 

B. Control y almacenamiento de la suspension de antigeno 

1. Conservar las ampollas de antigeno entre 2 y 8 °C. No almacenar bajo luz solar directa, por encima de 29 ®C, ni congelar. El antf- 
geno de una ampolla abierta es estable hasta 12 meses. 

2. Fijar el mandril de la aguja a la pieza correspondiente del frascco plastico para distribucion. Abrir la ampolla, despues de agitarla 
para resuspender las particulas. Oprimir el frasco plastico para colapsarlo, insertar la aguja en la ampolla y aspirar toda la sus¬ 
pension de antigeno con el frasco de distribucion. Agitar con suavidad el frasco antes de colocar cada serie de gotas de antigeno. 

3. Probar cada lote de suspension de antigeno junto con un antigeno de reactividad estandar conocida antes de ponerlo en uso. 

4. Con cada serie de determinaciones, coraprobar la reactividad del antigeno con tarjetas control o con sueros de reactividad cono¬ 
cida. Utilizar solo suspensiones que produzcan la reactividad adecuada. 

5. Despues de terminar el trabajo del dfa, sacar la aguja del frasco de distribucion. lavarla con agua destilada y secar al aire. No fro- 
tar la aguja con elementos absorbentes (puede eliminarse la cubierta de siliconas). 

C. Preparacion y conservacion de las muestras 

1. Para las pruebas puede utilizarse suero o plasma. El plasma se obtiene recolectando sangre en un tubo que contenga EDTA como 
anticoagulante. 

2. No probar muestras que esten macroscopicamente contaminadas, hemolizadas en exceso o quilosas. 

D. Realizacion de la prueba cualitativa 

1. Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (23 a 29 ”C) antes de realizar la prueba. 

2. Colocar 50 pL de suero o plasma en uno de los circulos de 18 mm de la tarjeta de prueba RPR, por medio de un Dispenstir o un 
dispositive de seguridad para pipetear. 

3. Con el Dispenstir invertido (el extreme cerrado) o con un palillo de madera piano, distribuir el suero o plasma para que cubra la 
totalidad del circulo, pero sin sobrepasar sus limites. 

4. Agitar con suavidad el frasco de distribucion para resuspender las particulas, 

5. Manteniendo el frasco y la aguja en posicion vertical, descartar varias gotas para eliminar el aire de la aguja. A continuacion, 
agregar exactamente 1 gota producida por caida libre (17 pL) de suspension de antigeno a cada circulo que contenga suero o 
plasma. No mezclar el antigeno con el suero o plasma. 

6. Colocar la tarjeta en la placa rotatoria mecanica bajo una cubierta humectante. Rotar la tarjeta durante 8 minutos a 100 ± 2 rpm. 

7. Sacar inmediatamente la tarjeta de la placa, Inclinarla y rotarla con suavidad con la mano, como ayuda para distinguir los resul- 
tados no reactivos de los de reaccion minima. Leer las reacciones de la prueba mientras todavia estan humedas, utilizando una 
luz incandescente de alta intensidad, sin emplear aumento. 
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8. Inforniar los resultados de la siguiente forma: 

LECTURA INFORME 

Formacion caracten'stica de grumos, de marcada e intensa (reactive) 
a leve pero bien definida (reactividad minima) Reactive (R) 

Irregularidad leve e ausencia de grumes Ne reactive (N) 

9. Realizar la prueba cuantitativa en las muestras que tengan cualquier grado de reactividad o “rugosidad”. 

IV. Realizacion de la prueba cuantitativa 

1. Cuantificar a punto final todas las muestras de suero con resultados reactivos o no reactivos rugosos en la prueba cualitativa. 
Probar cada muestra sin diluir (1:1) y en diluciones 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16. 

2. Colocar 50 pL de solucion fisiologica en circulos numerados del 2 al 5. No distribuir la solucion fisiologica. 

3. Utilizando un dispositive de seguridad para pipetear, colocar 50 pL de suero en el circulo 1 y 50 pL de suero en el circulo 2. 
Mezclar la solucion fisioldgica y el suero aspirando y expulsando la mezcla ocho veces con la pipeta de seguridad. Evitar la for¬ 
macion de burbujas. 

4. Transferir 50 pL del circulo 2 (1:2) al circulo 3 y mezclar. 

5. Transferir 50 pL del circulo 3 (1:4) al circulo 4 y mezclar. 

6. Transferir 50 pL del circulo 4(1:8) al circulo 5 (1:16) y mezclar. Descartar los liltimos 50 pL. 

7. Utilizando el extreme ancho de un Dispenstir limpio, distribuir la dilucion de suero hasta cubrir toda la superficie del circulo 5, 
la dilucion mas alta (1:16). Con el mismo Dispenstir, hacer lo mismo con los circulos 4 (1:8), 3 (1:4), 2 (1:2) y I (sin diluir). 

8. Agitar con suavidad el frasco de distribucion para resuspender las particulas. 

9. Manteniendo el frasco y la aguja en posicion vertical, descartar una o dos gotas para eliminor el aire de la aguja. A continuacion, 
agregar exactamente 1 gota producida en forma espontanea (17 pL) de suspension de antigeno a cada circulo. No mezclar. 

10. Colocar la taijeta en la placa rotatoria mecanica bajo una cubierta humectante y rotar la tarjeta durante 8 minutes a 100 ± 2 rpm. 

11. Sacar de inmediato la tarjeta de la placa; inclinar y rotar con suavidad la tarjeta con la mano (tres o cuatro movimientos de ida 

y vuelta), como ayuda para distinguir los resultados no reactivos de los de reaccion minima. Leer los resultados mientras la prue¬ 
ba todavia esta humeda, sin utilizar aumento. usando una luz incandescente intensa. 

12. Informar los resultados en terminos de la mayor dilucion que sea reactiva, incluidos los resultados minimamente reactivos de la 
siguiente forma: 

DILUCIONES DE SUERO INFORME 

Nodiluido 1:2 1:4 1:8 1:16 

RM N N N N Reactivo, sin diluir 

R R R N N Reactivo, dilucion 1:4 

R R R RM N Reactivo, dilucion 1:8 

R, Reactivo; RM, Reactividad minima; N, No reactivo 

Nota: informar los resultados como reactivo o no reactivo; no informar reactividad minima 
con la prueba RPR en tarjeta. 

V. Resultados 

A. Interpretacioii 

1. Los medicos deben combinar los resultados de esta prueba con la informacion clmica y epidemiologica. El valor pronostico de 
una prueba RPR positiva aumenta si la muestra tambien es positiva en una prueba treponemica especifica, como la prueba 
de absorcion de anticuerpos treponemicos fluorescentes (FTA-ABS). 

2. Una prueba reactiva indica infeccion actual o pasada inadecuadamente tratadas, o una reaccion falsa positiva. La reacciones fal- 
sas positivas por razones tecnicas pueden detectarse porque cuando se repite la prueba los resultados son negativos. Las reac¬ 
ciones falsas positivas por razones biologicas se detectan mediante una prueba treponemica especiTica negativa. como la prueba 
FTA-ABS. 

3. Una prueba negativa en ausencia de smtomas clinicos puede indicar ausencia de infeccion o una infeccion pasada tratada de 
forma adecuada. Tambien puede haber reacciones negativas durante el periodo de incubacion antes de que se manifiesten los pri- 
meros smtomas. Puede haber pruebas negativas en presencia de smtomas clmicos en los primeros estadios de la sifilis primaria, 
como manifestacion de un fenomeno de zona en la siTilis secundaria u, ocasionalmente, en la siTilis terciaria. 
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4. Cuando se reaJiza una prueba RPR en pacientes con siTilis, un aumento de cuatro veces en los titulos puede indicar infeccion 
activa, reinfeccion o fracaso del tratamiento. Un descenso de cuatro veces en los titulos por lo general senala un tratamiento 
antisifilitico adecuado. 

5. Todas las pruebas RPR cualitativas reaclivas deben titularse hasta punto final e informarse el titulo de punto final. Pueden 
encontrarse titulos muy altos de RPR en tarjeta en pacientes con infeccion por el HIV. En los pacientes con linfomas pueden 
encontrarse titulos falsos positivos muy altos. 

B. Variaciones aceptables 

1. Preparar una dilucion 1:16 piira cuantificacion adicional, utilizando 50 pL de muestra y 750 pL de solucion fisiologica al 0.9%. 

2. Si despues de la deteccion sistematica parece probable que el suero por titular exceda 1:16, preparar todas las diluciones direc- 
tamente en la tarjeta, utilizando suero no reactivo 1:50 como diluyente, comenzando con ei cfrculo 6 (1:32) y continuando con 
el resto de la tarjeta. 

VI. Puentes de error 

1. Si la temperatura del suero, de los reactivos o del ambiente en el que se realiza la prueba son menores de 23 °C, la reactividad 
disminuye; si es mayor de 29 ”C, la reactividad aumenta. 

2. Si la velocidad de la placa rotatoria es muy baja o muy alta, la mezcla inadecuada del antfgeno con el suero puede dar resulta- 
dos impredecibles. 

3. Si la tarjeta se rota e inclina excesivamente con la mano despues de sacarla de la placa rotatoria, puede haber reacciones falsas 
positivas. 

4. Si la iluminacion produce un reflejo en la tarjeta, los resultados pueden ser confusos. 

5. Si el antigeno esta vencido o no se ha probado su reactividad, los resultados pueden ser impredecibles. 

6. Si el suero se distribuye de manera no uniforme dentro del cfrculo, el antfgeno y el anticuerpo pueden no mezclarse adecua- 
damente. 

7. Si .se utilizan muestras de suero o plasma hemolizadas, contaminadas o recolectadas en forma inadecuada, la reaccion puede 
quedar enmascarada. 

8. Las muestras de plasma almacenadas a - 20 °C durante mas de una semana son inadecuadas para esta prueba. 

9. Si no se utiliza una cubierta humectante para tapar las tarjetas mientras se someten a rotacion, no se mantendra la humedad 

adecuada y los componentes pueden secarse sobre la tarjeta, lo que producira reacciones falsas positivas. 

VII. Limiiaciones del procedimiento 

1. Las pruebas RPR en tarjeta no pueden utilizarse con Ifquido cefalorraqufdeo. 

2. A veces puede encontrarse un fenomeno de prozona. En estas reacciones, hay inhibicion parcial o total de la reactividad en el 

suero sin diluir. El fenomeno de prozona puede ser tan intenso como para que un suero que en la prueba cuantitativa es fuer- 
temente positive, produzca solo una reaccion imprecisa en la prueba cualitativa. Todas las muestras que produzcan cualquier 
grade de rugosidad o reactividad en la prueba cualitativa deben probarse de nuevo con una prueba cuantitativa. 

3. La prueba RPR en tarjeta puede ser reactiva en personas procedentes de zonas en las que el pian, la pinta o la sffilis no vene¬ 

rea scan endemicos. Como regia general, los tftulos residuales de estas enfennedades son menores de 1:8. 

4. En ocasiones, se observan reacciones falsas positivas por razones biologicas, en particular en drogadictos, en personas que tie- 
nen enfennedades como lupus eritematoso. mononucleosis, paludisnio, lepra o neumonfa viral, o en las que han sido vacuna- 
das recientemente. 

5. Los tftulos de las pruebas no treponemicas de las personas que han sido tratadas en los estadios latentes o tardfos de la sffilis 
o que se han reinfectado no disminuyen con tanta rapidez como los de las personas tratadas precozmente durante la infeccion 
primaria. Algunos de estos individuos pueden hacerse “seropersistentes” y conservar su reactividad de por vida. 
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I. Princtpio 

La prueba de absorcion de anticuerpos treponemicos fluorescentes (FTA-ABS) es una tecnica indirecta de anticuerpos fluorescentes 
(vease cap. 3). El suero del paciente, que se ha diluido 1:5 en un absorbente (extracto proveniente de cultivos de Treponema phagade- 
nis, el treponema de Reiter) se coloca en una capa sobre un portaobjetos al que se ha fijado T. pallidum subespecie pallidum. Si el suero 
contiene anticuerpos contra T. pallidum, estos cubriran los treponemas. Cuando se agrega antiglobulina humana marcada con isoiio- 
cionato de fluoresceina (FITC), se unira a los anticuerpos del paciente que se habian fijado a las espiroquetas. La reaccion fluorescen- 
te se visualiza con un microscopio de fluorescencia. 

IL Materiales 

A. Equipo 

Estufa de incubacion de 35 a 37 °C. 

Baho de agua regulable a 56 °C. 

Dispositive de seguridad para pipetas. 

Micropipeteadores graduables de 10 a 200 uL. 

Ansa bacteriologica estandar de platino, de 2 mm, calibre 26. 

Papel absorbente. 

Soporte para portaobjetos con camara humeda y toallas de papel. 

Placas de coloracion, de vidrio o plastico, con soporte para portaobjetos desmontable. 

Portaobjetos de 2,5 x 7,5 cm, con un extreme mate, de 1 mm de espesor, con dos ctrculos grabados, de I cm de diametro interne. 
Cubreobjetos, n‘’ 1, de 2 mm^. 

Tubos de ensayo (12 x 75 mm) y gradillas. 

Recipientes para descartar el material y desinfectantes. 

Guantes de latex descartables, anteojos de seguridad y ropa protectora. 

Microscopio de fluorescencia equipado para microscopia con fluoresceina. 

Agitadora; agitadora vorticial Jr. o equivalente 

B. Reactivos 

1. Comerciales 

a. Antigeno de T. pallidum: una suspension de T. pallidum (cepa Nichols) obtenida en lejido testicular de conejo y lavada con 
solucion saiina tamponada. para eliminar las globulinas de conejo. 

b. Suero anti-IgG humana marcado con FITC. 

c. Absorbente: preparado de cultivos de treponemas de Reiter no patogenos, habitualniente sin el agregado de conservantes. A 
menudo se venden fraccionados en cantidades de 5 mL y liofilizados, aunque tambien se venden en estado liquido. 

d. Suero control reactive: una mezeia de rauestras de suero humano obtenidas de dadores sifiliticos que son reactivos 4+. Se uti- 
lizan para preparar sueros control 4+ y controles minimamente reactivos 1+. El control 1 + muestra el grado mmimo de fluo¬ 
rescencia informado como reactivo y se utiliza como estandar de lectura. 

e. Suero control inespeciTico: una mezcla de sueros obtenida de individuos no sifiliticos. Sin agregado de conservantes. Este 
control muestra una reactividad inespecifica ^ 2+ en una dilucion 1:5 en buffer de fosfatos (PBS) y ca.si no se tine cuando se 
diluye 1:5 en absorbente. 

f. Aceite: aceite de inmersion de baja fluorescencia, no secante, tipo A, Cargille 1248. 

g. Acetona: reactivo grado ACS. 

2. Preparados 

a. PBS, pH 7,2. 

b. Tween 80 (polisorbato 80) al 2% en PBS. Calentar los reactivos en baho Maria a 56 °C. Agregar a 49 inL de PBS esteril 1 
mL de Tween 80, medido desde el extremo de una pipeta, lavando la pipeta con la mezcla. Controlar el pH y llevarlo a 7,2 
con NaOH 1 N. Desechar si se forma un precipitado o el pH cambia. 

c. Medio de montaje: agregar una parte de PBS a 9 partes de glicerina (reactivo proanalisis). 

d. Agua destilada. 

III. Preparacion de los reactivos de la prueba 
A. Antigeno de T pallidum 

1. Rehidratar el antigeno de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los frascos ampolla abiertos, conservados a 2 a 8 °C, son 
estables durante una semana. 

2. Para preparar los portaobjetos, mezclar completamente la suspension del antigeno en una agitadora durante 10 segundos. 
Determinar por microscopia de fondo oscuro que los treponemas esten adecuadamente disperses antes de realizar los frotis para 
la prueba FTA-ABS. 

3. Limpiar los portaobjetos con una gasa iimpia para eliminar las paniculas de polvo. Limpiar los portaobjetos por vibracion soni- 
ca o frotandolos con alcohol si los treponemas no se ven con claridad despues de la coloracion. 
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Prueba de absorcion de anticuerpos treponemicos fluorescentes (FTA-ABS) (cont.) 

4. Preparar frotis miiy delgados de T pallidum dentro de cada circulo mediante un ansa de alambre de 2 mm. Colocar el antfgeno 
contenido en un ansa dentro de dos circulos de I cm. Dejar secitr al aire al menos durante 15 minutos. 

5. Fijar los portaobjetos en acetona durante 10 minutos y secar al aire. No fijar mas de 60 portaobjetos con 200 mL de acetona. 
Conservar los frotis fijados con acetona a - 20 °C. No descongelar y congelar nuevamente los frotis. 

6. Conservar los frascos ampolla de antfgeno no abiertos a 2 a 8 °C. El antfgeno no abierto es estable hasta la fecha de venci- 
miento. 

B. Titulacidn de la anti-IgG humana 

1. Rehidratar el conjugado de acuerdo con las instrucciones. Si esta turbio, centrifugarlo a 500 g durante 10 minutos. Fraccionar en 
alfcuotas pequenas y conservar a -20 ®C. No congelar nuevamente el conjugado descongelado; conservarlo a 2 a 8°C. 

2. Preparar diluciones 4+ y 1+ del suero reactivo de control, para determinar la dilucion de irabajo del conjugado. 

3. Correr el patron control con una referenda o un conjugado conocido. Se muestra un ejemplo: 


DILUCIONES 

TINCION INESPECIFICA 

DE CONTROL 

SUERO REACTIVO 

DE CONTROL (4+) 

SUERO DE CONTROL 

DE CONJUGADO 

(PBS) 

(1:5 en PBS) 

DE LA REACCION (U) 

Conjugado de referenda 
Dilucion 1:400 

. 

4+ 

1 + 

Conjugado nuevo 

1:12,5 

< 1 + 

4+ 

3+ 

1:25 

- 

4+ 

3+ 

1:50 

- 

4+ 

3+ 

1:100 

- 

4+ 

2+ 

1:200* 

- 

4+ 

1 + 

1:400 

- 

4+ 

< 1 + 

1:800 

- 

3+ 

± 


* La dilucion seleccionada para el ti'tulo de trabajo es 1:200, una dilucion al medio por debajo del punto final 4+ (1:400), 
con tincion 1+ con la dilucion control 1+ (1:200) y ausencia de tincion inespecffica hasta tres diluciones al doble por deba¬ 
jo de la dilucion de trabajo (1:25). 

C. Adsorhente 

1. Rehidratar el material liofilizado con agua destilada esteril o de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El absorbente rehi- 
dratado puede conservarse a 2 a 8 ”C o a -20 °C. Puede utilizarse todo el tienipo que se desee mientras la reactividad obtenida 
sea aceptable y el producto no este contaminado. 

D. Suero prohlema 

1. Seguir las medidas de seguridad recomendadas para la manipulacion de sueros humanos. 

2. Calentar el suero problema y el suero control a 56 °C durante 30 minutos, antes de realizar la prueba. 

3. El dfa de la prueba recalenlar el suero problema durante 10 minutos a 56 °C. 

E. Suero control 

1. Rehidratar el suero de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

2. Fraccionar en alfcuotas de 0,25 inL y conservar a -20 °C durante todo el tiempo en que la reactividad sea aceptable. 

3. Preparar los siguientes controles para cada determinacion: 

a. Suero control reactivo (R) 4+: un suero sifilftico que muestre fluorescencia 4+ en una prueba sin absorcion y fluorescencia 
solo levemente reducida en la prueba absorbida. Para producir suero no absorbido, agregar 50 pL de suero control reactivo a 
un tubo que contenga 200 pL de PBS y mezclar bien. Para producir suero absorbido, transferir 50 pL del suero control reac¬ 
tivo a un tubo con 200 pL de absorbente y mezclar bien. 

b. Suero control mfnimamente reactivo (MR). Es una dilucion en PBS del suero control reactivo, que de el mfnimo grado de 
fluorescencia (1+) considerada reactiva. 

c. Suero control inespecffico (NS): un suero no sifilftico que muestre fluorescencia ^ 2+ en la prueba no absorbida. Para pro¬ 
ducir el suero no absorbido, transferir 50 pL del suero control inespecffico a un tubo que contenga 200 pL de PBS y mezclar 
bien. Para producir el suero absorbido, transferir 50 pL del suero control inespecffico a un tubo con 200 pL de absorbente y 
mezclar bien. 

d. Los controles para tincion inespecffica de los conjugados consisten en un frotis de antfgeno cubierto con 30 pL de PBS en 
lugar de suero y un frotis de antfgeno cubierto con 30 pL de absorbente en lugar de suero. 
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F. Prueba FTA-ABS 

\. Identificar los portaobjetos preparados antes con antigeno nunierdndolos en el extremo mate. 

2. Numerar cada tubo y portaobjetos para cjue se correspondan con el suero problema y el suero control por utilizar. 

3. Preparar diluciones del suero control reactivo (4+), nimimamente reactivo (1+) y control inespeciflco eii absorbente o PBS de 
acuerdo con las instrucciones. 

4. Pipetear 200 |iL de absorbente en un tubo de ensayo para cada suero problema. 

5. Agregar 50 fiL de suero problema calentado al tubo correspondiente y mezclar ocho veces. 

6. Cubrir los frotis de antigeno que corresponda con 30 |liL de las diluciones suero control reactivo (4+), nimimamente reactivo (1 +) 
y control inespecifico. 

7. Cubrir los frotis de antigeno que corresponda con 30 pL de PBS y 30 pi. de de absorbente para los controles a y b de tincion 
inespecifica. Los controles deben mostrar el siguiente patron: 


PATRON DE CONTROL PARA LA PRUEBA FTA-ABS 

Control reactivo a. Dilucion en PBS 1:5 R4-«- 

b. Dilucion en absorbente 1:5 R(4-i- a 3>) 

Control mmimamente reactivo 1+ Dilucion control R1 + 

Controles de suero inespecifico a. Dilucion en PBS 1:5 R(2+ a 4-f) 

b. Dilucion en absorbente 1:5 N - ± 

Controles de tincion inespecifica a. Antigeno, PBS, conjugado N 

b. Antigeno, absorbente, conjugado N 


8. Cubrir los frotis de antigeno que correspondan con 30 pL de las diluciones del suero problema. 

9. Evitar la evaporacion colocando los portaobjetos en camina hiimeda e incubar a 35 a 37 °C durante 30 minutos. 

10. Al finalizar la incubacion realizar los siguientes lavados: 

a. Colocar los portaobjetos en los soportes para tincion y lavar 5 segundos con PBS corriente. 

b. Colocar durante 5 minutos los portaobjetos en cubetas de coloracion que contengan PBS. 

c. Agitar los portaobjetos sumergiendolos y retirandolos del PBS al menos 30 veces. 

d. Repetir los dos pasos anteriores con PBS nuevo. 

e. Lavar los portaobjetos durante 5 segundos con agua destilada corriente y secar en forma suave con papel absorbente. 

11. Diluir la anti-IgG humana marcada con FITC hasta su titulo de trabajo en PBS con 2% de Tween 80 y colocar aproximadamen- 
te 30 pL de conjugado diluido sobre cada frotis. 

12. Repetir la incubacion y los lavados de los portaobjetos. 

13. Montar los portaobjetos de inmediato, colocando una pequena gota de medio de montaje y un cubreobjetos sobre cada frotis. 

14. Colocar los portaobjetos en una habitacion oscura y leer antes de transcunidas 4 boras. 

15. Controlar los frotis por microscopia de fondo oscuro, utilizando primero la lampara de tungsteno, para verificar la presencia de 
treponemas en el frotis, luego leer la fluorescencia FITC (prueba). 

16. Utilizando el portaobjetos de control mmimamente reactivo (l-i-) como estandar de lectura, registrar la intensidad de fluorescen¬ 
cia de los treponemas: 

REGISTRO DE LA INTENSIDAD DE LA FLUORESCENCIA 

Lectura Intensidad de la fluorescencia 

2+ a 4+ Moderada a intensa 

1+* Equivalente al control mmimamente reactivo {^+) 

± a < 1+ Tincion visible pero menor de 1-»- 

- Ninguna o vagamente visible pero sin fluorescencia definida 

Atipica** Variada: los treponemas parecen estar ‘"apolillados” o tener “cuentas” de fluorescencia en toda 
su longitud 

* Probar nuevamente todos los materiaies que dan inicialmente una intensidad 1+ de fluorescencia. 

** Los patrones de fluorescencia atipicos o en cuentas se describieron en pacientes con lupus y otras enfermedades 
autoinmunitarias. 
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17. Informar los resultados de la siguiente forma: 

SISTEMA DE INFORME PARA LA PRUEBA FTA-ABS 


Lectura inicial de la prueba 

Lectura de la repeticion 

Informe 

4+ 


Reactivo 

3+ 


Reactivo 

2+ 


Reactivo 

1 + 

> 1 + 

Reactivo 

1 + 

1 + 

Mmimamente reactivo* 

1 + 

< 1 + 

No reactivo 

< 1 + 


No reactivo 

N 


No reactivo 

Fluorescencia en rosario 


Fluorescencia atipica observada' 


* En ausencia de signos de infeccion treponemica, este resultado de la prueba debe considerarse dudoso. Debe obtener- 
se una segunda muestra 1 a 2 semanas despues de la muestra inicial y enviaria al laboratorio para realizar pruebas sero- 
logicas. 

La fluorescencia en rosario ha sido observada en pacientes con lupus eritematoso sistemico active o con otras enfer- 
medades autoinmunitarias. El procedimiento de absorcion del DNA puede solicitarse ai Treponemal Pathogenesis and 
Immunobiology Branch, Division of Sexually Transmitted Diseases, CDC, Atlanta, GA 30333. La solicitud debe enviarse a 
traves del correspondiente State Health Department. 

fV. Variaciones aceptables 

1. Las lecturas de los portaobjetos puede demorarse mas de 4 boras si los portaobjetos se protegen de la luz y se conservan a 2 a 
8 °C. Para que la prueba sea valida con una lectura demorada, todo el patron de contra! debe ser claramente satisfactorio cuan- 
do se leen los portaobjetos. 

2. El conjugado que ha sido esterilizado por filtracion y contiene uii conservante, como la azida sodica, para evitar la contamina- 
cion bacteriana, puede mantenerse a 2 a 8 °C. Debe eliminarse por centrifugacion todo precipitado o turbidez. 

3. Los portaobjetos se pueden mantener de 30 minutos a I bora en PBS si se interrumpe la prueba. Para que los resultados scan 
validos, los portaobjetos control deben reaccionar en forma adecuada cuando se lee la prueba. 

4. Pueden utilizarse portaobjetos con circulos multiples en lugar de los de dos circulos. Agregar volumenes de solo 10 pL a los fro- 
tis de antigeno. Tener cuidado al manipular y lavar los portaobjetos, para evitar la mezcla de sueros. 

5. Con micropipetas de precision, la dilucion problema 1:5 puede prepararse pipeteando 25 pL de suero en 100 pL de diluyente. 

V. Puentes de error 

1. Si no se observan estrictamente los procediniientos de evaluacion de los reactivos, los resultados no seran ftables. 

2. Si se utilizan portaobjetos con circulos multiples y el suero de uno de los circulos se derrama sobre otro, el suero de una perso¬ 
na sin sifilis podra parecer reactive. 

3. Si los portaobjetos no estan limpios. la prueba puede ser dificil de leer y los resultados no seran fiables. 

4. Si se utiliza una prueba FTA-ABS como procedimiento de cribado, en lugar de para confirmar los resultados reactivos de una 
prueba no treponemica, o como una prueba diagno.stica especiTica en pacientes con sintomas o signos de siTilis tardia, el valor 
pronostico positivo de la prueba FTA-ABS se reduce. 

5. Si el microscopio no esta bien centrado y no se obtiene el patron control, los resultados de la prueba no son validos. 

6. Si los reactivos se contaminan con bacterias, el tftulo de anticuerpos puede disminuir y los resultados no seran validos. 

7. Si no se respetan las instrucciones de conservacion de los reactivos, no se obtendran resultados control satisfactorios. 

8. Si los portaobjetos con antfgeno congelados se descongelan y congelan nuevamente, los treponemas seran difjciles de visualizar 
y los resultados no seran satisfactorios. 

9. Si un suero esta contaminado con bacterias o hemolizado en exceso, los resultados de la prueba pueden no ser validos. 

10. Si los portaobjetos no se secan y conservan de acuerdo con el procedimiento o si se coloca demasiado volumen sobre el porta¬ 
objetos, el antigeno puede desaparecer. El contenido de antigeno de un ansa es suficiente para dos ciTculos de 1 cm. 

11. Si se fijan demasiados frotis en un volumen dado de acetona, puede aumentar la tincion de fondo. 

12. Si el antigeno rehidratado no se adhiere al portaobjetos, pueden observarse muy pocos treponemas. 
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Prueba de absorciOn de anticuerpos treponemicos fluorescentes (FTA-ABS) icont.) 

13. Si se forma un precipitado en la preparacion del conjugado, puede observarse una tincion inespecifica. 

14. Si no se reconoce el patron de coloracion atipico en cuentas de collar, es posible que esas muestras se informen erroneamente 
como reactivas. 

15. Si los portaobjetos para FTA-ABS se leen en un microscopio equipado con luz incidente, los no reactivos deben observarse en 
campo oscuro para verificar la presencia de treponemas. 

VI. Limitaciones del procedimiento 

1. La prueba FTA-ABS no es apta para el uso de rutina o como procedimiento de cribado. Su mayor valor reside en distinguir los 
resultados verdaderamente positivos de las pruebas no treponemicas de los resultados falsos positives y para establecer el diag- 
nostico de sifilis latente o tardia. 

2. Se originan problemas cuando la FTA-ABS se utiliza como procedimiento de cribado ya que cerca del 1% de la poblacion gene¬ 
ral da resultados falsos positivos. 

3. A pesar de que los resultados falsos positivos en la prueba FTA-ABS son a menudo transitorios y la causa se desconoce, existe 
una asociacion definida entre esos resultados y el diagnostico de las variedades discoide, sistemico e inducido por farmacos del 
lupus eritematoso. 

4. En los pacientes ancianos pueden darse resultados FTA-ABS reactivos inexplicables. 

VII. Bibliografia 

Larson SA, Hunter EF, Kraus SJ, eds. Manual of Tests for Syphilis, 8“ ed. Washington DC: American Public Health Association, 1990. 


Protocolo 22-1 

Tecnicas de concentraciOn de heces para el aislamiento de parasitos intestin.ales 
I. Principio 

La cantidad de parasitos existente en muestras de heces suele ser muy escasa como para detectarla por microscopia en preparados direc- 
tos en fresco o en frotis tehidos. Por lo tanto, deben emplearse procedimientos de concentracion para poder detectarlos. Las dos tecni¬ 
cas utilizadas con mayor frecuencia son la de sedimentacion y la de flotacion. 

A. Tecnicas de sedimentacion 

Las tecnicas de sedimentacion son las efectuadas con mayor frecuencia en los laboratories de diagnostico microbiologico genera- 
les porque son las mas faciles de realizar y las menos propensas a los errores tecnicos. La sedimentacion se basa en que la densidad 
de los quistes de protozoos y de los huevos de helmintos es mayor que la del agua. Su tendencia natural a sedimentar en soluciones 
acuosas puede ser acelerada por centrifugacion a baja velocidad. Puede agregarse a la suspension final una mezcla de formalina ace¬ 
tate de etilo u otros conservantes para evitar el problema de la posible inflamabilidad del eter, con la finalidad de eliminar los detri- 
tos fecales y fijar las formas parasitarias que pudieran estar presentes. 

B. Tecnicas de flotacion 

La principal ventaja de las tecnicas de flotacion es que los preparados microscopicos tienen un fondo mas limpio. La tecnica se basa 
en la propiedad de muchos quistes de protozoos y huevos de helmintos de flotar en la superficie de una solucion de alta densidad. 
La utilizada con mayor frecuencia es una solucion de sulfato de cine con densidad de 1,180. Los parasitos que flotan en la superfi¬ 
cie pueden aislarse barriendo la capa superior de la solucion con un ansa. Las tecnicas de flotacion tienen la desventaja de que algu- 
nos huevos de parasitos no flotan y en el caso de que si lo hagan, las paredes de los huevos y los quistes a menudo se colapsan, lo 
que dificulta su identificacion. 
n. Reactivos 

1. Procedimiento de sedimentacion 
Acetato de etilo 

Formalina amortiguada al 10% 

NaCl al 0,85% 

Yodo de D’Antoni o de Lugol 

2. Procedimiento de flotacion 
Formalina amortiguada al 10% 

NaCl al 0,85% 

Sulfato de cine (solucion acuosa al 33%) 

Sulfato de cine 330 g 
Agua destilada 670 mL 
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Disolver el sulfato de cine en agua destilada en un frasco adecuado con una agitadora magnetica. Llevar la densidad a 1,20 agregando 
mas sulfato de cine o agua destilada, segiin sea necesario. Almacenar en frasco con tapon de vidrio. La duracion es de 2 anos. 

III. Procedimiento 

A. Tecnica de sedimentacion 

1. Usar guantes para manipular muestras fecales. 

2. En un recipience adecuado, mezclar por completo una porcion de muestra de heces de aproxiinadamente el tamano de una nuez 
con 10 niL de solucion fisiologica. Mezclar con cuidado. 

3. Filtrar la emulsion a iraves de una gasa fma dentro de un tubo conico de centrifuga. 

4. Centrifugar con una fuerza de centrifugacion relativa (FCR) de 600 g (aproxiinadamente 2 000 rpm) durante no menos de 10 
minutos. La suspension debe producir alrededor de 0,75 mL de sediinento para las muestras frescas y 0,5 mL para heces fonna- 
linizadas. 

5. Volcar el sobrenadante y lavar el sediraento con 10 niL de solucion fisiologica. Centrifugar otra vez y repetir los lavados hasta 
que el sobrenadante este limpido. 

6. Despues del ultimo lavado. descartar el sobrenadante y agregar al sedimento 10 mL de formalina al 10%. Mezclar y dejar en 
reposo durante 5 minutos para fijar los elementos. 

7. Agregar 1 a 2 mL de acetato de etilo. Tapar el tubo y agitar en forma vigorosa. 

8. Centrifugar con una FCR 450 g (aproximadamente I 500 rpm) durante 10 minutos. Se deben obtener cuatro capas; 1) una capa 
superior de acetato de etilo, 2) un tapon de detritos, 3) una capa de formalina y 4) sedimento. 

9. Separar el tapon de detritos de las paredes del tubo, haciendo movimientos circulares con un palillo de madera. Descartar con 
cuidado las tres capas superiores. 

10. Con una pipeta, mezclar el sedimento con la pequeha cantidad de liquido remanente y transferir una gota de la suspension a una 
gota de solucion fisiologica y a una de yodo colocadas sobre un portaobjetos: cubrir con un cubreobjetos y observar con el 
microscopio en busca de formas parasitarias. Examinar en forma sistematica toda la superficie de cada cubreobjetos con el obj- 
tivo de lOx; si no se observa nada, examinar la mitad de cada cubreobjetos con el objetivo de 40x. 

B. Tecnica de flotacion 

1. Agregar una parte de heces (cantidad suficiente para producir alrededor 0.75 mL de sedimento) a 3 a 5 partes de formalina al 
10%. Mezclar por completo y dejar que se fije durante 30 minutos. 

2. Filtrar la suspension bien mezclada de heces y fonnalina a traves de una capa de gasa en un tubo de fondo redondo (100 x 26 
mm), hasta una altura de 20 mm del horde. 

3. Centrifugar la suspension a una FCR de 600 g (aproximadamente 2 000 rpm) durante 3 a 5 minutos. Dejar que la centrifuga se 
detenga sin aplicar el freno. 

4. Descartar el sobrenadante y secar la ultima gota sobre un trozo de papel absorbente limpio. 

5. Agregar solucion de ZnSO_j hasta una altura de 25 mm del horde del tubo. 

6. Con dos varillas de madera resuspender el sedimento compactado hasta que no queden ptu-ticulas grandes. 

7. De inmediato, centrifugar la suspension a una FCR de 450 g (alrededor de 1 500 rpm) durante L5 minutos. Nuevamente, dejar 
detener la centrifuga sin aplicar el freno. 

8. Llevar con cuidado el tubo a una gradilla que lo mantenga derecho en posicion vertical. Dejar en reposo durante 5 a 10 minutos. 

9. Con un ansa de 7 mm de diametro, doblada en angulo recto respecto del mango, transferir el contenido de dos ansas de la peli- 
cula superficial a una gota de solucion salina al 0,85% y a una gota de reactivo de yodo de D'Antoni o de Lugol colocadas sobre 
un portaobjetos, y lo suficientemente separadas entre si como para que los hquidos no se mezclen cuando se coloquen los cubre¬ 
objetos. Mezclar cada suspension con un palillo de madera. 

10. Colocar sobre cada preparado un cubreobjetos limpio. numero 1. Examinar con el microscopio antes de transcurrida 1 hora. 
Examinar sistematicamente toda la superficie de cada cubreobjetos con el objetivo lOx; si no se ve nada, examinar alrededor de 
la mitad de cada uno con el objetivo 40x. 

IV. Control de calidad 

1. Controlar las soluciones cada vez que se usen para asegurarse de que estan Kmpidas y no presentan contaminacion bacteriana. 

2. Procesar muestras positivas conocidas durante el procedimiento para verificar el aislamiento de microorganismos. Esto debe 
hacerse por lo menos dos veces por aho. 

V. Resultados 

Informar los quistes y trofozoitos de protozoos, y los huevos o larvas de helmintos como sea adecuado. La semicuantificacion de los 
resultados puede ser de utilidad en algunos casos. Puede ser necesario hacer un frotis con una tincion permanente para confirmar la 
identificacion de especie de formas parasitarias vistas en preparados del sedimento u obtenidos por flotacion. 
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VI. Notas acerca del procedimiento 

A. Sedimentacion 

1. El procedimiento de sedimentacion tambien puede usarse para procesar muestras fijadas en alcohol polivinilico (PVA). Modificar 
el procedimiento llenando la mitad de un tubo con la mezcla heces-PVA y agregar NaCl al 0.85% casi hasta el borde del tubo. 
Luego, filtrar la mezcla a traves de gasa hiimeda en un tubo de centrffuga de 15 mL y seguir el resto del procedimiento estandtir. 

2. Si se usa acctato de etilo, enjuagar las paredes internas del tubo con un hisopo de algodon despues de elimimir el tapon de detri- 
tos y decantar el exceso de bquido. El exceso de acetato de etilo en el sedimento formtira burbujas en el momento de prepiirar 
los frotis, que pueden ocultar las formas parasitarias que se estan tratando de observur. 

3. Puede haber errores de interpretacion si se usa mucha cantidad, o poca. para el procedimiento de sedimentacion. Debe respetar- 
se la formula recomendada de 0,75 mL de sedimento para las muestras en fresco y de 0,5 mL para las heces en fontiol, como se 
describe en el paso 4 del procedimiento. 

4. Dejar que la centrffuga alcance su velocidad maxima antes de empezar a contar el tiempo. Si el tiempo de centrifugacidn es 
demasiado corto, ciertas formas parasitarias pequenas, como los ooquistes de las especies de Cryptosporidium, pueden no sedi- 
mentar. 

B. Flotacion 

1. Las tecnicas de flotacion con sulfato de cine tienen la ventaja general de que se elimina el fondo de detritos fecales, lo que pone 
en evidencia cualquier quisle o huevo que pueda estar presente. 

2. Los preparados de flotacion deben realizarse no mas de 12 horas despues de su preparacion porque los quisles y los huevos 
comienzan a sedimentar de nuevo tras ese lapso. 

3. Cuando se prepara el frotis, no usar el ansa como “cuchara”. Solo debe tocarse la superficie mas externa de la mezcla de flota¬ 
cion; asegurarse de que el ansa no pasa debajo de la pelfcula de flotacion. 

4. Un procedimiento alternativo para preparar el frotis es agregar una pequena cantidad de sulfato de cine al tubo despues de la cen- 
trifugacion final para format un menisco ligeramenie convexo. Puede colocarse suavemente un cubreobjetos sobre la superficie 
del menisco y dejarlo sin mover durante 5 minutos. Sacar con cuidado el cubreobjetos y colocarlo sobre un portaobjetos para su 
examen. 

5. Cuando se calibra la densidad del sulfato de cine, hacer girar el higrometro suavemente sin que toque las paredes del tubo. Leer 
el fondo del menisco y hacer la correccion correspondienle a la temperatura (agregar o restar 0,001 por cada grado por encima 
o por debajo de la temperatura de calibracion del higrometro, que suele ser 20 ^C). 

VII. Limitacion del procedimiento 

Ciertos parasitos, como Giardia lamblia, huevos de uncinarias y huevos de Trichuris pueden no concentrase bien de muestras conser- 
vadas en PVA. Los ooquistes de Isospora belli no suelen aparecer en los concentrados. Por lo tanto, se recomienda enfaticamente el 
examen de preparados con tinciones permanentes. 

Los quisles de protozoos y los huevos de helmintos con cascaras delgadas pueden colapsarse por la exposicion prolongada al medio 
de alta densidad de sulfato de cine. Por lo tanto, los preparados deben hacerse lo mas rapidamente posible despues de que se detiene 
la centrffuga. Los huevos operculados pueden estallar. lo que hace que sedimenten. Por consiguiente, debe examinarse tanto la pelf¬ 
cula superficial como el sedimento para asegurarse de no pasar por alto ninguna forma parasilaria. 

Tanto con la tecnica de sedimentacion como con la de flotacion, la identificacion de especie puede no ser posible en todos los casos, 
segun la claridad de las formas observadas. Casi siempre se necesitan frotis tehidos en forma pennanente para hacer la identificacion 
final, en especial cuando se intenta confirmar un diagnostico de quisles de Entamoeba histolytica. 

V. Bibliograffa 

Bartlett MS, Harper K, Smith N, et al. Comparative evaluation of a modified zinc sulfate flotation technique. J Clin Microbiol 

1977:7:524-528. 

Garcia L. Examination of Fecal Specimens. En: Diagnostic Medical Parasitology. Washington, DC; American Society for 

Microbiology, 2001. 

Smith JW, Gutierrez Y. Medical parasitology. En: Henry JB. Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods, 18^ ed. 

Filadelfia: Saunders, 1992. 

Young KH, Bullock SL, Melvin DM, et al. Ethyl acetate as substitute for diethyl ether in the fonnalin-ether sedimentation technique. 

J Clin Microbiol 1979:10:852-853. 



1468 Protocolos 


Protocolo 22-2 

T^CNICA DE TINCI6n TRICROMICA PARA FROTIS DE HECES 

I. Principio 

Como el indice de refraccion de los quisles de protozoos y de algunos huevos de helmintos es cercano al del agua, se necesitan tecni- 
cas de tincion para estudiar los detalles de sus estructuras intemas. Las tinciones permanentes tambi^n aumentan la deteccion de 
Entamoeba histolytica y de Giardia lamblia, dos de los proiozoos eiicontrados con mayor frecuencia y mas importantes. La tecnica tri- 
cromica de Wheatley, una modificacion de la tecnica original de Gomori, que utiliza cromoiropo 2R y verde briliante SF como agen- 
tes colorantes primarios, es la coloracion usada en la mayoria de los iaboratorios de parasitologia clinica. Los frotis de heces frescas 
deben fijarse: las muestras conservadas en alcohol polivinflico (PVA) ya estan fijadas y no necesitan tratamiento adicional. 

II. Reactivos 


Cromotropo 2R 

0,6 

g 

Verde briliante SF 

0,3 

g 

Acido fosfotungstico 

0,7 

g 

Acido acetico (glacial) 

1,0 

mL 

Agua destilada 

100 

mL 


Agregar 1,0 mL de acido acetico glacial a los componentes secos. Dejar reposar la mezcla durante 15 a 30 minutos a temperatura 
ambiente y luego agregar 100 mL de agua destilada. El coloranle debe tener color purpura. Si se alinacena adecuadamente en fras- 
cos de vidrio o de plastico a temperatura ambiente, el vencimiento es a los 2 anos. 

Solucion de alcohol yodado 
Etanol al 70% mds yodo. 

Agregar a alcohol al 70% la suficiente cantidad de cristales de yodo como para hacer una solucion madre oscura, concentrada. En 
el moinento de usar, diluir la cantidad deseada de solucion madre con alcohol al 70%, hasta obtener una solucion de trabajo color 
vino de Oporto. La concentracion exacta no es critica. 

III. Control de calidad 

1. Se recomienda que se tihan varios frotis de material que contenga microorganismos parasitarios de propiedades tintoriales cono- 
cidas, en paralelo con cada frotis problema. Si la tincion es de mala calidad. los frotis pueden ser muy gruesos o estar mal fija- 
dos, o tal vez no se haya eliminado el HgCl^ residual debido a la utilizacion de una mezcla de alcohol yodado demasiado debil. 
Los frotis fljados adecuadamente producen un citoplasma de color verde azulado en los trofozoitos, con un leve tono violaceo. 
Los nucleos y las inclusiones son rojos, con tonos violaceos. Los preparados turbios pueden ser el resultado de una deshidrata- 
cion incompleta, por no haber reemplazado las soluciones de alcoholes, que pueden haberse contaminado con agua. La calidad 
de la tincion puede mejorarse escurriendo los portaobjetos enire los cambios de un reactivo a otro. 

IV. Procedimiento 

1. Usar guantes cuando se manipulan mue.stras de heces. 

2. Preparar dos frotis sobre portaobjetos de una pequeha porcion de la muestra fresca de heces, usando palillos o un pincel. 

3. Sumergir de inmediato los frotis en la solucion fijadora de Schaudinn y dejar fijar durante por lo menos 30 minutos. Es preferi- 
ble la fijacion hasta el dia siguiente. 

4. Si la muestra es liquida, mezclar varias goias de heces con tres o cuatro gotas de PVA sobre un portaobjetos y dejar secar varias 
horas en estufa de incubacion a 37 ‘^C. 

5. Si la muestra se encuentra en PVA, colocar una porcion de la mezcla sobre un trozo de papcl absorbente para eliminar el PVA. 
Preparar frotis del material que queda en el papel como se describio antes. 

V. Procedimiento de tincion 

1. Despues de fijar y secar adecuadamente los frotis, colocar los portaobjetos en alcohol etilico al 70% durante 3 minutos. 

2. Colocar en solucion de alcohol yodado de trabajo durante 2 a 5 minutos. 

3. Lavar con dos cambios de alcohol etflico al 70%, uno de 5 minutos y el otro de 2 a 5 minutos. 

4. Colocar en la solucion colorante tricromica durante 10 minutos. 

5. Colocar en alcohol etflico al 90% acidificado durante 5 segundos. 

6. Sumergir y sacar los portaobjetos varias veces en alcohol etflico al 100%. 

7. Hacer dos cambios de alcohol etflico al 100%. 

8. Eliminar el alcohol con dos cambios de xileno o tolueno, de 2 a 5 minutos cada uno. 

9. Colocar medio de montaje y cubrir con un cubreobjetos numero 1. Dejar secar toda la noche. 

10. Examinar con objetivo de inmersion en aceite en busca de formas parasitarias. 
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VI. Resultados 

El citoplasma de los quisles y trofozoitos bien fijados y tenidos es azul verdoso, con manchas purpura. La cromatina nuclear, los 
cuerpos cromatoides y los eritrocitos fagocitados aparecen rojos o rojo purpura. El fondo es verde. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

1. Si las muestras no estan fijadas de manera adecuada, los protozoos pueden verse de un color rojo sucio. 

2. La eliminacion incompieta del cloruro merciirico (fijador de Schaudinn) puede producir el deposito de granulos niuy refringen- 
tes que pueden interferir en la deteccion de formas parasitarias. Hay que asegurarse de cambiar la solucion de alcohol etflico al 
70%-yodo a intervalos regulares para que esto no suceda. 

3. Los frotis que tienen demasiado color verde pueden indicar una eliminacion inadecuada del yodo por el alcohol al 70%. La pro- 
longacion del tiempo de los lavados con etanol al 70% y el cambio frecuente de la solucion reducira este problema. 

VIII. Bibliograffa 

Garcia L. Examination of Fecal Specimens. En: Diagnostic Medical Parasitology. Washington, DC: American Society for 
Microbiology, 2001:759-764. 

Gomori G. A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 1950;20:661-663. 

Wheatley W. A rapid staining procedure for intestinal amoebae and flagellates. Am J Clin Pathol 1951;21:990-991. 
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PreparacjOn de frotis de sangre de gota fina y de gota GRUESA 

Preparacion de una pelicula delgada de sangre (gota fina) 

I. Principio 

El frotis de sangre de gota fina, preparado en forma similar a la que se usa para hacer formulas leucocitarias, pennite la evaluacion opti¬ 
ma de la morfologia de cualquier forma parasitaria que pueda haber. 

II. Muestra 

El frotis de sangre puede prepararse de sangre fresca obtenida por puncion digital o de una muestra con EDTA como anticoagulante 
obtenida por puncion venosa. 

III. Materiales 

A. Equipo: ninguno, 

B. Insumos 

1. Portaobjetos de 25 x 75 mm, lavados con alcohol. 

2. Marcador para vidrio. 

3. Elementos para extraccion de sangre. 

C. Reactivos 

1. Metanol absolute para la coloracion de Giemsa. 

IV. Control de calidad 

A. A simple vista, el frotis debe tener un aspecto uniforme, sin ondulaciones, suciedad ni rayas, con adelgazamiento gradual hasta for- 
mar un extreme redondeado, esfumado. 

V. Procedimiento: frotis de gota fina 

1. Sangre de puncion digital: 

Punzar la piel del costado del dedo con una lanceta afilada y eliminar con cuidado por absorcion la primera gota de sangre. A 
continuacion, tocar con un portaobjetos limpio la siguiente gota de sangre, aproximadamente a I cm de uno de sus extremes. 
Invertir el portaobjetos para que la sangre quede hacia arriba y colocar sobre una superficie horizontal. 

2. Muestra obtenida por puncion venosa: 

Colocar un portaobjetos limpio sobre una superficie horizontal. Colocar con la punta de la aguja una pequena gota de sangre sobre 
la superficie del portaobjetos, aproximadamente a 1 cm de uno de los extremes. 

3. Con otro portaobjetos, colocado en un angulo de 40° con respecto al portaobjetos donde esta la gota de sangre, tocar la gota, espe- 
rar un memento hasta que la sangre se extienda hasta ambos hordes del portaobjetos superior y luego hacerlo avanzar con un 
movimiento continue y rapido hasta el horde opuesto del portaobjetos inferior. El resultado es una pelicula delgada, en forma de 
pluma, que se hace progresivamente mas delgada. 
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Preparaci6n DE FROTIS DE SANGRE DE GOTA FINA Y DE GOTA GRUESA {com.) 

4. Rotular el frotis y dejarlo secar al aire alrededor de 10 ininutos. 

5. Tenir el frotis con Giemsa o con Wright. Si se usa la coloracion de Giemsa, primero debe fijarse el frotis con alcohol absoluto. 

6. Notas acerca del procedimiento 

a. Usar un lapiz de diamante para rotular el frotis. 

b. Asegurarse de que los frotis estan protegidos del polvo durante el secado. 

7. Limitaciones del procedimiento 

a. Las formas parasitarias pueden pasarse por alto en las infecciones leves. En esos casos, debe examinarse una gota gruesa. 

b. Los frotis de sangre con anticoagulante deben prepararse antes de transcumda una hora de la puncion venosa. La morfoiogia 
de las formas parasitarias y de los eritrocitos comienza a hacerse atipica despues de ese lapse, por la accion directa del anti¬ 
coagulante. 

Preparacion de la gota gruesa 

I. Principio 

La gota gruesa representa una muestra de sangre relativamente grande, que proporciona mas oportunidades de aislar formas parasita¬ 
rias en las infecciones leves. Los eritrocitos se lisan, lo que facilita la deteccion de formas parasitarias al hacer mas transparente el fondo 
del preparado. 

II. Muestra 

El frotis de sangre puede prepararse de sangre fresca obtenida por puncion digital o de una muestra con EDTA como anticoagulante 
obtenida por puncion venosa. Pueden usarse muestras de sangre anticoaguladas con heparina o citrato de sodio si se sospecha la pre- 
sencia de tripomastigotas o de microfilarias. 

III. Materiales 

A. Equipo: ninguno. 

B. Insumos 

1. Portaobjetos de 25 x 75 mm, lavados con alcohol. 

2. Marcador para vidrio. 

3. Elementos para extraccion de sangre. 

4. Diario. 

5. Palillos de madera. 

C. React!VOS 

1. Alcohol metilico absoluto para la tincion de Giemsa. 

IV. Control de calidad 

A. A simple vista, la gota gruesa debe tener el aspecto de una mancha redonda u ovalada de alrededor de 2 cm de diametro. Debe tener 
el espesor suficiente como para que el texto del diario sea apenas visible a traves de la gota. en estado Ifquido o ya seca. 

B. La distribucion de la sangre debe ser pareja, sin creslas, suciedad ni rayas. 

V. Procedimiento 

1. Sangre de puncion digital: 

Punzar la piel del coslado del dedo con una lanceta atiiada y eliminar con cuidado por absorcion la primera gota de sangre. A 
continuacion, tocar con la parte media de un portaobjetos limpio una gota grande de sangre. Sin dejar de hacer contacto con la 
sangre, hacer girar el portaobjetos sobre el dedo para formar un circulo de un tamano aproximado al de una moneda de 5 centa¬ 
vos de dolar. Retirar el portaobjetos y colocarlo sobre una superllcie horizontal. El espesor debe ser el suficiente como para que 
el texto del diario sea apenas visible a traves del portaobjetos. Si es demasiado grueso. distribuirlo en un circulo mas grande con 
un palillo de madera hasta obtener el espesor correcto. Si es demasiado dclgado, debe prepararse otro portaobjetos. 

2. Muestra de puncion venosa: 

Poner un portaobjetos limpio sobre una superficie horizontal. Colocar con la punta de la aguja una gota grande de sangre sobre 
el portaobjetos. 

3. Distribuir la sangre con la punta de un palillo de madera formando un circulo de un tamano aproximado al de una moneda de 5 

centavos de dolar, hasta lograr un espesor a traves del cual sea apenas visible el texto de un diario. 

4. Rotular el frotis y dejarlo secar al aire durante varias horas o durante toda la noche. 

5. Tenir el frotis con Giemsa o Wright. Si se usa la tincion de Giemsa, no deben pasar mas de 3 dias de la preparacion de la gota 

gruesa; si se usa Wright, lisar los eritrocitos por inmersion del preparado en agua amortiguada (pH 7,2) durante 10 minutos. 
Luego colocar el portaobjetos en posicion vertical para dejarlo secar por goteo. No fijar la gota gruesa. 

6. Notas acerca del procedimiento: 

a. Usar un lapiz de diamante para rotular el frotis. 

b. Asegurarse de que los frotis esten protegidos del polvo durante el secado. 
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PrEPARACI6n DE FROTIS DE SANGRE DE GOTA FINA y de gota gruesa {cont.) 

1. Limitaciones del procedimlento 

a. La identificacidn de parasites del paludismo puede ser dificil o iniposible. incluso por observadores experimentados. 

b. Siempre debe examinarse un frotis de gota fina si se requiere una identificacidn defmitiva basada en la morfologia. 

c. Los frotis de sangre anticoagulada deben prepararse antes de transcurrida una bora de la puncion venosa. La morfologia de 
las formas parasitarias y de los eritrocitos comienza a hacerse atipica despues de ese lapse, por la accidn directa del aiiticoa- 
gulante. 

VI. Bibliograffa 

Garcia L. Examination of Fecal Specimens. En: Diagnostic Medical Parasitology. Washington, DC: American Society for 
Microbiology, 2001:759-764. 

Garcia L. Parasitology. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook. Washington, DC: American Society for 
Microbiology, 1992. 


Protocolo 22-4 

CalibraciOn del ocular micrometrico 

I. Principle 

Los ocuiares microinetricos estan grabados con una escala fija, que habitualmente consta de 50 Imeas paralelas. Segiin el aumento del 
juego de objetivos utilizados en un inicroscopio coinpuesto, cada division del micrometre representa medidas diferentes. Por lo tanto, 
para cada juego de ocuiares y objetivos que se utilice. la escala del ocular se debe calibnir utilizando un microinetro de platina graba- 
do con una escala (las divisiones habituales son de 0.1 mm). Es importante recordar que la calibracion de un juego determinado de ocu¬ 
iares y objetivos no puede utilizarse con los componentes correspondientes de otro microscopio. 

II. Muestra: no corresponde. 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Microscopio binocular con objetivos lOx, 40x y lOOx. Pueden usarse objetivos con otros aumentos si es necesario. 

2. Los ocuiares deben ser lOx. Puede usarse un solo ocular para calibrar todos los microscopios del laboratorio. 

B. Insumos 

1. Ocular micrometrico con escala lineal con divisiones cada 50 U. Se consiguen en varias empresas. 

2. Micrometro de platina con divisiones de 0,1 y 0,01 mm. 

3. Aceite de inmersion. 

4. Papel para limpiar lentes. 

C. Reactivos: no corresponde. 

IV. Control de calidad 

1. Todos los microscopios usados para examenes parasitologicos deben calibrarse nuevamente una vez por ano. como minirno. 

2. El diametro de los eritrocitos puede usarse para controlar las calibraciones con diferentes aumentos. 

3. Pueden usarse particulas de latex o de poliestireno de diametro estandarizado para controlar los calculos y las mediciones. Se 
recomiendan las particulas de diametros de 10 y 90 pm. Se consiguen en varias companias de elementos de laboratorio. 

V Procedimiento 

1. Retirar el ocular del microscopio que se va a utilizar. Si se usa un microscopio binocular, lo habitual es retirar el ocular lOx 
derecho. 

2. Desenroscar la lente mas proxima al ojo (lente superior) del ocular e insertar el micrometro de tal forma que descanse sobre el 
diafragma que se encuentra en el interior del ocular. Colocar el inicrometro con el lado grabado hacia abajo. El micrometro se 
manipula con papel para lentes a fin de evitar que se adhiera suciedad a su supertlcie. 

3. Colocar otra vez el ocular en su sitio. Cuando se mira a traves del ocular, la escala micrometrica aparece como una serie de divi¬ 
siones limitadas por lineas, como .se muestra en A. 
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4. Colocar el micronietro de platina bajo el objetivo del microscopio por calibrar. Enfocar la escala inicrometrica de platina, que 
aparece como una serie de Imeas separadas por espacios de 0,1 y 0,01 mm, como se muestra en la imagen microscopica simu- 
lada en B. 

5. Regular el micrometro de la platina de tal manera que la linea del 0 del ocular micrometrico coincida exactamente con la linea 
del 0,0 de la escala micrometrica de la platina. Cuando se observa con gran aumento (450x), la superposicion de ambas escalas 
aparece como se muestra en la imagen microscopica simulada en C. 

6. Sin realizar mas maniobras, mirar a lo largo de ambas escalas para encontrar el primer par de Imeas que coincidan exactamen¬ 
te. En D (una imagen simulada con gran aumento, 450x), las Imeas coincidentes se encuentran en la marca 40 de la escala ocu¬ 
lar y en la marca de 0,09 mm de la escala micrometrica de platina (flecha). 

7. El objeto de la calibracion es determinar el ancho en micrones de cada division de la escala ocular, cuando se calibra en com- 
paracion con la escala micrometrica de platina. Hacer la calibracion como sigue: 

a. Como se ilustra en D, 40 unidades de la escala ocular equivalen a 0,09 mm de la escala micrometrica de platina. 

b. Por lo tanto, cada division ocular equivale a 0,09 mm/40 o sea 0,00225 mm. Debido a que cada milimetro son 1 000 pm, 
cada division del micrometro ocular, para la calibracion ilustrada en D, es igual a 0,00225 x 1 000 o sea, 2,25 pm. 
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VL Resultados 

Asl de acuerdo con el procedimiento descrito, si un objeto observado con el microscopio ocupa 10 divisiones de la escala ocular, su 
medida sera 2.25 x 10 o sea 22,5 pm. Este mismo calculo se puede utilizar para otros aumentos. Una vez medido el numero de li- 
neas de ocular correspondientes al ancho y largo del microorganismo, segun la lente del objetivo que se use, puede aplicarse el fac¬ 
tor de multiplicacion en micrones del ocular al numero de lineas del ocular que abarca el ancho y la longitud del microorganismo 
que se esta observando. Pueden compararse estas mediciones con los resultados publicados en los libros de texto para hacer una iden- 
tificacion final. 

VII. Notas acerca del procedimiento 

1. Como regia general, el factor del objetivo seco de gran aumento (40x) debe ser aproximadamente 2,5 veces el factor obtenido 

con el objetivo de inmersion (lOOx). En forma similar, el factor del objetivo de bajo aumento (lOx) debe ser de alrededor de 
10 veces el del objetivo de inmersion en aceite. 

2. Los factores de multiplicacion de cada objetivo deben consignarse en un cartel fijado a la base de cada microscopio que se use 
para examenes parasitologicos. 

VIII. Bibliografia 

Garcia L. Examination of Fecal Specimens. En: Diagnostic Medical Parasitology. Washington, DC: American Society for 
Microbiology, 2001:759-764. 

Garcia L. Parasitology. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook. Washington, DC: American Society for 
Microbiology, 1992. 


Protocolo 22-5 

Preparados con cinta adhesiva de celulosa para examen de oxiuros 

I. Principio 

Los huevos eliminados por las hembras adultas de Entewhius vermicularis se depositan en la piel perianal durante los periodos de 
migracion extraintestinal. Estos huevos se adhieren a la superficie engomada de la cinta adhesiva. Cuando se pega ia cinta a un porta- 
objetos de vidrio, el preparado puede examinarse con el microscopio. 

II. Muestra 

La muestra se obtiene de la piel perianal. La muestra optima es la que se obtiene a la maiiana temprano, antes de banarse o de ir al bano. 
Deben obtenerse hasta 6 muestras matutinas en dias sucesivos antes de considerar que el resultado es negative. 

III. Materiales 

A. Equipo 

1. Microscopio binocular con objetivos lOx, 40x y lOOx. Pueden usarse otros aumentos segiin sea necesario. 

2. Los oculares deben ser lOx. Puede usarse un solo ocular para calibrar todos los microscopies del laboratorio. 

B. Insumos 

1. Cinta adhesiva de celulosa. 

2. Bajalenguas. 

3. Portaobjetos de vidrio de 25 x 75 mm. 

C. Reactivos 

1. Xileno o similar. 

IV. Control de calidad 

1. Todos los microscopios usados para parasitologia deben calibrarse una vez por aho como minirno. 

2. Puede ser de utilidad disponer de un libro de texto o atlas con microfotografias o ilustraciones de huevos de E. vermicularis. para 
confirmar los resultados. 

V. Procedimiento 

I. Hacer el preparado pegando un trozo de cinta adhesiva con la goma hacia abajo sobre un portaobjetos, aproximadamente a 
1,5 cm de uno de los extremos. Plegar la cinta alrededor del borde y a todo lo largo del extremo opuesto y cortarla a nivel del 
extreme opuesto. Pegar un trozo de papel bajo este ultimo extremo para que sirva como asa para despegar la cinta. 
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Preparados con cinta adhesiva de celulosa para examen de oxiuros {cant.) 

2. Para obtener la muestra de la piel perianal, tomar el trozo de papel y despegar la cinta del portaobjetos. Colocar el portaobje- 
tos sobre un bajalenguas de tal fonna que la cinta quede enrollada alrededor del extreme del bajalenguas con la superficie 
engomada hacia arriba eii una extension de alrededor de 2,5 cm. El bajalenguas se usa a continuacion como soporte para pre- 
sionar el lado engomado de la cinta en varias zonas de la piel perianal. 

3. Una vez obtenida la muestra, pegar la cinta con el lado engomado hacia abajo sobre el portaobjetos. Etiquetar el portaobjetos 
con el nombre del paciente y la fecha de obtencion. 

4. Examinr el portaobjetos con el objetivo de bajo aumento (lOx) del microscopio. Los huevos pueden hacerse mas visibles des- 
pegando la cinta del portaobjetos, agregando una gota de xileno o tolueno y pegando nuevamente la cinta. 

VI. Resultados 

Los huevos de E. vermicular is miden alrededor de 50-60 pm x 20-30 pm y tienen una cascara lisa, bastante gruesa y una forma ova- 
lada aplanada en un lado. muy parecida a una pelota de rugby parcialmente inflada y aplastada. A veces se ven gusanos adultos en 
los preparados de cinta adhesiva. Los adultos miden alrededor de 1 cm de largo, tienen cola puntiaguda y dos alas transparentes a los 
lados del extremo anterior. 

VIL Notas acerca del procedimiento 

1. La persona que obtiene las muestras debe tomar precauciones, ya que los huevos son infecciosos si se ingieren. Pueden usar- 
se guantes o lavarse con cuidado las manos despues del procedimiento. En el comercio existe una paleta con una cubierta adhe¬ 
siva engomada (BD Falcon®, Swube®, Pin worm Paddle. BD Diagnostic Dy stems, Sparks, MD) que representa un dispositive 
de obtencion de muestras menos engorroso y mas seguro. 

2. Si se uso cinta opaca por error, el agregado de aceite de inmersion a la superficie facilitara el examen microscopico. 

VIII. Limitaciones del procedimiento 

1. Las hembras de E. vermicularis depositan huevos en forma irregular. Por lo tanto, deben obtenerse varias muestras en dias 
diferentes antes de descartar la infeccion. 

IX. Bibliografia 

Garcia L. Examination of Fecal Specimens. En: Diagnostic Medical Parasitology. Washington, DC: American Society for 

Microbiology, 2001:759-764. 

Garcia L. Parasitology. En: Isenberg HD, ed. Clinical Microbiology Procedure Handbook. Washington, DC: American Society for 

Microbiology, 1992. 


Protocolo 23-1 

Prueba de hemadsorciOn 

I. Principio 

La prueba de hemadsorcion es el metodo mas sencillo para detectar la presencia de ortomixovirus o paramixovirus. La identificacion 
del aislamiento tambien puede llevarse a cabo por inhibicion de la hemadsorcion, aunque la inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) es 
menos engorrosa y mas barata. 

Entre los virus que producen aglutinacion de eritrocitos, los ortomixovirus y los partunixovirus maduran en la membrana plasmatica 
de las celulas infectadas. A medida que “brotan*’ de la membrana plasmatica, insertan en la membrana heniaglutininas codificadas por 
ellos. La presencia de celulas infectadas en una monocapa puede detectarse por la adherencia de los eritrocitos a la monocapa. Como 
algunos virus simianos que pueden estar presentes en tejidos de mono tambien producen hemaglutininas. es importante incluir como 
controles monocapas sin infectar. 

II. Material es y reactivos 

A. Cultivos primarios de celulas de rinon de mono, infectados y control. 

B. Suspension de eritrocitos frescos de cobayo, lavados. al 0,4% en medio sin suero. 

III. Control de calidad 

A. Control positivo (virus hemaglutinante). 

B. Control negativo (monocapa no infectada). 

IV. Procedimiento 

1. Agregar 0,2 mL de eritrocitos de cobayo por cada 1 mL de medio. 

2. Incubar en gradilla inclinada durante 1 hora a 4 "^C. 

3. Observar con el microscopio en busca de aglutinacion en la fase liquida y de adherencia de los eritrocitos a la monocapa. 

4. Incubar los cultivos 1 hora a mas a 20 "C. 

5. Observar nuevamente en busca de aglutinacion y adherencia. 
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V. Resultados 

A. Interpretacion 

Aglutinacion de los eritrocitos en la fase liquida o adherencia de los eritrocitos a la monocapa. Si hay hemadsorcion en el control 
negative, la prueba no es valida. La elucion de los eritrocitos a 20 sugiere la presencia de virus de parainfluenza 1 a 3. 

VI. Bibliografia 

Smith TF. Viruses. En: Washington JA, ed. Laboratory Procedures in Clinical Microbiology, 2® ed. Nueva York: Springer-Verlag, 1985. 
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Formulas de conservantes de heces usados habitualmente 

I. Tinierosal-yodo-formalina (MIF) 

A. Solucion I 

Tintura de timerosal, 1:1 000, 40 mL 
Formaldehido, solucion acuosa al 10% (USP), 5 mL 
Glicerol, 1 mL 
Agua destilada, 50 mL 

B. Solucion II 

Cristales de yoduro de potasio (KI), 10 g. 

Cristales de yodo (agregar despues de que se disuelve el KI), 5 g. 

Agua destilada, 100 mL. 

La fecha de vencimiento de ambas soluciones es de muchos meses si se alraacenan a temperatura ambiente en Irascos color cara- 
melo. Combinar en un frasco pequeho 9,4 mL de la solucion I con 0,6 mL de la solucion II inmediatamente antes de usar. Agregar 
el equivalente de airededor de un cuarto de cucharadita de heces recien emitidas y mezclar bien con una varilla de madera. Dejar 
que la suspension sedimente durante 24 horas: luego, extraer con una pipeta una fraccion de la capa media de color naranja palido 
y de la capa inferior, de color mas intenso, para preparar frotis. 

II. LV-PVA 

A. Formula 

Alcohol polivinilico, 10 g. 

Alcohol etilico al 95%, 62,5 mL. 

Cloruro mercurico, solucion acuosa saturada, 125 mL. 

Glicerina, 3 mL. 

Los componentes liquidos se mezclan en un vaso de precipitado de 500 mL y se agrega el alcohol polivimTico (PVA) en polvo, 
sin mezclar. Cubrir el vaso con papel o pelicula transparente y dejar humedecer el PVA durante la noche. Calentar con suavidad la 
mezcla a 75 ‘'C y agitar con delicadeza durante 30 segundos hasta que se obtiene una suspension algo lechosa. 

III. Acetato de sodio-acido acetico-formalina (SAF) 

A. Formula 

Formaldehido (solucion al 37-40%), 0,6 mL. 

Acido acetico glacial, 0,3 mL. 

Acetato de sodio, 225 mg. 

Agua destilada, 13,88 mL. 

Disolver el acetato de sodio en el agua destilada, agregar lentamente el acido acetico glacial y la solucion de formalina, mezclar 
y guardar. La fecha de vencimiento es de varios meses. 

IV. Fijador de Schaudinn (cloruro mercurico en alcohol etflico y acido acetico glacial) 

A. Formula 

Cloruro mercurico, solucion acuosa saturada (Hg Cip. 110 g 
Agua destilada, 1 000 mL 

Colocar en una probeta dentro de un bano de agua de modo que hierva hasta que el cloruro mercurico se disuelva; luego dejar 
reposar varias horas hasta que se formen cristales. 

V Fijador de Schaudinn (solucion concentrada) 

Cloruro mercurico, solucion acuosa saturada, 600 mL. 

Alcohol etflico al 95%, 300 mL. 

Agregar 5 mL de acido acetico glacial por cada 100 mL de solucion madre inmediatamente antes de usar. 
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Evaluaci6n por tinci6n de Gram de frotis de esputo 

La calidad de las muestras de esputo se puede evaluar mediante recuento del numero relative de celulas epi- 
teliales pavimentosas y neutrofilos segmentados por campo de bajo aumento en un frotis con tincion de 
Gram. La presencia de celulas epiteliales pavimentosas indica contaminacion con secreciones orofaringeas. 
Por el contrario, la neumoma bacteriana produce grandes cantidades de neutrofilos segmentados que pue- 
den detectarse en las muestras de esputo. Las siguientes son microfotografias de frotis de muestras de espu¬ 
to con tincion de Gram que ilustran la presencia relativa de varios componentes celulares. 

A. Vista de un campo de bajo aumento de un frotis de esputo con tincion de Gram que revela la presencia de 
un campo cubierto de celulas epiteliales pavimentosas y la ausencia de neutrofilos segmentados. Esta mues- 
tra representa saliva, daria una calificacion de baja calidad y no es aceptable para el cultivo. 

B. La celula epitelial pavimentosa que se muestra aqui se encuentra altamente colonizada por bacterias gram- 
positivas. El sobrecrecimiento de bacterias en las muestras de esputo suele indicar una demora en el envio 
de la muestra al laboratorio y que cualquier resultado semicuantitativo sera de escaso valor, 

C. Este frotis de esputo coloreado con tincion de Gram muestra una mezcla de celulas epiteliales pavimento¬ 
sas y neutrofilos segmentados. La presencia de neutrofilos segmentados indica que existe un foco infeccio- 
so en algun lugar de las vias respiratorias; sin embargo, la presencia de celulas epiteliales pavimentosas indi¬ 
ca contaminacion con las secreciones de las vias respiratorias altas. Este tipo frotis de esputo es dificil de 
interpretar porque las infecciones respiratorias altas no pueden distinguirse de las infecciones de las vias res¬ 
piratorias bajas. 

D. Campo cubierto de neutrofilos y ausencia virtual de celulas epiteliales pavimentosas. Esta es una muestra 
de esputo de alta calidad, con buena probabilidad de producir resultados significativos. 

E. Vista de un campo con gran aumento de la muestra en D, que revela neutrofilos segmentados disperses con¬ 
tra un fondo de hebras de moco tenido de rosado. 

F. Frotis de una muestra de esputo inducido tenido con Diff-Quik, que muestra varias celulas epiteliales cilin- 
dricas ciliadas. Estas celulas tienen su origen en las vias respiratorias bajas y cuando estan presentes en un 
frotis de esputo, como aparece aqui, indican una muestra de alta calidad a partir de la cual se pueden obte- 
ner resultados valiosos. 

G. Vista con campo de gran aumento de una muestra de esputo con tincion de Gram que ilustra la morfologfa 
de una cdula epitelial cilmdrica ciliada. Notense los cilios claros en la parte superior del extremo terminal 
brillante de esta celula epitelial cilmdrica eosinofila tenida. 

H. Tincion con azul de toluidina de una muestra de esputo inducido que muestra la presencia de celulas infla- 
matorias mononucleares compatibles con macrofagos alveolares. Como las celulas epiteliales cilmdricas, 
los macrofagos alveolares tienen su origen en lo profundo de las vias respiratorias bajas, y su presencia en 
las muestras de esputo incrementa la importancia de cualquier especie bacteriana que se aisle. 
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Divers AS coloraciones utilizadas en microbiolog i a 

Dado que muchos de los microorganismos de importancia medica tienen indices de refraccion cercanos al 
del agua, las tinciones son necesarias para hacer posible su deteccion y estudio. A lo largo del tiempo, se 
han creado diversas tinciones, cada una disenada para destacar organulos internos o componentes especifi- 
cos de la pared celular. Las siguientes son ilustraciones de tinciones seleccionadas y algunas de sus aplica- 
ciones. 

A. Tine ion de Gram. La mas comun de las tinciones utilizadas en el laboratorio de microbiologia esta disena¬ 
da para diferenciar entre las bacterias que pueden retener el colorante violeta de genciana (cristal violeta) y 
aparecer de color azul intenso-negro luego de la decoloracidn (bacterias grampositivas) y aquellas que no lo 
pueden retener y se colorean de rojo (bacterias gramnegativas). Se ilustra una preparacion coloreada con la 
tincion de Gram que muestra bacilos gramnegativos tenidos de rojo. 

B. Tincion para bacilos dcido-alcohol resistentes. Esta tincion se utiliza para observar una variedad de micro¬ 
organismos acido-alcohol resistentes, como las especies de Nocardia en muestras de esputo y los ovocitos 
de Cryptosporidium en muestras fecales. Aquf se observan ciimulos de bacilos acido-alcohol resistentes 
tenidos de rojo en una muestra de una biopsia hepatica de un paciente con SIDA. Los microorganismos se 
tinen de rojo con la coloracion para bacilos acido-alcohol resistentes; los que aqui se muestran fueron iden- 
tificados como pertenecientes al complejo Mycobacterium avium-intracellulare. 

C. Fluorescencia directa. Los colorantes fluorescentes (rodamina y auramina) reaccionan directamente con la 
pared celular de las micobacterias. Tambien se dispone de anticuerpos conjugados con fluorescema para 
detectar una variedad de agentes microbianos usando la prueba directa con anticuerpos fluorescentes. Aqui 
se muestran micobacterias con fluorescencia amarillo verdosa en un esputo concentrado de un paciente con 
tuberculosis pulmonar. 

D. Naranjo de acridina. Esta tincion fluorescente rapida se usa para observar formas bacterianas en frotis direc- 
tos y preparados con liquidos biologicos. Se utiliza sobre todo para la deteccion de bacterias gramnegativas 
en los hemocultivos positives, los cuales pueden perderse con la tincion de Gram por la intensa tincion roja 
de los detritos del fondo. Aqui se muestra una bacteria larga en forma de baston con un caractenstico res- 
plandor naranja, cuando se observa con un microscopio de fluorescencia. 

E. Azul de metileno. Esta tincion rapida e inespeciTica se utiliza para mostrar la presencia de bacterias y otros 
microorganismos en frotis directos. Aqui se muestran bacilos que han tornado la tincion azul. Una impor- 
tante aplicacion es la deteccion de bacterias en frotis directos de liquido cefalorraquideo en casos de sospe- 
cha de meningitis aguda, sobre todo de especies gramnegativas, que pueden ser oscurecidas por la tincion 
roja que toma el material proteico del fondo. 

F. Blanco de calcofluor Este agente blanqueador autofluorescente tiene la propiedad de acoplarse con la parte 
de hidratos de carbono de la pared celular de los hongos. Aqui se muestran hifas de color amarillo verde bri- 
llante en un preparado tenido con bianco de calcofluor observado con un microscopio de fluorescencia, 

G. Wright-Giemsa. Esta coloracion suele utilizarse para observar los elementos celulares en frotis de sangre peri- 
ferica y de medula osea. En microbiologia, esta tincion se utiliza con mayor frecuencia para la deteccion de 
parasitos intraeritrociticos (plasmodio, babesia) y exoeritroci'ticos (tripanosoma, microfilaria), inclusiones 
de clamidias y, como se muestra aqui, las formas intracelulares de la levadura Histoplasma capsulatum. 

H. Acido peryddico de Schijf (PAS). Esta tincion general se utiliza para mostrar las paredes celulares ricas en 
polisacaridos. Tiene aplicaciones especificas en la deteccion de hongos en cortes de tejidos y frotis. Aqui se 
reconoce el cuerpo de fructificacion de las especies Aspergillus en el material aspirado de una bola fungica 
pulmonar (aspergiloma), rodeada de las esporas de Aspergillus teiiidas de rojo. 





G 



H 



























LAMINAS EN COLOR 1-3 


IdENTIFICACi6n PRESUNTIVA DE BACTERIAS BASADA EN LA OBSERVACION DE LA MORFOLOGIA 
CELULAR EN PREPARACIONES DE FROTIS TENIDOS 

La coloracion de bacterias con tincion de Gram, sumada a otras tecnicas de tincion, es una de las determi- 
naciones mas importantes en la identificacion presuntiva de microorganismos. La morfologfa de las bacte¬ 
rias, su organizacion y sus caracteristicas de tincion suelen ser suficientemente distintivas para permitir una 
identificacion presuntiva en un frotis tenido con Gram. En esta lamina se incluyen las caracteristicas micros- 
copicas indicativas de varios gmpos de bacterias. 

A. Bacilos gramnegativos relativamente delgados organizados en un patron de letras chinas, que sugiere una de 
las bacterias corineformes (difteroides). 

B. Bacilos formadores de esporas grampositivos. Los formadores de esporas aerobics pertenecen al genero 
Bacillus', los formadores de esporas anaerobios pertenecen al genero Clostridium. Las que aqui se ilustran 
son bacterias formadoras de esporas de Bacillus sphaericus. 

C. Tincion de Gram directa de un exudado purulento que muestra cocos grampositivos organizados en peque- 
nos gmpos o ciimulos, caracteristicos de las especies de Staphylococcus. 

D. Frotis directo de un exudado necrdtico obtenido proveniente de un paciente con mionecrosis. Los diminu¬ 
tes cocos grampositivos que se observan en esta microfotografia son estreptococos. 

E. Tincion de Gram directa de un frotis de esputo purulento en el que se observan diplococos grampositivos, 
caracteristicos de Streptococcus pneumoniae. 

E Exudados pumlentos obtenidos de la pared toracica de un paciente con empiema supurativo agudo. Contra 
el fondo de neutrofilos segmentados se encuentran numerosos bacilos ramificados grampositivos. Las espe¬ 
cies de Actinomyces y las especies de Nocardia pueden causar un cuadro similar a este; sin embargo, en este 
caso, un cultivo pure de especies de Bifidobacterium se aislo a partir de un cultivo anaerobic. 

G. Preparacion con tincion de Gram de un frotis directo de sedimento de orina obtenido de un paciente con cis- 
titis aguda. Notense los numerosos bacilos gramnegativos en medio de un fondo de neutrofilos segmenta¬ 
dos. Se aislo Escherichia coli en un cultivo pure. 

H. Preparacion con tincion de Gram de un frotis directo de sedimento de orina obtenido de un exudado uretral 
de un hombre sexualmente active, que muestra diplococos gramnegativos intracelulares caracteristicos de 
Neisseria gonorrhoeae. En esta fotografia las celulas bacterianas presentan una tincion mas palida que la 
observada por el examen microscopico directo. 

I. Microfotografia de un frotis de esputo que muestra un fondo con pocos neutrofilos segmentados y un infil- 
trado difuso con muchos bacilos gramnegativos cortos, algunos de los cuales parecen estar rodeados por un 
halo. En el cultivo crecio Klebsiella pneumoniae. 

J. Microfotografia de filamentos delicados ramificados grampositivos sugestivos de especies de Actinomyces. 
En el cultivo crecio Propionibacterium acnes. 
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LAMINAS EN COLOR 1-4 


Dificultades y artefactos EN LA tinci6n de Gram 

A. Especies cle Acinetobacter en un hemocultivo. Este genero de cocobacilos tiende a retener el colorante vio- 
leta de genciana. De este modo, los frotis con tincion de Gram pueden ser interpretados en forma erronea 
como cocos gramnegativos, cocos grampositivos (flecha) o bacilos grampositivos. El microscopista debe 
evaluar el patron de todas las bacterias presentes en el frotis. La presencia de celulas que se tinen de viole- 
ta es un indicio de que la verdadera reaccion puede ser gramnegativa. Aumento original, 1 OOOx. 

B. Los estafilococos sobrecoloreados de una muestra genital se interpretan en forma erronea como cocos gram¬ 
negativos. A pesar de que los gonococos y los estafilococos pueden aparecer como diplococos, salvo una 
rara excepcion (flecha) la forma de “habichuela” de los gonococos no se encuentra presente aqui y las bac¬ 
terias no son intracelulares. Es importante no sugerir la presencia de Neisseria gonorrhoeae a menos que la 
morfologia sea caracteristica. Aumento original, 1 OOOx. 

C. Las celulas alargadas de Streptococcus pneumoniae iflechas) presentes en un frotis de esputo pueden inter- 
pretarse de manera erronea como bacilos grampositivos y en consecuencia se puede subestimar su impor- 
tancia como uno de los principales patogenos respiratorios. Otras celulas en el frotis tienen la apariencia 
caracteristica en forma de “lanceta” de los neumococos. El microscopista debe evaluar el patron global y no 
confundirse por ocasionales imagenes de estructuras enganosas, Aumento original, 1 OOOx. 

D. Clostridium perfringens cambia de color facilmente y parece gramnegativo. La presencia ocasional de bac¬ 
terias grampositivas (flecha) y la apariencia de “contenedor” que no se asemeja a un tipico bacilo enterico, 
proporcionan los indicios de la verdadera naturaleza de las bacterias. Las especies de Bacillus tambien pue¬ 
den cambiar de color y aparecer como gramnegativas. Aumento original, 1 OOOx. 

E. Los restos de la tincion de Gram parecen cocos grampositivos. El tamano pequeno y la variacion en tama- 
no sugieren la verdadera naturaleza del material. Los artefactos a menudo aparecen refringentes cuando se 
varia el foco. Aumento original, 1 OOOx. 

R Los bastones y los conos de la retina parecen cocos grampositivos y bacilos en una muestra de humor vitreo. 
El sitio anatomico y su apariencia refringente sugieren la verdadera naturaleza de las estructuras. Aumento 
original. 1 OOOx. 

G. Los conidios de Aspergillus fumigatus mimetizan a los cocos grampositivos en una muestra de esputo. El 
tamano agrandado y los hordes asperos de los conidios si estan presentes, sugieren la verdadera naturaleza 
de las estructuras. El examen del frotis puede revelar la presencia de hifas. Aumento original, 1 OOOx. 

H. Los cilios exfoliados de una celula del aparato respiratorio (flecha) pueden asemejarse a los bacilos gram¬ 
negativos. Puede sugerirse como un bacilo tenido palidamente, como Fusobacterium nucleatum. Sin embar¬ 
go, cuando se inspeccionan mas de cerca, las estructuras no contienen los detalles morfoldgicos de una bac¬ 
teria. Si se continua la busqueda se encuentran casi siempre celulas intactas con sus cilios pegados. 
Magnificacion original, 1 OOOx (imagen aumentada). 
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LAMINAS EN COLOR 1-5 


IdENTIF1CACI6n PRESUNTIVA DE las BACTERIAS BASADA EN LA observaci6n 
DE LA MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS 

Los microbiologos utilizan diversas caracteristicas de las colonias bacterianas que crecen sobre la supefici- 
cie de los medios de cultivo de agar para establecer la identificacion presuntiva del grupo o del genero del 
microorganismo aislado o como guia para seleccionar las pruebas diferenciales que permitan determinar la 
identificacion definitiva de la especie. For lo general, los criterios que se consideran son tamano, forma, con- 
sitencia, color y pigmentacion de las colonias, asi como la presencia de reacciones de hemolisis en agar 
sangre. 

A. Placa de agar sangre sobre la cual crecen colonias redondas, blancoamarillentas, completas, convexas, no 
hemoliticas de especies de Staphylococcus. 

B. Colonias que crecen sobre agar sangre y muestran diferentes zonas de p-hemolisis alrededor de las colonias. 
La relacion entre el tamano de las colonias y las zonas de hemolisis se utiliza para diferenciar ciertas espe¬ 
cies. Aqui se muestran especies de Streptococcus que, por lo general, tienen una relacion baja entre el tama¬ 
no de las colonias y las zonas de hemolisis, en contraste con las especies de Staphylococcus, con una rela¬ 
cion que habitualmente es mayor. Aqui se muestran especies de Streptococcus, en las cuales el tamano rela- 
tivo de las colonias suele ser mayor. 

C. Las placas de agar sangre muestran el cambio de color del agar al tono verdoso caractenstico de la a-hemo- 
lisis. El crecimiento en esta placa corresponde a colonias pequenas y claras de Streptococcus viridans con 
grandes zonas de a-hemolisis. 

D. Se observan colonias opacas, gris apagado, algo humedas que crecen en agar sangre (derecha) o agar de 
MacConkey (izquierda), y sugieren corresponder a uno de los miembros de la familia Enterobacteriaceae. 
El crecimiento en agar de MacConkey muestra ausencia de pigmentacion roja, lo cual indica que el micro¬ 
organismo no es fermentador de lactosa. Las bacterias que se muestran aquf son especies de Salmonella. 

E. Colonias secas y rugosas de especies de Bacillus. Con Pseudomonas stutzeri se observan colonias rugosas 
de aspecto similar. 

F. Colonias pigmentadas de amarillo en agar sangre. La pigmentacion es una caracteristica importante para la 
identificacion diferencial de muchas especies bacterianas, sobre todo aquellas que pertenecen a varios gru- 
pos de bacilos no fermentadores. Las colonias que se muestran aqui corresponden a especies de 
Flavobacterium luego de 48 horas de incubacion, las ultimas 24 horas, a temperatura ambiente. La intensi- 
dad de la pigmentacion a menudo se intensifica luego de una incubacion adicional a esa temperatura. 

G. Distintas colonias mucosas que crecen en agar sangre. La consistencia mucosa de la colonia suele ser secun¬ 
daria a la produccion de capsulas, un mecanismo de proteccion utilizado por muchas especies bacterianas 
en defensa contra la fagocitosis. Pseudomonas, Klebsiella pneumoniae. Streptococcus pneumoniae y 
Cryptococcus neoformans se encuentran entre las especies microbianas recubiertas mas comunes que pro- 
ducen colonias mucosas. La colonia que se muestra aquf es Streptococcus pneumoniae. 

H. Colonias grises, semitranslucidas de Eikenella corrodens que crece en agar sangre. Notese la apariencia de 
halo alrededor de las colonias, lo cual ilustra el “poceado” caracterfstico de la especie. 

I. Colonias grises, lisas, semitransparentes de Capnocytophaga ochracea. Notese la propagacion en forma de 
rocfo de las colonias, caracteristica de las especies de Capnocytophaga. 

J. Colonia blanca, seca, calcarea de especies de Nocardia. Las especies de Streptomyces producen colonias de 
apariencia similar. Esta identificacion presuntiva puede confirmarse si se detecta el olor a “sotano enmohe- 
cido” caracterfstico de estas especies. 





























LAMINAS EN COLOR 6-1 


Identificacion presuntiva de Enterobacteriaceae 

La identificacion presuntiva de Enterobacteriaceae se basa en el aspecto de las colonias que crecen en los 
medios de aislamiento primario y en una evaluacion de ciertas reacciones bioquimicas. Por definicion, para 
que un microorganismo sea clasificado como Enterobacteriaceae debe fermentar la glucosa, produciendo 
acido o acido y gas; reducir nitrates a nitritos y no mostrar ninguna actividad de citocromo oxidasa. 

A. Tincidn de Gram de un frotis de esputo que muestra los bacilos gram negatives pletoricos y cortos caracte- 
nsticos de los miembros de Enterobacteriaceae. Tambien se muestran dos leucocitos polimorfonucleares, lo 
que sugiere un proceso infeccioso continue en este paciente. En este caso el cultivo confirmo que el micro¬ 
organismo era K. pneumoniae. 

B. Cultivo mixto que muestra el crecimiento a las 24 boras en agar sangre de dos morfotipos de bacilos gram- 
negativos grandes y un tercer morfotipo de un microorganismo mas pequeno del que se puede sospechar que 
es una especie grampositiva. Un morfotipo se puede observar como colonias blancas, grandes y brillantes, 
mientras que el otro aparece como grandes colonias grises con hordes irregulares. Se puede sospechar que 
ambos tipos de colonias contienen bacilos gramnegativos tipicos de los miembros de Enterobacteriaceae. 
Tambien se presentan muchas colonias completas, blancas y pequenas. tipicas de uno de los cocos grampo- 
sitivos. 

C. Colonias rosadas, grandes, mucoides y brillantes en agar de MacConkey tipicas de muchas especies de 
Klebsiella y Enterobacter. Solo sobre la base de su apariencia, se puede sospechar que estas colonias cons- 
tituyen una especie de Enterobacteriaceae. 

D. Patron en forma de enjambre de una cepa movil de especie de Proteus en una placa de agar chocolate. 

E. Serie de tubos con agar hierro de Kigler (KIA) “en pico de flauta” (agar inclinado) que muestra varios patro- 
nes de reaccion. El tubo del extremo izquierdo ilustra una porcion inclinada acida (amarilla) y un extremo 
acido (amarillo), lo que indica tan to fermentacion de glucosa como de lactosa. Tambien observese el espa- 
cio en la parte inferior del tubo y la division en el agar en el medio del tubo que indica la produccion de gas 
(CO 2 ) por parte del microorganismo. Las cantidades abundantes de CO 2 , como se observan aqui, suelen ser 
producidas solo por microorganismos pertenecientes a la tribu V (Klebsielleae). El segundo tubo desde la 
izquierda ilustra una reaccion acida/acida pero sin presencia de gas, tipica del tipo de reaccion que se ve con 
E. coli. El tercer tubo de la izquierda muestra un agar inclinado alcalino (rojo)/profundidad acida caracte- 
rfsticos de un no fermentador de lactosa. El cuarto tubo ilustra un agar inclinado rojo/profundidad negra, que 
indica la produccion de sulfuro de hidrogeno (H,S). Cuando se observa este tipo de reaccion con un micro¬ 
organismo oxidasa negativo, se presume que la porcion profunda del tubo es acida (amarillo), lo que indica 
fermentacion de glucosa aun cuando el color amarillo esta enmascarado debido a la produccion de H,S. La 
reaccion en el quinto tubo {extremo derecho) rojo/rojo es tipica de los bacilos gramnegativos no fermenta- 
dores que no fermentan lactosa ni glucosa. 

F. Tres tubos de medios de cultivo violeta que contienen tubos de Durham para demostrar la formacion de gas. 
Los dos tubos de la derecha muestran acido a partir de glucosa (color amarillo), comparados con el control 
negativo de la izquierda. El tubo del extremo derecho muestra la coleccidn de gas dentro del tubo de 
Durham, caracterfstica de un microorganismo que produce tanto acido como gas a partir de glucosa. 

G. Prueba de citocromo oxidasa que muestra una reaccion color violeta positiva {izquierda) comparada con una 
reaccion negativa {derecha: no se observe ningun color azul dentro de los 10 segundos; vease protocolo 1-5). 
Cualquier microorganismo que da una reaccion positiva puede ser excluido de la familia Enterobacteriaceae. 

H. Medios de prueba de nitrato que contienen tubos de Durham para demostrar la formacion de gas nitrogeno. 
El tubo de la izquierda muestra una reaccion positiva (roja) despues del agregado de a-naftilamina y acido 
sulfanico. El microorganismo de prueba ha reducido los nitrates en el medio a nitritos, los cuales reaccio- 
naron con los reactivos para formar el pigmento rojo p-sulfobenceno-azo-a-naftilamina (vease protocolo 
6-2). El tubo del medio tambien muestra una reaccion de nitrato positiva, pero en este caso todo el nitrato 
fue reducido primero a nitrito y luego reducido a su vez a gas nitrogeno, indicado por la coleccion de gas 
dentro del tubo de Durham. Como no hay nitrito en el tubo, no hay color rojo cuando se agregan reactivos. 
El tubo del extremo derecho no muestra ningun color rojo ni gas y muestra una prueba negativa para la 
reduccion de nitrato. 








































LAMINAS EN COLOR 6-2 


AsPECTO DE las COLONIAS DE EnTEROBACTERIACEAE EN AGARES DE MACCONKEY Y EMB 

El agar de MacConkey y el agar eosina azul de metileno (EMB) son dos medios de aislamiento primario de 
uso frecuente para la diferenciacion presuntiva de los miembros de Enterobacteriaceae fermentadores y no 
fermentadores de lactosa. En agar de MacConkey, las colonias que fermentan la lactosa aparecen rojas debi- 
do a la conversion acida del indicador, el rojo neutro. En agar EMB, los fermentadores avidos de lactosa 
producen un brillo metalico verde cuando la produccion del acido es suficiente como para reducir el pH 
hasta aproximadamente 4,5 o menos. 

A. Superticie de agar de MacConkey con crecimiento de 24 boras de colonias rojas, fermentadoras de lactosa. 
El color rojo difuso en el agar que rodea las colonias es causado por microorganismos que fermentan con 
avidez la lactosa, con produccion de grandes cantidades de acidos mixtos y precipitacion de las sales bilia- 
res en el medio (p. ej., Escherichia coli). 

B. Superficie de agar de MacConkey que muestra tanto colonias rojas, fermentadoras de lactosa, como colo¬ 
nias Claras mas pequenas, que no fermentan la lactosa. 

C y D. Superficie de placas de agar EMB que muestran el brillo verde producido por los miembros de 
Enterobacteriaceae avidos fermentadores de lactosa (o sacarosa). La mayoria de las cepas de E. coli pro¬ 
ducen colonias con este aspecto de agar EMB y, como E. coli se encuentra entre las cepas mas frecuentes 
de muestras clmicas, el aspecto de estas colonias puede servir a menudo para su identificacion presuntiva. 
Sin embargo, se deben evaluar las caracteristicas distintas de la produccion de un brillo verde en EMB antes 
de poder identificar en forma defmida a un microorganismo como E. coli, ya que otras enterobacterias que 
fermentan la lactosa pueden tener un aspecto similar. 

E y F. Superficie de placas de agar EMB que muestran un cultivo mixto de E. coli (colonias briliantes verdes) y 
especies de Shigella. La mayoria de las especies de Shigella no fermentan lactosa y, por lo tanto, producen 
colonias semitransliicidas y no pigmentadas en agar EMB. Otras especies incapaces de fermentar lactosa 
producen colonias de aspecto similar a las ilustradas en estas fotografias. 





































LAMINAS EN COLOR 6-3 


Aspecto de Enterobacteriaceae en placas de agar XLD y he 

En los laboratories de microbiologia clinica se utilizan varies tipos de medios mas selectivos que los agares 
de MacConkey o EMB para la recuperacion de ciertos miembros de Enterobacteriaceae. Se utilizan mas a 
menudo agares de xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) y enterico de Hektoen (HE); solo se utilizan medios 
altamente selectivos como agar sulfato de bismuto para aplicaciones especiales. Estos medios no solo tie- 
nen la capacidad de separar los fermentadores de lactosa de los no fermentadores sino que tambien pueden 
detectar microorganismos productores de sulfuro de hidrogeno (H,S). 

A. Superficie de agar XLD que muestra la conversion amarilla del medio por las colonias de E. coli producto- 
ras de acido. 

B, Colonias no fermentadoras de lactosa (sin conversion acida del medio) de especies de Salmonella sobre la 
superficie de agar XLD. Observese la pigmentacion negra de algunas de las colonias, lo que indica la pro- 
duccion de H^S. 

C, Fotografia que muestra una placa de agar XLD inoculada con una mezcla 50/50 de especies de E. coli y 
Salmonella. Observese el crecimiento preponderante de las especies de Salmonella (colonias rojas) compa- 
rado con las pocas colonias amarillas fermentadoras de lactosa que ban sido inhibidas en forma eficaz. El 
halo rosado definido que rodea a las colonias de Salmonella indica la descarboxilacion de lisina, una carac- 
teristica util para diferenciar las especies de Salmonella (positivas) de las colonias de especies de Proteus 
que producen H.S. 

D, Placa de agar XLD inoculada con una cepa productora de H,S de una especie de Proteus. Observese la 
ausencia de un halo rosado claro alrededor de las colonias, lo que indica la ausencia de descarboxilacion de 
lisina (comparese con las colonias que se muestran en el panel C). 

E. Superficie de agar HE que muestra la produccion de acido por colonias de E. coli. 

F. Superficie de agar HE que muestra las colonias verdes palidas (incoloras) de miembros no fermentadores de 
lactosa de las enterobacterias. 
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CaRACTERISTICAS DTFERENCIALES DE EnTEROBACTERIACEAE 

A. Prueba de c?rrc>-nitrofenil-p-D-galactopiran6sido (ONPG) que muestra una reaccion positiva (amarilla) 
Hzquierda) comparada con el control negativo {derecha). Una reaccion positiva indica que el microorganis- 
mo es capaz de producir p-galactosidasa, enzima requerida para la degradacidn inicial de lactosa, liberando 
el 6»rm-nitrofenol de color amarillo, 

B. Tubo de agar semisdlido SIM (sulfuro indol motilidad) {derecha) y de agar hierro de Kligler (KIA) “en pico 
de flauta" {izquierda), que muestra las diferencias en sensibilidad para detectar sulfuro de hidrogeno (H,S) 
por los diferentes medios. El delicado ennegrecimiento difuso en el tubo SIM es producido por un micro- 
organismo movil productor debil de H^S (en este caso S. typhi). Observese que el H^S producido en el tubo 
KIA menos sensible aparece solo en el medio del tubo, en la interfaz del agar inclinado y la profundidad, 
tipico de S. typhi en este medio. 

C y D. Cuatro tubos en los que se realizaron las pruebas de indol (I), rojo de metilo (RM), Voges-Proskauer (VP) 
y citrato (C). Cuando estas cuatro pruebas se realizan juntas constituyen las reacciones IMViC clasicas. La 
formacion de indol a partir del triptofano esta indicada por un color rojo con el agregado de reactivo de 
Kovac {tubo de la extrema izquierda, panel C). El desarrollo de un color rojo en el tubo de RM senala una 
caida en el pH hasta 4,4 o mas bajo, que indica fermentadores fuertes de acidos mixtos {segundo tubo desde 
la izquierda, panel C). Un color rojo en el tubo VP indica la presencia de acetoma (acetilmetilcarbinol) for- 
mada a partir del piruvato en la via metabolica del butilenglicol {tercer tubo desde la izquierda, panel D). 
El crecimiento en el pico de flauta del agar citrato de Simmon y la conversion del indicador de azul de bro- 
motimol a un color azul alcalino indica que el microorganismo puede utilizar citrato de sodio como unica 
fuente de carbono {tubo mas a la derecha, panel D). C muestra las reacciones para E. coli (+ + —). El panel 
D muestra las reacciones para Klebsiella/Enterobacter (— + +). 

E. Los dos tubos de la izquierda muestran reacciones de fenilalalina desaminasa negativa (amarillo claro) y 
positiva (verde oscuro). El color verde es producido por la reaccion entre el reactivo FeCl^ y el acido fenil- 
pinivico en el medio, resultante de la desaminacion de fenilalanina (vease protocolo 6-8). Los tres tubos de 
la derecha son los picos de flauta del agar urea de Christensen. El tercero desde la derecha muestra una reac¬ 
cion positiva fuerte (color rojo en todo el medio, que indica una reaccion alcalina por la degradacidn de la 
urea), comparado con el control negativo de la extrema derecha (color totalmente amarillo). La reaccion en 
el segundo tubo desde la derecha (color rojo solo en el agar inclinado) es producida por microorganismos 
como especies de Klebsiella y algunas especies de Enterobacter que son productores debiles de ureasa. 

F. Cuatro tubos que contienen medio de descarboxilasa de Mpller cubierto con una capa de vaselina para lograr 
un medioambiente anaerobio (vease protocolo 6-7). De izquierda a derecha: tubo de control de crecimien¬ 
to desprovisto de aminoacidos (el crecimiento esta indicado por la conversion a un color amarillo debido a 
la fermentacion de glucosa en el medio), arginina, lisina y ornitina. El indicador violeta de bromocresol es 
amarillo a un pH acido y violeta a un pH alcalino. Por lo tanto, cualquier tubo que aparezca violeta indica 
un pH alcalino, reaccion producida por los microorganismos que pueden descarboxilar el aminoacido con- 
tenido en el medio. El microorganismo que se muestra aqui es arginina negativo y ornitina positivo y es la 
reaccion tipica observada con E. aerogenes. 

G. El agar lisina hierro (LIA) se utiliza para diferenciar los microorganismos entericos sobre la base de su capa- 
cidad para descarboxilar o desaminar lisina y formar H^S. Los microorganismos que descarboxilan la lisina 
producen una reaccion alcalina (violeta) en el extremo del tubo {tubo intermedio). Los microorganismos que 
desaminan la lisina producen un agar inclinado rojo sobre una profundidad acida (amarilla) {tubo mas a la 
izquierda). Las bacterias que generan H.S producen ennegrecimiento del medio principalmente en el centre 
y la profundidad del tubo {tambien se observa en el tubo del extremo izquierdo). El tubo del extremo izquier- 
do es lisina desaminasa positivo y lisina descarboxilasa negativo. El tubo intermedio es lisina desaminasa 
negativo y lisina descarboxilasa positivo. El tubo del extremo derecho es negativo tanto para lisina desami¬ 
nasa como para lisina descarboxilasa. (Profundidad rojiza pero no amarilla). 

H. Tubos de medio de motilidad. Los microorganismos moviles muestran un crecimiento difuso lejos de la 
Imea de inoculacion {tubo de la izquierda)', los microorganismos inmoviles solo muestran crecimiento a lo 
largo de la Imea de corte (tubo de la derecha). Tambien se encuentra disponible un medio de motilidad al 
que se agrega cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazoiio (TTC). El crecimiento de microorganismos capaces de redu- 
cir el TTC aparece rojo a lo largo de la Imea de cone y en el area a la que han migrado las celulas, lo que 
facilita la diferenciacion entre bacterias moviles e inmoviles (vease lamina en color 7-IE). (Fotografia cor- 
tesia de Health and Education Resources, Bethesda, MD). 






























LAMINAS EN COLOR 6-5 


PeSTE HUMANA 

A. La diseminacion hematogena de Y. pestis desde la puerta de entrada a otros organos y tejidos puede produ- 
cir coagulacion intravascular y shock endotoxico, que genera pequenas hemorragias sobre la piel. (CDC. 
Public Health Image Library). 

B. Tincion de Gram de Y. pestis que muestra bacilos gramnegativos cortos y pletoricos con tincion bipolar. Los 
microorganismos aparecen rosados en los extremos polares con un area blanca o sin tincion en el centro. 

C. Frotis de sangre periferica con tincion de Wright que muestra un aspecto en “imperdible” de Y. pestis. Las 
bacterias se tinen de azul oscuro, los leucocitos, de azul claro con niicleos de tincidn violeta y los eritroci- 
tos, de color ocre claro. (CDC, Public Health Image Library). 

D. Colonias de Y pestis en una placa de agar sangre a 72 horas. Yersinia pestis crece bien en la mayoria de los 
medios de laboratorio convencionales, despues de 48-72 horas, que muestran una morfologia en “huevo 
frito” irregular y elevada opaca bianco grisacea a levemente amarillenta; como alternativa las colonias pue- 
den tener una superficie brillante con aspecto de “cobre repujado”. (CDC, Public Health Image Library ). 

Agar cromogenico 

E. BBL' CHROMagar"^ 0157 esta ideado para uso como placa primaria para coprocultivos cuando se realiza 
un cribado de E. coli 0157. Distingue E. coli 0157 (colonias malva) de E. coli no 0157 (colonias azules). 
Tambien inhibe la mayoria de las cepas de Proteus, Pseudomonas y Aeromonas utilizando agentes selecti- 
vos. (Cortesia de BD Diagnostic Systems). 

F y G. El medio BBL* CHROMagar* Orientation es un medio diferencial no selectivo para la identificacion 
presuntiva de bacterias aisladas en muestras clmicas primarias. Permite el aislamiento y la identifica¬ 
cion presuntiva tanto de patogenos grampositivos como gramnegativos con una unica placa. Es util para la 
identificacion y la enumeracion de patogenos urinarios. Identifica a E. coli (colonias rosadas) y Entero¬ 
coccus (colonias azules o turquesas, pequenas) de la placa primaria. El cuadro F muestra agar Orientation 
con un cultivo puro de E. coli. El cuadro G muestra una mezcla mixta de E. coli y Enterococcus junto con 
algunas colonias de especies de Proteus (beige con halo pardo). (Cortesia de BD Diagnostic Systems). 

H. BBL® CHROMagar^ Salmonella esta ideado para uso en el cribado de Salmonella de muestras clmicas o 
industriales. Detecta Salmonella con una reaccion cromogenica altamente especifica (colonias violetas con 
halo violeta), mientras reduce la interferencia de otras colonias productoras de sulfuro de hidrogeno como 
especies de Proteus y Citrobacter. (Cortesia de BD Diagnostic Systems). 


































LAMINAS EN COLOR 6-6 


SlSTEMAS DE 1DENTIFICACI6 n COMERCIALES 

En la actualidad se comercializan algunos sistemas de identificacion que contienen reactivos estables y 
medios disenados para determinar caracteristicas bioquimicas. Estos productos varian desde aquellos que se 
inoculan y se leen en forma manual hasta los que son totalmente auiomaticos. 

A. Bandas API 20E que muestran el metodo de inoculacion y la aparicion de una banda luego de moculacion e 
incubacion. Se transfiere una suspension del microorganismo por evaluar con una pipeta en cada uno de los 
20 compartimentos de medios. Las reacciones de color se leen despues de 18 a 24 boras de incubacion a 
35 °C. Ei fabricante provee planillas para registrar la interpretacion visual de las reacciones de color, que son 
luego convertidas en un numero biotipico de siete digitos. 

B. El sistema de identificacion BBL Crystal Enteric/Nonfermenter contiene una tapa con 30 sustratos deshi- 
dratados sobre los extremos de las pinzas de plastico. Se prepara y agrega una suspension de prueba a 30 
pocillos en la unidad base. Se alinea luego la tapa con la base y se ajusta en el lugar, donde el inoculo de 
prueba rehidrata los sustratos desec ados e inicia reacciones de prueba. Despues de la incubacion, los pane- 
les se leen de arriba hacia abajo utilizando el transiluminador de BBL Crystal. Se examinan los pocillos para 
detectar cambios de color y se genera un numero de perfil de 10 digitos que se ingresa a un ordenador per¬ 
sonal en el cual se ha instalado el libro de codigos de BBL Crystal Electronic, para obtener la identificacion. 

C. EI panel REMAL RapID ONE (Oxidase Negative Enterobacteriaceae) tiene 19 sustratos para la identifica¬ 
cion de mas de 70 microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. El sistema consiste en 
una bandeja plastica con 18 pocillos de reaccion. Los pocillos de reaccion contienen reactivos deshidratados 
y la bandeja permite la inoculacion simultanea de cada cavidad con una cantidad predeterminada de inocu¬ 
lo, La prueba 18 es bifuncional y contiene dos pruebas separadas en el mismo pocillo. Cada prueba es inter- 
pretada visualmente para detectar cambios de color despues de 4 boras de incubacion a 35 °C. Se puntuan 
los resultados de 19 pruebas mas oxidada en las cajas apropiadas del formulario de comunicacidn y se gene¬ 
ra un codigo de siete digitos similar al que se muestra en A. El numero de biocodigo se ingresa en una PC 
en la cual se ha instalado el ERIC (Electronic RapID Compendium), para obtener la identificacion. 

D. El sistema Biolog GN Microplate consiste en una placa de microtitulacion de 96 pocillos que contiene 95 
sustratos de carbono y un indicador redox y colorante de tetrazolio. Si las bacterias inoculadas utilizan un 
sustrato de carbono, el colorante incoloro se reduce en forma irreversible y forma un color violeta. Con el 
uso de la pantalla de un ordenador. se codifican las celdas violetas como positivas y las celdas incoloras 
como negativas. El ordenador compara luego “la huella metabdlica” del microorganismo inoculado con las 
de la base de datos y genera la identificacion mas probable. 

E y F. En el panel de identificacion para gramnegativos MicroScan, se inoculan los pocillos de microtitulacion 
con una suspension concentrada del microorganismo por identificar y se incuban a 35 °C durante 15 a 18 
boras. Los paneles pueden interpretarse visualmente (fig. E), despues de lo cual los resultados bioquimicos 
son convertidos en un numero biotipico de siete u ocho digitos que se consulta en un libro de codigos pro- 
visto por el fabricante. Tambien se puede utilizar una lectora automatica de bandejas, autoSCAN-4, System 
junto con informacion LabPro. Algunas bandejas incluyen antibioticos para realizar tanto pruebas de sensi- 
bilidad por microdilucidn como la identificacion bacteriana en el mismo panel. Los mismos paneles pueden 
utilizarse, ademas, con el WalkAway, System completamente automatico (fig. F). El instrumento procesa 
tanto el panel rapido como el panel convencional de toda la noche en un sistema y se encuentra disponible 
en modelos de capacidad de 40 y 96 paneles. (Cortesia de Dade Behring). 

G. El VITEK®2 es un nuevo sistema de bioMerieux que realiza los analisis de identificacion bacteriana y prue¬ 
bas de sensibilidad utilizando un inoculo estandarizado. El VITEK 2 caracteriza al AES (Advanced Expert 
System, sistema experto avanzado) que integra las tecnologias de inteligencia artificial en el instrumento 
VITEK 2. AES interpreta los resultados de la prueba de sensibilidad a los antibioticos utilizando una base 
de datos de conocimiento altamente desarrollado. Esta base contiene la mayoria de los mecanismos de resis- 
tencia conocidos (alrededor de 2 000 fenotipos, 20 000 distribuciones de CIM). (Cortesia de bioMerieux). 

H. El sistema microbiologico automatizado para identificacion y pruebas de sensibilidad BD PHOENIX® ofre- 
ce pruebas de identificacion y sensibilidad completamente automaticas sin que se necesite ninguna prueba 
off-line, rotulos manuscritos ni agregados de reactivos. El panel de pruebas sell ado nunca se mueve una vez 
que esta colocado en el interior, de modo que no puede ser desalojado, atascarse, romperse ni perder mien- 
tras este en el instrumento. El PHOENIX viene con un software integrado combinado con el BD Epicenter®. 
(Cortesia de BD Diagnostic Systems). 
















































LAMINAS EN COLOR 7-1 


CaRACTERISTICAS IMPORTANTES para DISTINGUIR LOS BACILOS GRAMNEGATIVOS 
NO FERMENTADORES 

A. Deteccion de fermentacion. El tubo con agar hierro de Kligler (KIA) de la derecha muestra una reaccion 
caracteritica con el agar “en pico de flauta” alcalino y la profundidad alcalina para un microorganismo no 
fermentador; el tubo a la izquierda muestra una reaccion con el pico de flauta alcalino y la profundidad acida 
que indica la fermentacion de dextrosa pero la falta de fermentacion de lactosa (caracteristicas de las espe- 
cies lactosa-negativas de las enterobacterias). La falta de produccion de acido en KIA o en agar triple azu- 
car-hierro (TSI) indica la incapacidad de las bacterias no fermentadoras para utilizar la lactosa o dextrosa en 
KIA (o la lactosa, dextrosa o sacarosa en TSI). 

B. Prueba de citocromo oxidasa. La formacion de un color azul dentro de los 10 segundos despues del exten- 
dido de una colonia de prueba en papel de filtro saturado con el reactivo oxidasa (dihidrocloruro de tetra- 
metil-/7-fenilenediamina) indica actividad de la citocromo oxidasa, caracteristica util para identificar a 
muchas especies de no fermentadores. Todos los miembros de las enterobacterias son citocromo oxidasa- 
negativos. 

C. La falta de crecimiento en agar de MacConkey o el crecimiento inhibido en agar de MacConkey es un indi- 
cio de que un bacilo gramnegativo puede ser un no fermentador. Aunque muchas especies de no fermenta¬ 
dores son capaces de crecer en agar de MacConkey, la falta de crecimiento en este medio, como se muestra 
del lado derecho de este marco dividido, excluye a las enterobacterias, todos cuyos miembros crecen bien 
en agar de MacConkey (lado izqinerdo). 

D. Utilizacion oxidativa de glucosa. Se muestran aquf dos tubos de medio oxidativo-fermentativo (OF) de 
Hugh-Leifson. El tubo de la derecha esta abierto a la atmosfera, mientras el tubo de la izquierda esta cubier- 
to con vaselina para excluir la exposicion a oxigeno atmosferico. Se observa acido (color amarillo) solo en 
la porcion superior del tubo abierto, lo que indica que el microorganismo es capaz de oxidar glucosa pero 
incapaz de fermentarla. 

E. Tubos de medio de motilidad B que contienen cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). A menudo es difi- 
cil observar motilidad con las bacterias no fermentadoras dado que los microorganismos tienden a crecer 
solo en la porcion sueporior (la mas aerobia) del tubo. El agregado de tetrazolio ayuda a detectar motilidad 
porque los microorganismos capaces de reducir TTC aparecen rojos a lo largo de la Imea de corte y en el 
area en la cual las celulas han migrado, lo que hace mas facil diferenciar entre las bacterias moviles {izquier¬ 
da) e inmoviles (derecha). 

F. Placa de agar sangre inoculada con una bacteria productora de pigmento amarillo. La produccion de pig- 
men to es una caracteristica diferencial importante para la identificacion de bacilos gramnegativos no fer¬ 
mentadores. El microorganismo que se muestra aqui es Sphingomonas paucimohilis. 

G. Tubos de agar de Flo y Tech inoculados con Pseudomonas aeruginosa visualizados bajo luz visible. Estos 
medios se utilizan para aumentar la produccion de dos pigmentos: pioverdina (fluoresceina), que aparece 
como un pigmento difusible amarillo en agar de Flo (izquierda) en luz visible, y piocianina, que aparece como 
un pigmento azul-turquesa en agar de Tech (derecha) en luz visible. Aunque tres especies de bacilos no fer- 
mentadors producen pioverdina (P aeruginosa, P. fluorescens y P. putida), solo una especie (P. aeruginosa) 
produce piocianina. 

H. Tubos de agar de Flo y Tech inoculados con Pseudomonas aeruginosa visualizados bajo luz ultravioleta 
(UV) utilizando una lampara de Wood. Observese que el tubo de agar de Flo (a lo izquierda) fluoresce bajo 
luz UV, mientras que el tubo de agar de Tech (a la derecha) no lo hace. Solo el pigmento de pioverdina, que 
aumenta haciendo crecer el microorganismo en agar de Tech, fluoresce bajo luz UV. 


























LAMINAS EN COLOR 7-2 


PrUEBAS UTILIZADAS EN LA IDENTIFICACION DE BACILOS GRAMNEGATIVOS NO FERMENTADORES 

A. Dos tubos de urea de Christensen que muestran el color rojo fucsia de una prueba positiva (derecha) corn- 
parados con un control negativo {izquierda). Se observa una reaccion de ureasa positiva rapida (< 4 horas) 
con las siguientes especies de bacilos no fermentadores: Bergeyella zoohelcum, Bordetella bronchiseptica, 
Cupriavidus pauculus y Oligella ureolytica. 

B. Dos tubos que muestran reduccion de nitrato (izquierda) y reduccion de nitrito (derecha). Ambos tubos con- 
tienen un tubo de Durham para demostrar la formacion de gas nitrogeno. Observese que se ha formado mas 
gas en el tubo de la derecha lo que indica que se forma cuantitativamente mas gas nitrogeno a partir de nitri¬ 
to que de nitrato durante el mismo periodo de incubacion. La produccion de gas tanto a partir de nitrato 
como de nitrito es tipica del grupo Pseudomonas stutzeri y Alcaligenes denitrificans. 

C. Tres tubos de caldo de infusion de corazon que muestran una reaccion de indol poijitiva (izquierda), una 
reaccion de indol anaranjada (centra) y una reaccion de indol negativa (derecha). Las reacciones que se 
muestran aqui se obtuvieron utilizando el metodo de extraccion de xileno seguido por el agregado de reac- 
tivo de Ehrlich (vease protocolo 1-4). Una reaccion de indol positiva se nota por la aparicion de una banda 
roja en la interfaz del caldo de triptofano y la capa de xileno. Los bacilos no fermentativos indol-positivos 
incluyen: Balneatrix, Bergeyella, Chryseobacterium, Empedobacter, Weeksella y algunos grupos sin nom- 
bre de los CDC. Se observa una reaccion de indol anaranjada peculiar (tubo central) con Delftia acidovo- 
rans que se debe a la formacion de acido antranflico a partir del triptofano por esta bacteria. Se produce un 
pigmento anaranjado con el agregado de reactivo de Ehrlich o de Kovac. La reaccion puede tardar en desa- 
rrollarse mas de 1 hora luego del agregado de los reactivos. 

D. Cuatro tubos de medio de descarboxilasa de Moeller cubierto con una capa de vaselina. Lectura de izquier¬ 
da a derecha: lisina, arginina, ornitina y tubo de control desprovisto de aminoacido. Con los bacilos no fer¬ 
mentadores, las pruebas negativas conservan el mismo color que los tubos no inoculados originales, mien- 
tras que las reacciones de descarboxilacion positivas aparecen violetas mas oscuras debido a la formacion 
de aminas alcalinas que producen un pH mas alcalino en el tubo. La reaccion de lisina descarboxilasa posi¬ 
tiva ilustrada aqui ocurre solo con dos especies de bacilos no fermentadores: Stenotrophomonas maltophi- 
lia y complejo Burkholderia cepacia. 

E. Imagen dividida que muestra dos tubos de agar-esculina observados bajo luz visible (a la izquierda) y los 
dos mismos tubos observados bajo la luz ultravioleta de una lampara de Wood (a la derecha). Cuando la 
esculina es hidrolizada por un microorganismo, el glucosido esculina se convierte en esculetina y glucosa. 
La esculetina reacciona con una sal de hierro (citrato ferrico) en el medio para formar un pardo oscuro de 
complejo negro (segundo tubo desde la izquierda). Puede ser dificil discernir la formacion de un pardo oscu¬ 
ro de pigmento negro si el microorganismo propiamente dicho produce un pigmento pardo o de color pro- 
fundo. El tubo brillantemente fluorescente del recuadro derecho (segundo tubo desde el extremo derecho) 
muestra la reaccion observada con una reaccion de esculina negativa. El tubo en el extremo derecho mues¬ 
tra una atenuacion pronunciada de la fluorescencia, sobre todo en la porcion inclinada, lo que indica que el 
microorganismo de prueba es capaz de hidrolizar la esculina. 

F. Placa de agar sangre que demuestra el aspecto tipico de Pseudomonas aeruginosa despues de 24 horas de 
incubacion a 35 °C. Las colonias son grandes con una periferia que se extiende y a menudo son betahemo- 
liticas. Las colonias de la parte mas impoitante del crecimiento parecen tener un brillo metalico y un aspec¬ 
to descamado que a veces se describe como morfologia en piel de caiman. En los casos tipicos, las colonias 
semejantes a esta producen un olor similar a las uvas dulces. 

G. Placa de agar de MacConkey que muestra el crecimiento de dos tipos de colonias. Las colonias violetas 
oscuras son lactosa positivas y tienen el aspecto tipico de E. coli. Las colonias lactosa negativas estan pro- 
duciendo un pigmento difusible azul turquesa que se observa mejor en el area de mayor crecimiento. Este 
es el aspecto tipico de las colonias de Pseudomonas aeruginosa que estan produciendo piocianina. 

H. Placa de agar de MacConkey que demuestra crecimiento de una variedad mucoide de Pseudomonas aeru¬ 
ginosa tipica de las cepas aisladas del esputo de pacientes con fibrosis quistica. Las colonias pueden ser 
extremadamente mucoides y liquidas. Se pueden ver distintas variantes de colonias que es la presentacion 
tipica para estas variantes mucoides de P aeruginosa. Observese que en el area de crecimiento mas impor- 
tante parece que se esta desarrollando algo de pigmento de piocianina. 
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LAMINAS EN COLOR 7-3 


MoRFOLOGfA DE LAS COLONIAS Y MICROSCOPICA DE ALGUNOS BACTLOS NO FERMENTADORES 

Algunas especies de bacilos gramnegativos no fermentadores tienen rasgos caractensticos que pueden 
observarse en tnedios de crecimiento o en preparados con tincion de Gram. El conocimiento de esias fun- 
ciones puede ser un auxiliar para la identificacion correcta de una especie. 

A. Pseudomonas stutzeri en medio de agar sangre. Observense las colonias arrugadas y secas caracteristicas 
tipicas de esta especie. Se debe pensar inmediatamente en P. stutzeri cuando un bacilo no fermentador oxi- 
dasa positive produce este tipo de colonia en agar sangre. 

B. Placa de agar sangre que muestra el aspecto amarillo, seco y arrugado de Pseudomonas luteola. Las colo¬ 
nias a menudo son adherentes al agar y dificiles de extraer. La morfologia de las colonias se asemeja a la de 
Pseudomonas oryzihabitans y Pseudomonas stutzeri. Tan to P. luteola como P. oryzihabitans son oxidasa 
negatives, mientras que P. stutzeri es oxidasa positive. 

C. Agar de MacConkey (izquierda) y BAP (derecha) inoculados con un cultivo puro de Brevundimonas vesi- 
cularis. Observese que este microorganismo no crece en agar de MacConkey y aparece como colonias lige- 
ramente rugosas de color amarillo intense en BAP. Este microorganismo tambien es sensible a la vancomi- 
cina y resistente a la polimixina B. otras caracteristicas que pueden ayudar a su identificacion. 

D. Placa de agar sangre que ilustra el crecimiento de Strenotrophomonas maltophilia. El pigmenio amarillo 
mate es caracteristico de esta especie pero a veces puede ser dificil visualizarlo. Las colonias tambien pue¬ 
den aparecer de color ocre oscuro a lavanda con la incubacion continua, sobre todo si se las deja a tempe- 
ratura ambiente. 

E. Especies de Methylobacterium que crecen en agar dextrosa de Sabouraud. Las colonias aparecen secas y 
muestran una pigmentacion rosada profunda o coral. Estas colonias absorben la luz ultravioleta y aparecen 
oscuras cuando se mantienen bajo la luz de Wood. 

F. Tincion de Gram de especies de Methylobacterium que muestran bacilos gramnegativos caracten'sticos que 
contienen vacuolas. 

G. Tincion de Gram de especies de Roseomonas que muestran formas cocoides gramnegativas, con tincion pali- 
da caracteristica, algunas con contenido de vacuolas. 

H. Especies de Roseomonas que crecen en agar-dextrosa de Sabouraud. Se presentan como colonias rosadas 
Claras, mucoides y casi h'quidas. Al igual que las especies de Methylobacterium, las especies de Roseomonas 
crecen mejor en agar de Sabouraud; sin embargo, no absorben la luz ultravioleta ni aparecen oscuras cuan¬ 
do se mantienen bajo una lampara de Wood. 






















LAMINAS EN COLOR 7-4 


Morfologia de las colonias y microsc6pica de algunos bacilos no fermentadores 

iCONTlNUAClON) 

A. Placa de agar sangre que muestra el crecimiento de Alcaligenes faecalis despues de 48 boras de incubacion 
a 35 ®C. Las colonias son blancas y brillantes; en los cultivos mas viejos las colonias tienden a propagarse 
en el borde externo de las colonias y toman verde el agar. Esta especie produce un olor frutal tipico que a 
veces se describe como similar al de las manzanas verdes. 

B. Placa de agar de MacConkey que muestra el crecimiento de Rhizobium radiobacter. Aun cuando estas bac- 
terias son no fermentadoras, oxidan rapidamente la lactosa y, en consecuencia, aparecen como colonias de 
color rosado y extremadamente mucoides en agar de MacConkey. Estos microorganismos pueden confun- 
dirse con facilidad con un fermentador lactosa-positivo; sin embargo, son oxidasa positivos, lo que excluye 
automaticamente a cualquier miembro de las enterobacterias. 

C. Placa de agar sangre que muestra el crecimiento de Chryseomonas indologenes. Las colonias tienen un color 
amarillo intenso a anaranjado despues de 48 boras de incubacion sobre todo si son incubadas a 30 °C. Las 
colonias tienen un aspecto amarillo intenso a anaranjado despues de 48 boras de incubacion sobre todo si 
son incubadas a 30 ”C. Fenotipicamente, estos microorganismos son dificiles de distinguir de Chryseomonas 
gleum y algunos laboratorios deciden informar estas cepas como C. indologenes/gleum. 

D. Placa de agar sangre que muestra el crecimiento caracteristico de Myroides odoratus. Las colonias son ama- 
rillas y extendidas. La mayorfa de las cepas muestran un olor frutal caracteristico similar al de Alcaligenes 
faecalis. 

E y F. Una prueba util para distinguir entre las especies de Neisseria y las especies de Moraxella es bacer cre- 
cer a los microorganismos en agar sangre alrededor de un disco de penicilina. Ambos microorganismos son 
sensibles a la penicilina y demostraran una zona de inbibicion alrededor del disco (E). Despues de la incu- 
bacidn durante toda la nocbe, se puede realizar una tincion de Gram en las colonias tomadas del borde de 
las zonas de inbibicion. Las especies de Neisseria son cocos verdaderos y en presencia de concentraciones 
subinbibidoras de penicilina se siguen tinendo como diplococos gramnegativos {lado izquierdo. F). Las 
especies de Moraxella son cocobacilos y en presencia de concentraciones subinbibidoras de penicilina for- 
man celulas extranas con forma de bastones {lado derecho, F). 

G. Placas de agar sangre (izquierda) y agar de MacConkey que muestran el crecimiento de Paracoccus yeii 
(gmpo EO-2 de los CDC) despues de 72 boras de incubacion a 30 ”C. Las colonias aparecen blancas y tie¬ 
nen un aspecto mucoide. En agar de MacConkey tienen un color ligeramente rosado. 

H. Tincion de Gram de Paracoccus yeei (grupo EO-2 de los CDC) preparada del cultivo en caldo. Estos micro¬ 
organismos se tinen perifericamente y dan el aspecto de celulas con “forma de O”. 




































LAMINAS EN COLOR 7-5 


MoRFOLOGIA DE las COLONIAS Y MICROSCOPICA DE ALGUNOS BACILOS 
NO FERMENTADORES {CONTINVACION) 

A. Tincion de Gram que muestra cocobacilos gramnegativos. Las especies de Acinetobacter y Moraxella son 
los bacilos no fermentadores que tienen caracterislicamente esta morfologfa de tincion. El frotis que se 
muestra aqui se hizo de un cultivo en caldo de A. baumanii. Las especies de Acinetobacter tienden a rete- 
ner el violeta de genciana (cristal violeta) y pueden aparecer como grampositivas en algunos preparados con 
tincion de Gram, sobre todo los tornados directamente de frascos de hemocultivo positivos. 

B. Acinetobacter baumanii en agar de MacConkey que muestra un color rosado a lavanda claro tipico de esta 
especie. A menudo se puede observar una pigmentacion rosada, particularmente notable en las colonias que 
crecen en agar EMB. donde se describe como color “azul aciano”. 

C. Algunos acinetobacteres que oxidan la glucosa pueden producir un cambio de color pardo singular del agar- 
infusion de corazon con tirosina o el agar sangre en el que se incorpora glucosa. Este fenomeno tambien se 
puede observar en los agares de MacConkey y de Mueller-Hinton. Aqui se muestra un aislamiento clinico 
de A. baumannii que produce un pigmento difusible pardo en agar de MacConkey. 

D. Tiras de API 20 NE que muestran las reacciones a las 24 boras {arriha) y a las 48 boras {abajo). Observese 
que las ocbo primeras pruebas (lectura de izquierda a derecba) son reacciones colorimetricas convenciona- 
les, mientras que las 12 pruebas restantes son reacciones de asimilacion de carbono que se leen como posi- 
tivas si bay turbidez y negativas en ausencia de turbidez. Los que utilicen este sistema deben observar que 
la tira es incubada a 30 “C y no a los 35 "C habituales utilizados para la mayoria de los otros equipos de 
identificacion comerciales. (Fotografiado por Leon J. LeBeau. University of Illinois en Chicago). 

E. Sistema Remel Uni-N/F que ilustra la placa circular que contiene 11 pocillos perifericos sellados de forma 
independiente y un pocillo central que contiene medio para detectar la produccion de indol y sulfuro de 
hidrogeno. El tubo GNF estrangulado {segundo tubo desde la izquierda) se utiliza para la deteccion de fer- 
mentacion de glucosa y gas nitrogeno (debajo del estrangulamiento) y la produccion de fluoresceina sobre 
la porcion inclinada (por encima del estrangulamiento). El tubo 42P no estrangulado {primer tubo desde la 
izquierda) se utiliza para evaluar el crecimiento a 42 °C y la produccion de pigmento de piocianina. 

R El sistema Remel RapID NF Plus consiste en una bandeja de plastico que contiene 10 pocillos de reaccion. 
Siete de los pocillos de reaccion (4 a 10) son bifuncionales y contienen dos pruebas separadas en la misma 
cavidad. Este sistema es inoculado con una suspension importante del microorganismo de prueba e incuba- 
do durante 4 boras a 35 °C. Luego de la incubacion, las pruebas bifuncionales se puntuan primero antes del 
agregado del reactivo, lo que proporciona el resultado de la primera prueba {liilera superior). Las mismas 
cavidades se puntuan nuevamente despues del agregado del reactivo para proporcionar el resultado de la 
segunda prueba (hilera inferior). Las reacciones obtenidas con estas 17 pruebas mas oxidasa proporcionan 
18 puntuaciones de prueba. 





























LAMINAS EN COLOR 8-1 


Identificacion de laboratorio de especies de Campylobacter 

A. Tincion de Campylobacter jejuni que muestra bacilos gramnegativos pleomorfos con formas cortas, curvas 
y espiraladas. Observese que algunas celulas se unen y adoptan formas en alas de gaviotas y en “S”. 

B. C. jejuni que crece en placa de agar para Brucella no selectivo luego del aislamiento de las heces utilizan- 
do la tecnica de filtro de membrana (descrita en el texto). Observese que el crecimiento ha ocurrido solo en 
el area de la placa subyacente al lugar donde se ha colocado el filtro. 

C. Vista cercana de C. jejuni en agar sangre, que muestra colonias elevadas, bianco grisaceas y algo mucoides. 

D. Crecimiento de C jejuni en agar Campy BAP que muestra la tendencia del microorganismo a crecer a lo 
largo de las lineas de siembra en estria. 

E. Tubos que muestran la reaccion de hipurato rapida. Se desarrolla un color violeta con el agregado de ninhi- 
drina cuando el hipurato ha sido hidrolizado para formar glicina y acido benzoico {tubo positive a la izquier- 
da comparado con el control negative a la derecha). De las especies de Campylobacter, solo C jejuni da 
una reaccion de hipurato positiva. 

F. Placa de agar sangre para Brucella que muestra el crecimiento de C. jejuni alrededor de los discos de cefa- 
lotina y acido nalidixico. Observese que con C. jejuni se forma una zona de inhibicion alrededor del disco 
de acido nalidixico (derecha), que indica que esta especie es sensible al acido nalidixico pero resistente a la 
cefalotina. Esta prueba es facil de realizar y permite la identificacion presuntiva de C. jejuni. 

G. Reacciones del pico de flauta en agar-triple azucar-hierro (TSI) que muestran las reacciones de sulfuro de 
hidrogeno (H,S) de varias especies. El tubo del extremo izquierdo muestra la ausencia de H,S caracteristi- 
ca de C. jejuni, C. fetus subespecie/emj y C. fetus subespecie venerealis. Los tubos 2, 4 y 5 (lectura desde 
la izquierda) muestran una reaccion fuerte en la profundidad, caracteristica de C. sputorum biovariedad 
bubulus, C. sputorum biovariedado C. sputorum biovariedad sputorum, El tubo 3 muestra una reac¬ 
cion fuerte del agar inclinado, caractenstica de C. mucosalis, Leyenda: “'Reacciones diferentes en los picos 
de flauta de agar TSI. Crecimiento en atmosfera para campi lob acted as. Especies de Campylobacter". 

H. Corte tisular con tincion argentica de mucosa gastrica superficial que demuestra agrupamientos de bacilos 
que se tinen de negro azulado a lo largo del revestimiento epitelial, compatibles con las formas bacilares de 
Helicobacter pylori. Cuando se observa en un preparado con tincion de Gram, las celulas individuales son 
largas, gruesas y curvas. 




























LAMINAS EN COLOR 8-2 


Identificaci6n de laboratorio de Vibrio choleraey otras especies de Vibrio 

A. Aspecto de Vibrio cholerae en agar tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS). Las colonias amarillas son el 
resultado de la utilizacion de citrato y la formacion de acido a partir de la utilizacion de la sacarosa en el me¬ 
dio. La aparicion de colonias amarillas en este medio es practicamente diagnostico de cholerae. 

B. Colonias de V. parahaemolyticus que crecen en agar TCBS que muestran el aspecto gris verdoso semi- 
transliicido caracteristico. 

C. Agar gelatina con colonias opacas blancas de V cholerae. Observese la opalescencia del agar adyacente a 
las colonias, que indica la hidrolisis y la desnaturalizacion de la gelatina. 

D. Tincion de Gram de V vulnificus que muestra las celulas bacterianas gramnegativas con la morfologia en 
bacilos curvos tipica de las especies de Vibrio. 

E. Prueba de la cuerda positiva con V. cholerae. Cuando se mezclan colonias de V. cholerae en una gota de 
desoxicolato de sodio al 0,5%, producen una suspension viscosa que puede ser transformada en una cuerda 
cuando se eleva el ansa inoculadora lentamente desde el costado. 

F. Prueba de aglutinacion en portaobjetos positiva para V. cholerae utilizando antisuero O polivalente. 

G. Placa de agar sangre que muestra las colonias intensamente p-hemoliticas relativamente grandes del bioti- 
po El Tor de V. cholerae. 

H. Prueba de aglutinacion de eritrocitos de polio. Las cepas clasicas de V. cholerae no aglutinan los eritrocitos 
de polio {arriba), a diferencia del biotipo El Tor (abajo), que puede aglutinarlos. 
































LAMINAS EN COLOR 9-1 


Identificacion de especies de Haemophilus 

A. Frotis con tincion de Gram de liquido cefalorraquideo centrifugado que muestra celulas polimorfonucleares 
y bacilos gramnegativos disperses de Haemophilus influenzae. Estos microorganismos caracteristicamente 
aparecen como cocobacilos pequenos que se tinen poco en las tinciones de Gram de las muestras clinicas. 
En ocasiones, se observan bacilos mas largos y filamentosos. 

B. Crecimiento de colonias grises, lisas y hiimedas de H. influenzae tipo b en agar chocolate despues de 24 
horas de incubacion a 35-37 °C en CO^ al 5-7%. Este medio contiene hematina (factor X) y est^ enriqueci- 
do con otros factores, como NAD (factor V), que permiten el crecimiento de Haemophilus y otros microor¬ 
ganismos con requerimientos nutricionales especiales. 

C. Crecimiento satelite de Haemophilus alrededor de estrias de Staphylococcus aureus en agar sangre de car- 
nero. El factor X o hemina es aportado por eritrocitos de camero lisados que rodean a la estn'a de estafilo- 
coco, mientras que los propios estafilococos proporcionan el factor V o NAD. Estos factores permiten que 
las pequenas colonias con forma de gota de Haemophilus crezean adyacentes a la estria del estafilococo. 

D. Prueba de factores de crecimiento para la identificacion de H. influenzae. Se inocula el microorganismo en 
una placa de agar tripticasa soja o agar infusion de encefalo y corazon y se colocan discos que contienen 
factor X y factor V en proximidad uno de otro sobre la superficie de la placa inoculada. Despues de la incu¬ 
bacion en un medio enriquecido con CO, a 37 °C, se determinan los requerimientos de factores observando 
el patron de crecimiento del microorganismo en relacion con los dos discos. En este cuadro, se obser\'a el 
crecimiento entre los discos de factor X y factor V, lo que indica que el microorganismo requiere tanto el fac¬ 
tor X como el factor V exogenos para su crecimiento. 

E. Prueba de factor de crecimiento para H. influenzae. Se inocula el microorganismo como se describio para 
D. pero en esta fotografia se colocan tiras de papel de filtro impregnadas con el factor X, factor V y con 
ambos factores sobre la siembra del inoculo. Despues de la incubacion en un medio enriquecido con CO, a 
35-37 °C. se observa crecimiento alrededor de la tirita del factor V y alrededor de la tirita del factor XV, pero 
no alrededor de la tirita del factor X. Este patron de crecimiento indica que el microorganismo necesita solo 
factor V para su crecimiento. 

F. Prueba de agar ALA-porfirina. Se trata de un metodo alternativo para determinar los requerimientos de fac¬ 
tor X de las cepas de Haemophilus. El medio de agar contiene acido 6-aminolevuh'nico (ALA). Se inoculan 
los microorganismos en el medio y, despues de una incubacion durante toda la noche a 35-37 ”C en un medio 
enriquecido con CO„ se observa el crecimiento bajo una luz de Wood (ultravioleta). Si el crecimiento de la 
colonia da fluorescencia “rojo ladrillo”, el microorganismo es capaz de sintetizar factor X (hemina) a partir 
de ALA y no necesita factor X exogeno. Este cuadro muestra tanto el crecimiento de H. influenzae (izquier- 
da), con su prueba de ALA-porfirina negativa (necesita hemina exogena para su crecimiento), como de H. 
parainfluenzae {derecha), con su prueba de ALA-porfirina positiva (sintetiza hemina a partir de ALA). 

G. Metodo del disco de ALA-porfirina. Este cuadro tambien muestra la prueba de ALA-porfirina, pero en este 
enfoque, se utiliza un disco impregnado con acido 6-aminolevulmico. Se humedece el disco con agua y se 
frota algo del crecimiento de las colonias sobre la superficie del disco. Despues de una incubacion durante 
4 horas a 35-37 °C, se observan los discos en la oscuridad bajo luz de Wood. Si el disco da fluorescencia 
“rojo ladrillo”, el microorganismo es capaz de sintetizar su propio factor X. Si no se observa fluorescencia, 
el microorganismo requiere factor X exogeno. En este cuadro, H. influenzae (izquierda) no muestra fluo¬ 
rescencia (requiere factor X exogeno) mientras que H. parainfluenzae {derecha) muestra fluorescencia (sin¬ 
tetiza factor X a partir de ALA). 

H. Reacciones de reduccion de nitrato y biotipificacion para H. influenzae biotipo I. Las cepas de H. influen¬ 
zae y H parainfluenzae reducen el nitrato a nitrito y pueden agruparse en distintos tipos por sus reacciones 
en tres pruebas bioqufmicas: produccion de indol, ornitina descarboxilasa y ureasa. Este cuadro muestra las 
reacciones de nitrato y biotipificacion de H. influenzae biotipo I. Las pruebas que se muestran (izguierda a 
derecha) son una prueba de reduccion de nitrato positiva, produccion de indol en caldo de triptona luego de 
la extraccion con xileno (positiva), base de caldo descarboxilasa de Moeller (negativa), caldo de ornitina 
descarboxilsa de Moeller (positiva) y una porcion inclinada de urea (positiva). 

































LAMINAS EN COLOR 9-2 


Identificaci6n de especies de Haemophilus {continuacion) 

A. Panel para identificacion de Haemophilus-Neisseria MicroScan (HNID) (Dade-MicroScan, West 
Sacramento, CA). El sistema de formato de microtitulacion manual identifica tanto especies de Haemo¬ 
philus como de Neisseria y proporciona designaciones de biotipo para H. influenzae y H. parainfluenzae. 
Esta figura muestra un panel inoculado con H. influenzae biotipo I (ureasa [URE] positive, omitina descar- 
boxilasa [ODC] positive e indol [IND] positivo). (Cortesia de Dade-MicroScan). 

B. Una lesion de chancroide sobre los genitales femeninos externos. Si bien las lesiones de chancroide pueden 
asemejarse a los chancros de la sifilis, suelen ser dolorosas y blandas, mientras que las de la siTilis primaria 
habitualmente son indoloras e induradas. El agente etiologico del chancroide, Haemophilus ducreyi, puede 
ser cultivado a partir de estas lesiones. 

C. Panel RapID NH (Remel) inoculado con H. ducreyi. El panel superior es antes del agregado de reactivos a 
las tres celdas bifuncionales de la cubeta (P04/N02, ORN/N03 y URE/IND), mientras que el panel infe¬ 
rior es despues del agregado de reactivos para el desarrollo de las reacciones de NO^, NO^ e IND. Las uni- 
cas reacciones positivas observadas con H. ducreyi en el panel RapID NH son la reaccion de fosfatasa (arri- 
ba, octava reaccion desde la izquierda [amarillo]) y la reaccion de reduccion de nitrato reductasa {abajo, 
novena reaccion desde la izquierda [rojo]). 

D. Frotis con tincion de Gram en el que se observan Haemophilus aphrophilus, cocobacilos pequenos de colo- 
racion palida. 

E. Crecimiento de H. aprhophilus en agar sangre de carnero (izquierda) y agar chocolate (derecha) despues de 
48 horas de incubacion a 35-37 °C en CO^ al 5-7%. H. aphrophilus es la linica especie de Haemophilus que 
no necesita los factores X o V exogenos y, en consecuencia, es capaz de crecer en agar sangre de carnero. 
Las colonias son caracteristicamente pequenas y tienen una ligera pigmentacion amarillenta. 

F. Haemophilus paraphrophilus en agar sangre de carnero (izquierda) y agar chocolate (derecha) despues de 
48 horas de incubacion a 35-37 °C en CO 2 al 5-7%. H. paraphrophilus es bioquimicamente identico a H. 
aphrophilus, pero necesita el factor V para su crecimiento. En consecuencia, H. paraphrophilus crece en 
agar chocolate (derecha) pero no en agar sangre de carnero (izquierda). 

G. Pruebas bioquimicas para la identificacion de H. aphrophilus. Los tubos que se muestran en esta fotograffa 
(izquierda a derecha) incluyen caldo de nitrato, caldo de indol triptona, caldo de base de descarboxilasa de 
Moeller, caldo de lisina descarboxilasa de Moeller, caldo de omitina descarboxilasa de Moeller y una por- 
cion inclinada de agar urea. Como se muestra aqui, H. aphrophilus es nitrato positivo, pero negativo para 
indol, lisina descarboxilasa, omitina descarboxilasa y ureasa. 

H. Pruebas rapidas de utilizacion de hidratos de carbono para H. aprhophilus. En este procedimiento, se pre¬ 
para una solucidn balanceada de sales-rojo fenol (BSS) en una serie de tubos en alicuotas de 0,10 mL. Se 
agrega una unica gota de solucion de hidratos de carbono esterilizada por filtro (0,20% p/v) a cada tubo. 
Se prepara una suspension importante del microorganismo en la BSS sin agregar hidratos de carbono y se 
agrega una unica gota de esta suspension a cada uno de los tubos de BSS-hidrato de carbono. Despues de 4 
horas de incubacion a 35-37 °C, se interpretan las reacciones. Con la produccion de acido, el indicador de 
rojo fenol vira de rojo a amarillo. En este marco, los tubos (izquierda a derecha) son la suspension de micro- 
organismos BSS (sin agregado de hidratos de carbono), BSS sin glucosa (G), maltosa (M), sacarosa (S), lac- 
tosa (L), manitol (MN), xilosa (X) y manosa (MA). Como puede observarse a partir de estas reacciones, H. 
aphrophilus produce acido a partir de glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa y manosa, pero no de manitol o 
xilosa. Los detalles de este procedimiento, que tambien se pueden utilizar para identificar especies de 
Neisseria, se presentan en el protocolo 1 l-l. 




H. ducreyi 
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LAMINAS EN COLOR 9-3 


Especies de Actinobacillvs, Cardiobacteriumy Eikenella 

A. Frotis con tincion de Gram de Actinobacillus actinomycetemcomitans, que muestra los bacilo^ > c*xi^aci- 
los gramnegativos de tincion palida de esta especie. 

B. A. actinomycetemcomitans que crece en agar chocolate despues de 72 horas de incubacion a 35-3” “C en 
CO, al 5-7%. 

C. Pruebas rapidas de utilizacion de hidratos de carbono para A. actinomycetemcomitans. Como se :T._»estra 
aqui, produce acido a partir de glucosa (G), manitol (MN) y manosa (MA), pero no a partir de mali.isa M), 
sacarosa (S), lactosa (S) o xilosa (X). La falta de produccion de acido a partir de lactosa, junto con una prue- 
ba de catalasa positiva. ayuda a diferenciar a. A. actinomycetemcomitans de H. aphrophilus (vease lamina en 
color 9-2H). Las reacciones de reduccion de nitrato, lisina y omitina descarboxilasa y ureasa son U> tnis- 
mas tanto para A. actinomycetemcomitans como para H. aphrophilus (vease lamina en color 9-2G* 

D. Extendido tenido con Gram de Cardiobacterium hominis. Estos microorganismos a menudo son gramva- 
riables, pero se estan tinendo uniformemente como gramnegativos en esta fotografia. En general, las celu- 
las de C. hominis son mas largas que las otras bacterias HACEK y muestran un pleomorfismo variable i p. 
ej., celulas con extremes puntiagudos o tumefactos, celulas con forma de lagrima y pesa). Tambien se apre- 
cia en este cuadro la formacion de una empalizada caracteristica por parte de las celulas en las disposicio- 
nes en “cerca” y el agrupamiento de las celulas para formar rosetas compactas. 

E. Crecimiento de C. hominis en agar sangre de camero despues de 72 horas de incubacion a 35-37 ®C en CO. 
al 5-7%. Las colonias de este microorganismo son pequenas, opacas y brillantes. Algunas cepas tambien 
pueden deprimir el agar, como E. corrodens. 

F. Frotis con tincion de Gram de Eikenella corrodens. Las celulas aparecen como bacilos gramnegativos “regu- 
lares" y no son cocobacilares ni pleomorfos como otros miembros de las bacterias HACEK. 

G. Crecimiento de E. corrodens en agar sangre de camero despues de 72 horas de incubacion a 35-37 “C en 
CO, al 5-7%. La luz incidente sobre la placa en esta fotografia demuestra la depresion de la superficie de 
agar que es caractenstica de la mayona de las cepas. Tambien se pueden identificar cepas que no tienen 
depresion y se pueden observar en el mismo cultivo tanto cepas con depresion como sin ella. 

H. Pruebas bioquimicas para la identificacion de E. corrodens. Los tubos que se muestran aqui son (de izquier- 
da a derecha) caldo de nitrato, caldo de indol triptona, base de descarboxilasa de Moeller, caldo de lisina 
descarboxilasa de Moeller, caldo de omitina descarboxilasa de Moeller y porcion inclinada de urea. E. 
corrodens es nitrato positivo, ureasa negative y es el unico miembro HACEK que es tanto lisina como omi¬ 
tina descarboxilasa positivo. E. corrodens tambien difiere de las otras bacterias HACEK en que no produce 
acido a partir de hidratos de carbono de forma fermentativa ni oxidativa. 



































LAMINAS EN COLOR 9-4 


Especies de Kingella, Capnocytophaga y Dysgonomonas 

A. Kingella kingae en agar sangre de camero. La placa de la izquierda es despues de 24 horas de incubacion a 
35-37 °C en CO 2 al 5-7% mientras que la placa de la derecha es la misma cepa despues de 48 horas de incu¬ 
bacion. La p-hemolisis producida por este microorganismo puede ser evidente solo por debajo e inmediata- 
mente adyacente a la colonia despues de 24 horas de incubacion, pero despues de 48 horas de incubacion 
se la aprecia mejor. 

B. Colonias de Kingella denitrificans en agar chocolate despues de 24 horas de incubacion a 35-37 ”C en CO, 
al 5-7%. Las colonias de este microorganismo se asemejan a los pequenos tipos de colonias de Neisseria 
gonorrhoeae. 

C. Panel RapID NH (Remel) inoculado con K. denitrificans. En esta fotografia se muestran dos paneles iden- 
ticos. El panel superior es antes del agregado de los react!vos de nitrato e indol a los pocillos apropiados de 
la cubeta bifuncional. Las reacciones positivas en el panel para este microorganismo oxidasa positivo, cata- 
lasa negativo incluyen las pruebas de prolil aminopeptidasa (PRO), fermentacion de glucosa (GLU) y reduc- 
cion de nitrito positiva (NO^) y reduccion de nitrato (NO3). Todos los resultados de las otras pruebas son 
negativos. 

D. Especies de Capnocytophaga aisladas en humanos despues de 48 horas de incubacion a 35-37 “C en CO^ al 
5-7% en agar sangre de camero. Esta fotografia muestra la morfologia caracteristica de las colonias de estos 
microorganismos e ilustra la banda de “motilidad deslizante” en la periferia de las colonias. Hacia los cen¬ 
tres de las areas de crecimiento, las colonias tienen un aspecto moteado. 

E. Frotis con tincion de Gram de especies de Capnocytophaga humanas. Estos microorganismos caracterfsti- 
camente aparecen como bacilos fusiformes gramnegativos ligeramente curves con extremes puntiagudos. A 
este respecto, estas bacterias se asemejan a la especie anaerobia estricta Fusobacterium nucleatum. 

F. Colonias de Capnocytophaga canimorsus en agar sangre de camero despues de 5 dias de incubacion a 35 °C 
en C 02 al 5-7%. Las colonias de estas especies son mtegras, circulares, convexas y brillantes, como se mues¬ 
tran aqui. 

G. Frotis con tincion de Gram de C. canimorsus. Esta fotografia muestra las celulas fusiformes tipicas del gene- 
ro. Al igual que las especies Capnocytophaga que se encuentran en la orofaringe humana. algunas de las 
celulas de esta especie tambien son ligeramente curvas. 

H. Colonias de Dysgonomonas capnocytophagoides (antes gmpo DF-3 de los CDC). Este microorganismo 
crece como colonias puntiformes despues de 24 horas de incubacion que luego forman colonias mas gran- 
des, grises a blancas. Esta fotografia muestra un cultivo de 48 horas que crece en agar sangre de camero des¬ 
pues de la incubacion a 35-37 “C en COj al 5-7%. Se ha comunicado que el crecimiento de las colonias de 
este microorganismo tiene un olor caractensticamente ’‘dulce”. 
















LAMINAS EN COLOR 9-5 


Especies de Pasteurella. Brucella y Bordetella 

A. Colonias de Pasteurella multocida que crecen en agar sangre de camero despues de 48 horas de incubacion 
a 35-37 °C en CO^ al 5-7%. El microorganismo es no hemolitico y no crece en agar de MacConkey. EMB 
(eosina-azul de metileno) u otros medios entericos selectivos/diferenciales. P. multocida se afsla mas a 
menudo de heridas de mordedura de animales domesticos, sobre todo gatos y perros. 

B. Frotis con tincion de Gram de P multocida, que muestra los cocobacilos gramnegativos pequenos caracte- 
n'sticos de esta especie y otras especies del genero Pasteurella. 

C. Reaccion de indo! inmediata positiva de P. multocida. Se satura un trozo de papel de filtro con algunas gotas 
de reactive de ^-dimetilaminocinnamaldehido, se extrae el crecimiento de la colonia del microorganismo de 
la superficie de agar y se lo frota en el reactivo junto con un microorganismo control negative. La aparicion 
de un color turquesa en el papel de filtro es una prueba positiva, mientras que el microorganismo control nega¬ 
tive conduce a un color rosado palido, como se muestra aqui. P. multocida tambien es oxidasa positive. 

D. Brucella melitensis que crece en agar sangre de carnero despues de 48 boras de crecimiento en una atmos- 
fera enriquecida con CO^ al 5-7% a 35-37 °C. Las colonias son pequenas, no pigmentadas, no hemoliticas, 
enteras y convexas. 

E. Prueba de anticuerpos inmunofluorescencia directa (IFD) para Bordetella pertussis. La prueba de IFD es un 
auxiliar importante del cultivo para la deteccion de B. pertussis en muestras nasofarfngeas. Esta fotografia 
muestra un preparado con IFD positiva, y los mreroorganismos aparecen como cocobacilos fluorescentes de 
color verde manzana. Como se muestra aqui. las bacterias pueden aparecer aisladas o en grupos, resultado 
de su atrapamiento en bandas mucosas. (Fotografia cortesia de Marty Roe, Children’s Hospital, Denver, Co). 

F. Frotis con tincion de Gram de B. pertussis, que muestra la morfologia cocobacilar pequena caracterfstica. 

G. Crecimiento de B. pertussis en agar de Regan-Lowe sin {izquierda) y con (derecha) cefalexina incorporada 
en el medio. Las pequenas colonias blancas presentes en ambas placas son colonias de B. pertussis, mien¬ 
tras que las colonias grandes en el medio que carece de cefalexina representan microorganismos contami- 
nantes presentes en la muestra. El cultivo para B. pertussis debe incluir medios con antibioticos y sin ellos, 
dado que algunas cepas de B. pertussis y B. parapertussis pueden ser inhibidas por la cefalexina. 

H. Colonias de B. pertussis en agar de Regan-Lowe despues de 72 horas de incubacion a 35-37 °C en C02 al 
5-7%. Este medio contiene sangre de caballo (10% p/v) en una base de agar carbon. La alta concentracion 
de sangre y la incorporacion de carbon activado en el medio ayudan a neutralizar cualquier material toxico 
que pueda estar presente en la muestra y a facilitar la recuperacion de las bacterias. 




















LAMINAS EN COLOR 10-1 


DlAGNbSTlCO DE LABORATORIO DE LA LEGIONELOSIS 

A. Tincion de Gram de cultivo de Legionella pneumophila que utiliza fucsina basica en lugar de safranina para 
la contratincion. Los microorganismos son bacilos delgados de distintas longitudes. 

B. Preparado por impronta de muestra de biopsia pulmonar a torax abierto con tincion de Gram-Weigert que 
muestra pequenos bacilos intracelulares y extracelulares delgados (amplificacion original, lOOx; lente obje- 
tivo). Observense los bacilos cortos y pletoricos en el macrofago mas cercano al centro del portaobjetos. L 
pneumophila serogrupo 1 fue el unico microorganismo aislado en cultivo; una impronta tisular del pulmdn 
fue DFA-positiva cuando se tine con el conjugado especiTico para este microorganismo. 

C. La proliferacion importante en agar carbon-extracto de levadura con buffer (BCYEa) despues de 3 dias o 
mas de incubacion y la falta de crecimiento en agar sangre son caracterfsticas de las especies de Legionella. 

D. Vista con microscopio de diseccidn de colonias de L pneumophila en BCYEa. Observense las estructuras 
intemas de aspecto cristalino dentro de las colonias de 3-5 mm que tienen margenes enteros (amplificacion 
original aproximada 40x). 

E. Autofluorescencia azul-blanca de L. bozemanii en BCYEa; fotografiado bajo luz ultravioleta de onda larga. 
Otras especies que dan autofluorescencia son L dumoffii, L gormanii, L. anisa, L tucsonensis, L. cherrii, 
L parisiensis y L. steigerwaltii. Esta caracteristica esta ausente en L pneumophila, L micdadei, L feeleii, 
L. longbeachae, L. oakridgensis y muchas otras especies de Legionella. 

F. Tincion acido-alcohol resistente de Kinyoun modificada de L. micdadei que crece en BCYEa. Algunas de 
las bacterias con forma de baston en el preparado son acido alcohol resistentes (rojas), mientras que algu¬ 
nas no lo son (azules); por lo tanto, son “parcialmente acido-alcohol resistentes”. Utilizando la tincion de 
Ziehl-Neelsen tradicional o una tincion de auramina-rodamina, no es probable que scan acido-alcohol resis¬ 
tentes (veanse los detail es en el texto). 

G. Corte con parafina del tejido pulmonar de un paciente con enfermedad de los legionarios aguda. El corte 
muestra un area de consolidacion. Exudados inflamatorios que consisten en fibrina, muchos neutrofilos, 
pocos macrofagos y algunos eritrocitos Henan los espacios y los conductos alveolares (tincion de hemato- 
xilina y eosina; amplificacion original aproximada 200x). 

H. Corte con parafina del pulmon de otro paciente diferente con una forma mas cronica de enfermedad de los 
legionarios. Los alveolos estan llenos con macrofagos espumosos sobresalientes y el intersticio esta ede- 
matizado. Una tincion de impregnacion argentica (p. ej., de Dieterle o de Warthin-Starry [no se muestra]) 
ayuda a detectar los microorganismos. 
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lAminas en color 1M 


IdentificaciOn de especies de Neisseria 

A. Frotis con tincion de Gram de una secrecion uretral de un varon con uretritis gonococica. Notese la presen- 
cia de diplococos gramnegativos intracelulares dentro de los neutrofilos segmentados con una tincion palida. 

B. Lesion cutanea de infeccion gonococica diseminada en el dedo indice de la mano izquierda. Las lesiones 
cutaneas asociadas con ETS suelen ubicarse en las extremidades. 

C. Colonias tipicas de Neisseria gonorrhoeae en medio de Thayer-Martin modificado (MTM) despues de 24 
boras de incubacion a 35-37 °C en 5-7% de CO,. MTM es una formula a base de agar chocolate que con- 
tiene vancomicina, colistina y nistatina para inhibir el desarrollo de microorganismos grampositivos, gram¬ 
negativos y bongos, respectivamente. Las especies de Neisseria patogenas, en especial N. gonorrhoeae y N. 
meningitidis, crecen bien en el medio MTM. 

D. Vista de cerca de las colonias de N. gonorrhoeae que crecen en agar MTM despues de 24 boras de incuba¬ 
cion a 35-37 “C en 5-7% de CO^. 

E. Agar semisolido digerido de cistina y tripticasa (CTA) convencional para la identificacion de especies de 
Neisseria. Esta fotografia muestra la bateria tipica de medios con hidratos de carbono usados para la iden¬ 
tificacion. Se incluyen {de izquierda a derecha) CTA-glucosa, CTA-maltosa, CTA-sacarosa y CTA-lactosa 
(el tubo CTA control sin hidrato de carbono no se muestra). El medio basal CTA contiene un indicador rojo 
fenol y un cambio en el color del medio de rojo a amarillo indica la produccion de acido a partir del hidra¬ 
to de carbono correspondiente. En esta fotografia, el acido se ha producido solo de la glucosa e identifica el 
microorganismo como N. gonorrhoeae. 

E Vista ampliada de colonias de Neisseria meningitidis que crecen en agar sangre de camero despues de 24 
boras de incubacion a 35-37 °C en 5-7% de CO^. 

G, Prueba de utilizacion rapida de hidratos de carbono para la identificacion de especies de Neisseria (vease 
protocolo 11-1). Esta prueba se realiza usando una solucion de rojo de fenol salina equilibrada (BSS, 0,10 
mL por tubo), con una sola gota de hidrato de carbono (20% p/v de solucion acuosa, filtrada y esterilizada) 
agregada por cada tubo de prueba. Se prepara una suspension densa del microorganismo en BSS sin hidra¬ 
to de carbono y se agrega una sola gota de esta suspension cargada a cada tubo con BSS-hidrato de carbo¬ 
no. Los tubos inoculados se incuban a 35 °C durante 4 horas. Esta fotografia muestra una serie de hidratos 
de carbono-BSS compuestos de (de izquierda a derecha) BSS sola (para la suspension del microorganismo), 
BSS-glucosa, BSS-maltosa, BSS-fructosa, BSS-sacarosa y BSS-lactosa. Porque se ha producido acido en 
los tubos BSS-glucosa y BSS-maltosa (cambio de color de rojo a amarillo), el microorganismo se identifi¬ 
ca como N. meningitidis. 

H. GONOCHEK II* (EY Laboratories, San Mateo, CA). Tres sustratos cromogenicos estan incluidos en un 
tubo de plastico unico para detectar las enzimas glucosidasa y aminopeptidasa especiTicamente encontradas 
en N. meningitidis, N. lactamica y N. gonorrhoeae. La hidrdlisis de los sustratos en el tubo deriva en el 
volumen de inoculo pequeno que vira a varios colores. Los patrones de identificacion observados son: azul 
(arriba a la izquierda), N. lactamica (hidrdlisis de j3-galactosidasa); amarillo (arriba a la derecha), N. me¬ 
ningitidis (hidrdlisis de y-glutamil-y^-nitroanilida) y rojo (ahajo a la izquierda), N. gonorrhoeae (hidrdlisis 
de prolil-p-naftilamida). La falia de una reaccidn de color (abajo a la derecha) posterior a los 30 minutos 
de incubacidn identifica el microorganismo como Moraxella catarrhalis. 
































LAMINAS EN COLOR 11-2 


Identificaci6n de especies de Neisseria y Moraxella catarrhalis 

A. BactiCard Neisseria® (Remel Laboratorios, Lenexa KS). Esta tira de identificacion contiene cuatro pruebas 
cromogenicas de enzima-sustrato para la identificacion de las especies de Neisseria patogenas y Moraxella 
catarrhalis. Despues de la hidratacion de cada uno de los cuatro circulos de prueba con una gota de buffer 
se aplica el cultivo desarrollado en un medio selective o en un subcultivo en cada una de las cuatro areas de 
la prueba. Si se observa un color azul verdoso en el area de la prueba IB (butirato esterasa) dentro de los 2 
minutes {la tira a la izquierda), el microorganismo se identifica como M. catarrhalis. Si no desarrolla color 
en esa area, la tira se incuba durante unos 13 minutes adicionales. Si aparece un color azul verdoso en el 
area de prueba BGAL (p-galactosidasa) {la tira mas alejada a la derecha) durante ese tiempo, el microor¬ 
ganismo se identifica como N. lactamica. Si no desarrolla reaccion de color en esta area durante el periodo 
de incubacion, se agrega una gota del reactive que desarrolla color a las areas de prueba PRO y GLUT. La 
aparicion de color rojo en el area de prueba PRO (propil aminopeptidasa) identifica el aislamiento como N. 
gonorrhoeae {segunda tira a partir de la izquierda), mientras que la aparicion de un color rojo en el area de 
prueba GLUT (y-glutamil aminopeptidasa) identifica el aislamiento como N. meningitidis {tercera tira a 
partir de la izquierda). 

B. Prueba de inmunofluorescencia para la confirmacion del cultivo de N. gonorrhoeae (Microtrak® N. gonorr¬ 
hoeae Culture Confirmation Kit, Wicklow, Irlanda). En una prueba positiva, se observan diplococos fluo- 
rescentes color verde manzana, como se observa en esta fotografia. 

C. Sistema RapID NH® (Remel®). RapID NH es un sistema comercial de 4 boras para la identificacion de espe¬ 
cies de Neisseria, especies de Haemophilus y varias otras especies de bacterias gramnegativas con requeri- 
mientos nutricionales especiales. La fotografia muestra dos paneles duplicados inoculados con N. meningi¬ 
tidis. El panel superior es el sistema antes del agregado de los reactivos, mientras que el panel inferior es el 
sistema despues de la adicion de los reactivos a los ultimos tres pocillos bifuncionales de prueba. Las reac- 
ciones que identifican el aislamiento como N. meningitidis son las reacciones prolil aminopeptidasa (PRO) 
y y-glutamil aminopeptidasa (GLU) positivas, la reaccion glucosa (GLU) positiva y la prueba de NO, 
(reduccion de nitrito) positiva. 

D. Panel MicroScan HNID® (Dade-MicroScan, West Sacramento, CA). MicroScan HNID es un panel de prue¬ 
bas de 4 boras para la identificacion de especies de Haemophilus y Neisseria. Las pruebas positivas en el 
panel observadas en la fotografia incluyen las pruebas de reduccion de nitrato (NO^), reduccion de nitritito 
(NOj), produccion de acido a partir de glucosa (GLU), sacarosa (SUC), maltosa (MAL), fructosa (FRU) y 
prolil aminopeptidasa (PRO). Estas caracteristicas identifican este aislamiento como N. mucosa. 

E. Panel API NH® (BioMerieux, Durham, NC). El API NH es un sistema de identificacion en formato de tira 
para la identificacion en 2 boras de las especies de Haemophilus y Neisseria. La tira incluye siete cupulas 
de sustrato linico y tres cupulas bifuncionales. Las pruebas de sustrato linico incluyen {de izquierda a dere¬ 
cha), una P-lactamasa (PEN), produccion de acido de glucosa (GLU), fructosa (FRU), maltosa (MAL), saca¬ 
rosa (SUC), omitina descarboxilasa (ODC) y ureasa (URE). Las cupulas bifuncionales incluyen butirato 
esterasa mas prolil aminopeptidasa {LIP/PRO A), fosfatasa alcalina mas y-glutamil aminopeptidasa 
(PAL/GGT) y p-galactosidasa mas indol (PGAL/IND). Primero se lee la tira entera, incluidas las pruebas 
LIP. PAL y PGAL, y luego se agrega un reactivo que desarrolla color a los pocillos PRO y GGT, y el reac- 
tivo de indol se agrega al pocillo IND. Estas tres ultimas cupulas luego se releen para producir el cuarto 
niimero de un bicodigo de cuatro digitos. Las cupulas de los bidratos de carbono, LIP. PRO A, GGT y PGAL 
se destinan a la identificacion de especies de Neisseria y Moraxella catarrhalis, mientras que las cupulas de 
los bidratos de carbono ODC, URE, PAL, pGAL e IND se usan para la identificacion y biotipificacion de 
especies de Haemophilus. En esta fotografia, las pruebas GLU y PRO A son positivas, lo que provee un 
bicodigo de 1001. La consulta con la base de datos NH proporciona una identificacion de N. gonorrhoeae. 
El pocillo PEN es una cupula de deteccion de p-lactamasa acidometrica que no se usa con propositos de 
identificacion. Aqui la prueba PEN es positiva, lo que indica que el aislamiento es P-lactamasa positivo. 

R API NH inoculada con N. meningitidis. Las pruebas positivas sobre la tira incluyen glucosa (GLU), malto¬ 
sa (MAL), propil aminopeptidasa (PRO A) y GGT (y-glutamil aminopeptidasa). Estas reacciones derivan en 
un bicodigo API de 5003, que provee una identificacion de N. meningitidis. Este aislamiento es p-lactama- 
sa negativo, como se indica por el color azul en la cupula PEN. 

G. La prueba en disco M. cat butirato (Carr-Scarborough Microbiological, Decatur, GA). Las cepas de M. 
catarrhalis producen una enzima butirato esterasa capaz de hidrolizar indoxil butirato. Un disco de papel de 
filtro impregnado con indoxil butirato se humedece con agua y se frota el cultivo con colonias sobre el disco. 
La enzima butirato esterasa hidroliza el compuesto y aparece un color azul verdoso en el disco dentro de los 
2 minutos. Esta figura muestra tres discos de M. cat butirato positivos sobre un portaobjetos de vidrio. 

H. API NH inoculado con M. catarrhalis. En esta fotografia, la unica prueba positiva es la cupula LIP (azul es 
una reaccion positiva). El bicodigo API para estas reacciones es 0010, que lo identifica como M. catarrha¬ 
lis. La cupula PEN no se usa para determinar el bicodigo API, sino solo para detectar la produccion de 
p-lactamasa. El color azul en la cupula PEN indica que esta cepa es p-lactamasa negativa. 
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LAMINAS EN COLOR 12-1 


IdENTIFICACION DE ESTAFILOCOCOS Y ESPECIES RELACIONADAS 

A. Paciente adulto con celulitis estafilococica en el labio superior. 

B. Paciente adulto con ampollas, lesiones vesiculares del impetigo estafilococico facial. El cultivo del liquido 
serosanguinolento del interior de esas vesiculas revela un gran numero de Staphylococcus aureus. 

C. Recien nacido con smdrome estafilococico de la piel escaldada. Este sindrome se observa en recien nacidos 
infectados con cepas de S. aureus que producen exfoliatinas (toxinas epidermoliticas). Estas toxinas disuel- 
ven la matriz de mucopolisacaridos de la epidermis, lo que causa la rotura intraepitelial de las conexiones 
celulares en la capa granulosa. La formacion de ampollas sucede en grandes areas del cuerpo, con la desca- 
macion ulterior de las capas superficiales de la piel, como se muestra aqui. 

D. Frotis con tincion de Gram de una lesion de celulitis estafilococica. Los microorganismos aparecen como 
pequenos cocos grampositivos extracelulares dispuestos en grupos junto a los leucocitos polimorfonuclea- 
res tenidos de rosado. 

E. Colonias de 5. aureus en agar sangre de camero. Esta fotograffa muestra las colonias tipicas de S. aureus 
despues de 24 boras de incubacion a 35-37 °C. Se observa una zona de p-hemolisis debida a la actividad 
hemolitica de la a-hemolisina estafilococica que rodea las colonias. El area roja mas oscura por fuera del 
area de hemolisis alrededor de cada colonia representa la accion de la p-hemolisina (o hemolisina 
“frio/calor”). Esta es la p-hemolisina que interactua con el factor CAMP producido por los estreptococos 
del grupo B que causa la hemolisis sinergica observada en la prueba de CAMP para la identiflcacion pre- 
suntiva de estreptococos del grupo B (cap. 13). 

F. Frotis con tincion de Gram de un cultivo en caldo de S. aureus, que muestra los tfpicos cocos grampositivos 
en forma de racimos. 

G. Prueba de catalasa positiva. La prueba de la catalasa diferencia estafilococos y micrococos de estreptoco¬ 
cos, enterococos y bacterias similares a estreptococos (cap. 13). Esta prueba se realiza colocando una colo¬ 
nia crecida en un portaobjetos de vidrio y agregando una gota de peroxido de hidrogeno al 3% al inoculo. 
Un burbujeo inmediato y vigoroso debido a la produccion de oxigeno gaseoso, como se muestra aqui, indi- 
ca una prueba positiva. Los micrococos y los estafilococos son catalasa positivos, mientras que los estrep¬ 
tococos y los enterococos son catalasa negativos. Rothia mucilaginosa, otro microorganismo que crece 
como cocos grampositivos en grupos, es catalasa positivo debil o puede ser catalasa negativo. 

H. Colonias de Micrococcus luteus en agar sangre de carnero. Esta especie produce colonias pigmentadas ama- 
rillas. Otros micrococos y microorganismos relacionados con el genero pueden ser no pigmentados o pue- 
den producir colonias pigmentadas naranjas o rojas en agar. Los micrococos y los microorganismos rela¬ 
cionados pueden diferenciarse de los estafilococos por la resistencia a la furazolidona, la sensibilidad a la 
bacitracina o por otros metodos como se muestra en el cuadro 12-1. 

































LAMINAS EN COLOR 12-2 


Identificacion de estafilococos 

A. Prueba en disco de furazolidona con una especie de Micrococcus. Son accesibles varias pruebas para la dife- 
renciacion de los micrococos y generos relacionados de los estafilococos. La prueba de sensibilidad a la 
furazolidona es un metodo fiable para esta diferenciacion. Los micrococos son resistentes a la furazolidona 
y por lo general crecen en el borde del disco de 6 mm de furazolidona (FX, 100 pg, BD Biosciences. 
Franklin Lakes, NJ). 

B. Prueba con disco de furazolidona en una especie de Staphylococcus. El crecimiento de los estafilococos se 
inhibe por la furazolidona y muestra un area de inhibicion del desarrollo alrededor del disco, como se repre- 
senta en esta figura. 

C. Prueba de oxidasa modificada (Remel®, Lenexa, KS). Esta prueba es un metodo de 30 segundos, rapido para 
la diferenciacion de los estafilococos de los micrococos y especies relacionadas. El reactivo oxidasa (dihi- 
droclorotetrametil-p-fenilendiamina) se prepara con dimetil sulfoxido (DMSO), lo que le permite penetrar 
la pared celular estafilococica. La prueba se realiza frotando una porcion del desarrollo de la colonia de una 
placa en un disco de papel de filtro que esta impregnado con el reactivo. La mayoria de los micrococos y 
especies relacionadas son oxidasa modificada positiva y producen un color azul violeta en el disco dentro 
de los 30 segundos, mientras que la mayoria de las especies de Staphylococcus son oxidasa modificada 
negativas. 

D. Prueba de la coagulasa en portaobjetos. Esta prueba es un metodo rapido para la identificacion de S. aureus. 
La mayoria de las cepas de esta especie producen una coagulasa unida a la celula o “factor de aglutinacion” 
que se detecta mezclando una suspension salina del microorganismo con plasma con EDTA de conejo. Debe 
incluirse un control con solucion salina (izquierda) para cada prueba para evaluar la autoaglutinacion. No 
todas las cepas de S. aureus tienen factor de aglutinacion, de modo que las pruebas coagulasa negativas 
deben confirmarse con la prueba de coagulasa en tubo (vease lamina en color 12-2E). 

E. Prueba de coagulasa en tubo. En esta prueba, la coagulasa extracelular producida por S. aureus forma un 
complejo con un componente del plasma, llamado factor reactante de coagulasa. Este complejo, a su vez, 
reacciona con el fibrinogeno en el plasma para formar fibrina y, como consecuencia, el desarrollo de un coa- 
gulo visible en el tubo, Se muestra una prueba positiva en la parte inferior de la figura y una prueba negati- 
va en la parte superior. 

F. Prueba de aglutinacion del latex para la identificacion de S. aureus. Esta prueba de coagulasa altemativa usa 
particulas de latex recubiertas con plasma. El fibrinogeno unido al latex detecta el factor de aglutinacion y 
las inmunoglobulinas, tambien presentes en el latex, detectan la protema A en la superficie de la celula de 
S. aureus. Formulaciones mas recientes de esta prueba tambien contienen particulas de latex recubiertas con 
anticuerpos contra los tipos capsulares 5 y 8 de S. aureus, que permiten una deteccion mas fiable de las cepas 
resistentes a la oxacilina. Mezclando el desarrollo de las colonias de S. aureus con el reactivo del latex resul- 
ta una aglutinacion rapida {izquierda). Tambien se muestra (derecha) un estafilococo coagulasa negativo que 
produce una reaccion de aglutinacion del latex negativa. 

G. Medio DNasa con azul de toluidina. Este medio detecta la produccion de desoxirribonucleasa por S. aureus. 
Los microorganismos se inoculan en motas grandes en la superficie del agar y la placa se incuba a 35-37 °C 
durante 24 boras. Una prueba positiva se indica por la presencia de un color rosado debajo y alrededor del 
inoculo. Como se muestra aqui, S. aureus (“SA” en la placa) es DNasa positive, mientras que el control (5. 
saprophyticus, “SS” en la placa) es DNasa negativo. La prueba de DNasa sirve como un metodo adjunto util 
para las cepas de S. aureus que tienen resultados debiles o ambiguos en la prueba de la coagulasa. 

H. Sistema API ID32 Staph® (BioMerieux) para la identificacion de estafilococos y micrococos. Este sistema 
en formato de tira contiene 26 sustratos bioquimicos. Las reacciones positivas y negativas se graban para 
generar un numero de biotipo que se usa en una base de datos del ordenador (APIWEB) para identificar el 
microorganismo. Este sistema tiene la base de datos mas completa de todos los productos comerciales dis- 
ponibles para la identificacion de estafilococos. 

























LAMINASEN COLOR 12-3 


IdENTIFICACION DE ESTAFILOCOCOS iCONTlNVAClON) 

A. Colonias de Staphylococcus epidermidis en agar sangre de camero (SBA) despues de 24 boras de incuba- 
cion a 35-37 °C. 

B. S. saprophyticus en SBA con discos de furazolidona y novobiocina. S. saprophyticus es causa de infeccio- 
nes urinarias en mujeres jovenes. Como otros estafilococos, esta especie es sensible a la furazolidona (FX), 
como se observa por la zona de inhibicion alrededor del disco FX. El otro disco (designado c) en este por- 
taobjetos es de novobiocina. S. saprophyticus es una de las varias especies de estafilococos resistentes a la 
novobiocina, 

C. Panel de identificacion API Staph® inoculado con 5. saprophyticus. Esta lamina muestra las reacciones en 
la primera mitad del panel. Las interpretaciones de las reacciones de la prueba mostradas son como sigue: 


CHO Control 

Negativo 

GLU 

Positivo 

FRU 

Positivo 

MNE 

Negativo 

MAL 

Positivo 

LAC 

Positivo 

TRE 

Positivo 

MAN 

Positivo 

XLT 

Negativo 

MEL 

Negativo 






D. Panel de identificacion API Staph® inoculado con 5. saprophyticus. Esta lamina muestra la segunda mitad 
del panel. Las interpretaciones de las reacciones de la prueba mostradas son como sigue: 




NIT 

Negativo 

PAL 

Positivo 

VP 

Positivo 

RAF 

Negativo 

XYL 

Negativo 

SAC 

Positivo 

MDG 

Negativo 

NAG 

Negativo 

ADH 

Negativo 

URE 

Positivo 




El codigo de numeros API para estas reacciones, mostradas en la lamina en color 12-3C y D, es 6634112. 
La consulta a la base de datos API Staph asistida por el ordenador proporciona una lista de posibles identi- 
ficaciones, incluidos S. saprophyticus (71,9% de probabilidad), 5. warneri (19,3% de probabilidad) o S. 
hominis (6,6% de probabilidad). Como 5. saprophyticus es la unica especie resistente a la novobiocina, el 
microorganismo puede ser identificado como S. saprophyticus. 

E. Este portaobjetos muestra el crecimiento de un aislamiento en agar sangre de camero despues de una incu- 
bacion de 24 horas a 35-37 °C. Esta cepa se aislo en varies hemocultivos de un paciente de 38 anos con endo¬ 
carditis estafilococica presuntiva. Es una cepa no pigmentada y no hemolitica, y tambien sensible a furazo¬ 
lidona y novobiocina (no mostrada). 

F. Esta fotografia muestra la reaccion de aglutinacion del latex del aislamiento de la lamina en color 12-3E. El 
aislamiento es coagulasa positive para la pmeba del latex. Como el aislamiento no “parece” S. aureus, el 
tecnico de laboratorio inocuio una lira de indentificacion API Staph. Estas reacciones se muestran en la 
lamina en color 12-3G y H. 

G. Tira de identificacion API Staph® inoculada con el aislamiento del hemocultivo mostrado en la lamina en 
color 12-3E. Esta fotografia muestra las reacciones en la primera mitad de la tira. Las interpretaciones de 
las reacciones de la prueba son como sigue: 

CHO Control Negativo GLU Positive 

MNE Positive MAL Negativo 

TRE Positive MAN Negativo 

MEL Negativo 

H. Tira de identificacion API Staph® inoculada con el aislamiento del hemocultivo mostrado en la lamina en 
color 12-3E. Esta fotografia muestra las reacciones en la segunda mitad de la tira. Las interpretaciones de 
las reacciones de la prueba son como sigue: 


FRU Negativo 
LAC Negativo 
XLT Negativo 


VP Positivo 
SAC Negativo 
ADH Positivo 


NIT Positivo 
RAF Negativo 
MDG Negativo 
LIRE Negativo 


PAL Positivo 
XYL Negativo 
NAG Positivo 


El doble codigo API para las reacciones que se muestran en la lamina en color 12-3G y 12-34H es 2116141. 
La consulta en la base de datos de ordenador API Staph identifica a esta cepa como S. schleiferi. Esto es 
coincidente con la reaccion del latex positiva que se muestra en la lamina en color 12-3F, ya que estas espe¬ 
cies pueden dar pruebas en portaobjetos, del latex y coagulasa en tubo positivas. 






























































LAMINAS EN COLOR 13-1 


Identificacion de estreptococos 

A. Paciente con erisipela debida a estreptococos P-hemoliticos del grupo A. Esta infeccion afecta los tejidos 
blandos y los linfaticos cutaneos y conduce a manifestaciones sistemicas de infeccion, que incluyen fiebre. 
Observense las lesiones ampollares adyacentes al menton. 

B. Frotis con tincion de Gram de estreptococos que crecen en un caldo de cultivo. Como su nombre lo sugie- 
re, los estreptococos caracteristicamente crecen en cadenas. Estas cadenas se observan con mayor frecuen- 
cia cuando los microorganismos crecen en caldo. En los frotis con tincion de Gram preparados con cultivos 
crecidos en medios de agar, los microorganismos suelen aparecer en pares o en cadenas mas cortas. 

C. Frotis con tincion de Gram de Streptococcus pneumoniae. Esta fotografia muestra el aspecto tipico de los 
neumococos en caldo de hemocultivo. En los casos caractensticos, estas bacterias crecen de a pares en los 
cuales las celulas tienen una morfologfa “lanceolada” ligeramente alargada. Con algunas celulas en esta 
fotografia, se puede observar un area clara o “halo” que rodea a pares de los microorganismos, lo que indi- 
ca la presencia de la capsula de polisacarido de S. pneumoniae. 

D. Estreptococos p-hemoliticos en agar sangre de carnero. Los estreptococos p-hemoliticos producen hemoli- 
sinas que lisan los eritrocitos de carnero, lo que conduce al aclaramiento del medio que rodea las colonias. 
El estreptococo del grupo A que se muestra aca demuestra este tipo de heraolisis, como los estreptococos 
de los grupos B, C y G. Sin embargo, las zonas de P-hemolisis que rodean a las colonias de los estreptoco¬ 
cos del grupo B no son tan grandes en relacion con el tamano de las colonias como las que se observan con 
los estreptococos P-hemoliticos de los grupos A, C y G. 

E. Estreptococos a-hemoliticos en agar sangre de carnero. Los estreptococos inicialmente pueden ser clasifi- 
cados sobre la base de sus propiedades hemoliticas en agar sangre de carnero. La hemolisis parcial de estos 
eritrocitos conduce a un “enverdecimiento” del medio de agar que rodea a las colonias (a-hemolisis). Los 
estreptococos que son a-hemoliticos incluyen S. pneumoniae, el grupo viridans de estreptococos y la mayo- 
na de las especies de Enterococcus (antes Streptococcus). 

R Estreptococos P-hemolfticos en agar sangre de carnero. La P-hemolisis mas intensa se observa en las areas 
donde el medio ha sido “punzado”, lo que empuja a algunas de las bacterias debajo de la superficie del 
medio. La p-hemolisis en estas ^eas se debe a las actividades combinadas de estreptolisina 0 y estreptoli- 
sina S, las principals hemolisinas de los estreptococos del grupo A. La estreptolisina O es labil al oxigeno 
y no muestra actividad maxima sobre la superficie del agar; la p-hemolisis superficial se debe en gran parte 
a la estreptolisina S, que es estable al oxigeno. 

G. Prueba directa de aglutinacion del latex para estreptococos del grupo A. En la actualidad, existe tan^o un 
inmunoanalisis de aglutinacion del latex como un inmunoanalisis rapido para la deteccion directa de estrep¬ 
tococos del grupo A en muestras de hisopados faringeos. Con el metodo de aglutinacion del latex que se 
muestra aquf, se trata enzimaticamente el hisopado farmgeo para extraer el antigeno A y se hace reaccionar 
el extracto con una suspension de particulas de latex recubiertas con anticuerpos contra estreptococos del 
grupo A y con una suspension de latex no recubierta de control. La aglutinacion del latex con el reactivo de 
latex de prueba (izquierda) pero no el latex control {derecha) es una prueba positiva. Aunque la mayoria 
de estas pruebas son altamente especificas para el antigeno de la pared celular grupo A, las sensibilidades de 
estos ensayos varfan ampliamente. 

H. Strep OIA® (Biostar, Boulder, CO). El Strep OIA es un inmunoanalisis para la deteccion directa de estrep¬ 
tococos del grupo A en muestras de hisopados faringeos. Se extrae el hisopo con acido acetico, se lo neu- 
traliza y luego se lo mezcla con anticuerpos antigrupo A unidos a peroxidasa de rabano picante. Se coloca 
una gota de esta mezcla sobre la superficie de un portaobjetos OIA, que es revestido con anticuerpos contra 
estreptococos del grupo A. Despues de 2 minutos de incubacion, se enjuaga el portaobjetos y se agrega el 
sustrato peroxidasa de rabano picante dejandolo reaccionar sobre el portaobjetos OIA durante 4 minutos. 
Despues de enjuagado se procede a la lectura del portaobjetos mediante el examen del color de luz refleja- 
da en el area de reaccion del portaobjetos OIA. Si se presenta antigeno de estreptococo del grupo A, el por¬ 
taobjetos muestra una mancha violacea {izquierda). Si no se presenta antigeno, la superficie del portaobje¬ 
tos retiene su color amarillo, con un punto azulado pequeho, como se muestra aquf {derecha). 





























LAMINAS EN COLOR 13-2 


Identificaci6n de estreptococos y enterococos 

A. Colonias de S. pneumoniae en agar sangre de camero. Se pueden utilizar dos caracteristicas de S. pneumo¬ 
niae para la identificacion presuntiva. A la izquierda se muestra una cepa mucoide a-hemolitica tipica de S. 
pneumoniae que crece en agar sangre de camero. Su aspecto se debe a la produccion de grandes cantidades 
de polisacarido capsular. A la derecha hay una fotografia cercana que muestra el colapso de la porcion cen¬ 
tral de las colonias debido a la autolisis del microorganismo, lo que conduce a las denominadas morfologi- 
as de las colonias “en piezas de damero” y “en cabezas de clavo”que se muestran aqui. 

B. Prueba de sensibilidad a la bacitracina. Los estreptococos del gmpo A son sensibles a bajas concentracio- 
nes de bacitracina. El disco de bacitracina Taxo A® (BD Microbiology Systems) que se muestra aqui con- 
tiene 0,04 unidades de bacitracina. Esta fotografia muestra las reacciones de pmeba de la bacitracina para 
un estreptococo (3-hemolitico del grupo A {izquierda) y un estreptococo p-hemolitico del grupo B {derecha). 
Cualquier zona de inhibicion alrededor del disco de bacitracina se considera una prueba positiva. 

C. Sensibilidad a la bacitracina y el trimetoprim-sulfametoxazol. El estreptococo p-hemolitico que se muestra 
aqui es sensible a bacitracina {derecha), pero tambien muestra una zona grande de inhibicion del creci- 
miento alrededor del disco de trimetoprim-sulfametoxazol {izquierda). Los estreptococos p-hemoliticos del 
grupo A son sensibles a la bacitracina, pero resistentes al trimetoprim-sulfametoxazol, mientras que los 
estreptococos p-hemoliticos del grupo B son resistentes tanto a la bacitracina como al trimetoprim-sulfa¬ 
metoxazol. Algunos estreptococos P-hemoliticos no pertenecientes al grupo A (p. ej., gmpos C, F y G) son 
sensibles a la bacitracina, pero tambien seran sensibles al trimetoprim-sulfametoxazol, como se muestra 
aqui. Por lo tanto, la realizacion conjunta de estas dos pmebas aumenta la especificidad de la identificacion 
presuntiva que se obtendria utilizando solo la prueba de bacitracina. Este aislamiento seria denominado 
“estreptococo p-hemolitico presuntivo, no grupos A ni B, por bacitracina/trimetoprim-sulfametoxazol”. 

D. Pmeba de CAMP para la identificacion presuntiva de estreptococos P-hemoliticos del grupo B. La reaccion 
de la pmeba de CAMP depende de la interaccion entre el factor CAMP, un producto del estreptococos del 
gmpo B, con la p-hemolisina de Staphylococcus aureus. Los posibles estreptococos del gmpo B son sem- 
brados en estria en angulos rectos con una siembra en estria de S. aureus (sin que las estrias se toquen) sobre 
una placa de agar sangre de camero. Luego de una incubacion durante toda la noche a 35-37 “C, se encuen- 
tra un area con forma de punta de flecha de hemolisis sinergista en el area de interseccion donde el factor 
CAMP y la p-hemolisina se han difundido en el medio. Las variantes no hemoliticas de estreptococos del 
gmpo B tambien son pmeba de CAMP positivas. Esta fotografia muestra tres pmebas de CAMP positivas. 

E. Sensibilidad a la optoquina para la identificacion de S. pneumoniae. Se utiliza la sensibilidad al clorhidrato 
de hidrocupreno etilico (optoquina) para diferenciar S. pneumoniae de otros estreptococos viridans. Se sub- 
cultivan las colonias a-hemoliticas sobre una placa de agar sangre de camero y se coloca un disco de opto¬ 
quina (disco P; BD Microbiology Systems) sobre el inoculo. La presencia de una zona de inhibicion del cre- 
cimiento de 14 mm alrededor de un disco de optoquina de 6 mm despues de la incubacion durante toda la 
noche a 35-37 “C identifica el microorganismo como S. pneumoniae. 

F. Pruebas de hidrolisis de bilis-esculina y tolerancia a la sal. Estas pmebas se utilizan para la identificacion 
presuntiva de especies de Enterococcus y estreptococos del gmpo D. Se realiza la prueba de bilis-esculina 
(derecha) inoculando una porcion inclinada del medio de bilis-esculina e incubandola durante toda la noche 
a 35-37 °C. Los enterococos y los estreptococos del gmpo D pueden crecer en presencia de bilis al 40% e 
hidroiizar la esculina a esculetina (que forma el precipitado negro). La prueba de tolerancia a la sal (izquier¬ 
da) se realiza con un medio de caldo que contiene NaCl al 6,5%. Las especies de enterococos crecen, mien¬ 
tras que los estreptococos del gmpo D no enterococos no crecen en este medio. La fotografia muestra una 
reaccion positiva para ambas pmebas, lo que indica a este microorganismo como una especie de 
Enterococcus del gmpo D. 

G. Prueba PYR. La hidrolisis de L-pirrolidonil-a-naftilamida (PYR) es una prueba presuntiva para la identifi¬ 
cacion de estreptococos p-hemoliticos del grupo A y especies de Enterococcus que puede reemplazar a las 
pmebas con discos de bacitracina-trimetoprim-sulfametoxazol y las pmebas de tolerancia a la sal, respecti- 
vamente. En la pmeba con disco que se muestra, se aplica el crecimiento de las colonias a un disco hume- 
decido e impregnado con el sustrato PYR. Despues de 2 minutos, se coloca una gota de reactivo dimetila- 
minocinamaladehido sobre el disco para detectar la naftilamida libre que se libera con la hidrolisis de PYR 
(rojo). 

H. Tri-Placa para la identificacion presuntiva de estreptococos. Esta placa iinica esta disenada para proporcio- 
nar los resultados de varias pmebas para la identificacion presuntiva de estreptococos y enterococos. Los 
tres sectores de la placa contienen agar sangre de camero, agar bilis-esculina y agar PYR, respectivamente. 
Se realiza la determinacion de hemolisis y una pmeba de CAMP en el sector de agar sangre y se leen las 
reacciones de bilis esculina y PYR en los otros dos sectores. Esta fotografia muestra la triplaca inoculada 
con una especie de Enterococcus: a-hemoUtica, pmeba de CAMP negativa, bilis-esculina positiva y PYR 
positiva. 































LAMINAS EN COLOR 13-3 


IdENTIFICACION DE ESTREPTOCOCOS Y ENTEROCOCOS Y BACTERIAS SIMILARES A ESTREPTOCOCOS 

A. Prueba del latex para el agrupamiento serologico de estreptococos P-hemoliticos. Aunque el metodo de 
extraccion de Lancefield y las pruebas de precipitinas capilares son las tecnicas mas honradas por el tiem- 
po para la identificacion definitiva de los estreptococos agrupables, otros metodos, como el que se muestra 
aqui. ban sido adoptados en la mayoria de los laboratorios y se los considera procedimientos estandares. En 
esta prueba, el antigeno de agrupamiento de la pared celular es extraido de la pared de la celula bacteriana 
por medios enzimaticos y el extracto se hace reaccionar ulteriormente con paniculas de latex a las cuales se 
unen anticuerpos especiTicos de grupo. Una prueba positiva esta indicada por la aglutinacion de cuentas de 
latex en el react!vo de latex homologo. Como se muestra aquf, ha ocurrido aglutinacion con el reactivo del 
grupo A, pero no con los reactivos de los grupos B, C, D, F o G, lo que identifica asi la cepa como un estrep- 
tococo p-hemoliticos del grupo A. 

B. Prueba de hinchazon capsular de Neufeld (Quellung) para la identificacion de S. pneumoniae. Esta “prueba 
de precipitina” microscopica se puede utilizar para identificar neumococos o para determinar el serotipo 
capsular de cepas neumococicas individuales. La reaccion de los anticuerpos anticapsulares con el material 
de hidratos de carbono de la capsula produce una reaccion de microprecipitacion sobre la superficie del 
microorganismo y un cambio en el mdice de refraccion de la capsula propiamente dicha. Desde el punto de 
vista microscopico, la capsula parece “hincharse”. Se agrega una pequena cantidad de azul de metileno al 
preparado para permitir la visualizacidn de las celulas y proporcionar el contraste de modo que se puedan 
discemir mas facilmente cambios refractiles sutiles. 

C. Prueba de aglutinacion del latex Pneumoslide® (BD Microbiology Systems). La prueba Pneumoslide utili- 
za particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos antineumococicos. La mezcla del latex sensibilizado 
con el material de las colonias de una placa de cultivo conduce a una aglutinacion visible de la suspension, 
lo que identifica asi la cepa como S. pneumoniae. 

D. Especies de Abiotrophia/Granulicatella. Estos microorganismos eran denominados antes estreptococos 
satelites o variantes nutricionales porque requieren compuestos del tiol, cistema o la forma activa de vita- 
mina B^ (piridoxal o piridoxamina) para el crecimiento en los medios. Este requerimiento se puede cumplir 
realizando siembras cruzadas en estnas con un estafilococo a traves de un inoculo de la cepa variante nutri- 
cional probable, como se muestra en esta fotografia. Se observan las pequehas colonias del microorganismo 
que crecen adyacentes a la estria del estafilococo luego de la incubacion de una forma similar a la prueba 
satelite para la identificacion presuntiva de especies de Haemophilus. Los miembros de los estreptococos 
satelites han sido colocados ahora en el genero Abiotrophia o el genero Granulicatella. 

E. Enterococcus faecium. Esta fotografia muestra una placa de agar sangre de camero inoculada por E. fae- 
cium. Las colonias de este microorganismo son lisas, grises y no hemoliticas o a-hemoliticas. El hisopo. que 
fue utilizado para recoger algo del crecimiento de la colonia de la placa, muestra que el microorganismo no 
esta pigmentado. Esto se vuelve importante para la identificacion de algunas otras especies de enterococos. 

F. Panel de identificacion API Strep® (BioMerieux) inoculado con E. faecium. Esta fotografia muestra la pri- 
mera mitad del panel de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones son las siguientes: 

VP Positiva HIP Negativa ESC Positiva 

PYRA Positiva a-GAL Positiva p-GUR Negativa 

p-GAL Positiva PAL Negativa LAP Positiva 

G. Panel de identificacion API Strep inoculado con E. faecium. Esta fotografia muestra la segunda mitad del 
panel de identificacion. 

Las interpretaciones de las reacciones son las siguientes: 


ADH 

Positiva 

RIB 

Positiva 

ARA 

Positiva 

MAN 

Positiva 

SOR 

Positiva 

LAC 

Positiva 

TRE 

Positiva 

INU 

Negativa 

RAF 

Positiva 

AMD 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

HEM 

Negativa 


El biocodigo API para las reacciones que se muestran en la lamina en color 13-3F y G es 5357750. La con- 
sulta con la base de datos computarizada API proporciona una identificacion de E. faecium, con una proba- 
bilidad del 99%. 

H. Agar de cribado para vancomicina. El agar de cribado para vancomicina consiste en agar de infusion de cere- 
bro y corazon que contiene vancomicina (6 pg/mL). Este medio puede utilizarse para detectar enterococos 
resistentes a la vancomicina, la mayona de los cuales son E. faecium. Como se muestra en esta fotografia, 
las cepas A, B, C y D son resistentes a la vancomicina y pueden crecer en este medio. La cepa E es una 
variedad de E. faecalis, la mayoria de las cuales son sensibles a la vancomicina, como lo indica la inhibi- 
cion del crecimiento en este medio. 





































LAMINAS EN COLOR 13-4 


Identificacion de enterococos y estreptococos del grupo Viridans 

A. Enterococcus casseliflavus en agar sangre de camero. E. casseliflavus es una de las dos especies moviles de 
Enterococcus. Ademas, produce un pigmento amarillo. Este pigmento se aprecia en la inspeccion del hiso- 
po en la fotografia, que ha si do utilizado para recoger algo del crecimiento de la colonia. 

B. Enterococcus gallinarum en agar semisolido para molilidad. Como ya se dijo, E. gallinarum y E. casseli¬ 
flavus son las dos especies moviles de Enterococcus. En esta fotografia se ha inoculado con corte E. galli¬ 
narum en un tubo de medio semisolido para motilidad que contiene tetrazolio. En la incubacion del tubo 
inoculado, los microorganismos moviles se mueven fuera de la Imea de estria para crear turbidez en el 
medio. El color violeta es el resultado de los microorganismos moviles que reducen el tetrazolio a forma- 
zan, que aparece como un precipitado violaceo en cualquier sitio donde haya microorganismos viables. 

C. Streptococcus bovis en agar sangre de camero. 5. bovis es un estreptococo del grupo D no enterococo. Este 
microorganismo es bilis-esculina positive, pero no crece en caldo de NaCl al 6,5% y es PYR negative. El 
aislamiento de S. bovis de hemocultivos se asocia con neoplasias colonicas. 

D. Panel de identificacion API Strep inoculado con S. bovis. Esta fotografia muestra la primera mitad del panel 
de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones son las siguientes: 

VP Positiva HIP Negativa ESC Positiva 

PYRA Negativa a-GAL Positiva p-GUR Negativa 

p-GAL Positiva PAL Negativa LAP Positiva 

E. Panel de identificacion API Strep inoculado con S. bovis. Esta fotografia muestra la segunda mitad del panel 
de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones son las siguientes: 


ADH 

Negativa 

RIB 

Negativa 

ARA 

Negativa 

MAN 

Positiva 

SOR 

Negativa 

LAC 

Positiva 

TRE 

Positiva 

INU 

Positiva 

RAF 

Positiva 

AMD 

Positiva 

GLYG 

Positiva 

PHEM 

Negativa 


El codigo API para las reacciones que se muestran en la lamina en color 13-4D y E es 5250573. La consul- 
ta con la base de datos computarizada API proporciona una identificacion de esta cepa aislado como S. bovis 
I (probabilidad del 99,9%). Segun la nueva nomenclatura para este complejo de microorganismo, S. bovis I 
se denomina ahora Streptococcus gallolyticus subespecie gallolyticus (cuadro 13-7). 

F. Streptococcus mitis que crecen en agar sangre de camero luego de 24 horas de incubacion. Esta cepa parti¬ 
cular parece ser y-hemolitica o no hemolitica. Otras cepas de esta especie pueden ser a-hemoliticas. 

G. Panel de identificacion API Strep inoculado con S. mitis. Esta fotografia muestra la primera mitad del panel 
de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones son las siguientes: 

VP Negativa HIP Negativa ESC Negativa 

PYRA Negativa a-GAL Negativa p-GUR Negativa 

p-GAL Negativa PAL Positiva LAP Positiva 

H. Panel de identificacion API Strep inoculado con S. mitis. Esta fotografia muestra la segunda mitad del panel 
de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones son las siguientes: 


ADH 

Negativa 

RIB 

Negativa 

ARA 

Negativa 

MAN 

Negativa 

SOR 

Negativa 

LAC 

Positiva 

TRE 

Positiva 

INU 

Negativa 

RAF 

Negativa 

AMD 

Positiva 

GLYG 

Negativa 

PHEM 

Negativa 


El biocodigo para las reacciones que se muestran en la lamina en color 13-4G y H es 0060411. La consul- 
ta con la base de datos computarizada API proporciona una identificacion de esta cepa como S. mitis 
(^0%)loralis (20%). S. mitis y S. oralis pertenecen al “grupo mitis” de estreptococos viridans. Se ha demos- 
trado que algunas cepas de S. mitis son resistentes a la penicilina y pueden ser resistentes tambien a otros 
antibioticos. 
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LAMINAS EN color 14-1 


Especies de Listeria y Erysipelothrix 

A. Frotis con tincion de Gram de Listeria monocytogenes, que muestra bacilos grampositivos cortos. 

B. Colonias p-hemoliticas pequenas de L. monocytogenes en agar sangre de camero (SBA) despues de 72 boras 
de incubacion a 35-37 °C. 

C. L. monocytogenes que crece en SBA despues de 24 boras {izquierda) y 48 boras (derecha) de incubacion. 
Despues de 24 boras, es posible que no sea obvia la naturaleza p-bemobtica del microorganismo. Despues 
de 48 boras, la zona de bemolisis se extiende mas alia del margen de la colonia, pero aun es algo sutil. 

D. L. monocytogenes en agar bibs esculina (derecha). El tubo de la izquierda es una porcion inclinada de agar 
bibs esculina. Al igual que los enterococos, L. monocytogenes bidroliza la esculina en presencia de bibs al 
40%. La bidrobsis de la esculina esta indicada por el ennegrecimiento del medio. 

E. Zona de crecimiento en forma de paraguas producida por Listeria monocytogenes de spues de 24 boras de 
cultivo en medio de motibdad semisobdo a 25 °C. 

F. Panel API Coryne® inoculado con Listeria monocytogenes, El biocodigo API de la cepa que se muestra es 

0170164. La consulta con el Indice de perfiles API proporciona una identificacion como “L. monocytoge- 
nes/innocua, probabilidad del 97,1 La diferenciacion de L. monocytogenes y L innocua esta determina- 

da por la evaluacion de la bemolisis en agar sangre de camero y por la reactividad de L. monocytogenes en 
la prueba de CAMP con 5. aureus. 

G. Frotis con tincion de Gram de Erysipelothrix rhusiopathiae, que muestra los bacilos grampositivos delga- 
dos y largos de esta especie. 

H. Colonias de Erysipelothrix rhusiopathiae en SBA despues de 24 boras de incubacion a 35 °C. 




























LAMINAS EN COLOR 14-2 


Especies de Erysipelothrix y Bacillus 

A. Erysipelothrix rhusiopathiae despues del cuitivo durante toda la noche en un tubo inoculado por estria y 
puncion en agar hienro de Kligler. Observese la produccion de H,S a lo largo de la Imea de puncion en el 
extreme del tubo. 

B. Frotis con tincion de Gram de una especie de Bacillus. Observese la presencia de endosporas centrales/ter- 
minales carentes de tincion que no edematizan la celula. 

C. Muestra macroscdpica intestinal de un paciente que murio por carbunco gastrointestinal. Se observa el apen- 
dice en la parte inferior izquierda de la fotografia. En general, las lesiones del carbunco gastrointestinal se 
observan en el ciego y las zonas adyacentes del intestino. Los smtomas son dolor abdominal, hematemesis 
y diarrea sanguinolenta. 

D. Tincion de Gram (izquierda) y tincion de esporas con verde de malaquita (derecha) de B. anthracis. B. anth- 
racis crece como bacilos grampositivos algo grandes y las celulas individuales tienen extremos cuadrados o 
ligeramente concavos. A menudo los microorganismos estan dispuestos en cadenas que tienen el aspecto del 
bambu como se muestra aqui. La tincion muestra las esporas ovoides que no edematizan la celula. (Cortesia 
de Elmer W. Koneman). 

E. Colonias no hemoliticas, mate y bianco hueso de Bacillus anthracis en SBA. 

F. Vista ampliada de colonias de B. anthracis en SBA. Las colonias tienen una morfologia en vidrio esmerila- 
do con excrecencias con forma de coma a lo largo de los hordes, como se muestra aquf. Estas excrecencias 
son incluso mas evidentes desde el punto de vista microscopico. Las colonias ban sido descritas como colo¬ 
nias “en cabeza de Medusa”, en alusion a la hechicera griega cuya cabellera estaba compuesta por serpien- 
tes. (Cortesia de Elmer W. Koneman). 

G. Vista ampliada de las colonias no hemoliticas rugosas de B. anthracis. Se han tocado algunas con un ansa 
inoculadora, lo que provoca que las colonias “se paren” como claras de huevo batido. 

H. Grandes colonias p-hemoliticas de Bacillus cereus en SBA. B. cereus es una de las especies de Bacillus ais- 
ladas con mayor frecuencia en el laboratorio clmico. A diferencia de B. anthracis, esta especie es p-hemo- 
litica, movil y p-lactamasa positiva. 





































LAMINAS EN color 14-3 


Especies de Corynebacterwm 

A. Frotis con tincion de Gram que muestra la morfologia tipica de los miembros del genero Corynebacterium. 
Se pueden observar en esta fotografia bacilos de forma regular, bacilos con forma de porra (“en maza”) y 
disposiciones celulares “en letras chinas” y “en cerca”. 

B. Agar BHI inoculado con una especie de Corynebacterium lipofflica y una no lipofflica. Del lado derecho 
de la placa, se ha inoculado una especie lipofflica como un cesped sobre la placa y se ha colocado una gota de 
Tween 80 al 0,1% en el centre del inoculo. Se inocula una especie no lipofflica de Corynebacterium como 
un cesped sobre la mitad izquierda de la placa. Despues de la incubacion durante 24 horas a 35-37 °C, solo 
se observa crecimiento de la especie lipofflica donde se coloco la gota de Tween 80, mientras que la espe¬ 
cie no lipofflica crece en toda la superficie del medio sobre el lado derecho de la placa. 

C. Corynebacterium amycolatum que crece en SB A despues de 3 dias de incubacion a 35 °C. Observese el 
aspecto mate y seco de las colonias y el crecimiento “rugoso” en areas confluentes. C amycolatum es la 
especie de Corynebacterium aislada mas a menudo y se encuentra sobre la piel. 

D. Panel API Coryne® inoculado con Corynebacterium amycolatum. Esta fotografia ilustra primero la mitad 

del panel de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 

NIT Positiva PYZ Positiva PYRA Negativa 

PAL Positiva P-GUR Negativa p-GAL Negativa 

a-GLU Negativa p-NAG Negativa ESC Negativa 

URE Negativa 

E. Panel API Coryne inoculado con Corynebacterium amycolatum. Esta fotografia ilustra la segunda mitad del 
panel de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 



GLU 

Positiva 

RIB 

Positiva 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Negativa 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API Coryne para las reacciones que se muestran en la lamina en color 14-3D y E es 3100305, 
que da una identificacion cruzada de Corynebacterium del grupo G, C. striatum o C. amycolatum. C. amy¬ 
colatum es no lipofflico, mientras que las cepas de corineformes del grupo G son lipofflicas, de modo que 
este microorganismo no es un corineforme del grupo G. Se necesitan otras pruebas (p. ej., cromatograffa 
gas-liquido de cultivos en caldo de glucosa) para diferenciar Corynebacterium amycolatum y 
Corynebacterium striatum entre si. Esta cepa produjo acido propionico a partir de glucosa segun lo deter- 
mino el analisis mediante cromatograffa gas-lfquido del caldo de cultivo, de modo que este microorganismo 
puede ser diferenciado de C. amycolatum. 

F. Inflamacion local y formacion de seudomembranas en la orofaringe producida por cepas toxigenicas de 
Corynebacterium diphtheriae. 

G. Cultivo de Corynebacterium diphtheriae en agar de Tinsdale modificado. En este medio, C diphtheriae 
crece como colonias negras con halos pardos. Las cepas cuyas colonias tienen esta morfologia son identifi- 
cadas inicialmente como C diphtheriae y el examen ulterior requiere demostrar la produccion de toxina 
difterica. 

H. Cultivo de C. diphtheriae en medio de suero coagulado de Loeffler. Este medio es inoculado con material 
proveniente de la faringe posterior (la seudomembrana difterica), se prepara un frotis despues de unas 8 
horas de incubacion y se tine con azul de metileno. Como se muestra aquf, C. diphtheriae aparece como 
bacilos arrosariados pleomorfos. El aspecto arrosariado se debe a la produccion de granulos metacromati- 
cos por el microorganismo en este medio. 
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LAMINAS EN COLOR 14-4 


EsPECIES DE CoRYNEBACTERWM (CONTINUACION) 

A. Cultivo de C diphtheriae en SBA despues de 24 horas de incubacion a 35 “C. Las colonias de este micro- 
organismo son no lipofflicas, blancas y cremosas. Esta cepa fue inoculada en el sistema de identificacion 
API Coryne, y las reacciones bioquimicas para la identificacion se muestran en B y C a continuacion. 

B. Panel API Coryne® inoculado con C. diphtheriae. Esta fotografia ilustra la primera mi tad del panel de iden¬ 
tificacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


NIT 

Positiva 

PYZ 

Negativa 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Negativa 

P-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Positiva 

P-NAG 

Negativa 

ESC 

Negativa 

URE 

Negativa 






C. Panel API Coryne inoculado con C diphtheriae. Esta fotografia ilustra la otra mitad del panel de identifi¬ 
cacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 


GLU 

Positiva 

RIB 

Negativa 

XYL Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Positiva 

LAC Negativa 

SAC 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

CAT Positiva 


El biocodigo API Coryne para estas reacciones es 1010124, que corresponde a una identificacion de 
Corynebacterium diphtheriae (probabilidad del 97,8%). Se deben realizar otras pruebas para determinar si 
la cepa produce toxina difterica. 

D. Corynebacterium jeikeium en SBA despues de 48 horas de incubacion a 35-37 °C. Esta especie lipofilica 
produce colonias no hemolfticas pequenas en SBA. 

E. Panel API Coryne inoculado con Corynebacterium jeikeium. Esta fotografia ilustra la primera mitad del 
panel de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 

NIT Negativa PYZ Positiva PYRA Negativa 

PAL Positiva p-GUR Negativa P-GAL Negativa 

a-GLU Negativa P-NAG Negativa ESC Negativa 

URE Negativa 

F. Panel API Coryne inoculado con C. jeikeium. Esta fotografia ilustra la segunda mitad del panel de identifica¬ 

cion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 



GLU 

Positiva 

RIB 

Positiva 

XYL Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Negativa 

LAC 

Negativa 

SAC 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Negativa 


El biocodigo API Coryne para estas reacciones es 2100304, que corresponde a la identificacion de C. jei¬ 
keium (93,6% de probabilidad). 

G. Frotis con tincion de Gram que muestra los bacilos grampositivos algo pletoricos de Corynebacterium glu- 
curonolyticum (“C. seminale’’'). 

H. C. glucuronolyticum en SBA despues de 24 horas de incubacion a 35-37 °C. 

























LAMINAS EN COLOR 14-5 


EsPECIES DE CoRYNEBACTERIUM {CONTINUACidH) 

A. Panel API Coryne® inoculado con C. glucuronolyticum. Esta fotografia ilustra la primera mitad del panel 
de identificacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


NIT 

Negativa 

PYZ Positiva 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Negativa 

P-GUR Positiva 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

URE 

Negativa 

Positiva 

p-NAG Negativa 

ESC 

Positiva 


B. Panel API Coryne inoculado con C. glucuronolyticum. Esta fotografia ilustra la segunda mitad del panel de 
identificacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 



GLU 

Positiva 

RIB 

Negativa 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Positiva 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones es 2241125, que corresponde a una identificacion de C. glucuro¬ 
nolyticum (probabilidad del 99,9%). Esta especie ha sido aislada en muestras de semen y es la linica espe- 
cie de Corynebacterium que es (i-glucuronidasa (P-GUR) positiva. E.sta especie tambien fue descrita por 
otro grupo de investigadores y recibio el nombre de “C. seminale"'. Sin embargo, el nombre “C. glucuro¬ 
nolyticum'" tiene precedentes taxonomicos. 

C. Colonias cremosas, lisas, no lipofflicas y no hemoliticas de Corynebacterium pseudodiptheriticum que cre- 

cen en SBA despues de 24 horas a 35-37 “C. 

D. Panel API Coryne inoculado con Corynebacterium pseudodiphtheriticum. Las interpretaciones de las reac¬ 
ciones que se muestran son: 


NIT 

Positiva 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Negativa 

P-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Negativa 

P-NAG 

Negativa 

ESC 

Negativa 

URE 

Positiva 

GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 

GLU 

Negativa 

RIB 

Negativa 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Negativa 

LAC 

Negativa 

SAC 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones es 3001004, que corresponde a una identificacion de C. pseudo¬ 
diphtheriticum (probabilidad del 96,7%). 

E. Colonias cremosas, no lipofflicas y no hemoliticas de C. riegelii en SBA despues de 24 horas de incubacidn 
a 35-37 °C. 

F. Reaccion de ureasa rapida de C riegelii. C. riegelii^ al igual que C urealyticum^ es rapidamente ureasa posi- 
tivo. Esta fotografia muestra un “pico de flauta” de agar urea sin sembrar (arriba) y un pico de flauta de agar 
urea inoculado con C. riegelii {abajo). Esta reaccion fue fotografiada una vez incubado el pico de flauta a 
la derecha durante 30 minutos a 35-37 °C. 

G. Panel API Coryne inoculado con C. riegelii. Esta fotografia ilustra la primera mitad del panel de identifica¬ 
cion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


NIT 

Negativa 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Negativa 

P-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Negativa 

P-NA 

Negativa 

ESC 

Negativa 

URE 

Positiva 






H. Panel API Coryne inoculado con C. riegelii. Esta fotografia ilustra la segunda mitad del panel de identifi¬ 
cacion. Las interpretaciones de las reacciones que se muestran son: 


GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 



GLU 

Negativa 

RIB 

Positiva 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Positiva 

LAC 

Negativa 

SAC 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones es 2001204. Este biocodigo no esta incluido en la base de dates de 
API Coryne en la actualidad, pero es el mismo publicado con la descripcion original de esta nueva especie. 
C riegelii se asocia con infecciones urinarias. Ademas de ser rapidamente ureasa positiva, esta especie tam¬ 
bien es atipica en que produce acido a partir de maltosa y ribosa, pero no de glucosa, como se muestra aqui. 










































LAMINAS EN COLOR 14-6 


Especies de Corynebacterium, Arcanobacterium\ Brevibacterium 

A. Colonias cremosas, no lipofflicas, no hemoliticas de Corynebacterium striatum en SBA despues de 48 horas 
de incubacion a 35-37 °C. Observese la morfologia “en diana” de las colonias individuales. 

B. Panel API Coryne® inoculado con C. striatum. Se muestran aqui las interpretaciones de las reacciones: 


NIT 

Positiva 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Positiva 

p-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Negativa 

P-NAG 

Negativa 

ESC 

Negativa 

URE 

Negativa 

GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 

GLU 

Positiva 

RIB 

Negativa 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Negativa 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 

El biocodigo API 

para estas 

reacciones 

es 3100105, 

que corresponde a una identificacion del 


Corynebacterium del grupo C, 55,5%/C striatum-amycolatum, 43,6%. Como las cepas grupo G son lipoff¬ 
licas, este microorganismo es C. striatum o C. amycolatum y no produjo acido propionico a partir de glu- 
cosa en el analisis por cromatograffa gas-lfquido, de modo que se identifica como C. striatum. 

C. Corynebacterium del grupo G despues de 24 boras de incubacion a 35-37 °C. Despues de 24 horas, las colo¬ 
nias individuales son extremadamente pequenas y ocurre un buen crecimiento solo en las areas con un 
inoculo importante. Esta especie lipofflica ha sido aislada en muestras de vftreo, sangre, Ifquido cefalorra- 
quideo y aparato urogenital. 

D. Panel API Coryne inoculado con Corynebacterium del grupo G. Se muestran aquf las interpretaciones de las 


reacciones: 




NIT 

Negativa 

PYZ Positiva 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Positiva 

P'GUR Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Negativa 

P-NAG Negativa 

ESC 

Negativa 

URE 

Negativa 

GEL Negativa 

Control CHO 

Negativa 

GLU 

Positiva 

RIB Positiva 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL Positiva 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones es 2100325. La consulta con una base de datos computarizada pro- 
porciona una identificacion de Corynebacterium del grupo G (probabilidad del 16,6%)fC. striatum/amyco- 
latum (probabilidad del 22,7%). Dado que este microorganismo es lipofflico y tanto C. striatum como C. 
amycolatum son no lipofflicos, esta cepa puede ser identificada como Corynebacterium del grupo G. 

E. Cultivo de Arcanobacterium haemolyticum en SBA luego de 48 horas de incubacion a 35-37 °C. Observese 
la zona de p-hemolisis que rodea a las colonias. 

F. Panel API Coryne inoculado con A. haemolyticum. Se muestran aquf las interpretaciones de las reacciones: 


NIT 

Negativa 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Positiva 

PAL 

Positiva 

p-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Positiva 

a-GLU 

Positiva 

P-NAG 

Positiva 

ESC 

Negativa 

URE 

Negativa 

GEL 

Negativa 

Control CHO Negativa 

GLU 

Positiva 

RIB 

Positiva 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Positiva 

LAC 

Positiva 

SAC 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Negativa 


El biocodigo API para estas reacciones es 6530360, que corresponde a una identificacion de A. haemolyti¬ 
cum del 99,9% (identificacion excelente). 

G. Cultivo de Brevibacterium casei en SBA despues de 24 horas de incubacion a 35-37 °C. Las colonias de 
este microorganismo tienen un pigmento amarillo palido, que se intensifica durante la incubacion mas alia 
de las 24 horas. Estas cepas tambien tienen un fuerte olor que recuerda a la gomosis (“podredumbre del 
pie”). Esta cepa particular se aislo en hemocultivos multiples de un paciente con SIDA que tenfa una infec- 
cion asociada con una vfa central. 

H. Panel API Coryne inoculado con B. casei. Se muestran aquf las interpretaciones de las reacciones: 


NIT 

Negativa 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Positiva 

PAL 

Positiva 

p-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Positiva 

P-NAG 

Negativa 

ESC 

Negativa 

URE 

Negativa 

GEL 

Positiva 

Control CHO Negativa 

GLU 

Negativa 

RIB 

Negativa 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Negativa 

LAC 

Negativa 

SAC 

Negativa 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones es 6112004, que corresponde a una identificacion de especie de 
Brevibacterium. Pruebas adicionales confirmaron que la cepa de este hemocultivo era en efecto B. casei. 























LAMINAS EN COLOR 14-7 


Especies de Rothia. Cellulosimicrobwm, Cellvlomonas/Microbacterwm y Lactobacillus 

A. Crecimiento de Rothia dentocariosa en SBA despues de 48 horas de incubacion a 35-37 °C. Este microor- 
ganismo bacilar grampositivo esta relacionado con microorganismos nocardiformes y forma colonias secas, 
blancas y cerebriformes en medios de agar, como se muestra aqui. 

B. Panel API Coryne® inoculado con R. dentocariosa. Se muestran aqui las interpretaciones de las reacciones: 


NIT 

Positiva 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Positiva 

PAL 

Negativa 

P-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Negativa 

a-GLU 

Positiva 

P-NAG 

Negativa 

ESC 

Positiva 

URE 

Negativa 

GEL 

Negativa 

Control CHO 

Negativa 

GLU 

Positiva 

RIB 

Negativa 

XYL 

Negativa 

MAN 

Negativa 

MAL 

Positiva 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG 

Negativa 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones es 7050125, que corresponde a una identificacion de R. dentocario¬ 
sa. con una probabilidad del 99,5%. 

C. Cultivo de Cellulosimicrobium cellulans en SBA despues de 24 horas a 35-37 °C. Este microorganismo de 
pigmento amarillo brillante era denominado antes Oerskovia xanthineolytica. 

D. Panel API Coryne inoculado con C cellulans. Se muestran aqui las interpretaciones de las reacciones: 


NIT 

Positiva 

PYZ 

Positiva 

PYRA 

Positiva 

PAL 

Positiva 

P-GUR 

Negativa 

P-GAL 

Positiva 

a-GLU 

Positiva 

P-NAG 

Positiva 

ESC 

Positiva 

URE 

Negativa 

GEL 

Positiva 

Control CHO 

Negativa 

GLU 

Positiva 

RIB 

Positiva 

XYL 

Positiva 

MAN 

Negativa 

MAL 

Positiva 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG 

Positiva 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para estas reacciones cs 1512121. que corresponde a una identificacion de Oerskovia xant¬ 
hineolytica (C cellulans), con una probabilidad del 99.9%. 

E. Cultivo de una especie de Microbacterium con pigmentacion amarilla en SBA despues de 24 horas a 35- 
37 °C. 

F. Panel API Coryne inoculado con especies de Microbacterium. Se muestran aqui las interpretaciones de las 
reacciones: 


NIT 

Negativa 

PYZ Positiva 

PYRA 

Negativa 

PAL 

Positiva 

p-GUR Negativa 

P-GAL 

Positiva 

a-GLU 

Positiva 

p-NAG Positiva 

ESC 

Positiva 

URE 

Negativa 

GEL Negativa 

Control CHO 

Negativa 

GLU 

Positiva 

RIB Positiva 

XYL 

Positiva 

MAN 

Positiva 

MAL Positiva 

LAC 

Negativa 

SAC 

Positiva 

GLYG Positiva 

CAT 

Positiva 


El biocodigo API para este microorganismo es 2570737, que corresponde a una identificacion de especies 
de Cellulomonas/especies de Microbacterium (probabilidad del 99,9%). Se necesitan otras pruebas para 
separar estos dos generos. 

G. Frotis con tincion de Gram de un hemocultivo que dio especies de Lactobacillus. Estos microorganismos 
son bacilos grampositivos regulares que se presentan solos, de a pares o en cadenas cortas. 

H. Colonias pequenas de una especie de Lactobacillus no hemolftica que crece en SBA despues de 24 horas de 
incubacion a 35-37 °C. 































LAMINAS EN COLOR 14-8 


Especies de Lactobacillus^ Gardnerella 

A. Especies de Lactobacillus inoculadas como un cesped en una placa de SBA con un disco de vancomicina. 
Algunos lactobacilos son resistentes a los antibioticos glucopeptidos vancomicina y teicoplanina, como lo 
indica el crecimiento de los microorganismos hasta el borde del disco de vancomicina que se muestra aqui. 

B. Frotis con tincion de Gram de una muestra vaginal normal. Observese la presencia de las grandes celulas 
epiteliales y los bacilos grampositivos que corresponden al “morfotipo de lactobacilo”. 

C. Frotis con tincion de Gram de material recogido de la vagina de una paciente con vaginosis bacteriana. La 
celula epitelial que se muestra en el portaobjetos esta cubierta por una preponderancia de bacilos y cocoba- 
cilos gramnegativos, que representan bacilos gramnegativos anaerobios y “morfotipos de Gardnerella"'. 

D. Cultivo de G. vaginalis en agar sangre CNA con 48 boras de incubacion a 35-37 °C en CO^ al 5-7%. 
Despues de este periodo, las colonias son muy pequenas y es mejor observarlas en areas de crecimiento con- 
fluente. 

E. Colonias p-hemoliticas pequenas de Gardnerella vaginalis que crece en medio HBT (bicapa de sangre 
humana-Tween) despues de 72 boras de incubacion a 35-37 °C en CO^ al 5-7%. Este microorganismo es 
p-hemolitico en medio que contiene sangre bumana (al igual que agar HBT). 

F. Tecnica de utilizacion rapida de bidratos de carbono para la identificacion de G. vaginalis. Este procedi- 
miento de identificacion de 4 boras es similar al utilizado para la identificacion de especies de Neisseria 
(cap. 11). Se fraccionan en tubos pequenos volumenes de 0,10 mL una solucion salina amortiguada con rojo 
fenol y sin bidratos de carbono (BSS) y se agrega una gota de bidratos de carbono esterilizados con filtro a 
la BSS. Se prepara una suspension densa del microorganismo en BSS sin bidratos de carbono (0,5 mL) y 
se agrega una gota de esta suspension a los tubos que contienen bidratos de carbono, En la fotografia, los 
tubos individuales son (de izquierda a derecha) la suspension del microorganismo en BSS, BSS-glucosa, 
BSS-maltosa y BSS-manitol. El ultimo tubo {extremo derecho) es una prueba de bidroiisis de bipurato. 
Como se muestra, G. vaginalis produce acido a partir de glucosa y maltosa, pero no de manitol, y es fuer- 
temente bidroiisis de bipurato positivo. 







































LAMINAS EN COLOR 15-1 


Identificacion de bacilos grampositivos aerobics y anaerobios facultativos 

A. Vista ampliada de Nocardia asteroides despues de 7 dias de incubacion a 30 °C en agar de Middlebrook 
7H11. Se observan aqui las colonias onduladas, lisas y anaranjadas tipicas que tienden a adherirse a la super- 
ficie del agar. Otras especies producen colonias correosas, secas y blancas (vease lamina en color 1-5J). 
Cabe mencionar que las especies de Nocardia crecen en los medios de aislamiento selectivos utilizados para 
aislar las especies de Mycobacterium-, de hecho, el diagnostico de laboratorio de nocardiosis a menudo se 
sospecha por primera vez en la seccion de micobacteriologia del laboratorio. Reconocer el olor a “sotano 
humedo” caracteristico es un dato inicial util para la identificacion. 

B. Crecimiento de un cultivo de especies de Rhodococcus luego de 48 horas de inoculacion en una placa de 
agar de Middlebrook 7H11. Las colonias son relativamente grandes, varian en tamano de 2 a 4 mm de dia- 
metro, y son enteras y lisas. Observese la pigmentacion rosa salmon, un dato inicial para la identificacion 
de esta especie. 

C. Tincion acido-alcohol resistente parcial de un exudado que contiene filamentos rcimificados delicados acido- 
alcohol resistentes caracteristicos de las especies de Nocardia. Se aislo Nocardia asteroides del cultivo obte- 
nido de esta muestra. 

D. Tincion de Gram de las especies de Rhodococcus que muestra cocobacilos grampositivos cortos dispuestos 
solos y en grupos en forma de caracteres chinos. 

E. Tincion acido-alcohol resistente de especies de Rhodococcus. Se observan cocobacilos cortos, muchos de 
los cuales son acido-alcohol resistentes. 




















LAMINAS EN COLOR 16<1 


Identificacion DE BACTERIAS ANAEROBIAS: bacilos gramnegativos 

A. Bacteroides fragilis. Tincion de Gram de celulas a las 48 horas de un cultivo en caldo de tioglicolato. 

B. B. fragilis. Colonias en agar sangre para anaerobios despues de 48 horas de incubacion a 35 ”C. 

C. Prevotella melaninogenica. Tincion de Gram de las celulas de una colonia luego de 48 horas del cultivo en 
agar sangre. 

D. P. melaninogenica. Colonias negras en agar sangre despues de 5 dias de incubacion a 35 °C. 

E. Eusobacterium nucleatum. Tincion de Gram de las celulas de una colonia luego de 48 horas en agar sangre 
para anaerobios. Notense bacilos gramnegativos alargados con extremos aguzados. 

F. F nucleatum. Colonias carac ten's tic as desarrolladas en agar sangre para anaerobios despues de 48 horas de 
incubacion a 35 “C, que ilustra el efecto opalescente. 

G. F. necrophorum. Tincion de Gram de celulas desarrolladas a las 48 horas en un medio anaerobio con agar 
sangre. Se evidencia gran pleomorfismo. 

H. F. necrophorum. Colonias en agar sangre para anaerobios despues de 48 horas de incubacion a 35 °C. 



























LAMINAS EN COLOR 16-2 


IdENTIFICACION DE BACTERIAS ANAEROBIAS: MICROORGANISMOS GRAMPOSITIVOS 
NO FORMADORES DE ESPORAS 

A. Frotis directo con tincion de Gram de un exudado purulento que muestra neutrofilos desintegrados y una 
mezcla de bacilos gramnegativos de distintos tamanos. Los cocobacilos mas pequenos indican una de las 
especies de Prevote Ha-Porphyromonas pigmentadas; los mas grandes, bacilos pleomorfos sugieren un 
miembro del grupo Bacteroides fragilis. 

B. Frotis directo con tincion de Gram de un exudado purulento de un absceso intraabdominal, que muestra neu¬ 
trofilos segmentados, cocos grampositivos en pares y cadenas cortas, y bacilos gramnegativos minusculos. 
Las infecciones anaerobias a menudo contienen una flora bacteriana mixta. 

C. Vista con microscopio de bajo aumento de los granules de azufre actinomicoticos (lOx). (Exudado de una 
infeccion de herida abdominal fotografiada dentro de una placa de Petri). 

D. Aspecto de un frotis con tincion de Gram de la misma muestra que en C, en la que se observa granulos de 
azufre con filamentos ramificados delgados de una especie de Actinomyces (800x). 

E. Actinomyces israelii. Preparacion con tincion de Gram del crecimiento de una colonia en agar sangre. 
Notense las celulas ramificadas. 

F. A. israelii. Colonias caracteristicas en forma de “molar" desarrolladas en agar con infusion de cerebro y 
corazon despues de 7 dias de incubacion anaerobia a 35 °C. 

G. Eubacterium alactolyticum. Tincion de Gram de celulas provenientes de un cultivo en caldo de tioglicolato 
enriquecido despues de 48 boras de incubacion a 35 °C. 

H. E. alactolyticum. Colonias de 48 boras en agar sangre para anaerobios. 






































LAMINAS EN COLOR 16-3 


Identificacion DE BACTERIAS ANAEROBIAS: clostridios 

A. Clostridium perfringens. Tincion de Gram de celulas de una colonia de 24 horas en agar sangre. Notese la 
falta de esporas y de algunas celulas que tienden a tenirse de rojo (gramnegativas). 

B. C. perfringens. Tincion de Gram de celulas a partir de cultivo de 24 horas en caldo de tioglicolato. Notese 
la falta de esporas y la presencia de unas pocas formas filamentosas. 

C. Apariencia tipica de C. perfringens en agar sangre despues de 24 horas de incubacion a 35 °C. Notese la 
doble zona de hemolisis. La zona interna de hemolisis completa se debe a la toxina theta y la zona externa 
de hemolisis incompleta a la toxina alfa (con actividad lecitinasa). 

D. C perfringens. Tincion de Gram directa de un tejido muscular aspirado de un paciente con mionecrosis por 
gangrena gaseosa. Hay un fondo necrotico, sin celulas inflamatorias ni celulas musculares, y bacilos gram- 
positivos en forma de “furgon de carga” relativamente grandes y un bacilo gramnegativo que es una celula 
C perfringens gramvariable u otro microorganismo. 

E. Colonias de C. perfringens en agar yema de huevo de McClung modificado. El precipitado alrededor de las 
colonias indica actividad lecitinasa de la toxina alfa producida por el microorganismo. 

F. Produccion de lipasa en agar yema de huevo. Unos pocos clostridios, como C botulinum, C. sporogenes y 
C. novyi tipo A, muestran actividad lipasa en agar yema de huevo, como se muestra aqui. Notese la capa per- 
lada opalescente sobre la superficie de las colonias que se extiende encima de la superficie del medio y las 
rodea. 

G. C septicum. Colonias extendidas. rizoides, chatas, irregulares, rugosas en una placa de agar sangre para ana- 
erobios luego de 48 horas de incubacion, 

H. Frotis directo con tincion de Gram de un hemocultivo positivo que contema C. septicum. Se observan nume- 
rosas esporas subterminales ovoides o en forma de limon. 































LAMINAS EN COLOR 16-4 


IdENTIFICACI6n DE BACTERIAS ANAEROBIAS: ClOSTRIDIOS {CONTINUACION) 

A. Colonias de C. tetani en agar sangre condensado (4% de agar), que se usa para inhibir el desplazamiento de 
los microorganismos de modo que puedan ser aislados a partir de otras bacterias preserves en cultivos 
mixtos. 

B. C. tetani. Tincion de Gram de las celulas de un cultivo en caldo con glucosa y came picada. Algunas de las 
celulas tienen esporas terminales redondas, caracteristicas de C. tetani. 

C. C. sporogenes. Colonias en forma de “cabeza de medusa” a las 48 boras del cultivo en agar sangre para ana- 
erobios. 

D. C. ramosum. Tincion de Gram de un cultivo en caldo con tioglicolato despues de 48 boras de incubacion. 

E. C. difficile luego de 48 boras de incubacion en agar sangre para anaerobios (magnificacion original 2,8x). 

F. C. difficile en agar fructosa cicloserina-cefoxitina despues de 48 boras de incubacion. 

G. C. sordellii en agar sangre para anaerobios luego de una incubacion prolongada en anaerobiosis. La colonia 
es de 5 X 10 mm. 

H. C. sordellii. Tincion de Gram a partir de una placa de agar sangre de 2 dias que revela grupos de esporas 
libres y bacterias distendidas con esporas subterminales ovoideas. 



























LAMINAS EN COLOR 16-5 


iDENTIFICAClbN DE BACTERIAS ANAEROBIAS: USO DE PLACAS CUADRANTES PRESUMPTO Y DISCOS 
EN AGAR SANGRE PARA ANAEROBIOS 

A. Vista de tres placas en cuadrantes (descritas en detalle en el texto). 

B. Una placa en cuadrantes Presumpto 1 y una placa de agar sangre para anaerobios de los CDC. Despues de 
la inoculacion con un cultivo de caldo active o una suspension celular de la cepa por identificar, los discos 
de antibioticos (penicilina, 2 U; rifampicina, 15 g; kanamicina, 1 000 g) se colocan en el medio de agar san¬ 
gre, y se coloca un disco de papel de filtro en bianco sobre la porcion de agar LD de la placa cuadrante para 
usarlo en la deteccion de la produccion de indol. La placa Presumpto 1 contiene los siguientes medios: agar 
LD, esculina LD, agar yema de huevo LD y agar bilis LD. 

C. Cultivo de Bacteroides fragilis en una placa Presumpto I despues de 48 boras de incubacion a 35 °C. En el 
primer cuadrante {arriba, a la derecha), el agar LD muestra un crecimiento moderado. La produccion de 
indol puede detectarse por el agregado de una gota de para-dimetilaminocinamaldehido a un disco de papel 
(vease F). El agar esculina LD hacia la izquierda del agar LD esta oscuro en forma difusa a causa de la 
hidrolisis de la esculina. El agar yema de huevo LD debajo del agar esculina muestra buen crecimiento pero 
no evidencia actividad lecitinasa, lipasa o proteolftica. Hay un crecimiento abundante en el agar bilis LD 
{abajo, a la derecha) y se produce un precipitado caracteristico en el medio por esta cepa. 

D. Pruebas con discos de antibioticos. Se observa una zona de inhibicion del desarrollo alrededor del disco de 
15 g de rifampicina, pero no se advierte inhibicion del desarrollo alrededor del disco de 2 unidades de peni¬ 
cilina o del disco de 1 000 g de kanamicina. Este patron es caracteristico del grupo B. fragilis. 

E. Reacciones en placa en cuadrantes Presumpto 1 de B. thetaiotoomicron. El primer cuadrante {arriba, a la 
derecha) muestra una reaccion positiva debil de indol, como lo indica el circulo celeste sobre el agar LD 
despues del agregado del reactivo para-dimetilaminocinamaldehido. El color negro (ambarino) del agar escu¬ 
lina {izquierda del primer cuadrante) indica hidrolisis de esculina. Hay un desarrollo adecuado pero no hay 
actividad lecitinasa, lipasa o proteolisis en agar yema de huevo LD {abajo, a la izquierda). Hay un buen cre¬ 
cimiento en agar bilis LD pero no hay precipitado como el que tiene B. fragilis (abajo, a la derecha). 

F. Reacciones en placa Presumpto 1 de Fusobacterium necrophorum despues de 48 horas de incubacion a 
35 °C. El primer cuadrante (abajo, a la derecha) muestra una fuerte reaccion de indol evidenciada por el 
color azul oscuro del disco de papel en el agar LD despues del agregado del reactivo para-dimetilaminoci¬ 
namaldehido. El desarrollo se inhibe en agar bilis LD {arriba, a la derecha). Aunque no esta visible en esta 
fotografia a causa de la distribucion de la iluminacion, hay un buen crecimiento en agar yema de huevo LD 
(arriba, a la izquierda) y actividad lipasa caracteristica como se evidencia por un brillo iridiscente -una capa 
perlada- sobre la superficie de las colonias y en el medio que rodea el crecimiento bacteriano. Esto se 
demuestra mejor con luz reflejada. En agar esculina LD (abajo, a la izquierda), F. necrophorum muestra un 
buen crecimiento y produccion de sulfuro de hidrogeno, como se evidencia por el color negro de las colo¬ 
nias, pero no oscurece el medio para sugerir hidrolisis de esculina. 

G. Placa en cuadrantes Presumpto 2 (sin inocular). La placa contiene los siguientes cuadrantes (en el sentido 
de las agujas del reloj, comenzando a las 12 en punto): agar almidon LD, agar glucosa LD, agar DNA-LD 
y agar leche LD. 

H. Placa en cuadrantes Presumpto 2 luego de inoculacion, incubacion y agregado de reactivos. Notense las 
reacciones positivas para hidrolisis, actividad desoxirribonucleasa y fermentacion de glucosa. 







































































LAMINAS EN COLOR 18-1 


Micoplasmas y Ureaplasmas 

A. Colonia de M. pneumoniae en agar glucosa para micoplasma. Esta fotograffa muestra una colonia aislada 
del microorganismo a la cual se le han adsorbido entrocitos de cobayo. M. pneyumoniae es la linica especie 
que demuestra la propiedad de hemadsorcion. {La fotografia es cortesia de Health and Education Resources, 
Bethesda, MD). 

B. Colonia de M. hominis y U. urealyticum que crece en el agar diferencial A7B de Shepard. Las colonias de 
M. hominis tienen la morfologia tipica en huevo frito, el color azul se debe a la tincion de Diene. Las colo¬ 
nias de t/. urealyticum son mas pequenas y densas, y presentan una pigmentacion castaha debido a la pre- 
cipitacion de oxido de manganese por la accion de la enzima ureasa de los microorganismos. {La fotogra¬ 
fia es cortesia de Health and Education Resources, Bethesda, MD). 














LAMINAS EN COLOR 19-1 


Identificaci6n de laboratorio de Mycobacterium tuberculosis 

A. Microfotografia de un frotis de una colonia similar a la ilustrada en la lamina en color 19-lC, tenido con 
auramina-rodamina. Observese la fluorescencia amarillo brillante de los bacilos muy cortos y ligeramente 
curves. Aunque la morfologia celular es sugestiva de M. tuberculosis, se debe realizar un examen bajo optica 
de mayor potencia y la confirmacion con cultivo antes de lograr la identificacion de una especie defmitiva. 

B. Microfotografia de una tincion acido-alcohol resistente de Kinyoun de un frotis de material obtenido de un 
tuberculoma necrotico del pulmon. Observense los bacilos relativamente cortos, delgados, arrosariados, 
ligeramente curves y tenidos de rojo. Aunque no se pueden hacer identificaciones de especies solo a partir 
de frotis acido-alcohol resistentes, el aspecto aqui es altamente compatible con M. tuberculosis. 

C. Microcolonia que crece sobre la superficie del agar de Middlebrook 7H10, observada con microscopio opti- 
co de baja potencia. Adviertase que las celulas bacterianas estan dispuesias en un patron ondulante y serpi- 
ginoso. Esto indica la produccion de un factor productor de cordones, como se observa en la tincion acido- 
alcohol resistente que se muestra en la lamina en color 19-11. 

D. Prueba de acumulacion de niacina. Los tubos contienen una tira de papel de filtro impregnada con bromu- 
ro de cianogeno. El liquido en el tubo de la derecha ha sido extraido de la superficie del medio de cultivo 
de Lowenstein-Jensen despues del crecimiento de colonias de una especie de Mycobacterium desconocida, 
en comparacion con el control de agua negativo de la izquierda. El desarrollo de un color amarillo sobre la 
tira y en el liquido subyacente indica la presencia de niacina. M. tuberculosis tiene la propiedad singular de 
acumular niacina cuando las colonias crecen en el medio de Lowenstein-Jensen, propiedad compartida por 
M. simiae en forma menos frecuente y por cepas ocasionales de M. marinum. 

E. Tubos que muestran la prueba de reduccion de nitrato. El tubo de la derecha ha sido inoculado con una espe¬ 
cie de Mycobacterium desconocida, en comparacion con un control no inoculado de la izquierda. El desa- 
rrollo de color rojo luego del agregado de los reactivos de sulfamida y a-naftiletilenediamina indica la pre¬ 
sencia de nitritos y una prueba positiva. M. tuberculosis es un reductor activo de nitrates. 

F. Placa de cuadrante que contiene agar de Middlebrook 70H10 en el cual se habia incorporado hidrazida del 
acido tiofeno-2-carboxilico (T,H). Los tres cuadrantes en los cuales se observa crecimiento son cepas dife- 
rentes de M. tuberculosis (resistentes a T,H); el cuadrante sin crecimiento fue inoculado con una cepa de M. 
bovis. La capacidad para crecer o no crecer en el medio que contiene T,H es util para separar M. tuberculo¬ 
sis de M. bovis, respectivamente. 

G. Frasco de medio de Lowenstein-Jensen en el cual estan creciendo colonias de M. tuberculosis despues de 
una incubacion de 22 dias a 35 °C en una estufa de incubacion con CO^ al 10%. Las colonias que se obser- 
van aqui son claramente rugosas; sin embargo, tienen mas de una pigmentacion amarilla que las colonias de 
color beige que se observan habitualmente. 

H. Colonias de un subcultivo de M. tuberculosis que crecen en agar de Middlebrook 7H10 despues de una incu¬ 
bacion de 25 dias a 35 °C en una estufa de incubacion con CO^ al 10%. Las colonias tienen un aspecto rugo- 
so y de color beige, caracterfstico de la especie. 

I. Microfotografia de una tincion acido-alcohol resistente de Kinyoun preparada de caldo de un frasco de cul¬ 
tivo de sangre BACTEC 12A despues de una incubacion de 10 dias a 35 °C. Se observan muchos bacilos 
acido-alcohol resistentes, dispuestos en vainas paralelas. Cuando se observa el agregado de celulas bacte¬ 
rianas, como se muestra aqui, en frotis de un preparado de caldo, se puede hacer una identificacion presun- 
tiva de Mycobacterium tuberculosis, porque el fenomeno se debe a la produccion del factor formador de cor¬ 
dones, que se cree que es un factor de virulencia. 

J. Microfotografia de una tincion de Gram de un frotis de liquido pleural de un caso de empiema en un pacien- 
te con SIDA. Observense los bacilos relativamente largos, delgados, con arrosariado delicado y escasa tin¬ 
cion. Debido a su cubierta externa cerea y gruesa, las celulas bacterianas de las micobacterias no se tinen 
bien con violeta de genciana, la tincion primaria utilizada en la tincion de Gram. Observese el halo defini- 
do alrededor de los bacilos, un indicio de que el microorganismo esta encapsulado y es sugestivo de una 
especie de Mycobacterium. En este caso M. tuberculosis crecio en cultivo. 
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Identificaci6n de laboratorio de especies de Mycobacterium distintas 

DE M. TUBERCULOSIS 

A. Microfotografia de microcolonias de M. avium que crecen en agar de Middlebrook 7H10 despues de una 
incubacion de 6 dias a 35 °C en CO 2 al 10%. Las microcolonias translucidas. delgadas y pianas, con una ele- 
vacion umbilicada mas oscura central, semejante a un huevo frito, son caracteristicas de las cepas lisas de 
M. avium aisladas comunmente en pacientes con SIDA. La observacion de este tipo de microcolonias puede 
ser util para inducir la realizacion de una sonda de acidos nucleicos del complejo M. avium/M. intracellu- 
lare en la confirmacion rapida con cullivo de un aislamiento desconocido. 

B. Microfotografia con mas aumento de una unica microcolonia del complejo M. avium/M. intracellulare, que 
muestra nuevamente la colonia delgada y translucida descrita en la lamina en color 19-2A. Las proyeccio- 
nes perifericas de aspecto rizoide, como se muestran aqui, se observan a menudo y proporcionan un indicio 
agregado para la identificacion presuntiva de microorganismos del complejo M. avium/M. intracellulare. 

C. Dos placas de agar de Middlebrook 7H10, cada una inoculada con el mismo subcultivo de M. kansasii. La 
placa de la izquierda fue expuesta a la luz; la de la derecha se maniuvo en la oscuridad hasta inmediatamente 
antes de que se tomara la microfotografia. El pigmento amarillo de las colonias en la placa expuesta a la luz 
es caracterfstico de un fotocromogeno. 

D. Dos placas de agar de Middlebrook 7H10 cada una inoculada con el mismo subcultivo de M. scrofulaceum. 
La placa de la izquierda fue expuesta a la luz; la de la derecha se maniuvo en la oscuridad hasta inmediaia- 
mente antes de que se tomara la microfotografia. El pigmento amarillo de las colonias tan to en la placa 
expuesta a la luz como en la no expuesta a la luz es caracieristico de un escotocromogeno. 

E. Una placa de agar de Middlebrook 7H10 previamente inoculada con una cepa de M. gordonae: M. gordo' 
nae es un escotocromogeno y produce caracteristicamente una pigmentacion amarilla intensa, como se 
muestra aqui. 

F. Se inoculan varios tubos que contienen concentraciones de nitrato de sodio con buffer con distintas cepas 
de especies de Mycobacterium para ilustrar las reacciones 1+ {segundo tubo desde la izquierda) a 4+ {el tubo 
mas hacia la derecha). Se desarrolla color rojo luego del agregado de los reactivos sulfanilamida y A^-nafti- 
letilenediamina; la intensidad del color refleja la concentracion de los nitrites producidos. La prueba cuan- 
titativa de reduccion de nitrates puede ser util para diferenciar las cepas de M. tuberculosis (4+ positiva) de 
M. bovis (1-1- positiva) y M. kansasii (4+ positiva) de otro fotocromogeno (negative a l-i- positive). 

G. Dos tubos que contienen reactive Tween 80. El tubo de la izquierda habia side inoculado con una cepa con¬ 
trol negativa, el tubo de la derecha, con un subcultivo de M. kansasii. El desarrollo de color rojo {tubo de la 
derecha) despues de la incubacion durante 3 a 10 dias es una prueba positiva, lo que indica la capacidad de 
la cepa de la prueba para hidrolizar Tween 80. El cambio de color de amarillo a rojo en este ensayo no se de- 
be a un cambio del pH, antes bien, es el resultado de un cambio en la densidad optica a medida que se produ¬ 
ce acido oleico y sorbitol polioxietilado como productos de degradacion de la hidrolisis de Tween 80. 

H. Dos tubos de profundidad de Lowenstein-Jensen previamente inoculados con un control catalasa-negativo 
{tubo de la izquierda) y un subcultivo de M. kansasii {tubo de la derecha). Observese el area alta de forma- 
cion de burbujas en el tubo de la derecha despues del agregado de peroxido de hidrogeno a la superficie del 
agar, que excede los 45 mm, lo que indica una prueba positiva y una actividad de catalasa fuerte. 

I. Prueba de la catalasa positiva. Inmediatamente antes de tomar la microfotografia, se colocaron algunas gotas 
de peroxido de hidrogeno en las colonias aisladas de las colonias fotocromogenas de M. kansasii. La evo- 
lucion de burbujas rapidas, como se muestra aqui, indica una prueba positiva, lo que senala una actividad de 
catalasa activa. 

J. Dos tubos de base de caldo de Dubos, el de la derecha contiene reactivo bisulfato de fenoftalema tripotasi- 
co (reactivo de arilsulfatasa) y se compara con un tubo control negative a la izquierda desprovisto de reac¬ 
tivo. Ambos tubos habian sido inoculados con un subcultivo de una cepa de M. fortuitum. El desarrollo de 
color rosado luego del agregado de un reactivo de carbonate de sodio en el tubo de la izquierda indica una 
prueba positiva y actividad de arilsulfatasa de la cepa de prueba. 
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K. Dos lubos de caldo de urea inoculados previamente con un control negativo (tubo de la izquierda) y un 
subcultivo de M. gordonae {derecha). Las cepas de micobacterias que tienen actividad de ureasa viran el 
rosado del caldo en varias boras (positivo fuerte ) a algunos dias, debido a la liberacion de amoniaco y a la 
alcalinizacion del medio. La evaluacion de la actividad de ureasa puede ser util para separar M. gordonae 
(positivo fuerte) de otros escotocromogenos y el complejo M. fortuitum-chelonae de otros bacilos de cre- 
cimiento rapido. 

L. Dos tubos de base de caldo de Dubos, el de la izquierda contiene pirazinamida y el de la derecha, un con¬ 
trol negativo desprovisto de reactivo. Ambos tubos habian sido inoculados con un subcultivo de una cepa de 

M. avium. El desarrollo de una banda rosado roja en la capa de reactivo hacia la superficie del agar en el 
tubo de la izquierda, despues del agregado de reactivo de sulfato amonico ferroso, indica una prueba posi- 
tiva y la capacidad de esta cepa para desaminar la pirazinamida. 

M. Microfotografia de un frotis acido-alcohol resistente de un subcultivo de M. kansasii. Las celulas bacteria- 
nas de M. kansasii se describen como rectangulares, rectas y con bandas, lo que esta razonablemente repre- 
sentado aqui. A causa de la variacion entre las cepas y entre las otras especies, en el mejor de los casos es 
riesgoso hacer una identificacion presuntiva de la especie de Mycobacterium sobre la base de una morfolo- 
gia de la tincion acido-alcohol resistente. 

N. Placa de agar de Middlebrook 7H10 inoculada previamente con un subcultivo de una cepa clasica de M. 
avium. Las cepas clasicas de M. avium fueron incluidas al principio en los no fotocromogenos del grupo III 
en la clasificacion de Runyon. Estas colonias son relativamente pequenas, lisas y bianco grisaceas, sin evi- 
dencia de pigmentacion. 

O. Placa de agar de Middlebrook 7H10 inoculada previamente con una cepa del complejo M. avium-intrace- 
llulare (MAI) aislada en un paciente con SIDA. Muchas de las cepas de MAI aisladas en pacientes con SIDA 
tienen esta pigmentacion amarilla definida. La mayoria de las cepas aisladas en el Denver Veterans Hospital 
a comienzos de la decada de 1990 han producido colonias peculiares con forma de rosquilla, pero proba- 
blemente no sea una caracteristica definida de todas las cepas. 

P. Microfotografia con bajo aumento de una biopsia hepatica de un paciente con SIDA tambien infectado por 
M. avium-intracellulare. Observense los cumulos intracelulares densos de bacilos acido-alcohol resistentes 
y cortos en la porcion central de la fotografia. 

Q. Placa de agar de Middlebrook 7H10 inoculada 3 dias antes con una cepa de M. fortuitum e incubada a 35 °C 
en CO, al 10%. Las colonias promedian 1 a 2 mm de diametro, son enteras, lisas, humedas y estan despro- 
vistas de pigmentacion. El complejo M. fortuitum-chelonae de microorganismos fue asignado originaria- 
mente al grupo IV de Runyon, los bacilos de crecimiento rapido. 

R. Placa de agar de MacConkey modificado (desprovisto de violeta de genciana) sobre la cual crecen colonias 
tomadas de un subcultivo de M. fortuitum. Las cepas que pertenecen a M. fortuitum-chelonae tienen la capa¬ 
cidad singular de crecer en agar de MacConkey modificado. Las colonias miden en promedio 2 mm de dia¬ 
metro y tienen hordes continuos, son humedas y presentan un tinte amarillo-rosado leve debido al pigmen- 
to derivado del agar. 

S. Placa de agar sangre de camero al 5% con un crecimiento de M. fortuitum. Las cepas que pertenecen al com¬ 
plejo M. fortuitum-chelonae crecen en agar sangre de camero al 5% dentro de las 48 a 72 horas y pueden 
confundirse con otros microorganismos bacilares grampositivos si no se realiza una tincion parcial acido- 
alcohol resistente. 

T. Microfotografia de una tincion de Gram de un frotis de una colonia aislada que se muestra en la lamina en 
color 19-2S. Las celulas bacterianas aparecen como cocobacilos grampositivos cortos, delgados y casi fila- 
mentosos y de tincion debil. Los microscopistas deben tener en cuenta esta imagen y no deben hacer una 
identificacion presuntiva errona de una especie de Actinomyces o una corinebacteria atipica. Una tincion 
acido-alcohol resistente parcial de un segundo frotis ayuda a la identificacion correcta. 
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Manifestaciones clinicas de algunas enfermedades micobacterianas 

A. Radiografia de torax de un paciente con tuberculosis pulmonar. Observese el ^ea extensa de infiltracion 
densa del lobulo superior derecho. 

B. Se observa una lesion nodular solitaria con hordes bien definidos en el segmento superior del campo pul¬ 
monar inferior izquierdo. Una lesion numular de coccidioidomicosis pulmonar debe incluirse en el diag- 
nostico diferencial de esta lesion. Esto resulto un tuberculoma. 

C. Lobulo pulmonar resecado que muestra un nodulo central bien circunscripto de 2,5 cm de diametro. bianco 
y de aspecto firme. Desde el punto de vista histologico fue un tuberculoma, similar al que se pudo haber 
extirpado del paciente cuya radiografia de torax se muestra en la lamina en color 19-3B. 

D. Microfotografia de un corte tenido con hematoxilina y eosina tornado a traves de un tuberculoma, que mues¬ 
tra grades variados de fibrosis basal y una infiltracion celular compuesta por linfocitos y macrofagos; 
muchos de los ultimos forman celulas gigantes de Langhans caracteristicas. 

E. Base del encefalo en un paciente que murio por meningitis tuberculosa. La piaracnoides que cubre la base 
del encefalo, sobre todo en el area del quiasma optico, aparece turbia como manifestacion de la reaccion 
inflamatoria cronica. 

F. Un caso de tuberculosis cutanea del quinto dedo. La lesion que se muestra aqui aparece activa e inflamato¬ 
ria. De hecho, una radiografia puso en evidencia afectacion osea y articular de las falanges media y distal. 
En una epoca, las lesiones de los dedos de la mano similares a esta eran frecuentes en los individuos que 
ordenaban vacas. 

G. Esta region posterior del cuello muestra un ganglio linfatico posauricular agrandado con trayectos fistulo- 
sos cicatrizados a lo largo del recorrido del drenaje linfatico. Es un cuadro clasico de “escrofula” o linfade- 
nitis tuberculosa, causada tipicamente por M. scrofulaceum y micobacterias distintas de M. tuberculosis, El 
camino de la infeccion es oral y suele ocurrir en dos grupos etarios durante la denticion: en ninos de 3 a 7 
anos, cuando aparecen los dientes secundarios, y al final de la segunda decada de vida, cuando afloran los 
molares. 

H. Porcion anterior del cuello que muestra multiples trayectos fistulosos cicatrizados en un caso de linfadeni- 
tis tuberculosa cronica. Nuevamente la via de infeccion es la oral, con drenaje de las micobacterias infec- 
tantes a lo largo de los canales linfaticos. 

I. Microfotografia con bajo aumento de un corte de intestine delgado tenido con una tincion acido-alcohol 
resistente con base de carbol-fucsina. El moteado rosado que se observa en la submucosa corresponde a 
agregados densos de bacilos acido-alcohol resistentes de un caso de infeccion intestinal causada por el com- 
plejo M. avium/M. intracellulare en un paciente con SIDA. 

J. Microfotografia con gran aumento de un area que se muestra en la lamina en color 19-31, que ilustra mejor 
los agregados intracelulares densos de bacilos acido-alcohol resistentes. Este cuadro histopatologico es simi¬ 
lar a las “celulas de la lepra” observadas en los pacientes con enfermedad de Hanson (lepra). 
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Diagn6stico de laboratorio de las enfermedades producidas por espiroquetas 

A. Treponema pallidum. Esta microfotograffa muestra un corte histologico de placenta con tincion de Warthin- 
Starry de un paciente con siTilis congenita. Se evidencian con facilidad las espirales firmemente enrolladas 
con el aumento original (1 OOOx). 

B. Treponema pallidum. Este control de la prueba FTA-ABS muestra tincion 4+ de las espiroquetas. Se obser- 
van la forma helicoidal y las espirales firmemente enrolladas en algunas de las celulas bacterianas. Esta 
microfotograffa es una preparacion con inmunofluorescencia indirecta de T. pallidum que utiliza antiglobu- 
lina humana conjugada con tluorescema (aumento original, 600x). (Cortesfa de Burton Wilcke y Mary 
Celotti, Vermont Department of Public Health, Burlington). 

C. Frotis de sangre periferica con tincion de Wright de un paciente con infeccion por Borrelia. Se observa el 
enrollamiento laxo de los microorganismos Borrelia, pero la estructura delgada puede pasarse por alto con 
facilidad. Estas espiroquetas pueden detectarse cuando se examinan frotis para paludismo o para la morfo- 
logfa celular, incluso si el medico no sospecha el diagnostico (aumento original, 1 OOOx). (Cortesfa del doc¬ 
tor Thomas Fritsche). 

D. Tincion con naranja de acridina de sangre periferica que muestra claramente especies de Borrellia. Si se sos¬ 
pecha el diagnostico, puede utilizarse esta tecnica, que puede ser mas sensible que las tinciones de Giemsa 
o de Wright (aumento original, 1 OOOx). (Cortesfa del doctor Brian Lauer). 

E. Garrapatas Ixodes scapularis (dammini). Estas garrapatas duras, de color oscuro, tambien conocidas como 
garrapatas de patas negras o garrapatas del ciervo, tienen un escudo dorsal que cubre todo el dorso del 
macho (M) pero solo una porcion en la hembra (F), ninfa (N) y larva (L). Es el principal vector de Borrelia 
burgdorferi, el agente de la enfermedad de Lyme, en el este de los Estados Unidos. Ixodes pacificus, el vec¬ 
tor en la region del Pacffico, es muy similar. Los vectores principales son ninfas y adultos hembras. Los 
machos adultos pican solo en raras ocasiones y el estadio larvario no suele infectarse cuando pica a los seres 
humanos. Los estadios de ninfas representan un problema particular porque su tamafio pequeno dificulta su 
deteccion. 

E Borrelia burgdorferi en el sedimento de un cultivo tenido con anticuerpos monoclonales contra la protefna 
OspA, conjugada con estreptavidina-fosfatasa alcalina. Se muestra el polimorfismo tfpico de B. burgdorfe¬ 
ri. (Cortesfa del doctor Paul Duray). 

G. Corte histologico de rinon de perro tenido con una tecnica de impregnacion argentica (Warthin-Starry) que 
muestra varies tubulos renales con orientacion longitudinal. Incluso con bajo aumento, se observan masas 
de Leptospira que oscurecen la superficie del epitelio tubular. Es evidente que este sitio de privilegio, donde 
las leptospiras estan protegidas de las defensas del huesped, puede actuar como fuente de produccion para 
la diseminacion de la infeccion cuando la orina contaminada por las leptospiras se elimina en el suelo 
(aumento original, 1 OOOx). (Cortesfa de David Miller). 

H. Tubos del medio semisolido polisorbato 80-albumina bovina (PSO-BA). El tubo de la derecha se inoculo 
con Leptospira interrogans. La subsuperficie de crecimiento en el medio de cultivo semisolido es tfpica de 
leptospiras, como L. interrogans serovariedad pomona. El crecimiento aparece como una banda horizontal 
blanca grisacea alrededor de 1 cm por debajo de la superficie del medio tras la incubacion durante 2 a 6 
semanas a temperatura ambiente. La banda se torna mas densa cuando continua la incubacion, pero puede 
ser muy escasa en las cepas con requerimientos nutricionales especiales, como en el caso de L. interrogans 
serovariedad hardjo. (Cortesfa de David Miller). 
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Morfologia de la colonia de especies de Zygomycetes y especies seleccionadas 
DE Aspergillus 

Los miembros de Zygomycetes y ciertas especies de Aspergillus se aislan con frecuencia en los laboratorios 
clmicos como agentes de infecciones oportunistas. Estos bongos crecen rapidamente en el cultivo. en espe¬ 
cial las especies de Zygomycetes, que pueden cubrir la placa del cultivo dentro de las 48 boras. De los asper- 
gilos, A. fumigatus, A. flavus, A. niger y A. terreus son los que se aislan mas en muestras obtenidas en 
pacientes con aspergilosis. Cuando se aislan otros aspergilos, por lo general no se identifica la especie a la 
que corresponden. A. nidulans y A. glaucus son dos especies infrecuentes que a menudo producen cleisto- 
tecios, la forma teleomorfa que contiene ascosporas. 

A. Placa de agar dextrosa de Sabouraud inoculada con una especie de Zygomyces. Notese que la placa en su 
totalidad esta cubierta por el micelio con la superficie bianco grisacea y vellosa. 

B» Imagen en primer piano de una colonia de una especie de Zygomyces tras 96 boras de incubacion. A medi- 
da que la colonia madura, asume un color gris castano, a menudo con un punteado negro como pimienta, 
que indica la produccion de esporangios. 

C. Superficie de una colonia de Aspergillus fumigatus despues de una incubacion de 5 dias en agar dextrosa de 
Sabouraud. Las colonias maduras de A. fumigatus suelen ser pulverulentas o granulares y tienen cierto tono 
verdoso por la produccion de conidios pigmentados. El margen de crecimiento a menudo aparece como una 
zona blanca de crecimiento nuevo, como se ilustra aqui. 

D. Superficie de una colonia de Aspergillus flavus que crece en agar dextrosa de Sabouraud. La textura de las 
colonias maduras suele ser granular por la produccion de conidios y, como lo sugiere el nombre de la espe¬ 
cie, es caracteristica cierta pigmentacion amarilla. 

E. Superficie de una colonia de Aspergillus niger despues de una incubacion de 4 dias en agar dextrosa de 
Sabouraud. Es caracteristico observar la superficie densamente punteada de castano oscuro a negro. La pig¬ 
mentacion negra de la superficie de A. niger puede distinguirse de la de uno de los bongos dematiaceos 
obser\'ando el reverse de la colonia. En el caso de A. niger es gris claro a beige, ya que la pigmentacion esta 
causada por los conidios de la superficie; el reverse de los bongos dematiaceos es negro azabache porque 
las hifas vegetativas son las que tienen el pigmento. 

F. Superficie de una colonia de Aspergillus terreus despues de una incubacion de 6 dias en agar dextrosa de 
Sabouraud. A. terreus presenta una superficie granular y cierto tinte amarillo o castano caracteristico. A 
menudo se observan pliegues que irradian desde el centro y no son infrecuentes las zonas concentricas de 
pigmentacion clara y oscura como se observa aqui. 

G. Superficie de una cepa albina de Aspergillus nidulans. Aunque la mayoria de las cepas tienen cierta pig¬ 
mentacion clara, en ocasiones se encuentran cepas albinas y deben tenerse en cuenta en la identificacion 
diferencial. Tambien es comun observar la superficie granular, con pliegues radiales. 

H. Superficie de una colonia de Aspergillus glaucus. El aspecto multicolor verde y amarillo observado aqui no 
es especifico, porque otras especies de Aspergillus pueden tener un aspecto similar. Es necesario el examen 
microscopico para arribar a la identificacion de la especie. 
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Morfologia de las colonias de hongos filamentosos hialinos aislados con frecuencia 

Las colonias de los hongos hialinos tienen un aspecto variado. La mayoria muestra pigmentacion pastel 
claro o mas oscura, con combinaciones de colores verdes, amarillos, anaranjados y castanos que son comu- 
nes. La textura de las colonias puede ser lisa, granular, algodonosa o vellosa, de acuerdo con su madurez y 
grado de esporulacion. Deben realizarse estudios microscopicos para confirmar la identificacion de genero 
y especie. 

A. Superficie de una colonia de especies de Penicillium despues de una incubacion de 5 dias en agar dextrosa 
de Sabouraud, que muestra el color verde distintivo, la superficie granular, los pliegues radiales y el borde 
bianco de crecimiento nuevo en la periferia. Aunque la mayoria de las cepas de las especies de Penicillium 
muestran cierto tinte verde, a veces se observan variances amarillas. 

B. Superficie de una colonia de Penicillium marnejfei despues de una incubacion de 4 dias en agar dextrosa de 
Sabouraud, que muestra la pigmentacion roja distintiva de una porcion de la colonia. Notese que el pigmento 
ha filtrado hacia el agar y tiene una coloracion rojo vinosa clara. La superficie tiende a ser granular a suave 
y esponjosa, de acuerdo con el grado de esporulacion; notese el borde bianco bien definido de crecimiento 
nuevo en la periferia. 

C. Superficie de una colonia de especies de Paecilomyces. Las colonias de estas especies suelen ser granulares 
y a menudo tienen pigmentacion amarillo castana, como se ilustra aqui. Sin embargo, otras cepas pueden 
tener un aspecto verde pastel claro, verde amarillento o azulado. 

D. Superficie de una colonia de especies de Scopulariopsis despues de 5 dias de crecimiento en agar dextrosa 
de Sabouraud. La pigmentacion amarilla, la textura granular y los pliegues radiales, como se ilustra aqui, 
son caracteristicas distintivas de estas especies. 

E. Superficie de una colonia de especies de Acremonium despues de 5 dias de incubacion en agar dextrosa de 
Sabouraud. Las colonias de las especies de Acremonium suelen tener aspecto liso, casi levaduriforme, como 
se ilustra aqui, debido a la naturaleza sumamente delicada de las hifas y los cuerpos de fructificacion. 
Pueden observarse colores amarillo pastel claro, verde claro y rojo melocoton. 

F. Superficie de una colonia tipica de especies de Fusarium despues de 6 dias de crecimiento en agar dextro¬ 
sa de Sabouraud. Pueden sospecharse especies de Fusarium cuando se observan colonias granulares o algo- 
donosas de crecimiento rapido, con pigmentacion rosada a roja, lavanda o purpura caracteristica. 

G. Superficie de una tipica colonia gris “raton” algodonosa de Scedosporium apiospermum (forma anamorfica 
de Pseudallescheria boydii) despues de 5 dias de incubacion en agar dextrosa de Sabouraud. La colonia de 
crecimiento rapido con aspecto gris raton, como se ilustra aqui, siempre sugiere especies de Scedosporium. 
La pigmentacion caracteristica es causada por los conidios con pigmento oscuro. 

H. Una colonia de especies de Gliocladium despues de 5 dias de crecimiento en agar dextrosa de Sabouraud. 
El pigmento verde, la extension de la colonia de borde a borde sin un margen de crecimiento bien definido 
y la textura granular (denominado “cesped verde”) son exclusivos de las especies de Gliocladium y 
Trichoderma. Este ultimo muestra con mayor frecuencia pigmentacion amarilla en lugar de verde. 
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Morfologia de las colonias de hongos filamentosos dematiaceos aislados 
CON frecuencia 

Los hongos filamentosos dematiaceos (oscuros) se caracterizan por el crecimiento de colonias de color 
verde oscuro, castano o negro, con pigmeniacidn negra en el reverso de la superficie. La mayoria de las espe- 
cies ambientales crecen con rapidez y producen colonias maduras dentro de los 5 dias. Las especies de cre¬ 
cimiento lento, que requieren dos semanas o a veces mas antes de poder observar colonias maduras, a menu- 
do se aislan en muestras clinicas tomadas de pacientes con micetomas o cromomicosis. Aquf se muestran 
las fotografias de colonias representativas de los hongos filamentosos dematiaceos que crecen en agar dex- 
trosa de Sabouraud. 

A. Superficie algodonosa gris a negra, de una colonia de especies de Alternaria despues de 6 dfas de creci¬ 
miento. El aspecto mostrado aqui no es distintivo de estas especies, tambien puede observarse en otras espe¬ 
cies de hongos filamentosos dematiaceos ambientales. 

B. Reverso de la colonia de un hongo filamentoso dematiaceo, que ilustra la mayor tonalidad causada por la 
pigmentacion castano oscuro de las hifas vegetativas. 

C. Vista de la superficie de un subcultivo de especies de Ulocladium, que ilustra el aspecto velloso con pig¬ 
mentacion castano oscuro a negro. Aunque en ciertas cepas de hongos dematiaceos con frecuencia se obser- 
van anillos concentricos claros y mas oscuros, aqui no se distinguen. 

D. Vista de la superficie de una colonia de Phialophora verrucosum despues de 14 dias de incubacion. Esta 
cepa particular tiene un color gris oscuro a negro, con una textura vellosa. Es necesario realizar el estudio 
microscopico, porque otras especies de crecimiento lento pueden formar colonias con aspecto similar. 

E. Vista de la superficie de una colonia de Fonsecaea pedrosoi despues de 16 dias de incubacion. La colonia 
es bastanie pequena, tipica para la especie y se observa la pigmentacion castano oscuro a negra caracteris- 
tica. Esta cepa tiene un aspecto mas aplanado con consistencia similar al ante. 

F. Vista de la superficie de una colonia de crecimiento mas rapido (5 dias), de la cepa ambiental de especies 
de Cladosporium, que ilustra la superficie verde oscuro, con aspecto de ante , interrumpida por pliegues irre- 
gulares. Las cepas ambientales de las especies de Cladosporium pueden aparecer verde oscuro, como se 
muestra aqui, o pueden ser grises, gris castano o castano negruzco y simulan otros hongos dematiaceos. 

G. Vista de la superficie de otra variante de una especie de Cladosporium del ambiente que muestra una con¬ 
sistencia coriacea, gris oscuro. La textura de la colonia entre los hongos dematiaceos puede ser algodonosa, 
vellosa, similar al ante o coriacea. 

H. Aspecto de la superficie levaduriforme, plana y lisa de Aureobasidium pullulans despues de 6 dfas de incu¬ 
bacion. Estas especies deben ser las primeras en las que se piense cuando se observe una “levadura negra,” 
similar a la mostrada aquf; sin embargo, tambien deben considerarse ciertas cepas de Exophiala wernickii 
(llamadas sinamorfas Phaeoannelomyces) que formaran un micelio bajo, velloso con hifas verdaderas des¬ 
pues de varios dfas adicionales de incubacion. 










































LAMINAS EN COLOR 21-4 


Morfologia de las colonias de dermatofitos 

Las colonias representativas de ios bongos filamentosos dermatofitos en medios de cultivo artificiales no son 
caracteristicas. Hay variacion suficiente de cepas y diferencias en el aspecto de la misma cepa, de acuerdo 
con el tipo de medio de cultivo utilizado y las condiciones ambientales durante la incubacion, de modo que 
la morfologia de la colonia no es un criterio fiable para hacer identificaciones presuntivas. Casi siempre son 
necesarios los estudios microscopicos para arribar a la identificacion definitiva. Aqui se muestran fotografi- 
as de colonias seleccionadas de dermatofitos que crecen en agar dextrosa de Sabouraud a 30 °C, escogidas 
para mostrar ciertas caracteristicas que pueden brindar indicios para la identificacion presuntiva. 

A. Colonia de Microspomm canis despues de 5 dias de incubacion. Las colonias tienden a ser algodonosas o, 
a veces, granulates si la conidiacion es densa. El crecimiento amarillo limon observado aqui, con pigmento 
que tambien se extiende al reverso de la superficie, es un indicio que sugiere M. canis. 

B. Superficie de una colonia pulverulenta, amarillo intenso de Microsporum gypseum despues de 6 dias de 
incubacion. M. gypseum tiende a presentar una esporulacion densa; por consiguiente, es mas propenso a pro- 
ducir colonias granulates que M. canis. 

C. Superficie de una variante lisa y blanca de Trichophyton mentagrophytes, sin evidencia de pigmentacion de 
fondo en el agar. La colonia ilustrada aqui no es tipica y se requiere el estudio microscopico para su identi¬ 
ficacion. 

D. Superficie de una variante suave y esponjosa de Trichophyton mentagrophytes que muestra pigmentacion 
rojiza del agar de base. La pigmentacion rojo vinosa es un rasgo que sugiere T rubrum', sin embargo, cier¬ 
tas cepas de T mentagrophytes tambien pueden producir pigmento rojizo al crecer en agar dextrosa de 
Sabouraud. No obstante, la pigmentacion nunca es tan intensa como en T rubrum cuando las colonias cre¬ 
cen en agar harina de maiz o agar dextrosa patata. 

E. Reverso de una colonia de Trichophyton rubrum que crece en agar dextrosa patata. La pigmentacion rojo 
vinoso intensa es caracteristica de las especies y es especialmente intensa cuando la colonia crece en agar 
dextrosa patata o agar harina de maiz. 

F. Crecimiento comparativo de T mentagrophytes {parte inferior) y T rubrum {parte superior) en agar harina 
de maiz, que muestra la diferencia distintiva en la pigmentacion entre ambas especies. 

G. Superficie de una colonia pequena de Trichophyton tonsurans despues de 14 dias de incubacion T tonsu¬ 
rans crece mas lento en el agar dextrosa de Sabouraud. La mayoria de las cepas producen cierta pigmenta¬ 
cion amarillo castaha. La superficie tiende a ser granular y con frecuencia se observan pliegues radiales. 
Salvo el crecimiento mas lento, las colonias de T tonsurans parecen similares a las de las especies de 
Scopulariopsis y Aspergillus terreus. 

H. Superficie de una colonia de Epidermophyton floccosum despues de 6 dias de incubacion. Esta colonia pare- 
ce mas suave y esponjosa que granular y tiene una pigmentacion amarillo intensa. Las colonias clasicas de 
E. floccosum se describen como verde caqui. La textura de la colonia tiende a ser mas suave y esponjosa que 
granular, ya que este genero no produce microconidios. 





































LAMINAS EN COLOR 21-5 


MoRFOLOGIA DE las COLONIAS DE HONGOS DIMORFOS 

Los bongos dimorfos, denominados asi porque crecen en forma de bongo filamentoso entre 25 °C y 30 °C 
(temperatura ambiente) y en forma de levadura a 37 °C, son patogenos para los seres bumanos y causan 
micosis profundas. Aunque la ideniificacion de la especie definitiva depende del estudio microscopico, la 
confirmacion de que una especie dada pertenece al grupo de bongos dimorfos depende de la demostracion 
en el laboratorio de ambas formas: filamentosa y levaduriforme. La forma filamentosa del bongo puede con- 
vertirse a la forma de levadura mediante la incubacion de subcultivos en medios enriquecidos a 37 '^C y 
observando en la microscopia la aparicion de las levaduras tipicas de las especies. Con el advenimiento de 
tecnicas de extracto de exoantigeno y ensayos de sondas de acidos nucleicos, las pruebas de conversion se 
realizan solo de modo infrecuente en la mayoria de los laboratorios clmicos. 

A. Superficie de la colonia de un bongo filamentoso dimorfo, que ilustra tanto la forma de levadura (central) 
como la forma filamentosa (periferia). Esta colonia se incubo durante 14 dias a 30 °C. Cuando se observa 
esta mezcla de formas de levadura y filamentosa, puede sospecbarse uno de los bongos dimorfos, en espe¬ 
cial si la colonia presenta crecimiento relativamente lento y el bongo filamentoso tiene consistencia vellosa 
o de telarana. 

B. Colonias de Blastomyces dermatitidis que crecen en agar sangre de camero al 5% despues de 5 dias de incu¬ 
bacion. Ndtese el aspecto de telarana de estas colonias, un indicio de que el aislamiento puede correspon- 
der a un bongo dimorfo y alertando para que se tomen precauciones especiales al realizar los subcultivos o 
las preparaciones microscopicas en fresco a fin de evitar una infeccion adquirida en el laboratorio. 

C. Aspecto de las colonias de Blastomyces dermatitidis cuando la incubacion se realiza a 37 °C, durante una 
conversion de la fase filamentosa a la de levadura. Hay una forma intermedia de las colonias entre filamen- 
tosa y de levadura conocida como “fase espinosa”. Notense las espiculas bastante toscas formadas por estas 
colonias blancas. 

D. Colonias de Histoplasma capsulatum en agar infusion de cerebro y corazon despues de 25 dias de incuba¬ 
cion a 30 °C. Las colonias son blancas y su consistencia es similar a la de las telaranas. Estas colonias no 
tienen ninguna caracteristica distintiva y es necesario el examen microscopico para la identificacion. 

E. Superficie de una placa de agar sangre de camero al 5% incubada a 37 °C en la cual crecen colonias de leva¬ 
duras pequenas, amarillentas de Histoplasma capsulatum despues de la conversion exitosa de la forma fila¬ 
mentosa. Las formas de levadura son similares a otras levaduras verdaderas, solo que el crecimiento es muy 
lento y las colonias siguen siendo bastante pequenas. 

E Superficie de colonias de Coccidioides immitis que crecen en agar sangre de camero al 5% despues de 7 dias 
de incubacion. Las colonias son bianco grisaceas y tienen una suave textura vellosa. Las colonias de C inmi- 
tis que crecen en el agar sangre a menudo muestran un cambio de color al rojo por la bemoglobina que fil- 
tra del medio de cultivo (no mostrado aqui). 

G, Superficie de una colonia de levadura lisa, gris castano, de Sporothrix schenckii. Debido a la espomlacion 
sumamente deiicada de S. schenckii, las colonias a menudo aparecen mas como levaduras que filamentosas, 
incluso cuando se incuban entre 25 °C y 30 °C. Despues de la incubacion prolongada, las colonias de S. 
schenckii tienden a oscurecerse considerablemente y en algunas cepas se toman negro azabacbe (vease lami¬ 
na en color 21-5H). 

H. Tubos de agar infusion de cerebro y corazon, uno de los cuales contiene ciclobeximida, en los que crecen 
las formas de levadura (parte superior) y filamentosa (parte inferior) de S. schenckii. Debido a la naturale- 
za deiicada de las bifas y las estructuras de fructificacion, la colonia del bongo filamentosa aparece bastan¬ 
te levaduriforme. Las colonias tienden a oscurecerse cuando maduran y en algunos casos, como el que se 
ilustra aqui, adquieren una pigmentacion negra caracteristica. 





























LAMINAS EN COLOR 21-6 


Morfologia de las colonias de levaduras aisladas con frecuencia 

La identificacion por el laboratorio de las levaduras importantes en medicina implica la evaluacion visual de 
las caractensticas de la colonia y la interpretacion de los resultados de las pruebas de fermentacion y de asi- 
milacion de hidratos de carbono. 

A. Superficie de una colonia de levadura lisa, blanquecina obtenida de un subcultivo de Candida albicans des¬ 
pues de 3 dias de incubacion. La colonia que se muestxa aqui no es distintiva de Candida albicans, sino que 
puede verse con otras especies de Candida y levaduras de otras especies. Cuando en el laboratorio de micro- 
biologia se aisla una colonia levaduriforme, como la ilustrada aqui, es necesario realizar otros estudios. 

B. Superficie de una placa de agar sangre de camero al 5% en la que crecen colonias blancas de una levadura. 
Las extensiones similares a pies desde los margenes de las colonias son producidas tfpicamente por Candida 
albicans. 

C. Colonias de Cryptococcus neoformans en agar dextrosa de Sabouraud despues de 4 dias de incubacion. La 
consistencia mucoide caracteristica de las colonias es indicativa de una levadura formadora de capsula y 
sugiere especies de Cryptococcus. Para identificar C. neoformans se requieren otras pruebas. 

D. Colonias de Cryptococcus neoformans que crecen en placas con agar semillas de niger. La pigmentacion 
castano rojiza de las colonias cuando crecen en este medio es caracteristica de C. neoformans y permite la 
distincion de otras especies de Cryptococcus que son incapaces de producir colonias pigmentadas oscuras. 

E. Colonias de Torulopsis (Candida) glabrata que crecen en agar dextrosa de Sabouraud despues de 3 dias de 
incubacion a 30 °C. Se sugiere la presencia de T. glabrata cuando se observan colonias mas pequenas y 
translucidas, aunque para confirmar la identificacion son necesarios otros estudios. 

F. Colonias de las especies de Rhodotorula, que ilustran la pigmentacion rojo anaranjada distintiva de este 
genero. Algunas cepas de especies de Cryptococcus tambien pueden producir una pigmentacion rojiza; por 
consiguiente, pueden ser necesarios otros estudios para realizar la identificacion definitiva. 

G. Superficie de una placa de agar sangre en la que solo crecen colonias levaduriformes de Malassezia furfur 
en el area donde se habia agregado aceite de oliva virgen. M. furfur es una levadura lipofilica que se encuen- 
tra en la piel humana. Un medio con alto contenido en aceite (como el aceite de oliva virgen extendido en 
la superficie mostrado aqui) es necesario para el aislamiento de esta levadura. Debe notificarse al personal de 
laboratorio si se sospecha tina versicolor de modo que pueda hacerse la preparacion de cubierta con aceite. 

H. Microfotografia de un frotis tenido para acido-alcohol resistencia a partir de una colonia aislada de 
Saccharomyces cerevisiae que crece en la superficie de agar para ascosporas. Los cuerpos esfencos, tenidos 
de rojo (acido-alcohol resistentes) observados aqui son las ascosporas. Hansenula anomala tambien produ¬ 
ce ascosporas acido-alcohol resistentes cuando crecen en agar para ascosporas; sin embargo, presentan un 
contorno con forma de gorra en lugar de ser esfericas. 






























LAMINAS EN COLOR 22-1 


ArTEFACTOS: “NADIE CONOCE LOS ESCOMBROS QUE YO HE VISTO” 

A. Materia vegetal que Simula un huevo de Ascaris lumbricoides decorticado. 

B. Fibra del musculo esqueletico de came roja ingerida que Simula un forma larvaria de un parasito. 

C. Particulas de talco que a menudo contaminan las muestras recolectadas cuando se utilizan guantes de goma 
y que simulan quistes de amebas. 

D. Cristales que simulan huevos de parasitos. 

E. Fibras vegetales que simulan larvas rabditoides. 

F. Grano de polen equinulado que Simula un huevo de especies de Taenia. 

G. Grano de polen que Simula un huevo de uncinaria, de Strongyloides o de Ascaris decorticado. 

H. Pelusa de durazno que Simula una larva filariforme. 
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LAMINAS EN COLOR 22-2 


Amebas/flagelados intestinales 

A. Microfotografia de un frotis de heces con tincion tricromica. En el centre del campo hay un neutrofilo seg- 
mentado con dos lobulos que se asemeja a un quisle del tipo Entamoeba. Siempre debe tenerse cuidado de 
que los leucocitos polimortbnucleares en las muestras fecales no se confundan con quisles de amebas. 

B. Microfotografia de un frotis de heces tenido con hematoxilina ferrica, que ilustra un trofozoito unico de 
Entamoeba histolytica de 10 |Lim en su maxima dimension. Notese el nucleo esferico que contiene el cario- 
soma diminuto y compacto ubicado en el centre y la distribucion uniforme, como cuentas, de la cromatina 
a lo largo de la membrana nuclear (nucleo tipo Entamoeba). La extension de un seudopodo linico refleja la 
movilidad direccional con un proposito definido. 

C. Microfotografia de una preparacion en fresco directa con yodo de un quisle de Entamoeba histolytica, de 
12 pm de diametro. Se observan cuatro nucleos, cada uno de los cuales contiene un cariosoma pequeno y 
central, y una delicada banda de cromatina nuclear alrededor de la membrana nuclear. 

D. Corte de la mucosa del colon tenido con hematoxilina y eosina que ilustra la infiltracion por gran cantidad 
de trofozoitos de Entamoeba histolytica. Los trofozoitos aparecen como cuerpos esfericos irregulares y pali- 
dos en la tincion, algunos de los cuales muestran un nucleo tipo Entamoeba. (400x). 

E. Frotis de heces tenido con hematoxilina ferrica que ilustra un trofozoito solo de Entamoeba colL Notense el 
gran cariosoma, la distribucion irregular de la cromatina a lo largo de la membrana nuclear y el citoplasma 
tosco y “sucio” que contiene detritos sin digerir y varias vacuolas de tamano irregular. Los trofozoitos de 
E. coli tienden a ser mas grandes que los de E. histolytica, que varian entre 14 y 25 pm de diametro. 

F. Quisle de Entamoeba coli con tincion tricromica que ilustra cinco nucleos, cada uno de los cuales contiene 
un cariosoma relativamente grande ubicado en la parte central o levemente excentrico. La presencia de mas 
de cuatro nucleos descarta Entamoeba histolytica. Se observa un cuerpo cromatoide unico intracitoplasma- 
tico con forma de barra en la posicion en hora 2, tenido de rojo, con extremos puntiagudos. 

G. Tincion con hematoxilina ferrica de un prequiste de Entamoeba histolytica de 8 pm de diametro. Los pre- 
quistes a menudo tienen una vacuola unica que Simula un quisle de lodamoeba hUtschlii. Notese en la foto- 
grafia la distribucion caracteristica “tipo Entamoeba'^ de la cromatina alrededor de la membrana nuclear, lo 
que descarta I. biitschlii. 

H. Tincion con hematoxilina ferrica de un quisle pequeno (6 pm de diametro) de Entamoeba hartmanni. El 
tamano es similar al de Endolimax nana: sin embargo, el nucleo tipo Entamoeba y las barras cromatoides 
con extremos redondeados descartan esa posibilidad. 
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LAMINAS EN COLOR 22-2 


I. Frotis de heces con tincion tricromica que ilustra un trofozofto de lodamoeba bUtschlii. Esta forma mide 
alrededor de 14 jim de diametro; el tamano varia de 6 a 25 jam. Notese el nucleo con un gran cariosoma 
rodeado por un espacio vacio, sin una membrana nuclear visible (conocido como nucleo en “bola en un ho- 
yo”). Los trofozoitos m£s pequenos son dificiles de distinguir de los de Endolimax nana. Para hacer un diag- 
nostico definitivo deben examinarse otros campos a fin de detectar quisles mas caracteristicos. 

J. Frotis de heces con tincion tricromica que ilustra un quisle de lodamoeba bUtschlii de 10 jim de diametro. 
El nucleo tiene un gran cariosoma central rodeado por una zona clara con ausencia de cromatina periferica 
(nucleo en “bola en un hoyo”). Notese la gran vacuola unica en el citoplasma. que se tine positiva con la tin¬ 
cion de yodo, lo que indica su contenido de glucogeno. 

K. Frotis de heces con tincion tricromica que ilustra un trofozofto pequeno de Endolimax nana (flecha ), que 
mide 8 jim de diametro. Notense el pequeno nucleo central con un cariosoma prominente rodeado por un 
espacio claro y estrecho, y la ausencia de cromatina nuclear. 

L. Preparacion tenida con azul de metileno que ilustra un quisle de Endolimax nana, de 6 x 8 pm de diametro. 
Notense los cuatro nucleos diminutos, cada uno de los cuales contiene un cariosoma muy pequeno, rodea¬ 
do por un espacio claro. 

M. Frotis de heces con tincion tricromica que ilustra una forma esferica de Blastocystis hominis, con un cuer- 
po central prominente rodeado por material nuclear dispuesto en grumos contra la membrana interna de la 
pared del quisle. La forma aquf mide 10 pm; sin embargo, presentan considerables variaciones de tamano, 
entre 5 y 20 pm, presentes en la misma preparacion. 

N. Microfotografia de un corte del epitelio del intestino delgado tenido con hematoxilina y eosina. Notese el 
pequeno trofozofto con forma de pera de Giardia lamblia, con su familiar “facies simiana”, que aparece 
como un avion que busca un lugar para aterrizar. De hecho, los trofozoitos de Giardia se adhieren a la muco¬ 
sa, donde causan dano local y producen los sfntomas caracteristicos de diarrea y flatulencia. 

O. Frotis con tincion tricromica que ilustra un trofozofto de G. lamblia reconocido por su forma caracteristica, 
oval a elfptica, los dos nucleos, con cariosomas centrales prominentes, que yacen en la parte anterior sobre 
cada lado del axostilo en forma de vara que recorre la longitud del organismo. Notese tambien el cuerpo 
parabasal eosindfilo (el “bigote”) ubicado hacia atras del axostilo. Estas caracteristicas dan el aspecto de 
facies simiana. Los trofozoitos de G. lamblia tienen seis flagelos, dos anteriores, dos posteriores y dos cau- 
dales; solo tres de estos se observan en la fotograffa. 

P. Frotis con tincion tricromica de detritos intestinales que incluye un quisle de Giardia lamblia. El quisle pre- 
senta una forma tfpica oval y una pared externa delgada. Mide de 9 a 12 pm de diametro y de modo tfpico 
incluye el doble de organulos observados en el trofozofto. Cada quisle tiene cuatro nucleos, solo dos o tres 
suelen observarse en un linico piano de foco, dos axostilos, multiples cuerpos parabasales y flagelos que 
estan envueltos debajo de la pared lisa del quisle; todo esto no puede observarse en un linico piano de foco. 












































LAMINAS EN COLOR 22-3 


Flagelados 

A. Microfotografia de dos trofozoitos de Chilomastix mesnili, uno en un extremo, el otro en una vista lateral. 
El trofozoito presenta una forma tipica de pera y puede identificarse con facilidad mediante la observacion 
en el extremo anterior de un nucleo linico, la protrusion posterior del axostilo y un surco espiralado, que es 
dificil de observar en las preparaciones en fresco. La presencia de un mechon de tres flagelos anteriores, 
adyacentes al nucleo, es una caracteristica de identificacion adicional que es dificil de observar en la mayo- 
ria de las preparaciones microscopicas en fresco. 

B. Microfotografia de un quiste de C. mesnili en el que se observan con facilidad un niicleo unico, con cario- 
soma central y un citostoma diferenciado, que aparece como un area clara bien delineada. En esta microfo¬ 
tografia se advierte el contomo del citostoma, descrito como baston con un extremo en forma de gancho. 
Los quisles presentan una forma tipica de limon, con pared celular lisa y un diametro de 6 pm a 70 pm. 
Ademas del citostoma, a menudo tienen un bulto hialino anterior que, cuando se lo observe, es util para la 
identificacion (vease lamina en color 22-3C). 

C. Imagen de otro quiste de Chilomastix mesnili, en el cual se observe mejor el bulto hialino anterior (flecha). 
Tambien se observan el nucleo y el citostoma. 

D. Frotis de heces con tincidn tricromica que destaca un trofozoito unico de Dientamoeba fragilis. Este quiste 
mide 8 x 12 pm y se puede observar con facilidad el nucleo doble caracterfstico; cada uno presenta un cario- 
soma grande y la membrana nuclear poco defmida. El citoplasma de este trofozoito es fmamente granular y 
muestra evidencia temprana de desintegracion, como lo refleja el nombre de la especie. 

E. Preparacion con hematoxilina ferrica que ilustra un trofozoito unico de Trichomonas hominis. Notense la for¬ 
ma tipica de gota y el nucleo unico ubicado en la parte anterior, pero no contra la pared celular como es ca- 
racteristico del trofozoito de Chilomastix mesnili (lamina en color 22-3A). En esta microfotografia se obser- 
va el axostilo que cone en sentido longitudinal como un flagelo posterior unico. Los tipico es que T. hominis 
tenga tres a cinco flagelos anteriores, un flagelo posterior y una membrana ondulante que recone la longi- 
tud total del cuerpo, una estructura que se advierte con facilidad solo en preparaciones realizadas de culti- 
vos celulares. 

F. Microfotografia de un corte tenido con hematoxilina y eosina de una biopsia de intestino que ilustra la 
invasion por muchos trofozoitos de Balantidium coli. Notese el macronucleo definido con forma de baston 
o de henadura, una caracteristica que, junto con su gran tamano (80 pm de diametro), es util para la iden¬ 
tificacion. 

G. Imagen de un trofozoito de Balantidium coli, que ilustra un contorno oval con una pared lisa recubierta en 
toda su circunferencia por cilios cortos y delicados. Estos trofozoitos miden entre 40 pm y 70 pm de ancho 
y entre 50 pm y 100 pm de largo. La presencia de un citostoma anterior, la circunferencia recubierta de ci¬ 
lios y el macronucleo con forma de baston o de herradura son las caracteristicas claves que conducen a la 
identificacion. 

H. Se ilustra un quiste de Balantidium coli en una preparacion con tincion tricromica. Estos quisles varian de 
50 a 75 pm de diametro, son esfericos o elipsoidales y presentan un nucleo caracterfstico con forma de pesa, 
observado claramente en esta fotograffa. Adyacente al macronucleo hay un nucleo unico poco definido y el 
citoplasma incluye una vacuola metabolica. 
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COCCIDIOS 

A. Microfotografia de un corte tenido con hematoxilina y eosina de la mucosa intestinal a lo largo del horde en 
cepillo de las celulas epiteliales a las cuales estan adheridos muchos ooquistes diminutos de 2 \im a 3 pm 
de diametro de especies de Cryptosporidium. Es posible realizar el diagnostico histologico cuando se obser- 
van estos agregados. 

B. Tincion para acido-alcohol resistencia de un frotis de heces que ilustra dos ooquistes rojos, acido-alcohol 
resistentes, con tincion homogenea, esfericos, de 4 pm a 5 pm de diametro de especies de Cryptosporidium. 
Estas formas son diagnosticas cuando se observan en preparaciones con esta tincion. 

C. Microfotografia de un frotis de heces tenido para acido-alcohol resistencia que ilustra un ooquiste unico, 
esferico y acido-alcohol resistente de especies de Cyclospora. Estos ooquistes tienen un tamano aproxima- 
do del doble de los de las especies de Cryptosporidium, que varfan de 8 pm a 10 pm de diametro. Asimismo, 
los ooquistes de Cyclospora tienen una estructura interna mal defmida, en lugar de la tincion homogenea de 
los de Cryptosporidium. 

D. Imagen con bajo aumento (250x) de un ooquiste acido-alcohol resistente con forma de huso de Isospora 
belli ubicado en el centro del campo de vision. Estos ooquistes miden de 25 pm a 30 pm de largo, un tama¬ 
no relativamente grande que no puede apreciarse en esta imagen con bajo aumento, salvo cuando se com- 
para con los ooquistes muy diminutos como manchas, de 5 pm de diametro, de las especies de 
Cryptosporidium que estan dispersos por el campo microscopico. La coexistencia de estas dos especies en 
la misma muestra de heces es altamente sugestiva de una persona con infeccion por HIV y siempre debe 
descartarse SIDA cuando se observa esta imagen. 

£♦ Microfotografia de una preparacion en fresco directa que ilustra un ooquiste inmaduro, con forma eliptica 
de Isospora belli. Estos ooquistes miden 25-30 pm en el eje longitudinal y cuando son inmaduros, encieiran 
solo un unico esporoquiste esferico, como se muestra en la fotografia. Comparese con el ooquiste maduro 
ilustrado en la lamina en color 22-4F. 

F. Imagen de una preparacion directa en fresco de heces que ilustra un ooquiste maduro de Isospora belli, que 
encierra dos esporoquistes esfericos. Los esporoquistes, ahora maduros, son infectantes para un segundo 
huesped y estan listos para liberar esporozoitos en el intestino cuando se ingieren. 

G. Corte de musculo esqueletico tenido con hematoxilina y eosina dentro del cual se observan dos quistes de 
especies de Sarcocystis. Estos quistes miden 300 pm de diametro y estan repletos de bradizoi'tos enquista- 
dos inactivos. Los seres humanos se infectan con esta forma si, como huespedes intermediarios accidenta- 
les, ingieren los ooquistes infectantes en alimentos o agua contaminados. 

H. Tincion de Weber de una preparacion de heces que ilustra muchas esporas pequenas, de 2 pm a 3 pm, con 
forma de bastdn de especies de Microsporidium. Con esta tincion, las esporas se tinen de salmon amari- 
llento. Notese el tabique transverso y delgado caracteristico que divide algunas de las esporas (flecha) obser- 
vadas en este campo microscopico, una caracteristica util para la identificacion de genero. 
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Nematodos 

A. Parasites adultos machos y hembras de Ascaris lumbricoides. Los machos adultos suelen ser mas cortos 
(20-25 cm) que las hembras (25-30 cm) y presentan una cola curva (parasito en la parte inferior de la foto- 
grafia). La cutfcula lisa y no segmentada es una caracieristica util para distinguir estos parasites de los gusa- 
nos de la tierra, que en ocasiones pueden encontrarse en inodoros y sistemas de aguas servidas donde pue- 
den confundirse por los parasitos eliminados por las heces. 

B. Huevo de Ascaris lumbricoides algo ovoide, amarillo casiano, tehido con bills, que mide de 45 }im a 60 |im 
de diametro. Tiene una cascara gruesa recubierta por una membrana albuminoide ondulante caracterisiica. 
La retraccion y el desarrollo de la division interna indican fecundacion y posible capacidad infectante. 

C. Se observa un huevo esferico, decorticado, de Ascaris lumbricoides que muestra una larva bien desarrolla- 
da proxima a la eclesion. Es obvio que este huevo es altamente infectante. 

D. Huevo fecundado de Ascaris lumbricoides que muestra una cascara externa lisa. Cuando se expone a la bills 
dentro de la luz intestinal, la cubierta externa albuminosa se disuelve y deja una superficie decorticada como 
la que se observa aqui. 

E. Fotografia compuesta que ilustra un parasito adulto de Enterobius vermicularis en el recuadro de la izquier- 
da. Estos parasitos, que miden entre 0,3 mm y 0,5 mm de diametro y entre 8 mm y 1,3 mm de largo, tienen 
un tubo digestivo bien desarrollado y organos de reproduccion interna. La cola puntiaguda y las alas para- 
bucales (flecha en la fotografia de la izquierda) son diagnosticas. La imagen en primer piano en el recuadro 
de la derecha muestra mejor las alas parabucales. 

E Fotografia en dos recuadros que ilustra huevos de Enterobius vermicularis gravido, el de la derecha tiene la 
larva bien desarrollada. Estos huevos tienen una pared delgada y lisa, y miden alrededor de 55 \im x 25 pm. 
Cada huevo es alargado y aplanado en uno de los lados, que se asemeja a un baton de futbol americano 
desinflado. 

G, Fotografia de parasitos adultos Trichuris trichiura que muestra el segmento anterior largo, con forma de lati- 
go caracteristico y el cuerpo posterior mas corto y grueso que se asemeja a un mango. Estos parasitos son 
relativamente pequenos; miden alrededor de 35-45 mm de longitud. 

H. Micro fotografia de un huevo tipico de Trichuris trichiura tenido con bilis, amarillo castano, con una pared 
lisa, relativamente gruesa. Notese la caracteristica forma de barril y el tapon hialino distintivo con forma de 
cupula en cada extremidad polar. De A Pictorial Presentation of Parasites, de H. Zaiman. 
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L Fotografia de la capsula bucal de una uncinaria adulta. Los dientes quitinosos observados aqui son caracte- 
risticos de la uncinaria del Viejo Mundo, Ancylostoma duodenale. Esta capsula bucal esta bien adaptada para 
la adherencia profunda del parasito a la mucosa intestinal y producir la rotura de capilares, lo que le permi- 
te alimentarse con la sangre de la circulacion. 

J. Imagen similar de la capsula bucal de la uncinaria del Nuevo Mundo, Necator americanus, que ilustra las 
laminas cortantes caracteristicas. Como sucede con Ancylostoma duodenale, esta capsula bucal esta bien 
adaptada para la adherencia profunda del parasito a la mucosa intestinal. 

K. Microfotografia de una preparacion directa en freso con yodo de heces que contiene un huevo ovalado tipi- 
co de uncinarias, que mide alrededor de 40 pm x 60 pm, con su pared delgada y lisa caracteri^stica, que al 
desprenderla en el proceso de division intemo deja un espacio claro debajo de la cascara. Estos huevos no 
pueden distinguirse de los de Strongyloides stercoralis. For lo general esta identificacion diferencial no es 
necesaria, ya que los huevos de S. stercoralis rara vez se eliminan por las heces. 

L. Microfotografia en dos recuadros en los que se comparan las cavidades bucales de las larvas rabditoides de 
uncinarias (izquierda) y de estrongiloides (derecha). La cavidad bucal de la larva rabditoide de uncinaria es 
larga cuando se la compara con la de estrongiloides. Las larvas rabditoides de las uncinarias rara vez se 
observan en las muestras fecales. 

M. Campo microscopico de una preparacion directa de heces en la que se observa una larva rabditoide peque- 
na y enrollada de Strongyloides stercoralis, vista con bajo aumento (lOOx). Estas larvas son muy moviles 
cuando se las observa en preparaciones en fresco. Es necesaria la observacidn de la cavidad bucal como se 
describid antes para confirmar el diagnostico, Estas larvas miden en promedio 15 pm de diametro y mas de 
200 pm de largo. 

N. Larvas rabditoides que, tras un breve periodo de alimentacion de 2 a 3 dias, evolucionan en larvas filarifor- 
mes infectantes largas y delgadas que no se alimentan y que pueden alcanzar 700 pm de largo. Estas larvas 
filariformes pueden penetrar directamente por la piel del hudsped humano con el contacto directo. 

O. Corte de intestine delgado tenido con hematoxilina y eosina en el que se observan larvas filariformes redon- 
das y lisas de Strongyloides stercoralis, caracteristicas de los hallazgos histologicos de individuos con rein- 
feccion de estrongiloidiasis, que horadan en la lamina propia. En los pacientes con estrongiloides e inmuno- 
deprimidos, el ciclo de vida desde la ovipostura, la formacion de larva rabditoide y la de larva filariforme 
puede ser lo suficientemente breve para causar la autoinfeccion dentro del intestine antes de que las heces 
esten formadas, como se observa en esta fotografia. 

P. Microfotografia de un huevo amarillo castano, tenido con bilis de Capillaria philippinensis. Estos huevos 
presentan forma de limon o alargados; miden alrededor de 60 pm x 35 pm, y se asemejan a los de Trichuris 
trichiura, salvo que la cascara es estriada y las protuberancias polares son amplias y planas. 


































LAMINAS EN COLOR 22-6 


Cestodos 

A. Ejemplar adulto de Taenia saginata que ilustra el escdlex pequeno (flecha blanca) y el estrobilo que se 
extiende a varies metros de largo y esta compuesto por una cadena larga de proglotides. 

B. Imagen de cerca del escolex de Taenia solium que muestra las cuatro ventosas caracteristicas del genero. El 
rostelo armado protruye y presenta una corona de ganchos que permite la identificacion de Taenia solium. 
El escolex de Taenia saginata no es armado. 

C. Imagen ampliada de un proglotide aislado de Taenia saginata al que se la ha inyectado tinta china a traves 
del poro genital para marcar el contomo de las ramificaciones uterinas. Los proglotides de T saginata tie- 
nen mas de 13 ramas uterinas laterales, como se muestra en la fotografia, para diferenciarlos de los de Taenia 
solium, que de modo tipico presentan menos de 13 ramas. Esta observacion permite la identificacion de 
especie sobre la base del examen de los proglotides que fueron eliminados intactos por las heces. 

D. Fotografias en dos recuadros de un trozo de came de cerdo con cisticercosis (izquierda) que presenta varios 
espacios quisticos pequenos, cada uno habitado por una larva cisticerco de Taenia solium. En el recuadro de 
la derecha se observa el cisticerco con mas detalle. Dentro del saco lleno de liquido esta el escolex invagi- 
nado. Las ventosas y los ganchos estan ocultos por el colorante. 

E. Corte de tejido tenido con hematoxilina y eosina que ilustra el espacio quistico ocupado por el cisticerco de 
Taenia solium. El quiste tiene dos paredes: la externa compuesta por tejido fibroso reactivo producido por 
el tejido del huesped y la segunda es una membrana delgada interna producida por el parasito (parasito vesi- 
culoso). En esta fotografi'a se observa un corte transversal del escolex invaginado y no se identifican las 
estructuras intemas. 

F. Fotografia de un cisticerco de la tenia de la rata Hymenolepis diminuta. En este campo se visualiza mejor el 
escolex invaginado. Estos cisticercos se forman en el insecto que es el huesped intermediario, como pulgas, 
cucarachas y escarabajos. Los seres humanos se infectan a traves de la ingestion de alimentos contamina- 
dos con el insecto y los parasitos adultos se forman en el intestino despues de la evaginacion y adherencia 
del escdlex a la mucosa. 

G. Fotografia del utero de una hembra gravida de una especie de Taenia, que ilustra la agregacidn densa de hue- 
vos esfericos de pared gruesa, algunos los cuales muestran las estriaciones caracteri'sticas. 

H. Imagen de cerca de huevos de especies de Taenia como se podrian observar en la microscopia de prepara- 
ciones en fresco de material infectado. Estos huevos miden en promedio 30 |um a 45 pm de diametro y pre¬ 
sentan una pared lisa y gruesa, interrumpida por estriaciones radiadas caracteristicas. Muchos huevos tam- 
bien encierran tres pares de ganchos (embrion hexacanto) no observados en esta fotografia. pero con un 
aspecto similar a los de la membrana interna del huevo de Hymenolepis diminuta de la lamina en color 22- 
6N. Estos huevos no son especiTicos de especie y tambien presentan un aspecto similar a los de las especies 
de Echinococcus. 
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I. Fotografia del escolex diminuto y los proglotides anchos y estrechos de Diphyllobothrium latum, la tenia 
adulta gigante. Esta tenia es la mas larga que infecta a los seres humanos y alcanza entre 3 m y 10 m de lon- 
gitud con mas de 3 000 proglotides. 

J. Imagen de cerca del escolex con forma de espatula de D. latum, que muestra el surco caracteristico central 
y longitudinal (botrio), limitado a cada lado por un pliegue caracteristico (phyllo = “hoja”), las estructuras 
a partir de las cuales proviene el nombre del genero Diphyllobothrium. 

K. Imagen de cerca de un proglotide de Diphyllobothrium, que muestra las dimensiones caracteristicas de los 
segmentos mas anchos que largos de los cuales proviene el nombre del genero “latum”. Notese el utero 
ramificado sin ninguna caracteristica definida ubicado en el centro y linealmente, que aparece como una 
roseta compacta. 

L. Microfotograffa de un huevo de Diphyllobothrium latum. Estos huevos son relativamente grandes, de 60 jiim 
a 75 [im de largo por 40 pm a 50 pm de ancho. Son ovales y presentan una cascara delgada y lisa, y la divi¬ 
sion se extiende hasta la membrana interna de la cascara. La caracteristica es la presencia de un operculo 
oculto y no saliente que lo diferencia del huevo de Paragonimus westermani, con un operculo saliente carac¬ 
teristico (lamina en color 22-7P). 

M. Microfotograffa de un huevo de Hymenolepis nana, compuesto por una membrana doble: la cascara delga¬ 
da externa y lisa, y una membrana interna que encierra la oncosfera. Como se observa en la fotografia, suele 
contener tres pares de ganchos (hexacanto). Estos huevos miden de 40 pm a 60 pm de diametro y presen¬ 
tan un contomo oval a subesferico. Los huevos de H. nana tambien se distinguen por la presencia de engro- 
samientos polares sobre cada lado de la membrana interna del hexacanto, a partir de los cuales salen cuatro 
a ocho filamentos delgados, que se extienden en el espacio intermembrana (vease la fotografia). 

N. Fotografia de un huevo de Hymenolepis diminuta. Estos huevos son mas grandes que los de Hymenolepis 
nana, con un diametro promedio de 60-80 pm y presentan un contomo esferico caracteristico. La ausencia 
de engrosamientos polares y filamentos intermembrana tambien los diferencia de los de H. nana. Se obser- 
van con claridad los seis ganchos iflecha). 

O. Microfotograffa de un conjunto de huevos de D. caninum, que demuestra el agregado de huevos esfericos 
sostenidos en una matriz. Los huevos mostrados aquf son inmaduros, ya que la presencia de ganchos inter- 
nos indica madurez e infecciosidad. 

P. Fotografia de un proglotide de Dipylidium caninum, que muestra un poro genital a cada lado, en el cual flu- 
yen los delicados conductos vitelinos. Esta disposicion de poros dobles es exclusiva para D. caninum (del 
cual proviene el nombre del genero, pyle = “entrada u orificio”), ya que los proglotides de otras tenias tie- 
nen solo un poro genital lateral que altema de un lado al otro sobre segmentos adyacentes. Los proglotides 
tienen forma de florero, mas largos que anchos. 
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Trematodos 

A. Fotografia de parasites adultos macho y hembra de Schistosoma. El macho en esta fotografia es mas palido 
y tiene un canal ginecoforo por el cual copula la hembra, mas oscura, que se ha desprendido. Los machos 
adultos miden de 20 mm a 30 mm de longitud, y las hembras, de 17 mm a 14 mm. Estos trematodos pre- 
sentan el diametro de una hebra, lo que les permite ocupar la luz de las venulas y causar el bloqueo del flujo 
sangumeo que produce un edema mmimo. 

B. Microfotografia de un huevo de Schistosoma mansoni, con su pared lisa y delgada caracteristica, y el con- 
tomo oval con una espicula lateral prominente. Estos huevos son relativamente grandes, de 115 |im a 180 pm 
de largo por 45 pm a 70 pm de ancho. Cuando llegan a la madurez, eclosiona la larva miracidio intacta, lo 
que evita el penodo de desarrollo en el ambiente extemo. 

C. Microfotografia de un huevo de Schistosoma haematobium, que tambien tiene una cascara delgada y lisa, y 
un contorno oval, pero se diferencia del huevo de S. mansoni porque tiene una espicula terminal en lugar de 
lateral. Estos huevos tambien son relativamente grandes, de 110 pm a 170 pm de largo y 40 pm a 70 pm de 
ancho. 

D. Aqui se ilustra un huevo de Schistosoma japonicum, que es mas pequeno (80 a 1(X) pm de diametro), mas 
oval a esferico y tiene una division interna que se extiende hasta la cascara interna. Aunque no se observa 
la espina, es caracteristico el pequeno botdn lateral (no presente en esta fotografia). 

E. Microfotografia de una cere aria con cola bifurcada, el estadio infectante en el ciclo de vida de Schistosoma. 
Estas cercanas que nadan libremente se liberan a partir de las redias, presentes en los caracoles infectados 
y tienen la capacidad, a traves de la actividad enzimatica, de penetrar directamente la piel de un ser huma- 
no desprevenido que puede vadear o nadar en estuarios de agua dulce infestados. 

G. Ejemplar de la duela adulta Fasciola hepatica. Estas duelas son hermafroditas y tienen organos reproducto- 
res femeninos y masculinos. La porcion anterior de E hepatica se proyecta en un cono cefalico, justo por 
detras del cual se encuentra la ventosa anterior. Inmediatamente por detras de la ventosa y oscuro en esta 
fotografia, se observa el litero convoluto ramificado. Por detras del utero se encuentra la ventosa ventral. La 
parte mas gruesa de la porcion posterior de la duela incluye los testiculos, que aparecen como una malla 
rosada en la fotografia. Estos parasitos miden cerca de 3 cm x 1 cm (casi el tamano de un portaobjetos). De 
A Pictorial Presentation of Parasites, de H. Zaiman. 

G. Ejemplar adulto del trematodo Fasciolopsis huski, la duela intestinal gigante, que tambien es hermafrodita 
y tiene estructuras similares a las descritas para F. hepatica. En contraposicion, el extremo cefalico es redon- 
deado y desprovisto de la protrusion conica. Estas duelas miden alrededor de 2 cm a 7,5 cm de largo y 
0,8 cm a 2 cm de ancho. 

H. Microfotografia de un huevo de F. hepatica (que no puede distinguirse del de F. buski), que muestra una 
pared delgada y lisa, y una division interna que se extiende a la membrana interna de la cascara. Notese la 
muesca sobre cada lado de la cascara hacia el extremo estrecho, que representa el operculo, una estructura 
similar a una tapa que se abre en el momento en que eclosiona la larva. Estos huevos son grandes, alrede¬ 
dor de 150 |im x 80 pm en su maxima dimension. 
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I. Fotograffa de un ejemplar adulto del trematodo Clonorchis sinensis, en el que se observa el extremo cefali- 
co largo, con forma de botella y una ventosa terminal prominente, con el utero color castano oscuro y los 
testiculos ampliamente ramificados, rosa palido en la parte posterior. Esias estructuras intemas, que se mue- 
ven desde la boca hasta la cola, se ilustran con mas detalle en la lamina en color 22-7J-M. 

J. En esta fotograffa se ilustra la boca anterior o ventosa oral, que lleva a un tubo digestive en fondo de saco 
denominado ciego, una rama del cual transcurre por los hordes laterales del parasite. 

K. Posterior a la ventosa oral se encuentra la ventosa ventral, ubicada exactamente enfrente del utero que pre- 
senta una tincion oscura, limitada a cada lado por las ramas del ciego. Las glandulas vitelinas con tincion 
palida se observan en el borde superior del parasite entre el ciego y el tegumento extemo. Estas glandulas 
producen la yema de los huevos formados en los ovaries. 

L. Este campo de la imagen es posterior al utero y muestra el ovario. Notese el delicado conducto vitelino que 
ingresa en el ovario en el lado derecho. 

M. Este campo de la imagen es la parte posterior del parasite y destaca los testiculos extensamente ramificados, 
a partir de los cuales proviene el nombre del g6nero (don = dividido; orchis = testiculos). Ndtese que el cie¬ 
go termina como un conducto sin salida. La vejiga excretora es el espacio bianco y mal defmido en el borde 
inmediato posterior. 

N. Corte tenido con hematoxilina y eosina a trav6s del conducto biliar dilatado dentro del cual residen tres 
ejemplares adultos de Clonorchis sinensis que se observan en un corte transversal. Aunque hay un infiltra- 
do inflamatorio cronico leve en la mucosa circundante, no se evidencia fibrosis extensa ni oclusion de la luz. 

O. Microfotograffa de un huevo de Clonorchis sinensis, que ilustra una pared delgada y lisa. Lo caracterfstico 
es el operculo prominente y saliente del extremo mas ancho. Un pequeno boton posterior, no visible en esta 
fotograffa, puede observarse en el extremo mas estrecho, antiopercular del huevo. Estos huevos son relati- 
vamente pequenos; miden de 25 |im a 35 jim de largo por 14 |im a 17 p.m de ancho. 

P. Microfotograffa de un huevo de Paragonimus westermani. La cascara es lisa, relativamente delgada e inte- 
rrumpida en uno de los extremos por un operculo prominente y saliente. Este huevo presenta un aspecto 
morfologico similar al de Clonorchis sinensis', sin embargo, estas fotograffas comparativas son engahosas, 
ya que los huevos de P. westermani tienen un tamano dos a tres veces mayor; miden de 65 p.m a 120 |im de 
largo por 40 }im a 70 p.m de ancho. Con este gran tamano, los huevos de P. westermani parecen similares a 
los de Diphyllobothrium latum; sin embargo, este ultimo puede distinguirse por su operculo saliente piano 
en lugar de sobreelevado. 
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Plasmodium 

A. Microfotografia de un frotis de sangre periferica con tincion de Wright-Giemsa que ilustra varies eritroci- 
tos infectados por formas anulares de especies de Plasmodium. Los eritrocitos infectados no presentan un 
tamano mayor que las celulas que los rodean y no hay presencia de granules de Schiiffner. El tamano peque- 
no de los anillos sin el desarrollo en formas de trofozoitos y la infeccion intensa indica una infeccion por 
Plasmodium falciparum. 

B. Los eritrocitos infectados en esta microfotografia de un frotis de sangre periferica tenido tambien indica a 
Plasmodium falciparum, tanto por el intense compromise como por la ubicacion de los diminutos anillos 
junto a las membranas celulares intemas, conocido como aspecto en “anillo de sello”. De hecho, este frotis 
se obtuvo de un pacienie con paludismo fulminante por la especie P. falciparum. 

C. El paludismo por P falciparum puede identificarse de modo definitive si en el frotis de sangre periferica se 
observa el gametocito grande en forma de platano o de media luna, como se ilustra en la parte inferior de 
de esta fotografia (flecha azul). Tambien notese el pequeno anillo del plasmodio en la celula cerca de la parte 
superior del campo de la imagen (flecha roja), de nuevo compatible con Plasmodium falciparum. 

D. El eritrocito infectado ilustrado en este frotis de sangre periferica tenido es mas grande y palido que las celu¬ 
las circundantes y tambien tiene un citoplasma caracteristico punteado por la presencia de granulos de 
Schiiffner. Notese tambien que el trofozoito anular es relativamente grande. Estas caracteristicas son diag- 
nosticas de infeccion por Plasmodium vivax. 

E. Plasmodium vivax tambien puede sospecharse si en el frotis de sangre periferica tenido se observa el esqui- 
zonte multicelular como el que se ilustra por el eritrocito agrandado en el centro de esta microfotografia. De 
modo ripico, estos esquizontes tienen mas de 13 segmentos. 

F. En este frotis de sangre periferica tenido se observa un eritrocito agrandado y palido que contiene un game¬ 
tocito con un solo nucleo de Plasmodium vivax. 

G. Microfotografia de un frotis de sangre periferica con tincion de Wright-Giemsa que ilustra un eritrocito 
infectado por un trofozoito de Plasmodium malariae. Notese que el citoplasma esta condensado, no se desa- 
rrolla en una forma ameboide y adopta la forma de bandas que se extienden de un lado al otro de la mem- 
brana celular. El eritrocito no esta agrandado y los granulos de Schiiffner estan ausentes. 

H. Plasmodium malariae tambien puede sospecharse si se observa un esquizonte multinucleado con menos de 
13 segmentos. De modo caracteristico, los segmentos estan dispuestos en un patron de roseta circular como 
se observa en esta fotografia, a menudo rodeado por una masa densa de pigmento paludico que esta ausen- 
te en esta celula infectada particular. 










































LAMINAS EN COLOR 22-9 


Babesiosis/Leishmaniasis/Tripanosomiasis 

A. Microfotografia de un frotis de sangre periferica con tincion de Wright-Giemsa que ilustra varios eritroci- 
tos infectados por especies de Babesia con diminutas formas anulares pleomorficas. Pueden observarse for¬ 
mas anulares diminutas sugestivas de Plasmodium falciparum, como se observan en uno de los eritrocitos 
en la parte central inferior de esta imagen. Los eritrocitos infectados no estan agrandados, no son palidos y 
nunca acumulan pigmento paliidico. Cabe destacar la disposicion de estas formas en dobletes que recuerdan 
las orejas de conejos; o mas caracteristico aun, en tetradas que recuerdan la cruz de Malta. 

B. Fotografia de los miembros inferiores de un paciente infectado por Leishmania tropica, una especie que 
causa la leishmaniasis cutanea, tambien conocida como lilceras de Chiclero. Las lesiones ulcerativas como 
se observan en esta fotografia son el resultado de la inflamacion granulomatosa causada por los amastigo- 
tos que infiltran el tejido. 

C. Corte de tejido subcutaneo tenido con hematoxilina y eosina tornado del horde de una ulcera similar a la 
mostrada en la lamina en color 22-9B. Notense las diminutas formas levaduriformes observadas en el cito- 
plasma de muchos de los histiocitos y macrofagos que infiltran el tejido. Estos representan los amastigotos, 
las formas infectantes de las leishmaniasis visceral y cut^ea. Estas formas son dificiles de diferenciar de las 
formas levaduriformes intracitoplasmaticas de Histoplasma capsulatum, pero a menudo pueden diferenciar- 
se en frotis de aspirados tenidos mediante la demostracion de los cinetoplastos en forma de baston, como se 
ilustra en la lamina en color 22-9D y E. 

D. Frotis por impronta con tincion de Wright-Giemsa que ilustra escasos macrofagos de fondo y nu-merosos 
amastigotos diminutos de 2 a 3 mm de especies de Leishmania. Como ya se menciono, estas formas suelen 
ser dificiles de diferenciar de las formas levaduriformes de Histoplasma capsulatum. Sin embargo, la obser- 
vacion cuidadosa revelara que muchas de ellas tienen cinetoplastos en forma de baston (flecha azul), carac- 
teristica de los amastigotos de Leishmania. 

E. Imagen con mayor aumento de un aspirado tenido que ilustra amastigotos de especies de Leishmania, iden- 
tificados por los cinetoplastos caracteristicos dentro de muchas de estas formas. 

E Microfotografia de un frotis de sangre periferica con tincion de Wright en el que se observan varios tripa- 
nosomas extracelulares. Este frotis se obtuvo de un paciente con tripanosomiasis africana. Cada organismo 
individual es largo, delgado y mide de 15 mm a 30 mm de largo por 1,5 mm a 4 mm de ancho. La estruc- 
tura mas oscura observada en la parte posterior, similar a un punto, de cada tripanosoma es el cinetoplasto, 
a partir del cual se origina el flagelo. Cada flagelo sigue el contorno extemo de una membrana ondulante 
que recorre toda la longitud del cuerpo del parasito y luego se extiende cierta distancia mas desde el extre¬ 
me anterior. 

G. Microfotografia de un frotis de sangre periferica con tincion de Wright obtenido de un paciente con tripa¬ 
nosomiasis americana, tambien conocida como enfermedad de Chagas. Notese la caracteristica forma de 
“C” de los tripanosomas. Cada tripanosoma tiene una estructura similar a un punto, tenida de oscuro, en la 
parte posterior que corresponde al cinetoplasto, a partir del cual se origina un unico flagelo. 

H. Fotografia de un triatoma (chinche reduvidea o vinchuca), el vector para la transmision de la enfermedad de 
Chagas. En el intestino posterior de este triatomideo se desarrollan los tripanosomas metaciclicos, tras la 
ingestion de tripanosomas a traves de la picadura de un paciente infectado. Los tripanosomas reingresan al 
tejido subcutaneo despues de la picadura del segundo huesped humano, no por la picadura en si sino cuan- 
do las deyecciones contaminadas de la vinchuca penetran en la herida dolorosa por el rascado. 


































LAMINAS EN COLOR 22-10 


Filarias 

A. Microfotografia de un frotis de sangre periferica que muestra una microfilaria con vaina. Las microfilarias 
son parasites extracelulares que miden cerca de 245-295 mm de longitud y 7-10 mm de ancho. Se liberan a 
la circulacion de las hembras gravidas que residen dentro de los vasos linfaticos en las partes infectadas del 
cuerpo. Las microfilarias liberadas por especies patogenas para los seres humanos tienen vaina, como se 
ilustra en esta fotografia (flecha). Como la columna de micleos observada en el parasite de esta fotograffa 
no parece extenderse hasta la punta de la cola, la especie mas probable es Wuchereria bancrofti. 

B. Microfotografia de un frotis de sangre periferica que ilustra el corte de la cola de una microfilaria y desta- 
ca la disposicion nuclear. Notese que los dos micleos se extienden al interior de la cola, un rasgo caracte- 
ristico de Bmgia malayi. 

C. Lfna columna de micleos que se extienden a la cola de una microfilaria, como se observa en esta microfoto¬ 
grafia, es caracteri'stica de Loa loa. 

D. Microfotografia de un corte tenido con hematoxilina y eosina de un nodulo subcutaneo que muestra el corte 
transversal de la filaria hembra Onchocerca volvulus. Dentro de la cavidad de este organismo se observan 
numerosas microfilarias, que por ultimo se liberan en el tejido circundante donde producen una reaccion 
inflamatoria que termina en fibrosis. Las microfilarias de O. volvulus rara vez circulan en la sangre perife¬ 
rica, o lo hacen en cantidades tan pequenas que casi nunca pueden detectarse en frotis tenidos. 

E. Fotograffa de un corazon de perro infestado con gran cantidad de parasitos adultos Dirofilaria immitis. Los 
canidos actiian como huespedes definitivos de este nematodo tisular. En los seres humanos, que pueden 
actuar como huespedes accidentales, las formas larvarias nunca alcanzan el corazon ya que los pulmones 
actiian como filtros, en los que producen granulomas inflamatorios multifocales. 

F. Microfotografia de un frotis por impronta con tincion de Giemsa en la que se observan numerosos taquizo- 
itos con forma de arco, tenidos de azul de Toxoplasma gondii. Cada taquizoito mide alrededor de 3-6 mm, 
presenta forma piriforme o de arco y tiene un niicleo y diversos organulos internos, como mitocondrias, 
retfculo endoplasmatico y aparato de Golgi, observado solo con el microscopio electronico. Los taquizoftos 
son las formas infectantes del parasito, los cuales ingresan en la circulacion y son transportados a varios 
organos, en especial el sistema nervioso central donde causan lesiones inflamatorias microfocales. Los 
taquizoftos pueden atravesar la placenta de una mujer embarazada, ingresar en la circulacion fetal y causar 
infecciones congenitas en los recien nacidos. 

G. Microfotografia de un corte histologico tenido con Giemsa de una biopsia de cerebro obtenida de un pacien- 
te con toxoplasmosis cerebral. Se observan tres quistes, que miden entre 15 pm y 30 pm de diametro, den¬ 
tro de los cuales hay gran cantidad de bradizoftos tenidos de azul. En los seres humanos con un sistema 
inmunitario competente, los taquizoftos se enquistan e inactivan como se muestra en la fotograffa. 

H. Imagen con mayor aumento del quiste de toxoplasma repleto de bradizoftos. Si bien la enfermedad esta dete- 
nida en esta forma qufstica, la supresion de la inmunidad en una persona infectada previamente puede deter- 
minar que estos quistes se rompan y liberen de nuevo taquizoftos activos que, ya libres, causan la reinfec- 
cion por toxoplasmosis. 




































LAMINAS EN COLOR 22-11 


Parasitos tisulares 

A. Corte de musculo cardiaco tenido con hematoxilina y eosina, que incluye una fibra de mayor tamano desde 
la parte superior a la inferior a lo largo del centro del campo de la imagen que esta habitada por una colec- 
cion densa de formas de amastig-otos de Trypanosoma cruzi. La afectacion cardiaca en pacientes con enfer- 
medad de Chagas suele producir insuficiencia cardiaca y muerte. 

B. Fotografia de un quiste hepatico que contiene multiples quisles hidatidicos pequenos, de tamano variable. 

C. Imagen de cerca de dos quisles hidatidicos extirpados del mesenterio de una persona con hidatidosis, que 
ilustra la membrana externa delgada y lisa de la superficie externa con agregados de grasa adheridos. 

D. Corte tenido con hematoxilina y eosina a traves del quiste hidatidico. La pared del quiste esta compuesia 
por una capa densa de tejido fibroso proveniente de la reaccion del huesped. La membrana interna del para¬ 
site es la membrana germinativa, a partir de la cual se formaron tres embriones hijos (capsulas proligeras), 
cada uno con un escolex invertido. Cuando los embriones se liberan de la membrana germinativa, estos quis¬ 
les hijos junto con los protoescdlices liberados flotan en el liquido dentro del quiste y forman la arenilla 
hidatidica. 

E. Se observan protoescolices (fragmentos de la “arenilla hidatidica”), cada uno de los cuales contiene un ros- 
telo invertido con una corona de ganchos prominente, que representa el germen del rostelo armado que 
sobresale del parasite adulto. 

R Microfotografia de la tenia adulta Echinococcus granulosus. Estos parasitos adultos, que residen en el intes¬ 
tine de los perros y otros canidos, son muy pequenos, miden no mas de 6 mm de longitud, y estan com- 
puestos solo por tres segmentos: un escolex armado, un cuello y un proglotide unico, a partir del cual se libe¬ 
ra una cantidad relativamente pequefia de huevos. Sin embargo, como hay varies cientos de estos parasitos 
en el intestine del perro y el tiempo de supervivencia de cada parasite puede alcanzar los 20 meses, el niime- 
ro total de huevos liberados en un periodo prolongado puede ser enorme, lo que da garantia de completar el 
ciclo de vida. 

G. Corte de musculo esqueletico tenido con hematoxilina y eosina que muestra una larva enquistada y enrolla- 
da de Trichinella spiralis. La infiltracion densa de celulas inflamatorias en el tejido circundante del quiste 
indica la infeccion relativamente reciente, asociada con mas probabilidad con sintomas locales y tal vez 
generales. 

H. Una segunda imagen de una muestra de biopsia de musculo en la que se observa la larva enrollada de 
Trichinella spiralis. La ausencia de reaccion inflamatoria y la menor cantidad de tejido fibroso denso alre- 
dedor del quiste indican una infeccion cronica. Con el tiempo este quiste inactivo se calcifica, lo que repre¬ 
senta la ultima etapa de la infeccion. 
















































LAMINAS EN color 23-1 


Inclusion viral 

A. Hepatitis por virus de la varicela-zoster. Los nucleos de varies hepatocitos contienen inclusiones tipicas de 
los herpes virus. La masa de la inclusion es eosinofila y adquiere un color rojo, y la cromatina nuclear resi¬ 
dual, que es basofila y esta coloreada de azul, se agrupa alrededor del horde de la membrana nuclear. La 
inclusion se destaca debido a un halo nitido, que se debe a un artefacto de tecnica, entre la inclusion y la 
cromatina nuclear desplazada hacia la periferia. Este artefacto esta producido por la fijacion con formol. Las 
inclusiones del virus del herpes simple y de la varicela-zoster no pueden diferenciarse. (Tincion con hema- 
toxilina y eosina), 

B. Cervicitis por herpes simple. La tincion de Papanicolaou muestra numerosas celulas gigantes multinuclea- 
das en el raspado de cuello uterino. Los nucleos aparecen moldeados contra los otros y se observan inclu¬ 
siones. Estas aparecen homogeneas y la cromatina nuclear esta desplazada hacia la periferia sobre la mem¬ 
brana nuclear. La preparacion citologica se fijo enseguida con etanol y no se observa el halo, como resulta- 
do del artefacto por la fijacion con formol. La celula madura del epitelio pavimentoso se tine de rosa. 

C. Lesion vesicular por herpes simple; prueba de Tzanck. Estas celulas provienen del raspado de la base de una 
vesicula herpetica. La celula multinucleada es caracteristica de la infeccion por herpes, pero no se pueden 
diferenciar los efectos del virus del herpes simple de los de los virus de la varicela-zoster. Los multiples 
nucleos estan moldeados con los otros y son homogeneos, pero las inclusiones son dificiles de observar en 
los frotis secados al aire y con tincion de Giemsa o similar. Los raspados directos tambien pueden tenirse 
con el metodo de Papanicolaou o hematoxilina y eosina. 

D. Sialadenitis por citomegalovirus. Las c6lulas epiteliales de la glandula salival contienen las inclusiones de 
citomegalovirus. Las grandes inclusiones basofilas (azul o purpura) ocupan gran parte del nucleo. En algu- 
nas celulas se observan halos claros entre la inclusion y la membrana nuclear debidos al artefacto causado 
por la fijacion con formol. En algunas celulas tambien se observan inclusiones ciloplasmaticas granulares. 
La arquitectura de la glandula salival esta distorsionada por un intenso infiltrado linfocitico. El aumento de 
tamano de las celulas infectadas y de los nucleos inspire la denominacion del virus. El nombre original fue 
virus de la glandula salival y la infeccion que producia se conocio como enfermedad por inclusion de la 
glandula salival, debido a la prominencia de la infeccion de este organo en la enfermedad neonatal. (Tincion 
con hematoxilina y eosina). 

E. Neumonia por adenovirus. En este caso de infeccion por adenovirus hay una gran cantidad de exudado pro- 
teinaceo (que es eosinofilo) en los espacios aereos, pero se observan escasas celulas inflamatorias. Los 
nucleos de las celulas infectadas del epitelio respiratorio estan completamente reemplazados por DNA viral, 
que produce una inclusion basofila densa. Las inclusiones se asemejan a las causadas por el virus del her¬ 
pes simple. Las inclusiones maduras, como las observadas aqui, ocupan el nucleo y desdibujan el contorno 
de la membrana nuclear. Se conocen como celulas manchadas. (Tincion con hematoxilina y eosina). 

F. Neumonia por sarampion. En las vias aereas de este paciente con neumonia por sarampion se observan 
varias celulas multinucleadas gigantes. Los nucleos multiples contienen inclusiones nucleares eosinofilas 
que se asemejan a las del virus del herpes simple. La cromatina nuclear esta desplazada hacia el borde de la 
membrana nuclear, pero en este corte no se observa el artefacto del halo claro causado por la fijacion con 
formol. Ademas, en este caso hay tambien inclusiones ciloplasmaticas eosinofilas, algunas de las cuales se 
fusionan o se rodean por un espacio claro. (Tincion con hematoxilina y eosina). 

G. Infeccion por virus sincitial respiratorio. Monocapa de celulas HEp-2 infectadas por el virus sincitial respi¬ 
ratorio. En la monocapa se han formado dos c6lulas sincitiales gigantes. No se observan inclusiones en los 
nucleos, pero pueden verse varias inclusiones intracitoplasmaticas eosinofilas brillantes. (Tincion con hema¬ 
toxilina y eosina). 

H. Encefalitis por rabia. En dos neuronas se observan inclusiones intracitoplasmaticas eosinofilas conocidas 
como cuerpos de Negri. En la inclusion se evidencian algunas vacuolas. El aspecto irregular proviene de la 
combinacion de estructuras ciloplasmaticas normales con masas de acido ribonucleico viral. (Tincion con 
hematoxilina y eosina). (Gentileza de Daniel Perl). 







































LAMINAS EN COLOR 23-2 


Diagnostico de infecciones causadas for virus Chlamydia y Ehrlichia 

A. Conjuntivitis de inclusion por Chlamydia trachomatis. Se observa una celula epitelial que contiene un cuer- 
po de inclusion clamidial. La celula sufrio un proceso de degeneracion y dejo solo el nucleo y la gran inclu¬ 
sion. Esta ultima esta amoldada o recubre al nucleo subyacente. Frotis con tincion de Giemsa. (Fotografia 
reproducida con autorizacion de Julius Schachter y PSG Publishing Company, Inc., Littleton. MA). 

B. Cervicitis por C. trachomatis. En esta infeccion con abundante cantidad de microorganismos se observan 
innumerables cuerpos elementales. La tincion de contraste con azul de Evans determina que la celula pre¬ 
sente fluorescencia roja y las inclusiones aparezcan amarillas en la microfotografia. En las zonas con menor 
cantidad de material de fondo o sin tincion de contraste, el anticuerpo marcado con fluorescema determina 
que los cuerpos elementales presenten fluorescencia verde manzana. En el centro de la fotografla se obser¬ 
va una celula con infeccion intensa. Estos casos no plantean problemas diagnosticos, pero la deteccion de 
muestras positivas en las cuales solo hay escasos cuerpos elementales es mucho mas diflcil. 

C. Monocapa de celulas de McCoy infectadas por C trachomatis. La muestra se centrifugo sobre esta mono- 
capa de celulas tratadas con cicloheximida, incubadas durante 48 horas. Las celulas se tinieron con anti- 
cuerpos monoclonales conjugados con fluorescema contra una protema mayor de la membrana externa 
(MOMP) de C. trachomatis. Multiples inclusiones intracitoplasmaticas, que corresponden a la inclusion 
mostrada en la lamina en color 23-2A, se tinen de verde brillante. 

D. Celulas HEp-2 infectadas por el virus del herpes simple tipo 1. Cuando se hizo evidente el efecto citopati- 
co. las celulas se separaron de la monocapa y se colocaron en un portaobjetos. Las celulas se tineron con 
anticuerpos monoclonales conjugados con fluorescema contra virus del herpes simple tipo I. Se observa 
fluorescencia brillante especifica, tanto nuclear como citoplasmatica. 

E. Aspirado nasal infectado por virus sincitial respiratorio. Dos celulas en el frotis muestran fluorescencia cito¬ 
plasmatica verde brillante. Ademas de la fluorescencia difusa, la que se presenta como un punteado dife- 
renciado representa inclusiones virales, caracteristico de este virus y ayuda a confirraar la especificidad de 
la fluorescencia. (Anticuerpos monoclonales conjugados con isotiocianato de fluorescema contra virus sin¬ 
citial respiratorio). 

F. Fibroblastos diploides humanos infectados por citomegalovirus en cultivos por la tecnica shell vial. Los 
fibroblastos alargados se colorean con la tincion de contraste. Las celulas infectadas se distinguen por la 
fluorescencia verde brillante de los niicleos ovales. (Anticuerpos monoclonales conjugados con isotiociana¬ 
to de fluorescema contra el antigeno temprano-intermedio del citomegalovirus). 

G. Ehrliquiosis monocftica humana causada por Ehrlichia chaffeensis. Una celula mononuclear circulante con¬ 
tiene una inclusion citoplasmatica bien defmida (morula) formada por celulas bacterianas individuales. Las 
inclusiones rara vez se observan en casos de ehrliquiosis monolitica. (Tincion de Wright. Material propor- 
cionado por J. Stephen Dumler). 

H. Ehrliquiosis granulocitica humana causada por una especie de Ehrlichia sin nombre particular. Se observa 
una inclusion azulada en el citoplasma de un neutrofilo circulante. No esta clara la frecuencia con la cual se 
encuentran inclusiones en la ehrliquiosis granulocitica humana. (Tincion de Wright. Material proporciona- 
do por J. Stephen Dumler). 
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LAMINAS EN COLOR A-1 


Identificaci6n de garrapatas 

A. Larvas de garrapatas, en este caso Ixodes scapularis, que se distinguen por la presencia de seis patas, tres 
de cada lado. Las ninfas y los adultos presentan un total de ocho patas. 

B. Ixodes scapularis en distintos estadios de su desarrollo (“instares”) vistos sobre una moneda de diez centa¬ 
vos de dolar para la comparacion del tamano. De izquierda a derecha: hembra adulta (F), macho adulto (M), 
ninfa (N) y larva (L). 

C. Cara ventral de la hembra adulta de Ixodes scapularis que demuestra la relacion del aparato bucai con la 
base del capitulum (B), palpos (P), hipostoma (H), poro genital (G), ano (A), surco anal (U) y placa de los 
espiraculos (S). Los agregados muestran detalles de los aparatos bucales. Notense los dentfculos similares a 
dientes que sobresalen desde los hordes laterales del hipostoma. 

D. Espolones coxales de un ejemplar adulto de Ixodes scapularis. El espolon coxal es largo, con extremo en 
punta y orientado hacia adentro. Los espolones en los coxales I a IV son cortos, romos y se orientan hacia 
afuera. 

E. Dorso de un ejemplar hembra de Ixodes cookei. El escudo (S) es angular. La longitud de los palpos (P) es 
casi igual que las base del capitulum (B). En este ejemplar el hipostoma (H) esta roto. 

F. Dorso de un ejemplar hembra de I. marxi. El escudo (S) es angular y se asemeja al de /. cookei (compare- 
se con lamina en color A-IF), pero el escudo de I. marxi es mas largo que ancho cuando se lo compara con 
I. cookei. 

G. Hembras adultas de Dermacentor variabilis. El escudo muestra omamentacion (O). Los festones (F) estan 
presentes en el margen posterior. Uno de los ejemplares esta considerablemente ingurgitado (E), lo que pro¬ 
duce un cambio de color del dorso del castano al crema. 

H. Hembras adultas de Dermacentor variabilis. El escudo esta intensamente omamentado (O). La base del 
capitulum (B) es mas ancha que alta. Notense los “ojos” enambos margenes laterales (flechas). 











































LAMINAS EN COLOR A-2 


IdentificaciOn de garrapatas y otros artropodos 

A. Dorso de un ejemplar hembra de Amblyomma americanum. La ornamentacion sobre el escudo (S) adquie- 
re la forma de una placa en el horde posterior: la estrella solitaria (flecha). Se observan festones (F) alrede- 
dor del horde posterior de la garrapata. Presenta “ojos”, pero son dificiles de ver en este ejemplar parcial- 
mente ingurgitado. 

B. Dorso de un ejemplar macho de Amblyomma americanum. Un “ojo” muy prominente (flecha) en el horde 
lateral del escudo cubre todo el dorso. No se observa el aparato bucal. 

C. Dorso de un ejemplar macho de Amblyomma americanum. Los festones (F) prominentes se observan en el 
margen posterior. Las flechas indican dos marcas con forma de herradura a ambos lados de la linea media 

D. Superficie ventral de un ejemplar macho de Amblyomma americanum. Se observa un espolon intemo pro¬ 
minente en el coxal IV (flechas). En el recuadro (I) se muestra el detalle del espolon. El ano (A) esta rode- 
ado por una ranura de concavidad posterior (GR), en concraste con la ranura de concavidad anterior de las 
especies de Ixodes. El poro genital (G) es prominente. En este ejemplar faltan los aparatos bucales y la base 
del capitulum. 

E. Vista dorsal de especies de Ornithodoros. Esta garrapata blanda carece de escudo y los aparatos bucales no 
se observan desde arriba. 

F. Sarcoptes scabiei en su galena. El acaro ha depositado huevos y defecado en su nuevo habitat, lo que moles- 
ta a quien lo padece. 

G. Loxosceles reclusa, la arana parda. El color castano y la marca caracteristica en la cabeza distinguen a esta 
arana venenosa. (Fotografia cortesfa de Robert Suter). 

H. Arana viuda negra. Se observan con claridad el color negro intenso y la marca roja en forma de reloj de arena 
caracteristica en el abdomen. (Fotografia cortesfa de Robert Suter). 























































LAMINAS EN COLOR A-3 


Identificaci6n de otros artr6podos 

A. Dermatobia hominis. La larva de mosca humana se ha extraido de una lesion pustular. Se observan la forma 
de “frasco” bien definida, con un cuello largo que se adelgaza progresivamente y las espinas que la rodean. 
El cuello fue danado en el momento de la extirpacion quirurgica. 

B. Vista ventral de especies de Cimex, la chinche de cama. El color naranja amarronado y la forma proporcio- 
nan las caractensticas utiles para la identificacion. 

C. Vista dorsal de especie de Triatoma, una chinche reduvidea (vinchuca). Su caracterlstica es el cuerpo alar- 
gado y la cabeza larga y delgada. Se observa un par de alas. 

D. Tunga penetrans, la pulga "'jigger^'. La mayorfa pica a su huesped rapidamente y lo abandona para comple- 
tar su ciclo de vida. pero esta pulga permanece incrustada en la piel donde se desarrollan sus huevos. 

E. Ejemplar hembra de especies de Ctenocephalides, la pulga del perro o del gato. Las patas largas y muscu- 
losas cuelgan del cuerpo y convierten a la pulga en un extraordinario saltarin. Se observa el aspecto “encor- 
vado” del cuerpo. 

F. Ejemplar hembra de Pediculus humanus, el piojo del cuerpo humano. El cuerpo largo y delgado se apoya 
en tres pares de patas, cada una de las cuales presenta ganchos similares a tenazas en la punta. 

G. Liendre del piojo de la cabeza. El huevo se adhiere con firmeza al tallo del pelo. 

H. Ejemplar hembra de Phthirus pubis, el piojo cangrejo o pubiano. El cuerpo corto y redondeado y las tena¬ 
zas sobre los tres pares de patas justifican el nombre popular. El piojo cuelga sobre el tallo piloso, que sos- 
tiene una liendre. 
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Aztreonam, pruebas de cribado, 959c 


Azul de metileno de Loeffler, examen microsco- 
pico de muestras, 26 

B 

B. parapertussis, importancia clmica, 493, 496c 
Babesia, especies, 1238, 1244r 
Babesiosis, 1244r 
Bacillus, especies, 738 

- aislamiento, 743, 744c 

- B. anthracis, 739, Vease tambien Carbuno 

identificacion, 744, 745c 

- B. cereus, 741 

- - factores de virulencia, 741 

- - gastroenteritis, debida a, 741 

- - identificacion, 744,745c 

- B. mycoides, identificacion, 744, 745c 

- B. thuringiensis, identificacion, 744, 745c 

- bacteriemia debida a, 742 

- endocarditis debida a. 742 

- identificacion, 744, 744c 

procesamiento de muestras, 743, 746c 

- - recoleccion de muestras, 743, 746c 

- - seguridad del laboratorio, 743, 746c 

- infecciones hospitalarias, 743 

- infecciones en los huespedes inmunocompro- 

metidos, 742 

- infecciones musculoesqueleticas, 743 

- infecciones oculares, 743 

- infecciones oportunistas, 742 

- sensibilidad a los antibioticos, 745 

- taxonomia, 738 
Bacilos, 169r 

- con forma de bastones, inmoviles, oxidasa- 

positivos, identificacion de no fermenta- 
dores, 347c 

- defmidos, 172, 174f 

Bacilos acido-alcohol resistentes, tincion, recupe- 
racion e identificacion de micobacterias, 
1027, 1028c, 1029c, Protocolo 19, Lamina 
en color 19 
Bacilos curvos, 372 
Bacilos gramnegativos 

- anaerobios 

- - no esporulados 

clasificacion, 870 
identificacion, 870 
nomenclatura asociada, 870 

- - pigmentados, identificacion, 871, 873c, 

878r 

- curvos, 372 

- enterobacterias, 206 

- fermentadores oxidasa positivos, 387 

- no fermentadores, 210, 289, 

- - acetamida-positivos, identificacidn de no 

fermentadores, 349c 

- - defmidos, 291 

- - descritos, 301 

- - desnitrificantes, identificacion de no fer¬ 

mentadores, 352c 

- - dextrosa-negativo, identificacion de no 

fermentadores, 354c 

- - dextrosa-positivo, identificacion de no fer¬ 

mentadores, 353c 

- - fluorescente, identificacion de no fermen¬ 

tadores, 348c 

- - fluorescentes, identificacion de no fermen¬ 

tadores, 348c 

- - generos de importancia medica, taxono- 

mfa, caracteristicas bioquimicas e 
importancia clmica, 301, 302r 

- - identificacion 

- - - descarboxilacion, 300, Protocolo 6, 

Lamina en color 1 

- - - enfoque practico, 342,343c 

- - - esquemas computarizados, 342 

- - - factores y dificultades, 339r 

- - - falta de crecimiento en agar de 

MacConkey, 297 
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Bacilos gramnegativos (Cont.) 

- - - falta de evidencia para la fermenta- 

cion de glucosa, 297 

- - - falta de motilidad oxidasa-negativa, 

344c 

- - - hidrolisis de esculina, 300, Protocolo 

7, Lamina en color 1 

- - - hidrolisis de urea, 299, Protocolo 6, 

Lamina en color 1 

- - - sistema API 20E, identificacion de no 

fermentadores, 345, 355r 

- - - metodo de tincion de Leifson, 300, 

Protocolo 7, Lamina en color 1 

- - - metodo de tincion Ryu, 300, 

Protocolo 7 

- - - morfologia de los flagelos, 301 

- - - motilidad, 298, 299f, Protocolo 7, 

Lamina en color 1 

- - - motilidad oxidasa-positiva, 348c 

- - - niveles de servicio, 339, 339r 

- - - P. aeruginosa, 339 

pigmentacion, 351c 

- - - problemas asociados, 339,339r 

- - - produccion de indol, 300, Protocolo 

1, Lamina en color 1 

- - - produccion de pigmentos, 298 

prueba de utilizacion de glucosa, 297, 
297f, Protocolo 7, Lamina en 
color 1 

- - - pruebas convencionales, 340, 34 Ir, 

343c 

- - - pruebas, Protocolos 1-4, Lamina en 

color 7-lD-H, Lamina en color 
7-2 A-E.6-2,6-6,6-7,7-1-7-4, 
297, 298f, 299f, 300r 

- - - reaccion de la citocromo oxidasa 

positiva, 297, Protocolo 5, 
Lamina en color 1 

- - - reduccion de nitratos, 299, Protocolo 

6 

senales iniciales, 297, Protocolo 1, 
Lamina en color 1 

- - - sistema API 20NE, 345, 355r 

- - - Sistema AutoScan-4, 358 

- - - Sistema Biolog, 357 

- - - sistema Crystal Enteric/no fermenta¬ 

dores, 356 

- - - sistema de identificacion automatiza- 

do, 358 

- - - sistema de microbiologia automatiza- 

do Phoenix, 359 

- - - sistema RapID NF Plus, 356, 357r 

- - - sistema Remel N/F, 345, 350, 356r 

- - - sistema Sensititre AP80, 359 

sistema Vitek 2, 358 

- - - sistema Vitek Legacy, 358 

- - - sistemas de equipos comerciales, 342, 

345, 350, 355r, 358 

- - - sistemas, seleccion, 358 

- - - tecnica del montaje hiimedo, 300 

- - - tubo Oxi/Ferm, 345 

- - - Walkaway-40,358 

- - - Walkaway-96,358 

- - indol-positivos, caracterfsticas, 331c 

- - inmoviles, oxidasa-negativos, identifica¬ 

cion de no fermentadores, 344c 

- - lactosa-positivos, identificacion de no fer¬ 

mentadores, 348c 

- - lisina-positivos, identificacion de no fer¬ 

mentadores, 350c 

- - metabolismo, 291 

- - - fermentativo, 291,296f 

- - - moviles, oxidasa-positivos, identifica¬ 

cion de no fermentadores, 

348c 

- - - oxidativo, 291,296f 

- - - via ED, 294,294f 

- - - vlaEMP, 291,296f 


- - - via de hexosa monofosfato de 

Warburg-Dickens, 296, 296f 

- - nomenclatura, 347c 

- - pigmentados, identificacion de no fermen¬ 

tadores, 351c 

- - - recuperacion, pautas, 339 

- nomenclatura, 292 

- - nomenclatura, 292c 

- con requerimientos nutricionales especiales, 

407 

- shock endotoxico, 205 
Bacilos grampositivos 

- aerobics y facultativos, 728 

bacterias de dominio, clasificacion, 730r 

- anaerobios, no esporulados, identificacion, 

881, 885, 887c, 888c 
Bacitracina, sensibilidad 

- diferenciacion de micrococos y estafilococos, 

612 

- identificacion de estreptococos, 680, Protocolo 

13, Lamina en color 13 
BACTEC, 1434 

BACTEC Myco/F Lytic, deteccion de micobacte- 
rias, 1035 
Bacterias 

- anaerobias, 836 

- - antibiogramas, 896 

caracteristicas, 859, 860r 

- - caracterizacion, 859, 859r 

pruebas bioqulmicas convencionales 
en tubos grandes, 862 
clasificacion, 840c 
clasificacion taxonomica, 839, 840c 
cultivo 

- - - camara de anaerobiosis, 855, 855f. 

856f 

- - - jarra de anaerobiosis, 856, 857f, 857r 

recuperacion optima, 853r 
resultados, informe preliminar, 859 
sistema de bolsas para anaerobios, 

856 

sistema de giro y siembra en estria, 
856 

- - - sistemas anaerobios, 853, 853f, 853r, 

857r 

tecnicas en jarra de anaerobiosis, 853, 
854f 

determinacion de productos metabolicos, 
GLC, 864, 865c, 866c, 867f, 867r, 
869r, 873c 

- - diferenciacion 

determinacion de las caracteristicas 
de cultivo y bioqulmicas, 859, 
859r, 860r, 861c 

identificacion presuntiva, 859, 860r 
medios de agar diferenciales, 860, 
861c, 862r 

- - - microsistemas comerciales, 863 

- - • placas Presumpto, 860, 861c, 862r 

placas de sensibilidad a los antibioti- 
cos, 862 

- - - pmeba de CAMP, 863 

pmeba de Nagler, 863 

- - habitat, 838,838r 

- - identificacion, 849, 849c, 852c, 853r, 866 

- - - agar sangre para anaerobios de los 

CDC, 853r 

- - - bacilos gramnegativos no esporula¬ 

dos, 870 

- - - bacilos grampositivos anaerobios no 

esporulados, 882, 887c, 888c 

- - - cocos, 881, 883c, 884c 

- - - equipos comerciales, 863 

- - - especies de Bacteroides, 870, 873c, 

878r 

- - - examen directo de materiales cllnicos, 

850 

- - - hemocultivo, 849 


- - - incubacion de cultivos, 857 

- - - pruebas de aerotolerancia, 858, 859f 

- - infecciones humanas, 840, 847f, 848c, 

848r 

- - - descritas, 840, 847f, 848c, 848r 

- - - incidencia, 848r 

- - - origen endogeno, 848r 

- - - origen exogeno, 848r 

- - - sitios, 847f 

- - inspeccion y subcultivo de colonias, 858 

- - medios, 851, 852c, 853r 

- - muestras que no deben cultivarse, 849c 

- - nombres actuales y anteriores, 841c 

nomenclatura asociada, 839, 840c 
recoleccion y transporte de muestras, 849 

- - seleccion de muestras para cultivo, 849, 

849c 

- anatomla, 165 

- capsulas, 184 

- citoplasma, 175 

- clasificacion jerarquica, en Manual de 

Bacteriologia Sistemdtica de Bergey, 
166r 

- clasificacion, criterios filogeneticos, 163, 166r 

- corineformes, 746, 750, 75 Ir, 759c, 771 

antibiogramas, 759, 759c 

- - pruebas de sensibilidad a los antibioticos, 

759, 759c 

- crecimiento, cinetica, 191, 19If 

- denominacion, 162, 162r 

- descripcion, 3 

- efectos de la utilizacion de piruvato, 193, 

195f, 196f 

- estructuras de superficie, 184, I84f 

- fermentacion, 191, 193f 

- fimbrias, 185 

- fisiologia, 165 

- flagelos, 185, I87f 

- generacion de energia, 189, 191, 192f 

- gramnegativas, membrana celular, componen- 

tes, 911f 

- grampositivas 

- pared celular, componentes, 91 Of 

- tratamiento antibiotico, resistencia, 968 

- identificacion 

- - abreviada, 40c 

- - colonias utilizadas, caracteristicas, 33, 

35r 

- - reacciones en agar, 35r 

- - tipos de colonias, 36c 

- identificacion fenotipica, 162, I64r 

- intercambios geneticos, 186, 187f 

- litotrofas, 188 

- metabolismo, 191, 192f 

- - requerimientos, 188, 188c, 190f 

- morfologfas, 174f 

- nocardioformes, 819 

- - prueba de sensibilidad por difusion con 

discos, 1420 

- - prueba de sensibilidad por microdilucion 

en caldo, rendimiento, 1420 
sin requerimientos nutricionales especiales 

- pili, 185 

- quimiolitotrofas, 189 

- recombinacion, 186, 187f 

- relaciones con el oxigeno, 837 

- requerimientos, 187f, 188, 188c 

- resistencia a antibioticos, mecanismos, 908c 

- sin requerimientos nutricionales especiales 

- prueba de sensibilidad por difusion en 

disco, 1420 

- - prueba de sensibilidad por dilucion en 

microcaldo, rendimiento, 1422 

- taxonomia, 162, 162r, 166r 

- ultraestructura, 909f 

- “similares a Streptococcus'', 639 
Bacteriemia 

- asociada con cateteres, 98 
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- - consideraciones especiales relacionadas, 

103 

- B. henselae, 478 

- descritas. 96 

- especies de Bacillus y, 741 

- especies de Haemophilus y, 418 

- factores de riesgo. 96, 97c, 165, 173r 

- posparto, especies de Haemophilus y, 41 Ir, 

419 

- pronostico, 96, 96c 

- S. aureus y, 603r 

- S. epidermidis y, 608r 

- tasas de mortalidad, 91,91c, 165, 173r 

- tipos, 96, 97c 
Bacteriofagos lisogenicos, 187 
Bacteriuria 

- deteccion, cultivo, 85 

- examen microscopico, 84 

- pruebas de cribado, 84 
Bacteroides, 171r 
Bacteroides, especies 

- B. fragilis 

- - caracteristicas diferenciales, 875c 

identificacion, 870, 873c 

- B. ureolyticus, 381, 879 

- identificacion, 870. 872r, 873c 

- - caracteristicas, 878c 

- productos metabolicos, 877c 
BactiCard, identificacion de especies de 

Neisseria, 566 

Balantidium coli, 1214, 1215f 

- ciclo vital, 1215f 
Balneatrix, especies, 318, 319c 
Banda API 20E, 273, 273c 
Bartlett, Raymond, 17 
Bartonella, especies, 474 

- aislamiento, 481 

cultivo, 481 

- morfologia de las colonias, 482 

- - tincion de Gram, 482 

- B. bacilliformis 

- fiebre de Oroya, 476 
verruga peruana, 476 

- B. henselae 

- - angiomatosis bacilar, 477 

- - bacteriemia, 478 

- peliosis, 477 

- B. quintana 

- - angiomatosis bacilar, 477 

- endocarditis, 479 

- - fiebre de las trincheras, 477 

- descritas, 474 

- deteccion, 481 

- diagnostico serologico, 484 

- distribucion geografica, 475 

- endocarditis, 479 

- enfermedad del aranazo del gato, 480 

- epidemiologia, 474 

- identificacion, 481,483c 

caracteristicas bioquimicas, 483c 

- importancia clmica, 476 

- neurorretinitis, 481 

- otras infecciones, 481 

- recuperacion, tipos de muestras, 481 

- resena, 474 

- sensibilidad a los antibioticos in vitro, 486 

- taxonomia, 474 

Bases de acidos nucleicos, estructura molecular, 
175f 

Beauveria, especies, conidios producidos en 
forma aislada, 1136, 1136f, 1137r 
Bergeyella, especies, 331c, 332 

- B. zoohelcum, 292c 

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, cla- 
sificacion jerarquica de bacterias de impor¬ 
tancia clmica, 166r 
p-hemolisis/citolisina, 650 
P-laciamasa(s), 912, 916c, 917c 


- de amplio espectro 

- - evaluacion de sensibilidad, 957, 959c, 

960c, 960f 

- - pruebas confirmatorias, 960c 

- - pruebas de cribado, 957 

- de amplio espectro, mediada por plasmidos, 

caracteristicas, 915. 917c 

- caracteristicas. 918r 

- esquema de clasificacion funcional de Bush- 

Jacoby-Medeiros, 915, 916c 

- evaluacion de sensibilidad, 949 

- - descrita, 949 

relacionada con N. gonorrhoeae, 952 

- - relacionada con especies de enterococos, 

952 

- - relacionada con especies de estafilococos, 

949 

relacionada con especies de Haemophilus, 
952 

- - relacionada con Moraxella-catarrhalis, 

952 

p-lactamico(s) 

- especies de Enterococus resistentes, 966 

- especies de Staphylococcus resistentes, 957, 

961f, 962r, 963f 

- S, pneumoniae resistente, 963, 964f 
Bifidobacterium, especies, identificacion, 885 
Bilophila, especies, 880, 880r 

BioBASE, 272 

Biopsia muscular, deteccion de parasitos, 1201 
Biopsia tisular, deteccion de parasitos, 1201 
Biopsia(s) 

- manipulacion, 103 

- muscular, deteccion de parasitos, 1201 

- tisular, deteccion de parasitos, 1201 
Bioterrorismo, laboratorio de microbiologia, 58, 

59c, 60c 

Biplaca agar sangre-agar de MacConkey, 3If 
Bipolaris, especies, 1159, 1160f 
Blastoconidios, 1107r, 1108f 
Blastomicosis, 1145, 1145f, 1146f, 1147r 

- diagnostico con el uso de tecnicas sin cultivo, 

1146, 1147r 

- presentacion de laboratorio, 1145, 1145f, 

1146f, 1147r, Lamina en color 21 
Blastosporas, 1106 
Boca de trinchera, 71 

Bolsas de plastico desechables anaerobias, 856 
Bordetella, especies, 292c, 324, 325c, 337c, 487, 
489, Vease tambien Tos convulsa 

- aislamiento, 493, 494r, 496c 

- - medios de cultivo, 494, 494r 

muestras, 494 

- B. bronchiseptica, importancia clinica, 493, 

496c 

- B. hinzii, importancia clinica, 493, 496c 

- B. holmesii, 338, 338c 

importancia clinica, 493, 496c 

- B. pertussis 

- - aislamiento, medios de cultivo, 494, 495r 

- - deteccion, nuevas tecnologias, 497 

- - factores de virulencia, 49 Ir 

identificacion, 496, 497 

- - importancia clmica, 489, 49Ir 

- B. trematum, importancia clinica, 494, 496c 

- caracteristicas culturales, 492 

- deteccion, prueba IFD, 495 

- identificacion, 492, 494, 494f, 496c 

- - caracteristicas bioquimicas. 496c 

- medios de cultivo, 494c, 495, 496c 

- pruebas de sensibilidad a los antibioticos, 499 

- taxonomia, 487, 489 

Borrelia, especies, 1077c, 1079c, 1081c, 1085 

- B, burgdorferi, medio de cultivo de Barbour- 

Stoenner-Kelly, 1091, 1092r 

- descripcion, 1085 

- enfermedad de Lyme, 1085, Vease tambien 

Enfermedad de Lyme 


- epidemiologia, 1085 

- fiebre recurrente, 1085 
Botulismo, 895 

- causas, 199 

Brevibacterium, especies, 785, 787c 
Brevundimonas, especies, 292c, 316 

- B. diminuta, 316 

- B. vesicularis, 316 

Brochothrix, especies, caracteristicas, 730c 
Broncoscopia rigida, diagnostico de infeccion del 
aparato respiratorio inferior, 76 
Broncoscopio 

- flexible, diagnostico de infecciones del apara¬ 

to respiratorio inferior, 76 

- rigido, diagnostico de infecciones del aparato 

respiratorio inferior, 76 
Bronquiolitis, 73 

- infecciones virales y, 1311c 

Bronquitis, especies de Haemophilus y, 41 Ir, 417 
Brucelaceas, 326c, 328 
Brucella, especies, 459, Vease tambien 
Brucelosis 

- aislamiento, 466c 

- caracteristicas de cultivo, 461 

- identificacion, 465, 466c 

- taxonomia, 461 

- virulencia, 461 

Brucelosis, Vease tambien Brucella, especies 

- diagnostico serologico, 463 

- distribucion geografica, 459 

- epidemiologia, 459 

- espectro clmico, 462, 464r 

- incidencia, 460 

- trabaj adores de laboratorio, 460 

- transmision, 459 

- tratamiento, 465 
Budvicia aquatica, 264c 

- reacciones bioquimicas, 228c 
Bunyaviridae, especies descritas, 1280c 
Bunyavirus, manifestaciones clmicas, 1291, 

1291c 

Burkholderia, especies, 292c 

- B. cepacia, 310, 312c 

- B. gladioli, 311, 312c 

- B. pseudomallei, 306, 308c, 309r 

- Burkholderiaceae, 306, 308c, 309r, 312c, 

313r, 314c 

- complejo B. cepacia, 310, 312c 
Buttiaxuella, especies 

- mas nuevas, 264c 

- - caracteristicas diferenciadoras, 263, 266c 

- reacciones bioquimicas, 228c 

C 

Cabello(s), examen directo, diagnostico de enfer- 
medades infecciosas, 23c 
Cadena de transporte de electrones, 195 
Cadherina-E, factor de virulencia para L. 

monocytogenes, 731 
Caliciviridae, especies, descritas, 1281c 
Calicivirus, manifestaciones clmicas, 1293c, 1294 
Calculo de frecuencia de aparicion y probabilidad 
porcentual, 275c 
Caldo(s) 

- diagnostico de tuberculosis, 1019 

- enriquecimiento para enterobacterias, 214, 

216c 

- para gramnegativos, recuperacion de entero¬ 

bacterias, 215, 216c 

- medio de cultivo y micobacterias, 1032 

- de selenito para enterobacterias, 215, 216c 
Camara de anaerobiosis, 855 

- modelo 1024, 856f 
Campilobacterias, exespecies de Wolinella y 

Bacteroides, 381, 382c 
Campylobacter, especies 

- C. coli, 311, 31Sc 

- C. concisus, 377, 378c 
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Campylobacter, especies (Cont.) 

- C. fetus 

- C. curvus, 378c, 381, 382c 

- - subespecie/^m^, 377,378c 

- - subespecie venereal, 377, 378c 

- C gracilis, 378c, 382, 382c 

- C helveticus, 377, 378c 

- C hyoilei, 378c, 380 

- C. hyointestinalis, 378c, 380 

- C. jejuni 

- - resena, 373 

- - subespecie doylei, 378c, 380 

- subespecie jejuni, 373, 374c, 376c, 377r, 
378c 

- - - aislamiento de laboratorio, 373, 375c, 

376c, 377r 

- - - identificacion por culiivo, 373, 378c 

- - - identificacion presuntiva en heces, 

374 

- - - importancia clmica, 373 

- C. lari, 377, 378c 

- C. mucosalis, 378c, 380 

- C. rectus, 378c, 381, 382c 

- C. showae, 378c, 380 

- C sputorum, 378c, 380 

- C. upsaliensis, 378c, 381 

- caracteristicas, 374c, 377, 378c 

- clasificacion, 372, 374c, 375c, 375r, 376c, 

378c, 381c, 383c 

- descritas, 374 

- enterohepaticas, identificacion, 387 

- identificacion, 384, 384r, 385c 

- - colonias y muestras de heces, 385, 385r 

- - metodos de deteccion directos, 385 

- - pruebas sin cultivo, 384 
Candida, especies, 1168, 1171r 

' C. albicans, identificacion, agar harina de 
maiz, 1167 

- C. glabrata, 1174, 1174f 

- C. 1168, 1168f 

- C. parapsilosis, 1168, 1168f 

- C. tropicalis, 1168, 1168f 

- infecciones, 1172r 

- paiogenicas emergentes, 1168, 1169f 
Candidiasis, 1169, 1171r 

- cutaneas, 1171r 

- diseminadas, 1171r 

- mucocutanea, 1171r 

- de las vias urinarias, 1171r 
Capa mucilaginosa (glucocaliz), 184 
Capillaria Philippinensis, 1226 
Capnocytophaga, especies 

- caninas, 453, 455c 

- - caracteristicas bioquimicas, 455c 

- - caracteristicas del cultivo, 453c, 455c 

- - identificacion, 453c, 455c 

sensibilidad a los antibioticos, 452 

- - taxonomia, 451 

- humanas, 451 

- - caracteristicas bioquimicas, 448c 

- - caracteristicas de cultivo, 451, 452 

- - importancia clmica, 451 

- - sensibilidad a los antibioticos, 452 

- - taxonomia, 451 

Capsula 

- bacteriana, 184 

- de polisacaridos, 656 
Captacion de hierro, 1442 

- identificacion de micobacterias. 1037, 

Protocolo 19 

Captura de hibridos, 134, 135f 
Carbono, crecimiento y metabolismo bacteriano, 
188, 189c 
Carbunco 

- cutaneo, 739 

- epidemiologia, 739 

- gastrointestinal, 740 

- industrial, 739 


- inhalatorio, 740 

- no industrial, 739 

- orofarmgeo, 740 

- presentacion clmica, 740 

- prevencion, 741 

- pulmonar, 740 

- tratamiento, 740 
Cardiobacterium hominis, 445, 448c 

- caracteristicas de cultivo, 445 

- identificacion, 445 

- - caracteristicas bioquimicas, 448c 

- importancia clmica, 445 

- sensibilidad a los antibioticos, 446 

- taxonomia, 445 
Caries dental, 71 
Casema, hidrolisis, 1418 
Catalasa, 198, 1383 

- identificacion de micobacterias por la activi- 

dad de, 1037, Protocolo 19, Lamina en 
color 19 

Catalasa a 68 ”C, 1439 
Cateter(es) 

- bacteriemia, 98 

consideraciones especiales, 103 

- infecciones, intravenosas, S. epidermidis y, 

607r 

- sepsis, 98 

- - consideraciones especiales, 103 
Cati6n(es) 

“ coneentracion, examen de actividad 

inhibidora de agenies antibioticos, 

930 

- tratamiento antibiotico, 922 
Caulobacterias, 316 

- grupo Brevundimonas diminuta, 316 

- grupo rRNA, 316 

Cavidad oral, infecciones, 71, 72f 
CDC, Vease Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC) y Vease Grupos bacte- 
rianos de los CDC 

CDC, esquema de identificacion de no fermenta- 
dores, 341 
Cedecea, especies 

- mas nuevas, 264c 

- - caracteristicas de diferenciacion, 263, 

266c 

- reacciones bioquimicas, 228c 
Cefalosporina(s), especies de Haemophilus 

resistentes, 963 

Cefipima, pruebas de cribado, 959c 
Cefotaxima, pruebas de cribado, 959c 
Cefoxitina, pruebas de cribado, 959c 
Cefpodoxima, pruebas de cribado, 959c 
Ceftazidima, pruebas de cribado, 959c 
Ceftriaxona, pruebas de cribado, 959c 
Cellulomonas, especies, 786, 788, 789c 
Cellulosimicrobium, especies, 788, 789c 
Celula(s) 

- bacteriana(s) 

- - crecimiento, cinetica, 191, 191f 

- - estructura nuclear, 172, 175f 

- - forma, 165, I74f, 175f 

- - membrana citoplasmatica, 176 

> ' replicacidn de DNA. 172 

- - tamano, 165, 174f, 175f 

transcripcion, 173 

- conidiogena, 1107r 

- eucariontes, 165, 173r 

- Hfr, 188 

- ‘‘pieM133 

- procariontes, 165, 173r 
Celulitis, 7, 94 

- diagnostico, 92 

- especies de Haemophilus y, 420 

- estreptococos y, 646 

- presentacion clmica, 94 

Centers for Disease Control and Prevention 
(CDC) Advisory Council for the 


Elimination of Tuberculosis, 1018 
Centers for Disease Control and Prevention 

(CDC), designacion alfanumerica para espe¬ 
cies bacterianas, 295c 
Centrifugacion 

- precauciones de seguridad, 48 

- recuperacion e identificacion de micobacte¬ 

rias, 1026, 1026c 
Cenurosis, 1261 
Cepa de referenda, 163 
Cereolisina, 741 
Cereulida, 742 
Cervicitis, 86 

- diagnostico, 87 
Cestodo(s), 1228 

- descritos, 1228, 1229f 

- Diphyllobothrium latum, 1231, 123If, 1232r 

- Dipylidium caninum, 1232 

- especies de Hymenolepsis, 1232, 1233f, 

1233r 

- especies de Taenia, 1229f, 1230, 1230r 

- H nana, 1232, 1233f, 1233r 

- del pez gigante, 1231, 1231f, 1232r 
Chaetomium, especies, 1160, 1162f 
Chagas, enfermedad, 1247 

Chancroide, especies de Haemophilus y, 41 Ir 
Chinche(s), 1364, 1364f 

- reduvidea(s), 1363f 
CHROMagar, 1165 
Chromobacterium, especies, 401 
Chryseobacterium, especies, 292c, 329, 330, 

331c 

Chrysosporium, especies, conidi os producidos en 
forma aislada, 1135, 1136f 
Ciclo de los acidos tricarboxflicos de Krebs. 193, 
196f 

Ciclo diagnostico 

- analisis de resultados, 44, 44r 

- criterios para rechazo de muestras, 14, 15r 

- examen microscopico, 15, 17, 17r, 18c, 24r, 

26r 

- fases, 10, lOf, 13c, 15r, 16c, 17r, 18c, 21r, 25r, 

28c, 29f, 33c, 33r, 37f, 39r, 40c, 44r 

- - fase analitica, 15, 17, 17r, 18c, 24r, 26r, 

28c, 30f, 35c, 35r, 37f, 39r, 40c 

- - fase posanalitica, 43, 43c, 44r 

- fase preanaUtica. 9f, 10, 12c, 15r, 16c 

- informe de resultados, 43, 43c 

- interacciones con epidemiologos, 44 

- mantenimiento de muestras y registros, 44 

- observaciones preliminares de muestras, 14 

- recepcion de muestras, 14 

- recoleccion de muestras, 9f, 10, 12c 

- relaciones costo-eficacia, 15, 16c 

- transporte de muestras, 10, 12, 12c, 14, 14r 
Cigomiceto(s), 1107r, 1108f 

- histopatologla, infecciones, 1123f 

- observaciones preliminares sugestivas, 

1185 

- identificacion, 1118 
Cigospora(s), 1108r, 1109f 
Cimex lectularius, 1374 

Circinella, especies, identificacion, 1120, 

1122f 

Cisticercosis, 1230r 
Cistitis 

- hemorragica, infecciones virales y, 1312c 

- incrustada alcalina, 770 
Citocina, 7, 8 
Citocromooxidasa 

- identificacion por la actividad de, 209, 

Protocolo 1, Lamina en color 6 
Citolisina/hemolisina, factor de virulencia en 
especies de Enterococcus, 667 
Citologia 

- cervical, clasificacion de Bethesda, 1307c 

- deteccion de C. trachomatis, 1348 
Citomegalovirus (CMV) 
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- deteccion inmunologica, 1336 

- deteccion molecular, 1339 

- diagnostico serologico, 1344 

- manifestaciones cimicas, 1301 
Citoplasma, bacteriano, 176 
Citrobacter, especies, 249c 

- caracterfsticas de identificacion, 226c 

- especies, diferenciacion, 250c 

- reacciones bioquimicas, 228c 
Citrobacterreae (tribu), 221c, 249, 249c, 

250c 

- caracterfsticas de identificacion, 226c 
Cladophialophora (Cladosporium) carrionii, 

1162, 1162f 
Clamidias, 171r 
Clamidoconidio. 1107r 
Clamidospora, definida, 1106 
Clamydia, especies 

- C. pneumoniae, infecciones, 1349 

- C. psittaci, infecciones, 1348 

- C. trachomatis, 1346, 1347 

- aislamiento, cultivo celuiar, 1347 

- deteccion de acidos nucieicos, 1347 

- - deteccion de antigenos, 1347 

- deteccion citologica, 1348 

- - deteccion directa en muestras cimicas, 

1347 

deteccion morfologica de inclusiones, 

1347 

- diagnostico serologico, 1348 

- infecciones 

- - - caracterfsticas cimicas, 1346 

epidemiologia, 1346 
ninos con abuso sexual, 1348 
recoleccion de muestras, 1347 

- infecciones, 1345, 1347 

Clasificacion de la citologia cervical de Bethesda, 
1307c 

Clasificacion, definida, 162 
Cleistotecia, 1125, 1128f 
CLO-3, 379c, 383, 383c 
Clonorchis sinensis, 1236, 1239f, 1239r 
Clonorquiasis, 1240r 

Cloranfeniciol, especies de Haemophilus resis- 
tentes, 963 

Cloroquina, infecciones parasitarias, 1264c 
Cloruro de sodio al 5%, crecimiento, identifica¬ 
cion de micobacterias, 1042, Protocolo 19 
Clostridios, 168r 

- histotoxico, mionecrosis por clostridios o gan- 

grena gaseosa, 889 
Clostridium, especies 

- C. botulinum, 895 

- C. dijficile 

- diagnostico de laboratorio, 894, 894r 

- enfermedad intestinal asociada, 893, 894r 

- - recoleccion y transporte de muestras que 

contienen, 893 

- C. perfringens 

enfermedad intestinal que invoiucra, 892 

- - prueba CAMP, 863 

- C ramosum, 893 

- C tetani, 896 

- identificacion, 886, 890c, 895r 
Coaglutinacion, identificacion de estreptococos, 

685 

COBAS AMPLICOR, identificacion de especies 
de Neisseria, 569 

Coccidioides, especies, C immitis, 1146, 1149f, 
1150r 

Coccidioidomicosis, 1146, 1149f, 1150r, Lamina 
en color 21 

Coccidios, intestinales, 1214, 1216f, 1217f, 

1217r 

Coco(s) 

- anaerobio, identificacion, 881, 883c, 884c 

- definido, 172, 174f 

- grampositivo 


- - estafilococo, 593 

estreptococo, 639 
Cocobacilar, definido, 172, 174f 
Cocobacilo(s), inm6vil(es), oxidasa-positivos, 
identificacion de no fermentadores, 346c 
Cocolisina, factor de virulencia en especies de 
Enterococcus, 667 

Codigos de Current Procedural Terminology 
(CPT), 48 
Colera 

- Bengala, 388 

- causas, 388, 388c, 389r 

- hemisferio occidental, 389 

- resena mondial, 388 

- toxinas, accion, 389r, 390f 
Colitis, hemorragica, 239r 

College of American Pathologists (CAP), 

Comision sobre inspeccion y acreditacion 
de laboratorios, 60, 1043 
Colonias, caracterfsticas macroscopicas, 33, 34f, 
35c, 35r, 36c 

Coloraciones acido-alcohol resistentes 

- examen microscopico de muestras, 25 

- Ziehl-Nielsen, examen microscopico de 

muestras, 20c 

Coltivirus, manifestaciones clinicas, 1294 
Comamonadaceae, 315 

- grupo acidovorans, 315 

- grupo facilis-delafieldii, 316 
Comamonas, especies, 293c 

Combinacion BACTEC TB-sonda de DNA, iden¬ 
tificacion de micobacterias, 1058 
Comensalismo, 4 

Comision sobre inspeccion y acreditacion de 
laboratorio. College of American 
Pathologists (CAP), 60 
Comite sobre abuso y abandono infantil, 
American Academy of Pediatrics, 574 
Complejo Streptococcus bovis/streptococcus 
equinus, 663 

Compuesto, medios selectivos en recuperacion de 
Enterobacteriaceae, 211, 214r 
Confidencialidad, relacionada con el paciente, 
laboratorio de microbiologia, 47 
Conidi6foro(s), l]07r, 1108f, 1123, 1123f 
Conidios 

- celulas conidiogenas, 1107r 

- defmicion, 1106 

- hongos hialinos productores de cadenas, 

1131, 1131f, 1132f 

- hongos hialinos productores de grupos, 

1132,1132f 
Conjugacion, 187 
Conjuntivitis 

- Haemophilus, y, 

- presentacion clmica, 94 
Contrainmunoelectroforesis (CIE), 112 
Control de calidad 

- desarrollo de procedimiento de perfusion en 

disco estandarizado, 942, 947c 

- evaluacion de la actividad inhibidora de los 

agentes antibioticos, 932, 933c, 934c 

- identificacion de resultados de sensibilidad a 

los antibioticos, 39 

- laboratorio de microbiologia, 59 

monitorizacion de equipamiento de labo¬ 
ratorio, 60, 61c 

- - monitorizacion de medios de cultivo, 

reactivos e insumos, 61, 62c 

- - programa. componentes, 60 
Cordylobia anthropophaga, 1373 
Corineforme. definido, 172, 174f 
Coriza, infecciones virales y, 1311c 
Coronaviridae, especies, descritas, 1280c 
Coronavirus 

- manifestaciones cimicas, 1293, 1293c 

- OC43, humano, 1280c 

- SRAG 


- - deteccion molecular, 1339 

- - diagnostico serologico, 1348 
Corynebacterium, especies, 746 

- aislamiento, 768f 

- algoritmo de identificacion, 767f 

- C accolens, 75 Ir 

- C. afermentans, 75 Ir 

- C. amycolatum, 75Ir, 759, 762c, 763c 

- C appendicis, 75 Ir 

- C. argentoratense, 75Ir 

- C. atypicum,15lv 

- C. aurimucosum, 752r 

- C. auris, 75 Ir 

- C. bovis, 752r 

- C. confusum, 752r 

- C. coyleae, 752r 

- C. diphtherieae, 753r, 761c, 763c, 765, 766, 

Protocolo 14, Lamina en color 14 

- C durum, 753r 

- C freneyi, 753r 

- C glucuronolyticum, 753r 

- C. imitans, 753r 

- C. jekeium, 762c, 769 

- C. kroppenstedtii, 754r 

- C lipophiloflavum, 754r 

- C. macginleyi, 754r 

- C. matruchotii, 754r 

- C. minutissimum, 754r 

- C. mucifaciens\, 755r 

- C. nigricans, 755r 

- C. propinquum, 755r 

- C pseudodiphtheriticum, 755r, 763c, 769 

- C riegelii, 756r 

- C sanguinis, 756r 

- C seminale, 753r 

- C. simulans, 756r 

- C singulare, 757r 

- C striatum, 756r, 763c, 769 

- C sundsvallense, 757r 

- C thomssenii, 757r 

- C. ulcerans, 757r 

- C. urealyticum, 754r, 763c, 770 

- C. xerosis, 753r 

- caracterfsticas, 748c 

- grupo FI, 758r 

- grupo F2, 758r 

- grupo G, 758r 

- grupo I, 758r 

- identificacion, 746, 750, 75Ir, 759c 

- miembros aislados de seres humanos, 759, 

761c, 766, 767, Protocolo 14, Lamina en 
color 14,E,F 

- pruebas de sensibilidad a los antibioticos, 

752, 759c 

- relacionadas con animates, 770, 772c 
Coxiella, especies 

- aislamiento en cultivo, 1351 

- caracterfsticas cimicas, 1349 

- deteccion directa de antfgeno y acido nucleico 

en muestras cimicas, 1351 

- epidemiologia, 1349 

- infecciones, 1349 

diagnostico serologico, 1351 
Crioaglutininas, 1003 
Criptococosis, 1170, 1173f, 1175r 

- cutanea, 1175r 

- diseminada, 1175r 

- pulmonar, 1175r 
Criptosporidiosis, 1217r 
Cromatograffa gas-lfquido 

- controles, 866, 866f, 873c 

- determinacion de productos metabolicos de 

anaerobios, 864, 864c, 865c, 867f, 

867r, 869r, 873c 

- analisis de acidos no volatiles, 864, 

869r 

- - identificacion de acidos grasos volatiles, 

866, 867f, 873c 
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Cromatografia gas-liquido (Cont.) 

- recuperacion de micobacterias, 1032 
Cromatografia liquida de alto rendimiento 

(HPLC) 

- diagnostico de tuberculosis, 1020 

- recuperacion de micobacterias, 1032 

- con uso de fluorescencia (HPLC-FL), 

recuperacion de micobacterias, 1032 
Cromomicosis, 1166r 

- agentes, 1160 

- definida, 1160 

Cromomicosis/micetoma, observaciones 

preliminares sugestivas de los agentes, 1189 
Crup, Vease Laringitis, estridulosa 
Cryptococcus, especies 

- C neoformans, 1170, 1173f, 1175r 

- C neoformans, meningitis, 90 
Cryptosporidium, especies, C. parvum, 1214, 

1216f, 1217r 

- anotaciones de laboratorio, 1216, 1217r 

- descritos, 1214, 1217r 

- identificacion de laboratorio, 1215, 1217f 
Cultivo(s) 

- aislamiento viral, diagnostico de infecciones 

virales, 1316 

- basado en carbon selective libre de sangre, en 

aislamiento de C jejuni, 376c 

- celulares 

- aislamiento de C. trachomatis, 1347 

- artificios, 132 If 
diagnostico de infeccion viral 

- - - aspectos tecnicos, 1320, 1322f, 

1322r 

- - - contencion, 1318, 1320, 132 If 

- - - inoculacion e incubacion, 1323, 

1323f 

- - - preparacion y mantenimiento, 1316, 

1317c, 1318c 
seleccion, 1321 

- diagnostico virologico, evolucion, 1273 

- - normales, 1316, 1318f 

- - tambor giratorio, 1323, 1323f 

- - tipos, 1317, 1317c 

- deteccion de bacteriuria, 84 

- diagnostico de infeccion por especies de 

Haemophilus, 422 

- diagnostico de infeccion del SNC, 92 

- de esputo, interpretacion, 77, 77r 

- esputo,interpretaci6n, 77, 77r 

- de fauces 

examen directo, diagnostico de enferme- 
dades infecciosas, 22c 

- - recoleccion, 72,72f 

- infecciones oculares, 95 

- interpretacion, 33, 33c, 33f, 33r, 34f, 37f 

- medula osea, 104 

- microbianos cuantitativos, 95 

- mixtos,separaci6n de morfotipos bacterianos, 

35, 37c 

- muestras de orina, 83 

- muestras titulares, manipulacion, 104 

- nasofaringeos, 72 

- sangre, recoleccion, infecciones de transmi- 

sion sanguinea, 98, 99f, 10Ir, Vease 
tambien Hemocultivos, recoleccion, 
infecciones de transmision sanguinea 

- tincion de Gram, 36, 37f 

- virales, tambor giratorio, 1323, 1323f 
Cunninghamella, especies. identificacion, 1120, 

1122f 

Cupriavidus, especies, 311, 313r, 314c 

- C. pauculus, 293c 
Curvularia, especies, 1159, 116lf 
Cyclospora cayetanensis, 1217 

D 

Deferoxamina, sensibilidad, identificacion de 
estafilococos coagulasa-negativos, 623 


Delftia acidovorans, 293c 
Demodex brevis, 1372 
Demodex folliculorum, 1372 
Dermabacter, especies, 789c, 790 
Dermacentor, especies 

- D. variabilis, identificacion, 1368, 1369f, 

1370c 

- distribucion geografica, 1365, 1365c 
Dermatobia hominis, 1366c 
Dermat6fito(s), 1144r 

- descritos, 1136 

- identificacion, 1136, 1137, 1139f, 1144r 

- tecnicas sin cultivo, 1142, 1144r 

- observaciones preliminares sugestivas, 1187 
Dermatophilus, especies, 824 

Derrame(s), manipulacion, precauciones de segu- 
ridad, 50 

Desarrollo de toxoide, 199 
Descarboxilacion, identificacion de no fermenta- 
dores, 300, Protocolo 6, Lamina en color 1 
Descarboxilasa(s), 1399, 1399f, Protocolo 6, 
Lamina en color 1 
Descontaminacion 

- digestion y, 1429 

- tipos, 49c 

Desechos, manipulacion. precauciones de seguri- 
dad, 50 

Desinfeccion, tipos, 49c 
3-Desoxi-D-mannooctulosonato, 181 
Desoxirribonucleasa, factor de virulencia estrep- 
tococico, 645 

Deteccion inmunologica, de virus en muestras 
clinicas, 1336 
Deteccion de quorum, 197 
Determinacion de fenilalanina desaminasa, iden¬ 
tificacion de enterobacterias, 219, Protocolo 
6, Lamina en color 6 
Diagnostico virologico, 1271 

- revision historica, 1273 

- servicios 

- evolucion, 1273, 1273r 
niveles, 1274, 1274r 

- tecnica de cultivo celular, Vease tambien 

Cultivos celulares 

- - evolucion, 1273 

Diagramas de flujo, identificacion de enterobac¬ 
terias, 271, 272f 
Diarrea 

- enfermedad sistemica, causas, 79c 

- infecciones virales y, 1311c 

- inflamatoria, causas, 79c 

- no inflamatoria, causas, 79c 

- del viajero, 79 
Dictiospora(s), 1116r 
Dientamoeba fragilis, 1213f 
Dietilcarbamazina, infecciones parasitarias, 

1264c 

Dietzia, especies, 822 

Diferenciacion bioquimica, deteccifin e identifi¬ 
cacion provisoria de infecciones virales, 
1329 

Difilobotriasis, 1232r 
Difosfato de hexosa, definido, 192 
Difteria, 71 

- causas, 200 
Difusion, doble, 112 

Digestion, descontaminacion y, 1429 
Dioxido de carbono, crecimiento y metabolismo 
bacteriano, 189 

Diphyllobothrium latum, 1231, 123 If, 1232r 

Dipylidium caninum, 1232 

Dirofilaria, especies, 1251 

Dirofilariasis, 1252 

Disco MUG, 270 

Disenteria, 24 Ir 

- definida, 78, 79c 
Disenteria bacilar, 241 r 

DNA, Vease Acido desoxirribonucleico (DNA) 


DNA polimorfo amplificado aleatorio (RAPD), 
1063 

DNA ramificado, 135 
Dolosicoccus, especies, 675 

- identificacion, 706, 707c 
Dolosigranulum, especies, 675 

- identificacion, 706, 707c 
Dominio(s), 165 
Dracunculiasis, 1251 
Dracunculus medinensis, 1251 
Drechslera, especies, 1159 
Dysgonomonas, especies, 455, 457c 

E 

Echinococcus granulosus, ciclo vital, 1256f 
Ectima difterico, 766 
Ectoparasito(s), 1192, 1361 

- acaros, 1372 

- aranas, 1372 

- defmiciones asociadas, 1364r 

- escritos, 1362 

- especies de Ornithodoros, 1369 

- insectos, 1372 

- taxonomia relacionada, 1364r 

EDTA, Vease Acido etilenediaminotetraacetico 
(EDTA) 

Edwardsiella, especies 

- caractensticas de la identificacion, 226c 

- E. tarda, 240. 243c 

- reacciones bioquimicas, 228c 
Edwardsielleae (tribu), 221c. 240, 243c 

- especies, diferenciacion, 243c 
Efecto citopatico 

- deteccion e identificacion provisional de 

infecciones virales, 1324, 1324f, 1325c, 
1326c, 1327f 

- - enterovirus, 1332f 

- - examen de cultivos, 1324, 1324f 

- - mixovirus, 1327f 

- - virus respiratorios, 1328f 

- viral, diagnostico diferencial, 1325c 

Eh, Vease Potencial de oxidorreduccion (Eh) 
Ehrlichia, especies, infecciones, 1351, 1351c 
Ehrliquiosis, monocitica, 1352 
Eikenella corrodens, 446 

- caracteristicas culturales, 445, 446 

- - caracteristicas bioquimicas, 448c 

- importancia clmica, 447 

- sensibilidad a los antibioticos, 451 

- taxonomia. 446 

- - factores de virulencia, 446 

Electroforesis en gel 

- analisis posamplificacion, 143 

- de campo pulsado, 152, 152f 
Electroporacion, 186 

Elementos geneticos transponibles, definidos, 

188 

Emetina, infecciones parasitarias, 1264c 
Empedobacter brevis, 293c, 330, 331c 
Empiema, 74 
Encefalitis, 91 

- infecciones virales y, 131 Ic 
Encefalopatias espongiformes transmisibles, 

manifestaciones clinicas, 1309, 1310c 
Endocarditis, 1171r 

- especies de Bacillus y, 741 

- especies de Bartonella y, 479 

- especies de Haemophilus y, 41 Ir, 418 

- por estreptococos viridans, 660 

- microorganismos de requerimientos nutricio- 

nales especiales y consideraciones espe- 
ciales relacionadas, 103 

- S. aureus y, 603r 

- de valvula nativa, S. epidermidis y, 607r 

- de valvula protesica, 5. epidermidis y, 607r 
Endoftalmitis, presentacion clmica, 95 
Endolimas nana, 1209 

Endospora(s), I107r 
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- bacteriana(s), 183 
Endotoxina(s) 

- descritas, 200 

- factores de virulencia, 199 
Enfermedad por aranazo del gate, especies de 

Bartonella y, 480 

Enfermedad broncopulmonar alergica, 75 
Enfermedad contagiosa, defmicion, 6r 
Enfermedad de Crohn, M. paratuberculosis y, 
1052 

Enfermedad intestinal necrotizante, C. perfrin- 
gens y, 892 

Enfermedad de los legionarios, manifestaciones 
clmicas, 525, 525c 
Enfermedad de Lyme 

- descrita, 1087, 1087r 

- diagnostico de laboratorio, 1091, 1091r 

cultivo, 1091, 1091r 

- - deteccion molecular, 1092 

deteccion morfologica, 1091 
deteccion serologica, 1091 

- epidemiologia, 1088, 1088f 

- especies de Borrelia y, 1085 

- garrapatas y, 1364 

- investigaciones europeas, 1087, 1087r 

- manifestaciones clmicas. 1090 
Enfermedad meningococica 

- prevencion, 554 

- vacunas, 554 

Enfermedad pulmonar obstructiva cronica 

(EPOC), especies de Haemophilus y, 417 
Enfermedad transmisible, defmicion, 6r 
Enfermedad ulcerosa genital, 86 

- diagnostico, 88 
Enfermedad de Whipple 

- anatomia patologica, 824 

- descripcion, 824 

- sitios extraintestinales, 825c 
Enfermedades infecciosas, Vease tambien 

Infeccibn: Agentes infecciosos 

- agentes infecciosos, Vease Agentes infecciosos 

- categorias, defmicion, 6r 

- ciclo diagnostico, fases, pruebas de laborato¬ 

rio, 9f, 10, 12c, 14r, 15r, 16c, 17r, 18c, 
24r, 26r, 28c, 30f, 35c, 35r, 37f, 39r, 

40c, 44r, Vease tambien Ciclo diagnosti- 
co, fases 

- defmicion, 6r 

- diagnostico 

- - examen directo de muestras de cultivo, 

21,22c 

laboratorio de microbiologia, rol, 1 

- huesped infectado, 2 

- medioambiente y, 2 

- mundo, 2 

- signos y sintomas clinicos, 8 

- triada, 2, 3c 

Enfermedades micdticas, diagnostico serologico, 
1180 

Enfermedades parasitarias, Vease tambien 
Infecciones parasitarias 

- manifestaciones clmicas, 1194 

- muestras, 1194 

- - aspirados, 1201 

- - biopsia muscular, 1201 

- - biopsias titulares, 1201 

- - distintas de heces, examen, 1200, 120If, 

Protocolo 22 

- - esputo, 1201 

- - extraintestinales, examen, 1201 

- - fecales, 1195, 1197r 

- - - examen visual, 1196 

- - - preservacion de muestras clmicas, 

1196, 1197r 

- - - procesamiento para examen de hue- 

vos y parasitos, 1196, Protocolo 
22 

- - Hquidos corporales. 1201 


- - orina, 1201 

- - procesamiento, 1195 

- - raspados corneales, 1201 

- - recoleccion, 1195 

- - sangre, 1202, Protocolo 22 

- - transporte, 1195 

- tratamiento, farmacos, 1264c, 1266 
Enfermedades de transmision sexual, 85, Vease 

tambien Infecciones del aparato genital, 
Infecciones de transmision sexual y cada 
infeccion especifica 
Enlace(s) galactosidico(s), 207, 208f 
Ensayo APTIMA Combo 2, identificacion de N. 

gonorrhoeae, 570 
Ensayo BD ProbeTec-SDA, 140 
Ensayo de galactomannano (GM El A) en diag¬ 
nostico de hongos filamentosos hialinos, 
1126 

Ensayo inmunoabsorbente enzimatico (ELISA), 
diagnostico de hongos filamentosos hiali¬ 
nos, 1126 

Ensayo de lisado de limulus, diagnostico de 
shock endotoxico, 205 

Ensayo para M. tuberculosis BD ProbeTec, iden¬ 
tificacion de micobacterias, 1060 
Ensayo de PCR para N. gonorrhoeae AMPLI- 
COR, identificacion de N. gonorrohoeae, 
569 

Ensayos APTIMA, 140 
Ensayos de PCR 

- identificacion de micobacterias, 1060 

- identificacion de N. gonorrhoeae, 571 
Entamoeba, especies 

- E. coli, versus E. histolytica, 1206 

- E. dispar, 1208 

- E. histolytica Lamina en color 22-1, Lamina 

en color 22-1, Lamina en color 22-2 
A,I-K, 1205, 1205r 
ciclo vital, 1207f 

- - identificacion de laboratorio, 1205 

- - no patogenas, 1208 

- - versus E. coli, 1206 
Enterobacter, especies 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- E. aerogenes, 253, 253c 

- E. annigenus, 253c, 254 

- E. asburiae, 253c. 254 

- E. cancerogenus, 253c, 254 

- E. cloacae, 253, 253c 

- E. cowanii, 253c, 254 

- E. gergoviae, 253c, 254 

- E. hormaechei, 253c, 254 

- E. intermedius, 253c, 254 

- E. sakazakii, 253, 253c 

- especies, diferenciacion, 253, 253c 

- reacciones bioquimicas, 228c 
Enterobacterias, 204 

- bacilos gramnegativos, 205 

- caracteristicas de identificacion clave de las 

especies mas frecuentes, 220, 225. 

226c, 227r, 228c 

- clasificacion, por tribus, 220, 221c 

- estandares interpretativos de CIM. 933, 936c 

- estandares interpretativos de diametro de zona 

y referencias de CIM equivalentes, 

937c 

- generos, establecidos, cambios recientes 

importantes, 221c 

- identificacion, 226c 

- - actividad de la citocromooxidasa, 209, 

Protocolo 1, Lamina en color 6 

- - agar cromogenico, 271 

- - agar TSI, 210, Lamina en color 6 

- - caracteristicas de cribado, 206. 207f 

- - caracteristicas diferenciales, 215. 217f, 

219c, 220r, 226r 
caracteristicas de screening 

- - descarboxilacion de arginina, 218, 


Protocolo 6, Lcmina en color 6 

- - descarboxilacion de omitina, 218, 

Protocolo 6, Lamina en color 6 

- - diagramas de flujo, 271, 272f 

- - equipos comerciales de screening, 270 

- - esquemas computarizados, 272 

- fermentacion de hidratos de carbono, 

medios de cultivo, 209, 209f, 21 Or, 
211r 

- - matriz en damero, 271 

metodos de cribado rapidos, 269, 270f 
motilidad, 220, 220r 
presuntiva, caracteristicas, 206, 207f, 
Protocolo 6, Lamina en color 6 
produccion de fenilalanina desaminasa, 
219. Protocolo 6, Lamina en color 6 

- - produccion de indol, 216, Protocolo 6, 

Lamina en color 6 

- - produccion de sulfuro de hidrogeno, 219, 

219c, 220r 

- - produccion de ureasa, 218, Protocolo 6, 

Lamina en color 6 

- - prueba de rojo de metilo, 217, Protocolo 

6, Lamina en color 6 
prueba de utilizacion de citrato, 217, 
Protocolo 6, Lamina en color 6 
prueba de Voges-Proskauer, 217, 
Protocolo 6, Lamina en color 6 
reduccion de nitrato, 209, Protocolo 6, 
Lamina en color 6 

- - sistema de autoidentificacion de gramne¬ 

gativos Sensititre, 280 
sistema OmniLog ID, 280 
sistema Phoenix, 280 
sistema Vitek, 279 

- - sistemas automatizados, 279 

- - sistemas clasicos, 271, 272f 

- - sistemas de codificacion numericav 273, 

273c, 275c 

sistemas en equipos comerciales, 274, 
276, 277c, Vease tambien Sistemas 
empaquetados 

sistemas semiautomatizados, 279 

- - utilizacion de hidratos de carbono, 206, 

207f 

- - Walkaway, 279 

- mas nuevas, 263, 264c 

caracteristicas diferenciadoras, 266c 

- caracteristicas de identificacion, 263, 

263c 

importancia clinica, 263, 263c 

- reacciones bioquimicas, 228c 

- recuperacion 

- - caldos de enriquecimiento, 215, 216c 

medios de aislamiento Lamina en color 
6-1C, Lamina en color 6-2A-D. 
Lamina en color 6-3 A-F, 211, 

212c, 213c, 214r, 216c, 216r 

- muestras gastrointestinales, medios selec- 

tivos, 213c, 214 

- resistentes a los antibioticos, 205 

- taxonomia, 220 
Enterobiasis, 1224r 
Enterobius vermicularis, 1223 
Enterococo, 639 

- P-lactamasas, induccion, 952 

- clasificacion, 64 Ir 

- descritos, 640 

- factores de virulencia, 667 

- identificacion, sistemas comerciales, 708 

- metodos de evaluacion, 954c 

- miembros, 667, 668r 

- taxonomia, 667 
EnteroScreen4, 271 
Enterotube II, 277 
Enterovirus 

- deteccion molecular, 1339 

- efecto citopatico, 1332f 



MO INDICE ANALITICO 


Enzima 

- diana, modificacion, 912 

- DNA girasa, 174 

- modificadoras de antibioticos, 915, 916c, 

917c 

- neuraminidasa, S. pneumoniae, 656 

- reconocedora de penicilina, activa en membra- 

na celular, 910, 912, 914f, 916c, 917c, 
918r 

- S. aureus, 60 Ir 
Enzimoinmunoanalisis (EIA) 

- deteccion de anticuerpos, 116, 117f, 119f 

- deteccion de antigenos, 120, 122, 122f 

- metodo de captura de anticuerpos, deteccion 

de IgM, 120, 121f 
Epicoccum, especics, 1159, 1160f 
Epidemiologos, interacciones. cicio diagnostico, 
44 

Epidermophyton, especies, £. floccosum, identifi- 
cacion, 1142, 1143f 

Epiglotis, especies de Haemophilus y, 41 Ir 
Epiglotitis, 73 

- especies de Haemophilus y, 416 

EPOC. Vease Enfermedad pulmonar obstructiva 
cronica (EPOC) 

Equinococosis, 1261, 1262f, Lamina en color 22 
Equipamiento, de laboratorio, monitorizacion, 
control de calidad, 59, 61c 
Equipo de prueba Neisseria-K'^W, identificacion 
de especies de Neisseria, 566 
Equipo para recoleccion de orina B-D, 82 
Equipos comerciales, identificacion de no fer- 
mentadores, 342, 345, 350, 355r, 356 
Eremococcus, especies, 675 
Erisipelas, 736 

- estreptococos y, 646 
Eritromicina, S. pyogenes resistentes, 968 
Erupci6n(es) 

- maculopapular, infecciones virales y, 1312c 

- petequiales, infecciones virales y, 1312c 

- vesiculares, infecciones virales y, 1312c 
Erwineae (tribu), 262 
Erysipelothrix, especies, 736 

- caracteristicas, 730c 

- E. rhusiopathiae 

- - factores de virulencia, 737 

- - importancia clinica, 737 

- taxonomia, 736, 736c 
Escabiosis, 1372 
Escherichia, especies 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- E. abertii 

- - descritas, 239 

- - reacciones bioquimicas, 230c 

- E. adecarboxylata, descrita, 240 

- E. blattae 

- - descritas, 240 

- - reacciones bioquimicas, 230c 

- E. coli, 225, 241, 241c, 241r, 244c 

- - diarreicogenica, caracteristicas, 238c 

- - difusamente adherente, caracteristicas, 

238c 

- - enteroagregante, caracteristicas, 238c 

reacciones bioquimicas, 230c 

- E. fergusonii 

- descritas, 240 

- reacciones bioquimicas, 230c 

- E. hermanii 

- - descritas, 240 

- - reacciones bioquimicas, 230c 

- E. vulneris 

- - descritas, 240 

- - reacciones bioquimicas, 230c 

- enterohemorragica 

- - - caracteristicas, 238c 

- - - deteccion, 239 

- - - epidemiologia, 237 

- - - fisiopatologia, 227,240 


- - enteroinvasiva, caracteristicas, 238c 

- - enteropatogena, caracteristicas, 238c 

- - enterotoxigenica, caracteristicas, 238c 

- - estructura de peptidoglicanos, 179f 

- - estructura de unidad repetitiva de peptido- 

glicano, 178, ]78f 

- - gastroenteritis, 227,242c 

- - meningitis, 90 

- especies, diferenciacion, 24Ir 

- reacciones bioquimicas, 228c 
Escherichieae, tribu, 221c, 225. 240, 242c, 243r, 

244c, 245c, 245r 

- caracteristicas de identificacion, 226c 
Escotocrom6geno(s), 1047 
Esfingobacteriaceae, 332, 333c 
Esfingobacterias, 172r 
Esfingomonadales, 318 

ESP Culture System II, deteccion de micobacte- 
rias, 1034 

Espacio periplasmatico, 180 
Esparganosis, 1261 
Especies bacterianas 

- definidas, 163 

- designaciones alfanumericas de los CDC, 

295c 

- nitrato-positivas asacaroliticas, 879 

- “similares a Rothia”, 793, 794c 
Espectometria de masa, diagnostico de tuberculo¬ 
sis, 1020 

Espirilos, definidos, 172, 174f 
Espiroqueta(s), 17 Ir 

- cultivo, 1081, 1081c 

- transmision, 1079c 
Espora(s) 

- definidas, 1106 

- microsporidios, heces y aspirados duodenales, 

tincion de Weber en deteccion, 1219, 
1220r 

Esporangioespora(s), 1107r 
Esporangiola, 1120, 1122f 
Esporangios, 1107r 
Esporodoquia, 1159 

Esporotricosis, 1152, 1154f, 1155f, 1155r 
Esporulacidn basipetalo, 1107r 
Esputo 

- examen directo, diagnostico de enfermedades 

infecciosas, 22c 

- expectorado, dignostico de infecciones del 

aparato respiratorio inferior, recoleccion, 
75 

Esquema de clasificacidn functional de Bush- 
Jacoby-Madeiros, ?-lactamasas. 915, 916c 
Esquema de clasificacion de Runvon, 1042, 

1042r 

Esquema de clasificacion de Woods y 
Washington, 1043, 1043r 
Esquema de identificacion de Gilardi, identifica¬ 
cion de no fermentadores, 341 
Esquema de identificacion de Pickett, identifica¬ 
cion de no fermentadores, 341 
Esquema de identificacion de Weyant, identifica¬ 
cion de no fermentadores, 341 
Esquemas computarizados, identificacion de no 
fermentadores, 342 
Esquistosoma(s), 1234, 1235f, 1236r 
Estafilococos, 593 

- aislamiento, 611, 613c, Protocolo 12, Lamina 

en color 12 

- - morfologia de las colonias, 611 

muestras clmicas, 611 

- - prueba de catalasa, 612 

- aumento al maximo de deteccion de resisten- 

cia a meticilina, 962r 

- coagulasa-negativa, 606, 607r 

- - identificacion, 617 

- - - actividad de la pirrolidonil arilamida- 

sa, 618, 620 

- - - API Staph, 624 


- - - API Staph-IDENT, 624 

- - - clave dicotomica, 620f 

- - - ID32 Staph, 624 

- - - metodos convencionaies, 617, 618r, 

620f, 621c 

- - - metodos de tipificacion, 626, 629 

- - - molecular, 626,629 

- - - Panel MicroScan Pos ID, 625 

- - - Panel MicroScan Rapid Pos Combo, 

625 

- - - produccion de acetoina, 623 

- - - produccion de fosfato.s, 618 

- - - produccion de ureasa, 623 

- - - prueba ODC, 620,623 

- - - pruebas fenotipicas y genotipicas, 

617, 618r, 619c, 621c 

- - - Rapidez Staph, 624 

- - - sensibilidad a polimixina B. 620 

- - - sensibilidad, desfreoxamina, 623 

- - - Sistema de identificacion G Crystal, 

625 

- - - Sistema de identificacion microbiano, 

626 

- - - Sistema de identificacion en micro- 

placas Biolog, 626 

- - - sistemas comerciales, 624 

- - - Staf-System 18-R, 626 

- - - Staphy-Zym, 626 

- - - tarjeta Vitek GPI, 625 

- coagulasa-positivos, diferenciacion, 617 

- definidos, 172, 174f 

- diferenciacion preliminar, 611, 613c 

- identificacion, enfoque de laboratorio, 629 

- importancia clinica, 594, 596r, 607r 

- micrococos versus, 612, 613c, Protocolo 12, 

Lamina en color 12 

- taxonomia, 593 
Esterasa leucocitaria (LE), 86 
Esterilizacion, tipos, 49c 
Estibogluconato de sodio, infecciones parasita- 

rias, 1265c 

Estreptocinasa(s), factor de virulencia estreptoco- 
cico, 645 

Estreptococos, 639, Vease tambien Streptococcus, 
especies 

- aislamiento, 675, Protocolo 13, Lamina en 

color 13, Lamina en color 13 

- p-hemoliticos 

- - agrupables, identificacion, caracteristicas 

bioquimicas, 686, 687c 

- - p-hemoliticos 

- - - grupo A, 641, 644f, 646 

- - - - muestras faringeas para tecnicas de 

deteccion directa sin 
cultivo, 677 

- - - grupo B, 649, 651, 653r, 678 

- - - - importancia clinica, 650,653r 

- - grupo C, 654 

grupo D, 663 

- - grupo F, 655 

- - grupo G, 654 

- - identificacion 

- - - caracteristicas fenotipicas, 687c 

serologicas, 685 

- caracteristicas generales, 641 

- caracterizacion preliminar, 680, 681c 

- clasificacion, 64Ir 

- definidos. 172, 174f 

- descritos, 640 

- grupo anginoso, 662 

- identificacion, 676, 679, Protocolo 13, Lamina 

en color 13, Lamina en color 13 

- - coaglutinacion, 685 

- - extendidos directos tenidos con Gram, 

676 

- - hemolisis en agar sangre, 676, 677f, 677r 

- - hidrolisis de hipurato de sodio, 682 

medios de cultivo, 676 
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- - presuntiva, 680, 683c, 1388, 1408, 1412, 

Protocolo 1 

- - - comercial, 685, Protocolo 13 

- - - criierios fenotipicos, 680, 683c 

- - produce ion de pigmento, 682 

- - prueba de bilis-esculina, 684, Protocolo 

13, Lamina en color 13 

- - prueba CAM, 682 

- - prueba de catalasa, 679 

- - prueba LAP, 684 

- - prueba de precipitinas capilares, 685 

- - prueba PYR, 684, Protocolo 1, Lamina en 

color 13 

- - prueba de solubilidad en bilis, 684, 

Protocolo 1 

- - prueba de tolerancia a la sal, 684, 

Protocolo 3, Lamina en color 13 

- - sensibilidad al SXT, 682, 688c, Protocolo 

13, Lamina en color 13 

- - sensibilidad a la bacitracina, 680, 

Protocolo 13, Lamina en color 13 

- - sensibilidad a optoquina, 684, Protocolo 

13, Lamina en color 13 

- - sistemas comerciales, 706 

- otros, 666 

- reconocimiento, 680, 681c 

- S. agalactiae, 649, 653r 

- viridans, 660 

- - aislados en animates, 666 

- - diagrama de flujo, 69If 

• - - grupo 5. anginosus, 688, 692c 

- - - grupo S. bovis, 693, 694c 

- - - grupo 5. mitis, 686, 689c 

- - - grupo 5. mutans, 686, 689c 

- - - grupo 5. salivaris, 686, 689c 

- - diferenciacion fenotipica, 688c 

- - identificacion, 686, 688c, 689c, 69If, 

692c, 694c 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 

968 

Estreptogramina(s), especies de Staphylococcus 
resistentes, 960 

Estreptolisina O, factor de virulencia estreptoco- 
cico, 645 

Estreptolisina S. factor de virulencia estreptococi- 
co. 645 

Estreptomiceto, 823 
Estrongiloidiasis, 1225f, 1226, 1237f 
Estudios de microbiologia ambiental, especies de 
Legionella, 534, 536c 

Etest, evaluacion de la actividad inhibidora de los 
agentes antibioticos, 946, 957f, 958r, 
Protocolo 17 

Eubacterium, especies, 886, 887c, 888c 
Eucarionte, definicion, 1105 
Ewingella, especies 

- E. americana, 264c 

- - reacciones bioquimicas, 230c 

- mas nuevas, caracteristicas diferenciadoras, 

263, 266c 

Examen en campo oscuro, examen microscopico 
de muestras, 18c 

Examen de oxiuros, preparado con cinta de celu- 
losa, 1473 

Exiguobacterium, especies, 790, 791c, 792 
Exophiala jeanselmei, 1163, ll63f 
Exotoxina(s) 

- bacterianas, 199 

- factores de virulencia, 199 

- pirogenas estreptococicas, factor de virulencia 

del estreptococo, 645 

Exposicion ocupacional a sangre, manejo, 1296, 
1299r 

Exposicion a sangre por pinchazos de aguja, 
riesgos ulteriores de contraer infecciones 
virales de transmision sanguinea, 52, 

55c 

Exserohilum, especies, 1159, 116If 


Extendidos de heces, tecnica de tincion tricromi- 
ca, 1468 

F 

Facklamia, especies, 675 

- identificacion, 706, 707c 
Factor cordon, 183, 183f 

Factor de opacidad, como factor de virulencia del 
estreptococo, 644 

Factores de crecimiento, crecimiento y metabolis- 
mo bacteriano, 190 
Factores R. 199 
Factores de virulencia, 5, 5c 

- microorganismos, 197 
Faehifomicosis, 1105, 1166r 

- agentes, 1157 
Familia(s), definida(s), 163 
Faringitis, 70 

- aguda, especies de Haemophilus y, 41 Ir 

- Arcanobacterium haemolyticum, 71 

- causas, infecciosas, 71 

- cultivo, 72, 72f 

- estreptococica, 70, 646 

- gonococica, 71 

- infecciones virales y, 1311c 

- viral, 70 

Farmaco(s), parasitosis, 1264c, 1266 
Fasciola hepatica, 1234, 1237f, 1238r 
Fascioliasis, 1238f, 1238r 
Fasciolopsiasis, 1238r 
Fasciolopsis buski, 1234, 1238r 
Fenilalanina desaminasa, 1401, 1401f 
Fermentacion 

- acido mixta, 193 

- acido propionico, 194 

- anaerobia, piruvato formado, destino, 193, 

195f 

- bacteriana, 189, 191, 192f 

- butanediol, 194 

- butanol, 194 

- definicion, 206 

- glucosa 

- - ausencia de evidencia, identificacion de no 

fermentadores, 297 

- - diferenciacion de micrococos y estafiloco- 

cos, 612 

- heterolactica, 193 

- hidrato de carbono, detecion 

- - medios de cultivo, 209f, 210, 210r, 21 Ir 

principios bioqufmicos Lamina en color 6- 
lE, Lamina en color 6-4A-C, 

Lamina en color 7-1 A, 209f, 210, 
211r 

- homolactica, 193 

- manitol, identificacion de S. aureus, 616 

- principios basicos, 206, 207f 

- utilizacion de hidratos de carbono, 206 
Fermentadores oxidasa-positivos, 387 
Fialido(s), 1107r, 1123, 1125f 

Fibrosis quistica, neumonia, 75 
Ficomicosis, definida, 1105 
Fiebre 

- dengue, manifestaciones clmicas, 1291 

- enterica, causas, 79c 

- por mordedura de rata, 1097 

- de Oroya, B. baciliformis y, 476 

- Pontiac, 525, 525c 

- purpurica brasilera, especies de Haemophilus 

y,411r,419 

- recurrente 

- - caracteristicas, 1085, 1085c 

- - diagndstico de laboratorio, 1086 

especies de Borrelia y, 1085 

- - presentacion clfnica, 1086 

- recurrente, especies de Borrelia y, 1086 

- reumatica aguda, estreptococos y, 647 

- tifoidea, diagndstico, cultivo y serologia, 10, 

lOf 


- de las trincheras, B. quintana y, 477 
Fijador de Schaudinn, formulas, 1475 
Filariasis, 1248, 1251r, 1252f 
Filoviridae, especies, descritas, 1279c 
Filovirus, manifestaciones clmicas, 1290 
Fimbrias (pili) 

- bacterianas, 184 

- Moraxella catarrhalis, 558r 

- N. gonorrhoeae, 547r 

- N. meningitidis, 545r 
Fimbrilina, 185 

Flagelado(s), intestinales, 1210, 121 If, 1215f 

Flagelina, 185 

Flagelos 

- bacterianos, 184, 185f 

- disposiciones, 301 

- morfologia, identificacion de no fermentado¬ 

res, 301 

- peritricosos, microorganismos mdviles, 324 

- polares, microorganismos mdviles, 301 
Flaviviridae, especies, descritas, 1283c 
Flavobacteriaceae, 329, 329r, 330c 
Flavobacterias, 172r 
Flavobacterium, especies, 293c 

Fleming, A., descubrimiento de la penicilina, 

903, 903f 

Flexispira rappini, 379c, 383, 383c 
“Flexispira”, caracteristicas, 374c 
Flora 

- colonizante, 4 

- cutanea, contaminacidn, recoleccidn de hemo- 

cultivos, 98, 99f 

- enddgena, aparato respiratorio superior, 67 
Fluorescencia-desnitrificacidn, 1405 
Fluroquinolonas 

- especies de Staphylococcus, resistentes, 962 

- S. pyogenes resistente, 968 
Foliculitis, 5. aureus y, 603r 
Foliculos pilosos, 1372 
Fonsecaea pedrosoi, 1162 
Forunculo(s), S. aureus y, 603r 
Fosfatidilinositol, mandsidos, 183 

Fosfato, produccidn, identificacidn de S. epider- 
midis, 618 

Fosforilacidn a nivel de sustrato, 193 
Fotocromdgeno{s), 1045 
Fotorreactividad, micobacterias, evaluacidn, 

1437 

Fragmentos de unas, examen directo, diagndstico 
de enfermedades infecciosas, 23c 
Francisella tularensis, 467, Vease tambien 
Tularemia 

- aislamiento, 469, 471c 

- caracteristicas del cultivo, 470, 473c 

- descrita, 468 

- identificacidn, caracteristicas bioquimicas, 

473c 

- resena, 468 

- taxonomia, 468 

- virulencia, 468 

Frasco Mycotrim Triphasic, 1000 
Frotis 

- acido-alcohol resistente, recuperacidn de 

micobacterias, 1031 

- de heces, tecnica de tincidn tricrdmica, 1468 

- recoleccidn de muestras, 13 

- sangumeos 

- gota fina, 1469 

- - gota gruesa, 1470 
Fructosiltransferasa, 184 

FTA-ABS, Vease Prueba de absorcion de anti- 
cuerpos treponemicos fluorescentes (FTA- 
ABS) 

Furazolidona, sensibilidad, diferenciacidn de 
micrococos y estafilococos, 613, Protocolo 
12, Lamina en color 12 

Fusarium, especies, grupos de conidios produci- 
dos, 1132, 1133f 
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G 

Gabinetes de seguridad biologica, comparacion, 
52c, 53f 

Gangrena gaseosa, clostridios, 889, 892 
Garantia de calidad 

- evaluacion de actividad inhibidora de los 

agentes antibioticos, 932 

- laboratorio de microbiologfa, 58 
Gardnerella, especies, G. vaginalis, 795, 798c 

- aislamiento, 796, 797c 

- descritas, 795 

- factores de virulencia, 796 

- identificacion, 797, 798c 

- importancia clmica, 796 

- morfologia celular, 793 

- sensibilidad a los antibioticos, 799 

- taxonomia, 795 

GaiTapata(s), C Lamina en co/or Al-B, Lamina 
co/or A-2A-D,E-H, 1363, 1363c, 1366c, 
1366f, 1370c, Vease tambien Ixodida, espe¬ 
cies 

- descritas, 1363 

- distribucion geografica, 1365. 1365c 

- duras 

- - caracteristicas diagnosticas, 1370c 

- - identificacion, C, 1366, 1366f 

- identificacion, C, 1366, 1366f 

- Ixodes ricinos, 1086 

- rangos geograficos, 1365 
Gastroenteritis 

- B. cereus y,lA\ 

- E. coli y, 225, 230c 

- evaluacion, consideraciones epidemiologicas, 

80c, 81 

- V. cholerae y, fisiopatologia, 389, 389r, 390f 

- viral, manifestaciones clmicas, 1293, 1293c 
Gastroenteritis viral, manifestaciones clmicas, 

1293, 1293c 
Gemella, especies, 673 

- identificacion, 701, 704c 

Gen-Probe AMTD, identificacion de micobacte- 
rias, 1059 

Generos, definidos, 163 

Genitales, flora comensal y agentes patologicos, 
85c 

Genoma, 172 

Giardia, especies, G. Lamblia, 1210, 121 If, 
1212r 

- ciclo vital, 1210, 121 If 

- deteccion de antigenos, 1212 
Giardiasis, 1212r 
Gingivitis, 71 

Gingivoestomatitis ulcerosa, necrosante, 71 
Gliocladium, especies, grupos de conidios produ- 
cidos, 1133, I134f 
Globicatella, especies, 675 

- identificacion, 703, 706, 707c 
Glomerulonefritis aguda, estreptococos y, 647 
Glucocaliz, 184 

Glucosa, fermentacion 

- diferenciacion de micrococos y estafilococos, 

612 

- falta de pruebas, identificacion de no fermen- 

tadores 

Glucosiltransferasa(s), 184 
Gnathostoma spinigerum, 1260 
Gonorrea, antecedentes historicos, 540 
Gordonia, especies, 822 
Gram, Vease Tincidn{es}, de Gram 
Granulicatella, especies, 671 

- identificacion, 693, 698c 
Granu!o(s), metacromaiico(s), 176 
Granuloma, 7 

- inguinal, 87 

Granulos metacromaticos, 176 
Grupo acidovorans de commonadaceae, 315 
Grupo alcaligenes de Pseudomonas, 304, 307c 
Grupo amarillo de agrobacterias, 323 


Grupo de bacilos 1 de Gilardi, 335c, 336 
Grupo facilis-delafieldii de Comamonadaceae, 
316 

Grupo nocardioforme, 819 
Grupo rRNA de caulobacterias, 316 
Grupo rRNA I, 301, 301r, 303c, 304r, 305c, 305r, 
Vease tambien Pseudomonas, especies 
Grupo rRNA II, 306, 308c, 309r, 312c, 313r, 

314c 

Grupo rRNA de xantomonadas, 317, 317c 
Grupo Stutzeri de Pseudomonas, 304, 304c 
Grupos bacterianos de los CDC 

- EF-4A, 456, 457c 

- EF-4B, 456, 457c 

- grupo Ic, 323 

- grupo 4, 792, 794c 

- grupo EF-4b, 336 

- grupo EO-5, 337c, 338 

- grupo NO-1, 337c, 338 

- grupo NO-2, 337c, 338 

- grupo WO-1,323 

- grupos 0-1,0-2 y 0-3, 323 

- identificacion, caracteristicas bioquimicas, 

466c 

- de oxidantes eugdnicos (EO) de los CDC, 

334,334c, 336 

H 

Habitat, bacterias anaerobias, 839, 839r 
Haemophilus, especies, 409 

- p-lactamasas, induccion, 952 

- enfermedades infecciosas causadas por, 41 Ir, 

415,416 

- H. aphrophilus, infecciones causadas, 421 

- //. ducreyi 

~ - diagnostico de laboratorio, 427, 427f 

- - infecciones causadas por, 421 

- - sensibilidad a los antibioticos, 429 

- H. influenzae, 410, 410r, 41 Ir, 412f, 413r 

- - bacteriemia debida a, 411 r, 418 

- - bacteriemia posparto debida a, 41 Ir, 419 

- - biotipificacidn, 426,426r 

- - bronquitis debida a, 41 Ir, 417 

- - celulitis debida a, 420 

- - conjuntivitis debida a, 41 Ir, 419 

- endocarditis debida a, 41 Ir, 418 

- - epiglotitis debida a, 41 Ir, 416 

- - EPOC debida a, 417 

- - factores de virulencia, 413r 

- - fiebre purpurica brasilera debida a, 41 Ir, 

419 

- - infecciones causadas por, 41 Ir, 415, 416 

- - infecciones oculares debidas a, 41 Ir, 419 

- - infecciones del tracto genital debidas a, 

411r, 419 

- - meningitis debida a, 41 Ir, 415, 416 

- - neumonia debida a, 41 Ir, 418 

- otitis media debida a, 41 Ir, 416 

- - sensibilidad a los antibioticos, 428 

- - sepsis neonatal debida a, 41 Ir, 418 

serotipificacidn, 425 

- sinusitis debida a, 41 Ir, 417 

- - uretritis debida a, 41 Ir, 419 

- H. influenzae tipo b, vacunas, 410, 412, 415r 

- //. parainfluenzae 

- - biotipificacidn, 426.426r 

- - infecciones causadas por, 420 

- H. paraphrophilus, infecciones causadas por, 

421 

- infecciones causadas por 

- - diagnostico de laboratorio, 422, 424c, 

426r, 427f 

- - - agar para aislamiento de 

Haemophilus, 423 

- - - agar chocolate, 422 

- - - caracteristicas bioquimicas, 423,424c 

- - - caracteristicas de identificacion, 419, 

420 


- - - cultivo, 422 

- - - deteccion de antigeno capsular tipo b, 

422 

- - - metodos bioquimicos y equipos, 427, 

433c 

- - tincidn de Gram para identificacion, 423, 

424c, 426r, Protocolo 9, Lamina en 
color 9 

- metodos de evaluacion, 955c 

- miembros, 409, 410, 41Or 

- sensibilidad a los antibioticos, 428 

- taxonomia, 408, 409r, 410c 

- tratamiento antibidtico, resistencia, 962 

- - cefalosporinas, 963 

cloranfenicol, 963 

- - penicilina, 962 

- - timetoprim-sulfametoxazol, 963 
Haftiia, especies, 255 

- caracteristicas de identificacidn, 226c 

- H. alvei, 255 

- reacciones bioquimicas, 230c 
Halomonadaceae, 321, 321c 
Halomonas venusta, 321, 321 c 
Hansenula anomala, 1176, 1176f 
Hantavirus, manifestaciones clinicas, 1291, 

1291c 

HBV, Vease Hepatitis, B 
Heces, examen directo, diagndstico de enferme- 
dad infecciosa, 23c 
Helcococcus, especies, 672 

- identificacidn, 693, 697, 701c 
Helicobacter, especies, 379c, 382, 383c 

- caracteristicas, 374c 

- H. cinaedi, 379c, 383, 383c 

- H. fennelliae, 379c, 383, 383c 

- H. heilmannii, 383, 383c 

- H pylori, 379c, 383, 383c 

- - antecedentes histdricos, 373 

- - cultivo y aislamiento, 385, 385c 

- - identificacidn, 385 

- - - deteccidn de antigenos, 387 

- - - metodo de la ureasa, 386 

- - - metodos seroldgicos, 387 

- - - precisidn de las pruebas invasivas y 

no invasivas, 386 
prueba de ureasa en biopsia, 386 

- - recuperacidn de muestras, 385 

- no humanas, 384 
Hemaglutinacidn 

- deteccidn e identificacidn provisional de 

infecciones virales, 1324, 1325, 1333f, 
Protocolo 23 

- pasiva 

- - identificacidn de S. aureus, 615 

- - prueba, 115 

Hemaglutinina(s), Moraxella catarrhalis, 558r 
Hemocultivos 

- diagndstico de tuberculosis, 1022 

- recoleccidn, infecciones de transmisidn san- 

guinea, 98, 99f, lOlr 

- - medios, 100, 101 r 

- - numero de cultivos, 100 

- - oportunidad, 100 

- - pautas, lOlr 

- sistemas de procesamiento. infecciones de 

transmisidn sanguinea, 101 

- - estudios comparativos, 103 

- - sistema de cultivo TREK ESP II, 103 

- - sistema de hemocultivo BacT/Alert, 102 

- - sistema de hemocultivo BACTEC 

9240/9120, 102 

- - sistema de hemocultivo BBL Septi-Chek, 

101 

- - sistema de hemocultivo de lisis-centrifuga- 

cidn, 101 

- - sistema de senales de oxoides, 101 

- - Sistema Wampole Isostat/Isolator 

Microbial, 101 
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- - sistemas de hemocultivo automatizados y 

computarizados, 102 

- - sistemas de hemocultivo manuales, 101 
Hemoflagelado(s), 1238. 1245f, 1246r, 1247f, 

1248r 

Hemolisina II, 741 
Hemoiisina III, 741 
Hemolisina(s), de S. aureus, 60Ir 
Hemolisis, identificacion, 677, 677r 
Hendra, 1288 

- hepatitis, 1308, 1308c, Vease tambien 

Hepatitis 

Hepadnaviridae, especies de, descritas, 1287c 
Hepatitis 

- A 

- - diagnostico serologico, 1343 

- - manifestaciones clmicas, 1307, 1308c 

- B, 1287c, 1287r 

- - deteccion molecular, 1338 

- - diagnostico serologico, 1341, 1343f 

- - manifestaciones clmicas, 1307, 1308c 

- C 

- - deteccion molecular, 1337 

- - diagnostico serologico, 1343 

- - manifestaciones clmicas, 1307, 1308c 

- causas, 1308, 1308c 

- D. manifestaciones clmicas, 1308c, 1309 

- E, manifestaciones clmicas, 1308c, 1309 

- infecciones virales y, 1312c 

- manifestaciones clmicas, 1305, 1305c 
Hepatoesplenomegalia, 1194 
Herbaspirillum, especies, 320, 320c 
Herpesviridae, especies, descritas, 1285c 
Heterorresistencia, 605 

HHV-6, Vease Virus herpes humano 6 {HHV-6) 
HHV-7, Vease Virus herpes humano 7 (HHV-7) 
HHV-8, Vease Virus herpes humano 8 (HHV-8) 
Hialofomicosis, 1105, 1121, 1137r 
Hialohifomicetos, conidios producidos en forma 
aislada, 1134, 1134f, 1137r 
Hialuronidasa 

factor de virulencia del estreptococo, 643, 
645 

- de S. pneumoniae, 656 
Hibridacion, 136, 137f 

DNA-DNA, 163 

- identificacion de micobacterias, 1058 

- in situ 

- cromogena, 136 

- - por fluorescencia, 132, 136, 137f 

- identificacion de micobacterias, 1059 

- in versa 

- - analisis posamplificacion, 144, 144f 

- - identificacion de micobacterias, 1061, 

1061f 

Hidatidosis, 1261, 1262f 
Hidradenitis supurada, S. aureus y, 603r 
Hidrato de carbono 

- CTA, convencionales, identificacion de espe¬ 

cies de Neisseria, 565 

- metabolismo oxidativo, 295 
Hidrolisis 

- esculina, identificacion de no fermentadores, 

300, Protocolo 7, Lamina en color 1 

- Tween 80, identificacion de micobacterias, 

1037, Protocolo 19,Lamina en color 19 

- Tween-80, 1447, Protocolo 19,Lamina en 

color 19 

- de urea, identificacion de no fermentadores, 

299, Protocolo 6, Lamina en color 1 
Hidroxido de potasio (KOH), examen microsco- 
pico de muestras, 18c 
Hifas, 1107r 

- especies no productoras, 1170, 1173f, 1174f, 

1175r 

- especies productoras, 1170, 1170f, 1173r 
Himenolepiasis, 1233r 

Hipoxantina, hidrolisis, 1418 


Hipurato de sodio, hidrolisis, identificacion de 
estreptococos, 682 

Hirudo medicinales, especies de Aeromonas, 398 
Hisopado(s) 

- pus aspirado versus, 11, Ilf 

- rectal, medio, 215, 216r 
Histoplasma, especies, H. capsulatum, 1148, 

1151f, 1153r 

- descrito, 1148 

- diagnostico con el uso de tecnicas sin cultivo, 

1151, 1153r 

- presentacion de laboratorio, 1149, 115If 
Histoplasmosis, 1148, 115If, 1153r 

HIV, sistema de clasificacion revisado, 1295, 
1296c, 1297c 
Hongos, 1157 

- cultivo, recomendaciones de la American 

Thoracic Society para la recoleccion de 
muestras, 1109, 1110c, llllr 

- dematiaceos, 1157 

- descripcion, 3 

- dimorfos, 1143, 1145 

- - descritos, 1148 

- - observaciones preliminares sugestivas, 

1187 

- filamentosos dematiaceos, observaciones pre¬ 

liminares sugestivas, 1188 

- filamentosos hialinos, 1121 

- - caracteristicas de las colonias, 1129 

- - conidios en cadenas producidos, 1129, 

1129f, 1132f 

- identificacion preliminar, 38 

- de importancia medica, identificacion, 1117c 

- observaciones preliminares de identificacion 

presuntiva, 1185, 1186 

- observaciones preliminares sugestivas, sobre 

la base del examen microscopico directo 
de material de muestras clmicas, 1118c 

- oportunistas, 1104 

- terminologia relacionada, 1107r 

- conidios en grupos producidos, 1132, 1133f 

- de crecimiento rapido, 1129 

- descritos, 1121 

- diagnostico, tecnicas sin cultivo, 1126, 

1130r 

- especies de Aspergillus, 1121, Vease tambien 

Aspergillus, especies 

- histopatologia, 1125, 1128f, 1130r 

- observaciones preliminares sugestivas, 1186 
HPLC. Vease Cromatografia Uquida de alto ren- 

dimiento (HPLC) 

HPLC-FL. Vease Cromatografia Uquida de alto 
rendimiento, por fluorescencia (HPLC-FL) 
HPV, Vease Virus del papiloma humano (HPV) 
HSV, Vease Virus herpes simple (HSV) 

Huella genetica, identificacion de micobacterias, 
1063 

Hueso(s), infecciones, 89 
Huesped(es) 

- agentes infecciosos y, interacciones, 4, 4c 

- infectado, virulencia y. 6 
Hymenolepis, especies, 1232, I233f, 1233r 

- H. diminuta, 1232, I233f 


lATA, Vease International Air Transport 

Association (Asociacion de transporte aereo 
internacional) (lATA) 

ID32 Staph, identificacion de estafilococos coa- 
gulasa-negativos, 624 

Identificacion de laboratorio, optimizacion, enfo- 
ques, 42c 

IgM, Vease lnmunoglobulina(s) 

Ignavigranum, especies, 675 
- identificacion, 706, 707c 
Impetigo, S. aureus y, 603r, 646 
Inclusion, C trachomatis, deteccion morfologica, 
1347 


Incubacion, recuperacion de micobacterias, 1031, 
1032f 

Indol, produccion, identificacion de enterobacte- 
rias, 216, 217f, Protocolo 1 
Infeccion por duelas {Fasciola hepatica), 1234 
Infeccion por especies de Salmonella, 244, 245r 
Infeccion de huesos y articulaciones, 89 
Infeccidn iatrogenica, definicion, 6r 
Infeccion intravascular, 96 
Infeccion oportunista, definicion, 6r 
Infeccion subclmica, definicion, 6r 
Infeccion por virus herpes simple (HSV), 72, 86, 
1285c 

- deteccion inmunologica, 1336 

- deteccion molecular, 1342 

- - diagnostico serologico, 1341 

- manifestaciones clmicas, 1299 
Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia 

humana (HIV), 1283c 

- deteccion molecular, 1336 

- diagnostico serologico, 1340, 1340c, 134If 

- epidemia global, 1294, 1295c, 1298c, 1299r, 

1300c 

- M. tuberculosis, impacto, 1018 

- secuencia de DNA, 145, 145f 

- sistema de clasificacion revisado entre adoles- 

centes y adultos positives, 1295, 1296c, 
1297c 

- tipo 1 (HIV-1) 

- - manifestaciones clmicas, 1295, 1295c, 

1297 

- - procedimientos de Western blot, 118, 

119f 

- tratamiento, apoyo de laboratorio, 1300c 

- ulceras genitales y, interacciones, 87 

- vigilancia, definiciones de cases revisadas, 1298c 
Infecciones del aparato genital, 69c, 85c, 86, 90f 

- causas, 85c, 86 

- complicaciones sistemicas, 87 

- diagnostico, 87, 90f 

- enfermedades de transmision sexual, 86 

- especies de Haemophilus y, 41 Ir, 418 

- superiores, infecciones, 87 

- transmision, no sexual, 86 
Infecciones asociadas con cateteres de dialisis 

peritoneal, S. epidermidis y, 608r 
Infecciones bacterianas, relacionadas con el sitio, 
diagnostico, 68c 

Infecciones por bolas micoticas, 1130r 
Infecciones de cateteres venosos, S. epidermidis 
y, 607r 

Infecciones cutaneas, S. epidermidis y, 608r 
Infecciones dentales, 73 
Infecciones por espiroquetas, 1076 

- especies de 1085 

- especies de Leptospira, 1094 

- especies de Treponema, 1077 

- Spirillum minor, 1097 

- taxonomia, 1076, 1076c 
Infecciones hematicas, 69c, 96 

- bacteriemia, 96, 97c 

- consideraciones especiales, 103 

- intravascular, 96 

- patogenia, 96, 97c 

- presentacion clmica, 95 

- recoleccion de hemocultivos, 98, 99f, 10Ir, 

Vease tambien Hemocultivos, recolec- 
cion, infecciones relacionadas con la 
sangre 

Infecciones de heridas, 69c, 94 

- diagnostico, 92 

- presentacion clmica, 94 

- S. aureus y, 603r 
Infecciones hospitalarias 

- definicion, 6r 

- especies de Bacillus y, 742 

Infecciones humanas, bacterias anaerobias y, 840, 
847f, 848c, 848r 
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Infecciones de injertos vasculares, S. epidermidis 
y, 607r 

Infecciones por micoplasmas 

- hemotroficas, animales, diagnostico y trata- 

miento, 1007 

- sensibilidad a los antibioticos, 1004 

- tratamiento, 1004 
Infecciones micoticas 

- de asiento profundo, 1104 

- categorizacion clinica, 1104 

- diagnostico, enfoque de laboratorio, 1106 

- - examen directo, 1110, 1113f, 1113r, 

1114r, 1116c 

• - medios de cultivo, seleccion e inoculacion, 

nil, 1115f 

- - preparacion para estudio, 1110, 111 Ir, 

1113f, 1113r, 1114r 

- - procesamiento de muestras, 1110, 1112c 

rechazo de muestras, criterios, 111 Ir 

- recoleccion y transporte de muestras, 

1109, 1110c, llllr 

- pacientes en riesgo, 1104 

- signos y smtomas, 1104, 1105c 

- superficial, 1104 

Infecciones musculoesqueleticas, especies de 
Bacillus y, 743 
Infecciones oculares, 69c, 95 

- conjuntivitis, 95 

- cultivos, 95 

- diagnostico, 95 

' endoftalmitis, 95 

- especies de Bacillus y, 742 

- especies de Haemophilus y, 41 Or, 419 

- examen microscopico, 95 

- presentacion clinica, 94 

- queratitis, 95 

- recoleccion de muestras, 96 

- S. epidermidis y, 607r 

- uveitis, 95 

- por “oxiuros”, 1223 

- por protozoos titulares, 1253, 1255f, 1256f, 

1256r 

Infecciones en pediatria, S. epidermidis y, 608r 
Infecciones respiratorias, 67 

- altas, 67, 69c, 72f 

angina Vincent 

- - epiglotitis, 73 

- - faringitis, 70 

- - infecciones dentales, 73 

- - laringitis, 73 

- - nasofaringeas, 72 

- otitis media, 73 

- sinusitis, 73 

- bajas, 69c, 73, 77r, 78c 

bronquiolitis, 74 

- - diagnostico, recoleccion de muestras, 75 

- - neumonia, 74 

- - traqueobronquitis, 73 

- diagnostico, 68c 

- pulmonares y S. aureus, 603r 
Infecciones del sistema nervioso central (SNC), 

69c, 90 

- abceso encefalico, 92 

- de derivaciones de liquido cefalorraquideo 

(LCR), S. epidermidis y, 607r 

- diagnostico, 91, 92f 

- por cultivo, 92 

deteccion de antigeno y acido nucleico, 92 

- serologico, 93 

- - tecnicas microscopicas, 92 

- encefalitis, 91 

- meningitis, 91, 91c, 411c, 415, 416, 603r, 

1171r, 1311c 

- recoleccion de muestras, 92, 93f 

- respuesta inflamatoria, evaluacion, 92 
Infecciones de transmision sexual, 86 

- cervicitis, 86, 88 

- enfermedad ulcerosa genital, 86 


- HPV, 87 

- HSV, 86 

- infeccion por HIV, 87 
' uretritis, 86, 88 

- vaginitis, 86 

- vaginosis, 87 

- verrugas venereas, 87 

Infecciones del tubo digest!vo, 77, 79c, 80c 

- alto, 80 

- “ recoleccion de muestras, 79 

- - smtomas clmicos, 80 

- bajo, 69c, 77, 79c, 80c 

- - causas, 79. 80c 

- recoleccion de muestras de heces, 79 

- smtomas clmicos, 77, 79c 

- diagnostico, 68c 

- '"Gastropirillum hominis", 383c, 384 
Infecciones del aparato urinario, 69c, 81, 81c, 

82f, 83r, 84f 

- diagnostico, 68c 

- factores del huesped, 81 

- pruebas de cribado, 84 

- recoleccion de muestras de orina, 81, 81c 
' S. epidermidis y, 607r 

- signos y smtomas, 68c, 80 
Infecciones virales, Vease tambien Virus 
~ aislamiento, cultivo, 1316 

- clasificacion clinica, 1309, 1311c 

- deteccion, 1323 

- diagnostico, 1304, 1312 

aislados, identificacion definitiva, 1331 
artificios, 1310, 1312 

- - asilamiento de virus en cultivo, 1316 

- - asociacion celular, 1329 

- cambios no inducidos por el virus, 1329 

- - cultivos celulares 

- - - aspectos tecnicos, 1320, 1322f, 1322r 

contaminacion, 1318, 132 If 
inoculacion e incubacion, 1323, 

1324f 

- - - preparacion y mantenimiento, 1316, 

1324f 

- - - seleccion, 1321 

- - deteccion de antigenos virales, 1329 

- - diferenciacion bioquimica, 1329 

- - efecto citopatico, 1323f, 1324, 1325c, 

1326c, 1327f, Vease tambien Efecto 
citopatico, deteccion e identificacion 
provisional de infecciones virales 

- - hemadsorcion, 1324, 1325, 1333f, 

Protocolo 23 

- hemaglutinacion, 1324, 1325, 1333f, 

Protocolo 23 

- - metodos, 1313c 

- - microscopia electronica, 1329 

- - microscopia optica, 1329, Protocolo 23 

- - muestras 

- - - almacenamiento, 1312, 1315, 1315c, 

1316 

- - - recoleccion, 1312, 1315, 1315c, 1316 

- - - tipos, 1315c 

- - - transporte, 1316 

- diagnostico serologico, 1337, 1340, 1340f, 

1345c 

- anticuerpos contra-IgM, 1345 

- - CMV, 1344 

- - coronavirus SARS, 1345 

- - EBV, 1342, 1343f 

- - HAV, 1344 

- - HBV 1342, 1343f 

- - HCV, 1344 

- - HIV, 1340, 1340c, 1341f 

- - HSV, 1342 

- - infecciones por parvovirus, 1344 

- - pruebas de sensibilidad a los aniivirales, 

1345 

- - rubeola, 1345 

- - virus del Nilo Occidental, 1345 


- - por VZV, Vease Virus varicela-zoster 

fVZV) 

- especies de Anaplasma, 1351, 1351c 

- especies de Chlamydia y, 1346, 1348 

- especies de Coxiella, 1349 

- especies de Ehrlichia, 1351, 1351c 

- especies de Rickettsia, 1 349 

- manifestaciones clmicas, 1277, 1283 

- nomenclatura relacionada, 1274, 1274r, 1275f, 

1276f, 1278c 

- smdromes clmicos asociados, 1311c 

- taxonomia relacionada, 1274, 1274r, 1275f, 

1276f, 1278c 

Infectividad, defmida, 195 
Inflamacion, 6 

- atopica, 7 

- granulomatosa, 7 

- linfohistiocitica, 7 

- supurada aguda, 7 

- tipos, 7 

Informe, resultados de cultivos de microbiologia, 
43, 43c 

Inhibicion del crecimiento de la hidracida del 
acido tiofeno-2-carboxflico (T2H), identifi¬ 
cacion de micobacterias, 1039, Protocolo 
19, Lamina en color 19 

- inhibicion, 1441 
Inhibidores de la p-lactamasa, 917 
Inmunidad celular 

- adaptativa, 7 
Inmunidad humoral 

- adaptativa, 8 

- innata, 6 

Inmunodepresion e infecciones por Bacillus, 

742 

Inmunodepresion y neumoma, 75 
Inmunoelectroforesis a contracorriente, 112 
Inmunoensayo(s) 

- defmicion, 117 

- enzimatico, deteccion de anticuerpos, 117, 

117f, 119f 

- en fase solida, metodos, 117, 117f, 119f, 

121f, 122f 

- - metodos de captura de anticuerpos EIA, 

120, 121f 

- - metodos de deteccion de anticuerpos EIA, 

117f, 118, 119f 
Inmunofluorescencia 

- descrita, 123 

- directa (IFD), 123, 123f, 124f 

- - examen de especies de Legionella, 530 

- indirecta (IFI), 123, 124f 

- tecnicas, 123, 123f 

- - deteccion de anticuerpos, 123, 124f, 

125f 

- - deteccion de antigenos, 123, 123f, 124f 
Inmunoglobulina(s) 

- clases, no, lllf 

- definicion, 110 

- IgM, deteccion, metodo de captura de anti¬ 

cuerpos EIA, 120, 12If 

Inoculo 

- evaluacion de la actividad inhibidora de los 

agentes antibioticos, 932 

- tratamiento antibioiico, 920f, 921 
Inquilinus limosus, 312c, 315 
Insectos, 1373 

- chinches, 1364 

- - reduvideas (vinchuca), 1364r 

- moscas, 1373 

- mosquitos, 1374 

- piojos, 1375 

- pulgas, 1375 

Intercambio genetico, bacterias, 186, 187f 
Intermedilisina, 662 
Intemalina, 198 

- factor de virulencia para L. monocytogenes, 

730 
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International Air Transpon Association 

(Asociacion de transporte aereo intemacio- 
nal) (lATS), 56 

Intoxicacion alimentaria estafilococica, S. aureus 
y, 604r 

Intoxicacion alimentaria, estafilococica, S. aureus 
y, 604r 

Intoxicacion, alimenticia, S. aureus y, 604r 
lodamoeaba butschlii, 1209 
Isospora belli, 1218 

- ciclo vital, 1216f 
Isosporiasis, 1218 

Ivermectina, infecciones parasitarias, 1264c 
Ixodida, especies, 1363, Vease tambien 
Garrapata(s} 

- caracteiisticas diagnosticas, 1370c 

- /. cookei 

- - distribucion geografica, 1366, 1366c 

- - identificacion, 1368, 1371c 

- /. marxi 

- - distribucion geografica, 1365, 1366c 

- identificacion, 1368, 1371c 

- /. scopularis 

distribucion geografica, 1365, 1366c 
identificacion, 1366, 1366f, 1368f, 

1370c 

- relacion con la enfermedad, 1365 

K 

Kala-azar, 1246r 
Kerstersia, especies, 325c, 328 
Kingella, especies, 449 

- caractensticas de los cultivos, 445c, 449 

- identificacion. 445, 450 

- - caractensticas bioquimicas, 448c 

- importancia clmica, 449 

- sensibilidad a los antibioticos, 451 

- taxonomia, 449 
Klebsiella, especies 

- cambios taxondmicos, 250, 252c 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- descritas, 250, 253 

- especies, diferenciacion, 252c 

- Grupo Klebsiella-Enterobacter-Hapiia- 

Serratia, 207, 208f, 218 

- K. granulomatis, 250 

- K. oxytoca, reacciones bioquimicas, 230c 

- K. ozaenae, 250 

- K. pneumoniae, 250 

- - reacciones bioquimicas, 230c 

- K rhinoscleromatis, 250 

Klebsielleae (tribu), 222c, 250, 251c, 252c, 253c, 
256c 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- especies, diferenciacion, 251c 
Kluyvera, especies 

- mas nuevas, 264c 

- caracteristicas de diferenciacion, 263, 

266c 

- reacciones bioquimicas, 230c 
Koneman, E.W., 2 

Koserella trabulsii, caracteristicas de diferencia¬ 
cion, 268c, 269 

L 

Laboratorio de microbiologia 

- acreditacion e inspeccion, 46 

- aseguramiento de calidad, 58 

- aspectos administrativos, 45 

- bioterrorismo, 58, 59c, 60c 

- calificaciones personales, 47 

- confidencialidad en relacion con los pacientes, 

47 

- control de calidad, 59, Vease tambien Control 

de calidad, laboratorio de microbiologia 

- evaluacion de eficiencia, 47 
laboratorios de referencia o derivacion, 47 

- manejo de riesgos, 47 


- manuales de procedimiento, 47 

- papel, 1 

- regulacion estatal, 45, 45r, 46c 

- requerimientos de espacio, 47 

- seguridad, 47, Vease tambien Seguridad, labo¬ 

ratorio de microbiologia 
Lactobacillus, especies, 799 

- aislamiento, 800 

- caracteristicas, 730c 

- epidemiologia, 799 

- identificacion, 800, 885 

- importancia clinica, 799 

- taxonomia, 799 
Lactococcus, especies, 675 

- identificacion, 706, 708c 
Lactofenol, 21c 
Lactrodectus mactans, 1372 
Laribacter hongkongensis, 320c, 323 
Laringitis, 73 

- estridulosa, 1311c 
Laringotraqueobronquitis, especies de 

Haemophilus y, 41 Ir 
Larva mi grans 

- cutanea, 1259 

- visceral, 1258 

Larvas, de moscas, y miasis, 1373 
Lautropia mirahilis, 315 
Lavado broncoalveolar, diagnostico de infeccio¬ 
nes del aparato respiratorio, 22c, 76 
Lavado rectal, medio, 215, 216r 
LCR, Vease Liquido cefalorraquideo (LCR) 

LE, Vease Leucocito esterasa (LE) 

LeClercia, especies, L. adecarboxylata, 264c 

- reacciones bioquimicas, 232c 
LeClercia, especies, mas nuevas, caracteristicas 

diferenciadoras, 263, 267c 
Legionelaceas, en medioambiente, 527 
Legionella, especies, 523, Vease tambien 
Legionelosis 

- acidos grasos celulares, 533c, 534c 

- aislamiento 

- - aspirados de liquidos pleurales y transtra- 

queales, 531 

- - del esputo y otras muestras contaminadas, 

531 

- - hemocultivos, 532 

- - muestras ambientales, 534 

muestras clinicas, 531, 53 Ir 

- - tejidos, 531 

- caracteristicas, 524, 524c, 532, 533c 

- diagnostico molecular, 534 

- estudios de microbiologia ambiental, 534, 

535c 

- habitats acuaticos elaborados por el hombre 

(artificiales), 527 

- habitats naturales, 527 

- identificacion, 532, 532c, 533c 

- manifestaciones clinicas, 525, 525c 

- medioambiente, 526 

- prueba de IFA indirecta en suero, 532 

- sensibilidad a los antibioticos, 531, 532 

- taxonomia, 524, 524c 

- tipificacion, 535, 536c 

Legionelosis, Vease tambien Legionella, especies 

- aspectos ecologicos, 527 

- brotes hospitalarios, 528 

- diagnostico de laboratorio, 529 

- - muestras clinicas 

- - - aislamiento de especies de 

Legionella, 531, 531 r 

- - - deteccion de antigeno en orina y 

liquidos corporales, 530 

- - - deteccion molecular de acidos 

nucleicos, 531, 53Ir, 533c, 

534 

' - - examen director, 530 

- - - examen microscopico, 530 

- - - procedimiento IFA, 530 


- - - seleccion, recoleccion y transporte, 

529 

- epidemiologia, 527 

- espectro clinico, 525, 525c 

- factores predisponentes, 526 

- incidencia, 527 

- patogenia, 526 

- patologia, 526 

- tratamiento, 531, 532 

- en viajeros, 528 
Leifsonia, especies, 790, 791c 
Leishmania, especies, 1244, 1246r 

- ciclo vital, 1245f 

- identificacion de laboratorio, 1244 
Leishmaniasis, 1194, 1244, 1245r, 1246r 

- cutanea, 1244 

- - pri maria, 1246r 

- diseminada, 1246r 
Leminorella, especies 

- mas nuevas 

- - caracteristicas diferenciadoras, 265, 267c 

- reacciones bioquimicas, 232c 
Leptospira, especies, 1094 

- descritas, 1094, 1094f, 1095c 

- genomoespecies, 1095c 

- leptospirosis debida, 1094 

- serogrupos, 1095c 
Leptospirosis, 1094 

- causas, 1094 

- diagnostico de laboratorio, 1096 

- epidemiologia, 1094 

- manifestaciones clinicas, 1095 

Lesiones genitales, microscopia de campo oscu- 
ro, 1453 

Leuconostoc, especies, 673 
Levaduras 

- negras, identificacion de laboratorio, 1176, 

1177f 

- - definidas, 1106 

- - descripcion, 3 

identificacion de laboratorio, 1164, 

1165 

- - - preparados de agar harina de maiz, 

1165, 1168f, 1168r, 1169f 

- - - tubo germinal, 1164, 1165, 1165f, 

1165r, n68f 

identificacion, abreviada, 40c 
no formadora de hifas, 1174, 1176f 

- - observaciones preliminares sugestivas, 

1190 

- productoras de artroconidios, 1173r 

Ley de transferibilidad y responsabilidad del 
seguro de salud de 1996, 47 
Lincosamida 

- especies de Staphylococcus resistentes, 960 

- S. pneumoniae resistente, 964 
Lineas celulares 

- mantenimiento, procedimiento, 1322r 

- origenes, 1315, 1318c 
Lipidos, defmidos, 181 
Lipoarabinomanano, 183 
Lipooligosacaridos, 182 

- Moraxella catarrhalis, 558r 

- V. gonorrhoeae, 547r 

- N. meningitidis, 545r 
Lipopolisacaridos (LPS), 181, 18If 
Lipoproteinas de mureina, 181 
Liquido cefalorraquideo (LCR) 

- examen directo, diagnostico de enfermedades 

infecciosas, 22c 

- meningitis, 22c, 90 

Liquidos corporales, deteccion de parasitos, 

1201 

Lisina, descarboxilacion, identificacion de ente- 
robacterias, 218, Protocolo 6, Lamina en 
color 6 

Lisostafina, sensibilidad, diferenciacion de 
micrococos y estafilococos, 612 
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Listeria, especies, 729 

- caracteristicas, 730c 

- E. rhusiopathiae 

- - aislamiento, 738 

- - identificacion, 737 

- - sensibilidad a los antibioticos, 738 

- identificacion, 733, 734c 

- L. monocytogenes, 728 

- - aislamiento, muestras clmicas, 733 

- - epidemiologia, 731 

- - factores de virulencia, 730 

- - identificacion, 733,734c 

- - importancia clinica, 731 

- - meningitis debida a, 90 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 968 

- metodos de evaluacion, 956c 

- patogenia, 736 

- sensibilidad a los antibioticos, 736 

- taxonomia, 728, 729c, 729r 

- tratamiento, 736 
Listeriolisina O. 198 

- factor de virulencia para L monocytogenes, 730 
Listonella, especies, 397 

Loxosceles reclusa, 1372 

LPS, Vtee Lipopolisacdrido (EPS) 

LV-PVA, formulaciones, 1475 

M 

Macroconidio, 1107r, 1132, 1133f, 1140, 1143f 

- con tabiques transversos, 1158, 1159f 

- con tabiques transversos y longitudinales, 

1158. 1158f, 1159f 

- de transmision aislada o a traves de conidia- 

cion especial, 1159, 1161f 
Macr61ido(s) 

- especies de Staphylococcus resistentes, 960 

- S. pneumoniae resistente, 964 
Maduromiceto(s), 822, 822c 
Magnetosoma(s), composicion, 176 
Malassezia furfur, 1176 
Mannheimia, especies, 437r, 444 

- actualmente reconocido, 437r 

- identificacion, caracteristicas bioquimicas, 

440c 

- M. haemolytica, 437r, 444 
Man6sido(s), fosfatidilinositol, 183 
Massilia, especies, 318, 319c 
Mastitis, S. aureus y, 603r 

Material peligroso, manipulacion, precauciones 
de seguridad. 50 

Materiales infecciosos, limpieza de derrames, 53, 
55 

Matriz en damero, identificacion de enterobacte- 
rias, 271 

Matriz de glucano insoluble, 184 
Mebendazol. para infecciones parasitarias, 1264c 
Medio de transporte de Sutar. 14, 14r 
Medio(s) de cultivo 

- de Barbnour-Stoenner-Kelly para cultivo de B. 

burgdorferi, 1091, I092r 

- con base de agar, diagnostico de tuberculosis, 

1019 

- de Blazer, aislamiento de C. jejuni, 376c 

- diferenciales, cambios, 35r 

- Eh, 838 

- evaluacion de la actividad inhibidora de los 

agentes antibioticos, 930 

- evaluacion de muestras, 26, 28c 

- fibre de sangre para Campylobacter de 

Preston, aislamiento de C jejuni, 376c 

- deLoeffler, 1416 

- monitorizacion, control de calidad, 61, 62c 

- recuperacion y caracterizacion de especies de 

Salmonella, 245, 246c, 248f 

- recuperacion de enterobacterias Lamina en 

color 6-1C, Lamina en color 6-2A-D, 
Lamina en color 6-3 A-F, 210, 212c, 
213c, 214r, 216c, 216r 


- - medios de aislamiento selective Lamina 

en color 6-1C, Lamina en color 6- 
2A-D, Lamina en color 6-3A-F, 
246c, 248f 

- - medios de enriquecimiento, 215, 216c 

- - sustancias quimicas y compuestos, 212. 

214r 

- selective de Butzler, aislamiento de C jejuni, 

376c 

- para viriones de Butzler, aislamiento de C. 

jejuni, 376c 
Medioambiente 

- enfermedades infecciosas, 2 

- especies de Legionella, 526 

- virulencia y, 5, 6c, 6r 

Medios cromogenos, recuperacion y caracteriza¬ 
cion de especies de Salmonella, 246c, 247, 
248f 

Melarsoprol, para infecciones parasitarias, 1264c 
Melioidosis, 308, 308c, 309r 
Melissococcus, especies, 671 
Membrana celular 

- antibioticos activos, 910, 912, 914f, 916c, 

9l7c, 918r 

- bacterias gramnegativas, componentes, 911 f 

- enzimas activas reconocedoras de la penicili- 

na, 910, 912, 914f, 916c, 917c, 918r 

- transporte de los agentes antibioticos, 906, 

909f 

Membrana citoplasmatica, celulas bacterianas, 
176 

Membrana externa, 180 
Membrana nuclear, 173 
Meningitis, 91, 91c 

- aseptica, infecciones virales y, 1311c 

- Candida,\\1 \t 

- causas, patogenos, 90 

- especies de Haemophilus y, 411 r, 413,416 

- LCR en pacientes, 91c, 92 

- S, aureus y, 603r 

- sepsis neonatal, especies de Haemophilus y, 

411r 

- signos y smtomas, 90 
Mesosoma(s), 177 

Metabolismo, no fermentadores. 291, Vease tam- 
bien No fermentador, metabolismo 
Metaneumovirus humano, 1288 
Metapneumovirus humano, 1288 
Methylobacterium, especies, 321, 322c 

- M. mesophilicum, 293c 
Metilobacterias, 321, 322c 

Metodo de tincidn de Leifson, identificacion de 
no fermentadores, 300, 300r, Protocolo 7.2 
Metodo de tincion de Ryu, identificacion de no 
fermentadores, 300, Protocolo 7 
Metodos de amplificacion de senales, 132, 135f 

- DNA ramificado, 135 

- FISH, 132, 136, 137f 

- hibridacion in situ, 136, 137f 

- Hybrid Capture, 134, 135f 

- identificacion de micobacterias, 1058 

- sondas de acidos nucleicos, 133 
Metodos inmunologicos, 112 
Metronidazol, infecciones parasitarias, 1265c 
Micelio, 1107r, 1108f 

- aereo. 1107r 

- de reproduccion, 1107r 

- vegetative, 1107r 
Micetoma 

- agentes, 1160 

- causas, 822, 823c 
Micobacterias, 1016, Vease tambien 

Mycobacterium, especies 

- aislamiento 

- - cultivo de muestras, 1029, 1030c, 1031c, 

1032f 

- - frotiss acido-alcohol resistentes, sensibili- 

dad, 1031 


- GLC, 1032 

- HPLC, 1032 

- HPLC-FL, 1032 

- incubacion, 1030, 1032f 

- medio de cultivo en caldo, 1032 

- medios de Cohen y Middlebrook, 1030 

- medios de cultivo, 1029, 1030c 

- medios de cultivo no selectivos, 1029 

- medios selectivos, 1029. 1030c 

- metodos rapidos, 1031 
caracteristicas diferenciales, 1038c 
clasificacion. 1042 

- resena, 1042, 1043r 
deteccion 

- BACTEC MYCO/F Lytic, 1035 

- sistema BACTEC AFB, 1036, Protocolo 

9 

- sistema de deteccion manual, 1035 

- sistema de deteccion de micobacterias 

MB/BacT. 1034 

- sistema MGIT, 1033 

- sistema MGIT 960, 1034 

- sistema Septi-Chek AFB, 1035 

- sistemas de deteccion automatizados, 

1032 

diagnostico, recuperacion e identificacion de 
tuberculosis, 1023, 1024f, 1025c, 1026c, 
1028c, 1029c, 1030c, Vease tambien 
Tuberculosis, diagnostico de laborato- 
rio, recuperacion e identificacion de 
micobacterias 

fotorreactividad, evaluacion, 1437 
identificacion, 1042, 1044c 

- actividad de arilsulfatasa, 1037, 1040c, 

Protocolo 19, Lamina en color 19 

- actividad de catalasa, 1037, Protocolo 19, 

Lamina en color 19 

- actividad de ureasa, 1037, 1038c, 

Protocolo 19, Lamina en color 19 

- acumulacion de niacina, 1037, Protocolo 

19, Lamina en color 19 

- captacion de hierro, 1039, Protocolo 19 

- crecimiento en agar de MacConkey, 1042, 

Protocolo 19 

- crecimiento en cloruro de sodio, 1042, 

Protocolo 9 

- hidrolisis de Tween 80, 1037, Protocolo 

19, Lamina en color 19 

- huellas geneticas, 1063 
inhibicion del crecimiento por T2H, 

1039, Protocolo 19, LAmina en color 
19 

- metodos convencionales, 1036. 1040c, 

Protocolo 19 

- metodos moleculares, 1056, 1062f 

analisisposamplificacion, 1061, 

106 If 

ensayo para M. tuberculosis BD 
ProbeTec, 1060 

ensayo para M. tuberculosis Abbott 
LCx, 1060 

ensayos de PCR, 1060 
Gen-Probe AMTD, 1059 
hibridacion in situ, 1059 
hibridacion inversa. 1061, 106If 
metodos de amplificacion de acidos 
nucleicos, 1059 

metodos de amplificacion de senales, 
1058 

prueba para Mycobacterium 

Tuberculosis Roche Amplificor, 
1060 

secuenciacion de DNA, 1062 
sondas de acidos nucleicos, 1058 

- pirazinamidasa, 1038, Protocolo 19, 

Lamina en color 19 

- produccion de pigmento, 1037, Protocolo 

19, Lamina en color 19 
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- - reduccion de nitratos a nitrites, 1037, 

1038c, Protocolo 19, Lamina en 
color 19 

- - sondas de DNA, 1449 

- - tipificacion de cepas, 1063 

- identificacion preliminar, 38 

- M. shimoidei, 1054 

- nomenclatura, 1040C 

- reduccion de nitratos, 1444, 1444f 

- tinciones de fluorocromo, 25 

- tolerancia al cloruro de sodio, 1446 

- ureasa, 1448 
Micologia, 1102 

- terminoiogia relacionada, 1105 
Micoplasma(s), 975 

- aislamiento 

- - medios de cultivo de rutina, 1000 

seres humanos, 978r 

- central, aislamiento, medio, 1427 

- cultivo 

- medios, 993, Protocolo 18 

- - medios de transporte, 993 

muestras clmicas, 993, 996f, Protocolo 18 

- recoleccion de muestras, 994 

- descritos, 976 

- deteccion, tincion de Diene, 1423 

- genitales 

- aislamiento e identificacion, 997, 999f, 

1427, Protocolo 18, Lamina en color 
18 

- deteccion sin cultivo, 997 

- pruebas serologicas, 1003 

- origen animal, infecciones humanas debidas a, 

992 

- taxonomia, 976, 976r. 978c. 978r 
Micosis 

- extrapulmonar, signos, sintomas y agentes 

probables, 1106c 

- pulmonares, signos y smtomas, 1105c 
Micro-ID, 278 

Microaerofilo, 837 

Microbact Staphylococcal 12S, identificacion de 
estafiiococos coagulasa-negativos, 626 
Microbacterium, especies, 791c, 792 
Microbiologia, introduccion, 1 
Microbios, olores, 33, 35c 
Micrococcus, especies, 610 

- descritas, 595 

- especies de Staphylococcus versus, 612, 613c, 

Protocolo 12, Lamina en color 12 

- identificacion, caracterfsticas fenotipicas, 

627c, 629 

Microconidios, 1107r, 1132, 1140 
Micrometro ocular, calibracion, 1471, 1472f 
Microorganismos, 197 

- Microorganismos autotroficos, 191 

- caracterizacion, metodos, 164r 

- inmoviles 

oxidasa-negativos, 337, 337c 

- oxidasa-posiiivos, 329 

- microaerofilos, 189 

- procariontes, replicacion, transcripcion y tra- 

duccion de codigos geneticos, 177f 

- prototroficos, 191 
Microplaca Biolog GN2, 278 

Microscopia de campo oscuro, de lesiones geni¬ 
tales, 1453 

Microscopia electronica 

- deteccion directa de virus en muestras clmi¬ 

cas, 1335 

- deteccion e identificacion provisoria de infec¬ 

ciones virales, 1329 

- inmuni taria, 117 
Microscopia optica 

- deteccion directa de virus en muestras clmi¬ 

cas, 1334, Protocolo 23 

- deteccion e identificacion provisional de 

infecciones virales, 1329. Protocolo 23 


Miocarditis/pericarditis, infecciones virales y, 
1312c 

Mionecrosis, clostridios, 889, 892 
Mixovirus, efecto citopatico, 1327f 
Molecula 16S rRNA, 163 
Monitorizacion de insumos, control de calidad, 
61, 62c 

Monofosfatos de nucleotidos, DNA, 130, 13 If 
Moraxelas, 333, 335c 

- clasificacion, especies, 541, 541r 

- taxonomia, 541, 54 Ir 

Morfotipos bacterianos, en cultivos mixtos, sepa- 
racion, 35, 37c 

Morganella. especies, 257, 257c 

- caracterfsticas de identificacion, 226c 

- M. morganii. reacciones bioquimicas, 232c 
Mosca(s) 

- Dermatobia hominis (larva de la mosca Huma¬ 

na), 1373 

- tumbu, 1373 
Mosquitos, 1374 

- flebotomos, 1374 

Motilidad bacteriana. identificacion de enterobac- 
terias, 220, 220r, Lamina en color 6 
mRNA, Vease RNA mensajero (mRNA) 

Mucor, especies, identificacion, 1120, 1123f 
Mucormicosis, 1105 

Muestra(s), Vease tambien Recoleccion de mues¬ 
tras 

- anaerobias, recipientes para transporte, 12, 

12c, 13, 13f 

- de biopsia, recuperacion e identificacion de 

micobacterias, 1026 

- cultivo 

aislamiento de micobacterias, 1029, 

1030c, 1031c, 1032f 
tecnicas, 26, 27, 30f 

- de esputo, evaluacion de la calidad, 1201 

- - sistema de graduacion de Bartlett, 17, 

17r 

- - sistema de graduacion de Murray y 

Washington, 17, 17r 

- diagnostico de infecciones virales 

almacenamiento, 1316 

- - tipos, 1315c 

- - transporte, 1316 

- ectoparasites, remision al laboratorio, 1362 

- enfermedades parasitarias, 1194, Vease tam¬ 

bien Enfermedad parasitaria, muestras 

- examen microscopico, 15, 17, 17r, 18f, 24r, 

95, Vease tambien Examen microscopico 
de muestras 

- genitales, 88, 89f 

- de heces 

“ - diagnostico de tuberculosis, 1022 

- - enfermedades parasitarias, 1194 

- - medio, 216,216r 

- - ooquistes de Cryptosporidium, tecnica de 

flotacion de Sheather en recupera¬ 
cion, 1217r 

- parasites, incidencia, 1192, 1193r 

- - recoleccion, 79 

- liquidas, recuperacion e identificacion de 

micobacterias, 1026 

- manipulacion, precauciones de seguridad, 50 

- de medula osea, recuperacion e identificacion 

de micobacterias, 1026 

- de orina 

- - de chorro medio, 82, 82f, 82r 

- - cultivo, 83 

- - deteccion de parasitos, 1201 

- - diagnostico de infecciones del aparato uri- 

nario, 82f, 83r 

- - diagnostico de infecciones del tracto uri- 

nario, 81 

- - evacuada, 83 

- - examen directo, diagnostico de enferme¬ 

dades infecciosas, 22c 


- - instrucciones de obtencion al acecho, lim- 

pias, 81, 82f, 83r 

- procesamiento, 26, 28c, 29 

- - relacionado con enfermedad parasitaria, 

1194 

- recepcion y observaciones preliminares, 14 

- rechazo, criterios, 14, 15r 

- respiratorias, diagnostico de tuberculosis, 

1021 

- de sangre, deteccion de parasitos, 1202, 

Protocolo 22 

- seleccion de medios de cultivo primarios, 27, 

28c 

- tecnica de transferencia, 27 

- transporte, 10, 12, 12c, 14c, 14r 

- - precauciones de seguridad, 55, 56f, 

57f 

- recipientes, 12, 12c, 13, 13f 

relacionado con enfermedad parasitaria, 
1194 

Multiceps, especies, 1261 
Muriforme, 1107r 
Mutualismo, 4 

Mycobacterium, especies, Vease tambien 
Micobacterias 

- complejo M. tuberculosis, 1046, Diagrama 19, 

Lamina en color 19 

- de crecimiento rapido, 1055, 1057r 

- escotocromogenos, 1047 

- fotocromogenos, 1045 

- M. abscessus, 1055, 1057r 

- M. asiaticum, 1047 

- M. avium-intracellulare, 1051 

- M. bovis, 1044 

- M. celatum, 1049 

- M. fortuitum. 1055, 1057r 

- M, gastri, 1053 

- M. genavense, 1056 

- M. gordonae, 1050, 1050r 

- M. haemophilum, 1054, 1054r 

- M. kansasii. 1045, 1048r 

- M. malmoense, 1054, 1054r 

- M. marinum, 1045, 1049r 

- M. paratuberculosis, 1052 

- M. scrofulaceum, 1047 

- M. simiae, 1047, 1049r 

- M. szulgai, 1048, 1050r 

- M. terrae, 1053, 1053r 

- M. thermoresistible, 1056 

- M. triviale, 1053, 1053r 

- M. tuberculosis, 1056, Protocolo 19, Lamina 

en color 19 

deteccion, instrumentacion ladiometrica, 
1451 

- - evaluacion de sensibilidad, 1064, 1065f 

evaluacion de sensibilidad a drogas, ins¬ 

trumentacion radiometrica, 1451 

- - HIV, 1018 

identificacion, instrumentacion radiometri¬ 
ca, 1451 

- - meningitis debida, 91 

- - tratamiento a corto plazo, 1067, 1067r 

- M. ulcerans, 1056, 1056r 

- M. xenopi, 1049, 1049r 

- no fotocromogenos, 1051 

- nomenclatura, 1040c 

- orden de presentacion, 1045r 

- revision, 1043 
Mycoplasma, especies 

- factores de virulencia, 979 

- hemotroficas, 992 

- identificacion, caracteristicas, 978r 

- importancia clmica, 980 

- M. fermentans, importancia clmica, 987 

- M. genitalum, importancia clmica, 986 

- M. hominis, importancia clmica, 981 

- M. penetrans, importancia clmica, 989 

- M. pirum, importancia clmica, 991 
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Mycoplasma, especies (Cont.) 

- M. pneumoniae 

- - aislamiento, 994, 996f, 1426, Protocolo 

18, Lamina en color 18 

- - - medio, 1425 

- - deteccion sin cultivo, 995 

- - identificacion, 994, 996f, 1424, Protocolo 

18, Lamina en color 18 

- - - presuntiva, prueba de reduccion de 

tetrazolio, 1428 

- - - prueba de hemadsorcion, 1424 

- - importancia clinica, 980 

' - infecciones debidas a, diagnostico, prue- 

bas serologicas, 1001 

- M. primatum, importancia clinica, 991 

- M. spermatophilum, importancia clinica, 

992 

Myroides, especies, 293c, 332, 333c 

N 

N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sodio (NALC), 
1429 

N-acetilglucosamina, 178, 180f 
Naegleria, especies, N. fowleri, meningitis, 91 
NALC, Vease N-acetiLL-cistema-hidroxido de 
sodio (NALC) 

NAP, Vease p-Nitro-acetilamino-hnidroxipropio- 
fenona (NAP) 

Naranja de acridina, examen microscopico de 
muestras, 24, 26r 

NAS BA, Vease Amplificacion basada sobre 
secuencia de dcidos nucleicos (NASBA) 
Nasofaringe 

- cultivos, 72 

- infecciones, 72 

National Type Culture Collection (NTCC) 

(Recoleccion de cultivos de tipo nacional), 
162 

Natostomiasis, 1260 
Necrosis, 7 

Neisseria, especies, 293c, 335c, 336, 539 

- aislamiento, 559, 561c, 56Ir, 563r 

- atipicas, caracteristicas de cultivos, 572c 

- caracteristicas, 542, 543r, 545f 

- caracteristicas del cultivo, 571, 572c 

- clasificacion, 541, 541 r 

- identificacion, 564, 567c 

- - BatiCard, 567 

caracteristicas, 572c 

- diferenciacion de otros microorganismos 

sobre medios selectivos, 565 

- - ’’falsas”, caracteristicas. 572c 

- - morfologia de las colonias, 564 

prueba de oxidasa, 564 
prueba rapida de utilizacion de hidratos de 
carbono, 1410 
prueba de superoxol. 564 

- - pruebas de coaglutinacion, 568 

- - pruebas confirmatorias. 564 

- - pruebas de sustrato de enzimas cromoge- 

nicas, 566, 567c 

- - pruebas de utilizacion de hidratos de car¬ 

bono, 565 

- - sistemas de identificacion multiprueba, 

568 

- - tincion de Gram, 564 

- importancia clinica, 542, 546, 546f, 547f 

- N. cinerea, 556 

- caracteristicas del cultivo. 572c, 574 

- N. elongata 

- - subespecie elongata, caracteristicas del 

cultivo, 572c, 576 

- - subespecie glycolitica, caracteristicas del 

cultivo. 572c, 576 

- N. flavescens, caracteristicas del cultivo, 

572c, 575 

- N. gonorrhoeae 

- - aislamiento, 559, 560c, 561c, 561 r 


- - - extendidos directos tenidos con 

Gram, 559 

- - - medios de cultivo selectivos, inocula- 

cion e incubacion, 560c, 561 

- - - recoleccion de muestras, 560, 560c, 

561r 

- - - transporte de muestras, 560 

- - antecedentes historicos, 540 

antigenos, asociados con virulencia, 544r 

- - P-lactamasas, induccion, 952 

- caracteristicas del cultivo, 571, 571c 
confirmacion del cultivo 

- - - metodos epidemiologicos, 567 

- - - prueba de sonda de DNA, 569 

- - epidemiologia, 546,546r 

- - evaluacion de metodos, 955c 

- - factores de virulencia, 544r 

- - identificacion 

criterios presuntivos, 565 

- - - prueba de IFD, 567 

pruebas de hibridacion y amplifica¬ 
cion de acidos nucleicos, 569 

- - importancia clinica, 542, 546r, 547f 

- - infeccionesa causadas por, 547, 548, 548f, 

549f 

- - sensibilidad a los antibioticos, 577 

- - subespecie kochii, caracteristicas del culti¬ 

vo, 572c, 576 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 965 

- N. lactamica, 556 

- caracteristicas del cultivo, 572c, 574 

- N. meningitidis 

- - aislamiento 

- - - aislamiento e incubacion, 562 

- - - extendidos directos tenidos con 

Gram, 563 

- - - pruebas de antigeno capsular directo, 

563 

recoleccion y transporte de muestras, 
563 

- - - seguridad de laboratorio, 562 

- - antecedentes historicos, 540 

- - antigenos, asociados con virulencia, 

545r 

- caracteristicas del cultivo, 572c, 573 

- - epidemiologia, 550 

- - evaluacion de metodos, 955c 

- - factores de virulencia, 545r 

- - identificacion, metodos moleculares, 571 

- - infecciones causadas, 552 

- - meningitis debida a, 91 

- - sensibilidad a los antibioticos, 578 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 966 

- N. polysaccharea, caracteristicas del cultivo, 

572c, 575 

- M sicca, 556 

- N. subflava. 556 

- no humanas, caracteristicas del cultivo, 572c, 

576 

- no patogenicas, identificacion, 572c, 575 

- sensibilidad a los antibioticos, 577 

- taxonomia. 541, 541 r 
Nematodos, 1220 

- Ascaris lumhricoides, 1221, 122If, 1223r 

- Capillaria philippinensis, 1226 

- descritos. 1220 

- Enterobius vermicularis, 1223, 1223f 

- por filarias, 1248, 1252f, 1252r 

- Strongyloides stercoralis, 1225, 1225f, 

1227r 

- Trichostrongylus, especies, 1226 

- Trichuris trichuria, 1222, 1223f, 1224r 

- uncinarias, 1222, 1225, 1225f 
Neumolisina, 5. pneumoniae, 656 
Neumonia(s), 73 

- aguda, 74 

- en ancianos, 75 

- por aspiracion, 73 


- atipica, 74 

- cronica, 74 

- diagnostico de laboratorio, 76, 76r, 78c 

- especies de Haemophilus y, 41 Ir, 418 

- manifestaciones clmicas, 1311c 

- pacientes con fibrosis quistica, 74 

- pacientes inmunosuprimidos, 74 

- poblaciones especiales, 75 
Neurorretinitis, especies de Bartonella y, 481 
Niacina, acumulacion, 1442 

- identificacion de micobacterias, 1036 
Niclosamida, infecciones parasitarias, 1265c 
Nigrospora, especies, 1160, 116If 
Ninfa(s), 1365 

Ninos 

- abuso sexual, infeccion por C. trachomatis, 

1348 

- Chilomastix mesnili, 1213 

- infecciones, S. epidermidis y, 608r 
Nitrato(s) 

- desnitrificacion, identificacion de no fermenta- 

dores, 299, Protocolo 7, Lamina en 
color 1 

- identificacion de no fermentadores, 299, 

Protocolo 7, Lamina en color 1 

- a nitritos, identificacion de micobacterias, 

1038c, Protocolo 19, Lamina en color 
19 

Nitrito(s), nitratos, identificacion de micobacte¬ 
rias, 1037, 1038c, Protocolo 19, Lamina en 
color 19 
Nitrogeno 

- asimilacion y metabolismo, 190, 190f 

- crecimiento y metabolismo bacterianos, 189, 

190f 

Nocardia, especies, 818 

- celulas bacterianas, 821 

- descritas, 821 

- diferenciacion, 825, 826c, 829c, 829r, 831c, 

Protocolo 15, Lamina en color 15 

- - pruebas claves, 829c 

- enfermedad clinica, 819 

- identificacion 

- - bandas API 20C AUX, 830c 

- - prueba de lisozima, 826, 826r 

tincion acido-alcohol resistente modifica- 
da, 829, 829r 

- N. asteroides, 819 

- - aislados, perfiles de sensibilidad a los anti¬ 

bioticos, 819, 821c 

- N. brasiliensis, 820 

- N. otitidiscaviarum, 820 

- sensibilidad in vitro, 832c, 833 

- taxonomia, 818 

- utilizacion de hidratos de carbono, patrones, 

pruebas suplementarias en resolucion, 
831c 

Nocardiopsis, especies, 823 
Nocardiosis, 820 
Nomenclatura 

- definida, 1273 

- relacionada con infecciones virales, 1273, 

1274r, I276f, 1278c 

Novobiocina, sensibilidad, identificacion de S, 
saprophytic us, 623 

Novobiocina-verde brillante-agar glucosa (NBG), 
recuperacion y caracterizacion de especies 
de Salmonella, 246c 

Novobiocina-verde brillante-glicerol-agar lactosa 
(NBGL), recuperacion y caracterizacion de 
Salmonella, 246c 
Nucleoide, 172 
Nuclisens HIV-1 QT, 140 
Numeros de biotipo, 274 

O 

o-Nitrofenil-P-D-galactopiranosida (ONPG), 
1391, 1391f 
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- identificacion de enterobacterias, 208, 

Protocolo 6, Lamina en color 6 
Obesumbacterium, especies 
~ mas nuevas, caracteristicas diferenciadoras, 
267c 

- O. proteuSy 264c 

- reacciones bioquimicas, 232c 
Objetos de vidrio, precauciones de seguridad, 49 
Oceanopirilaceas, 318, 319c 
Ochrobactrum, especies, 326c, 329 

- Ochrobactrum anthropi, 293c 
Oerskovia, especies, 789c, 790, 824 
OFBA-1, 323 

Ojo(s), examen directo, diagnostico de enferme- 
dad infecciosa, 23c 
Oligella, especies, 293c, 328 
Olores, microbios, 33, 35c 
Onchocerca volvulus, 1250, 1253f 

- ciclo vital, 1253f 
Oncocerciasis, 1250, 1253f 

ONPG, Vease o-Nitrofenil-?-D-galactopiranosi- 
da iONRG) 

Ooquistes de Cryptosporidium, muestras fecales, 
tecnica de flotacion de Sheather para recu- 
peracion, 1217r 
Oospora(s), 1109f, 1109r 

Optoquina, sensibilidad, identificacion de estrep- 
tococos, 684, F^otocolo 13, Lamina en color 
13 

Organulos, locomotores, 185 
Omithodoros, especies 

- distribucion geogr^ca, 1369 

- identificacion, 1369 

Ornitina, descarboxilacion, identificacion de 
enterobacterias, 218, Protocolo 6, Lamina 
en color 6 

Orthomyxoviridae, especies, descritas, 1278c 
Ortomixovirus, manifestaciones clmicas, 1277, 
1284 

Ortopoxvirus, manifestaciones clmicas, 1304 
Osteomielitis 

- diagnostico, 89 

- S. aureus y, 603r 

- S. epidermidis y, 607r 

- sintomas, 89 
Otitis media, 72 

- especies de Haemophilus y, 41 Ir, 417 
Oxalobacterias, 318, 319c 

Oxigeno 

- crecimiento y metabolismo bacterianos, 189 

- relaciones de las bacterias, 837 

P 

/7-Nitro-ce-acetilamino-jS-hidroxipropiofenona, 

1434 

p-Nitro-acetilamino-hidroxipropiofenona (NAP), 
diagnostico de tuberculosis, 1020 
Paecilomyces, especies, cadenas de conidios pro- 
ducidos, 1131, 1132f 
Paludismo, 1239, 1242f, 1242r 

- descrito, 1239 

- identificacion de laboratorio, 1241, 1244 
Pamoato de pirantelo, infecciones parasitarias, 

1265c 

Pandoraea, especies, 293c, 312c, 315 
Panel Combo MicroScan Rapid POS, identifica¬ 
cion de estafilococos coagulasa-negatives, 
625 

Panel MicroScan POS ID, identificacion de esta¬ 
filococos coagulasa-negativos, 625 
Paneles de identificacion MicroScan, identifica¬ 
cion de estreptococos, enterococos y bacte- 
nas “similares a Streptococcus"'’ selecciona- 
das. 710 

Pantoea, especies, 254 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- reacciones bioquimicas, 232c 
Papovaviridae, especies, descritas, 1286c 


Papovavinis, manifestaciones clmicas, 1305, 
1306c, 1306f, 1307c 

Paracoccidioides, especies, P immitis, 1152, 
1155f, 1156f, 1157r 

Paracoccidioidomicosis, 1152, 1153r, 1157f, 
1157r 

Paracoccus yeei, 336, 336c 

Paragonimus westermani, 1238, 1240f, 1241r 

Paralisis por garrapatas, 1365 

Paramyxoviridae, especies, 1278c 

Parasitismo, 4 

Parasitologia, 1191 

Parasitos, 4 

- cCvStodos, 1228 

- descripcion, 3 

- diferenciacion, 1202, 1204f, Protocolo 2, 

Lamina en color 22 

- humanos, ciclos vitales, 1203, 1204f 

- identificacion, 1202, 1204f 

- imaginarios, 1192 

- intestinales 

- - muestras de materia fecal, incidencia, 

1192,1193r 

recuperacion, tecnicas de concentracion de 
heces, 1465 

- nematodos, 1220 

- - filarias, 1248, 125 Ir, 1252f 

- - identificacion preliminar, 39 

- prevalencia, 1192, 1193r 

- protozoos, 1191. 1203, 1205 

- - intestinales, 1205, Vease tambien 

Protozoos intestinales 

- resena, 1192 

- sangumeos, 1195, 1238 

- tipos, 1192 

- tisulares, 1238 

- trematodos, 1234 
Pared celular 

- de actinomicetos aerobios, 818, 819c 

- agentes antibioticos que no ejercen efecto, 

918 

- bacteriana, formacion, antibioticos que inter- 

fieren, 910, 912, 914f, 916c, 917c, 918r 

- de bacterias “acido-alcohol resistentes”, 182, 

183f 

- de bacterias gramnegativas, 179, 180f, 181f 

- de bacterias grampositivas, 178, 180f 

- - componentes, 910f 

- de endosporas bacterianas, 183 

- estructura, 176, 178f, 183f 

- formacion, antibioticos que interfieren, 910, 

912, 914f, 916c, 917c, 918r 

- transporte de agentes antibioticos, 906, 

909f 

Parotiditis 

- infecciones virales y, 1312c 

- infecciosa, 1284 
Parotiditis infecciosa, 1284 
Parvoviridae, especies, descritas, 1286c 
Parvovirus 

- B19, deteccion molecular, 1339 

- deteccion molecular, 1338 

- diagnostico serologic 0 , 1344 

- manifestaciones clmicas, 1305 
Pasteurelaceas, diferenciacion de miembros, 

caracteristicas, 410c 
Pasteurella, especies, 434 
' caracteristicas, 410c 

- caracteristicas del cultivo, 44Ir 

- descritas, 434, 437r, 438c 

- identificacion, 441r 

- - caracteristicas bioquimicas, 438c 

- P. aerogenes, 436r, 437, 438c 

- P bettyae, 436r, 438c. 443 

- - caracteristicas del cultivo, 44Ir 

- - identificacion, 441r 

- - - caracteristicas bioquimicas, 438c 

- - importancia clinica, 436, 437, 44Ir 


- - infecciones debidas a, espectro clinico, 

434, 441r 

- P caballi, 436r, 438c, 444 

- P canis, 437r, 438c, 443 

- P dagmatis, 437, 437r, 438c 

- P gallinarumy 437r, 438c, 444 

- P. multocida, 153, 153f 

- P pneumotropica, 436r, 437, 438c 

- P stomatis, 437r, 438c, 443 

- reconocidas actualmente, 437r 

- sensibilidad a los antibioticos, 437 

- taxonomia, 434 
Patogenicidad 

- definida, 195 

- virulencia bacteriana y, 197 
Patogenois), 4 

- definidos, 195 

- potencial, 4 

- potenciales, 4 

PCR, Vease Reaccion en cadena de la polimera- 
sa (PCR) 

- de amplio espectro, 141 

- anidada, 143 

- multiple, 142 

- PCR-RFLP, 152 
Pediculus, especies 

- P capitis, 1375 

- P. humanus, 1375 
Pediococcus, especies, 673 

- identificacion, 701, 703f 
Pedobacter, especies, 332, 333c 

Peligros no biologicos, precauciones de seguri¬ 
dad, 56 

Peliosis, B. henselae y, 477 
Penicilina 

- descubrimiento, 903, 903f 

- S. pneumoniae resistente, 963, 964f 

- S. pyogenes resistente, 968 

Penicillium, especies, cadenas de conidios produ- 
cidas, 1129, 1131f, 1132f 
Peptidasa C5a, 650 

- factor de virulencia del estreptococo, 645 
Peptidoglucano, 178, 910, 912, 914f 

- S. aureus, 600r 
Pericarditis, S. aureus y, 603r 
Periodontitis juvenil localizada, 430 
Permeasas, 177 

Peste, 258, 259f, 259r 

- bubonica, 260r, 264c 

- clasificacion, fenotipica, 304r 

- definida, 258 

- diagnostico, 259f, 259r 

- - de laboratorio, 259 

- epidemiologia, 258, 258f, 258r 

- especies de Yersinia y, 258, 259f, 260r, 261r 

- hailazgos clmicos, 265c 

- informe, 26Ir 

- neumonica, 260r 

- numero de casos, 259f 

- pandemia, 260r 

- prevencion, 26Ir 

- pruebas de laboratorio, 261r 

- resena, 260r 

- septicemica, 260r 

- tipos, 260r 

- Y. enterocolitica, infecciones causadas por. 

260 

- K frederiksenii, 262 
pH 

- evaluacion de la actividad inhibidora de los 

agentes antibioticos, 930 

- tratamiento antibiotico, 922 
Phaeoannellomyces wemeckii, 1177, 1177f 
Phialophora, especies 

- P. richardsiae, 1162, 1164f 

- P verrucosa, 1162 
Phoma, especies, 1160, 1161f 
Photobacterium, especies, 397 
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Photorhabdus, especies, 269 

- mas nuevas, 265c 

- reacciones bioqufmicas, 232c 
Phthirus pubis, 1376 
Picnidios, 1160 

Picornaviridae, especies, descritas, 1281c 
Picornavinis, manifestaciones clinicas, 1288 
Pigmentacion, identificacion de micobacterias, 
1037, Protocolo 19, Lamina en color 19 
Pill 

- bacterianos, 184 

- Moraxella catarrhalis, 558r 

- N. gonorrhoeae, 547r 

- N. meningitidis, 545r 
Pilina, 185 

Piojos, 1375f 

Piomiositis, S. aureus y, 604r 
Pirazinamidasa, 1445 

- identificacion de micobacterias, 1037, 

Protocolo 19, Lamina en color 19 
Pirosecuenciacion, 145; 146f 
Piruvato, utilizacion, efectos bacterianos, 193, 
195f, 196f 

Piuria, pruebas de cribado, 84 
Placa de agar, 30f, 33, 33f, 34f 
Placa de agar sangre-agar de MacConkey, 3If 
Placa UNI-N/F Tek, identificacion de no f 
ermentadores, 350 

Placas Presumpto, diferenciacion de bacterias 
anaerobias, 860, 861c, 862r 
Placas de sensibilidad a antibioticos, 

diferenciacion de bacterias anaerobias, 
862 

Plagia fontium, 265c 
Plasmido, 176 

- de conjugacion, 176 

- F, 187 

- N. gonorrhoeae, 547r 

- N. meningitidis, 545r 
Plasmodium, especies 

- P falciparum, 1241, 1243 

- P malariae 

- - ciclo vital, 1242f 

- - identificacion, 1241 

- P vivax, 1241 

Plesiomonas, especies, 395c, 399, 400c 

- aislamiento de laboratorio e identificacion, 

399. 400c 

- P shigelloides, 395c, 399, 400c 
Pleurodinia. infecciones virales y, 1311c 
Pneumocystis, especies, R carinii, 1257 
Pneumovirinae, especies, 1284 
Polibetahidroxibutirato, 176 
Polimixina B, sensibilidad, identificacion 

de estafilococos coagulasa-negativos, 620 
Polinucle6tido(s), 173, 175f 

- estructura molecular, 175f 
Poliomavirus, manifestaciones clinicas, 1306 
Poliovirus 1, 1281c, 1281f 
Polirribosoma(s), definido, 174 
Polisacarido(s), capsulares 

- N. meningitidis, 545r 

- S. aureus, 600r 
Polisoma(s), 174 
Porphyromonas, especies 

- identificacion, caractensticas, 878c, 878r 

- productos metabolicos, 877c 
Potencial de oxidorreduccion (Eh), medio 

de cultivo, 838 
Poxiviridae, especies, 1287c 
Poxvirus, manifestaciones clinicas, 1305 
Pragia fontium 

- reacciones bioquimicas, 232c 
Praziquantel, infecciones parasitarias, 1265c 
Preparacion con cinta adhesiva transparente, 

1114f 

Preparacion con solucion fisiologica, examen 
microscopico de muestras. 18c 


Preparado de cinta adhesiva de celulosa, examen 
de oxiuros, 1473 

Preparado con yodo, examen microscopico de 
muestras, 18c 

Preparado con tinta china, examen microscopico 
de muestras, 18c 

Preservativos de heces, de uso frecuente, formu¬ 
las, 1475 
Prevalencia, 1241 
Prevotella, especies 

- caractensticas, 876c 

- identificacion, caracteristicas, 878c 

- P. oralis, 879 

- productos metabolicos, 877c 

- tipos, 879 

Primaquina, infecciones parasitarias, 1265c 
Pri6n(es), 4 

- enfermedades y manifestaciones clinicas, 

1309, 1309c 

Procedimiento de digestion-descontaminacion, 
1023, 1025c, 1025r, Protocolo 19 

- agentes utilizados, 1023, 1025c 
Procedimiento de gota gruesa, examen microsco¬ 
pico de muestras, 18c 

Procedimiento de Western blot, para anticuerpos 
anti-HIV-1, 118, 119f 

Produccion de acetoina, identificacion de estafi- 
lococos coagulasa-negatives, 623 
Produccion de pigmento, identificacion de estrep- 
tococos, 682 

Productos bacterianos, pruebas, 84 
Productos MicroScan, evaluacion de la actividad 
inhibidora de los agentes antibioticos, 945 
Programa de control de calidad. componentes, 

60 

Propionibacterium, especies 

- identificacion, 882 

- P propionicum, identificacion, 885 
Proteasa 

- caractensticas de identificacion, 226c 

- IgAl,657 

• - N. gonorrhoeae, 544r 

- - M meningitidis, 546r 

- - Proteeae (tribu), 224c, 255, 256c 
Protefna(s) 

- A, 5. aureus, 600r 

- CD, Moraxella catarrhalis, 558r 

- CopB, Moraxella catarrhalis, 559r 

- E, Moraxella catarrhalis, 557r 

- H.8, N. gonorrhoeae, 544r 

- LpbA, Moraxella catarrhalis, 558r 

- LpbB, Moraxella catarrhalis, 558r 

- M, factor de virulencia estreptococico, 645 

- de la membrana externa, 182 

- - asociadas con lipidos, 1003 

- - Moraxella catarrhalis, 558r 

- - N. gonorrhoeae, 543r 

• - N. meningitidis, 546r 

- Opa 

- N. gonorrhoeae, 544r 
N. meningitidis, 546r 

- Opc, N. meningitidis, 546r 

- perifericas, 182 

- PorA, N. meningiditis, 546r 

- PorB, N. meningitidis, 546r 

- porinas, 182 

- - transporte de agentes antibioticos a traves 

de la membrana celular, 906, 9Uf, 
912f 

- Rmp, N. gonorrhoeae, 544r 

- superficie extracelular, factor de virulencia en 

especies de Enterococcus, 667, 669 

- TbpA, Moraxella catarrhalis, 558r 

- TbpB, Moraxella catarrhalis, 558r 

- transmembrana, 182 

- de union a peniciilna. 178 

- - de la superficie celular, 650 

- de union a vancomicina, 911, 912, 912c 


- de union al hierro/adquisicion, N. 

meningitidis, 546r 

- UspA, Moraxella catarrhalis, 558r 
Proteobacterias, 166r 

Proteus, especies, 255, 256c 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- P. mirabilis, 255, 256c 

- P. penneri, 255, 256c 

- P. vulgaris, 255, 256c 

- reacciones bioquimicas, 232c 
Protocolos, 1382 

Protozoos, intestinales, 1205 

- amebas,B. 1205, 1206r, 1207f 

- Balantidium coli, \2\4, [2l5f 

- Blastocystis hominis, \209 

- C parvum, 1214, 1216f, 1217f, 1217r 

- Chilomastix mesnili, 1213 

- ciliados, 1214, 1215f 

- coccidios, 1214, 1216f, 1217f, 1217r 

- Cyclospora cayetanensis, 1217 

- Dientamoeba fragilis, 1213 

- E. histolytica, B, 1205, 1205f, 1205r 

- Endolimas nana, 1209 

- especies de Microsporidium, 1219, 1220r 

- especies de Sarcocystis, 1218 

- flagelados, 1210, 121 If, 1212r, 1215f 

- G. lamblia, \210, nm, nnr 

- lodamoeba butschlii, 1209 

- Isospora belli, \2\^ 

- Tricomonas hominis, \2\4 
Providencia, especies, 257, 258r 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- reacciones bioquimicas, 232c 
Prueba(s) 

- de la p-galactosidasa, identificaci6n de entero- 

bacterias, 208, Protocolo 6, Lamina en 
color 6 

- de absorcion de anticuerpos treponemicos 

fluorescentes (FTA-ABS), 1084, 1461, 
Protocolo 20 

- de aerotolerancia, 858, 858f 

- AFD, Vease Prueba de anticuerpos fluores¬ 

centes directos (DFA) 

- de aglutinacion de latex, identificacion de S. 

Aureus, 615 

- de amplificacion, identificacion de N. gonorr- 

heae, 569 

- de Bauer-Kirby, 922 

- de identificacion de estreptococos, 684, 

Protocolo 13, Lamina en color 13 

- de CAMP, 1408, 1408f 

- - para diferenciacion de bacterias anaero¬ 

bias, 863 

para identificacion de estreptococos, 682 

- del caprilato de 4-metilumbeliferilo 

(MUCAP), recuperacion y caracteriza- 
cion de especies de Salmonella, 248, 

249 

- de captura de hibridos digenes, identificacion 

de N. gonorrhoeae, 569 

- de la catalasa, 38, Protocolo I 

de aislamiento y diferenciacion preliminar 
de especies de Staphylococcus, 612 

- - de identificacion de estreptococos, 679 

- de la citocromo oxidasa, 1387, 1387f, 

Protocolo 1 

- de la citocromooxidasa, 38, Protocolo 1 

- CLO, identificacion de H. pylori, 386 

- de cloruro manganoso-urea, identificacion de 

U. urealyticum, 1424 

- de coaglutinacion, identificacion de especies 

de Neisseria, 568 

- de coagulasa en portaobjetos, 38, 1384, 

Protocolo 1 

identificacion de S. aureus, 612, Protocolo 
1, Lamina en color 2 

- de coagulasa en tubo, identificacion de S. 

aureus, 614 
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- de confirmacion de cultivo de Neisseria 

gonorrhoeae AccuProbe, identificacion 
de N. gonorrhoeae, 569 

- cromogenas de enzima -sustrato, identifica¬ 

cion de especies de Neisseria, 566. 567c 

- de la desoxirribonucleasa (S), identificacion 

de S. aureus, 616 

- directa de indol en punto, 38, Protocolo 1 

- del disco de penicilina, identificacion de N 

gonorrhoeae, 565 

- de la DNAsa, Vease Prueba de desoxirribonu¬ 

cleasa (DNAsa) 

- de endonucleasa termoestable, identificacion 

de S. aureus, 616 

• del epsilometro (Etest), evaluacion de la acti- 

vidad inhibidora de los agentes antibioti- 
cos, 946, 957f, 958r, Protocolo 17 

- FAMA, Vease Prueba de inmunofluorescencia 

contra antigenos de membrana 

- de fijacion del complemento (FC), 114, 115f, 

1388, Diagrama 3 

- de la furazolidona con disco, 1411 

- Gen-Probe, 997 

- Gonochek II. identificacion de especies de 

Neisseria, 566 

- GonoGen II, identificacion de especies de 

Neisseria, 568 

- de gradiente de difusion, sensibilidad bacteria- 

na, 1422 

• de hemadsorcion (HAD), 1474 

• * de deteccion e identificacion provisional 

de infecciones virales, 1324, 1325, 
1333f, Protocolo 23 

- - de identificacion de M. pneumoniae, 

1424 

• de hibridacion de acidos nucleicos, identifica¬ 

cion de N. gonorrhoeae, 569 

• “ por metodos moleculares, 1058 

- - con sondas de acidos nucleicos, 133 

- de la hidrolisis de e.sculina, 1406, 1407f 

- de hinchazon capsular (Quellung), 184 

- de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA), 

114, 116f, 1390, Protocolo 3 

- de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en 

suero, examen de especies de 
Legionella, 532 

- de inmunofluorescencia anticomplemento 

(IFAC), 125, 125f 

- de inmunofluorescencia contra antigeno de 

membrana, 126 

- de anticuerpos inmunofluorescencia directa 

(IFD) 

- - deteccion de especies de Bordetella, 

495 

identificacion de N. gonorrhoeae, 567 

- de la leucinaaminotransferasa (LAP), identifi¬ 

cacion de estreptococos, 684 

- de motilidad 

- de identificacion de no fermentadores. 

298, 299f 

- - medio, 219, 219r 

- MUCAP, recuperacion y caracterizacion de 

especies de Salmonella, 248, 249 

- MUG, 38 

- para Mycobacterium Tuberculosis de Roche 

Amplicor, identificacion de micobacte- 
rias, 1060 

- de Nagler, diferenciacion de bacterias anaero- 

bias, 863 

- NAP, 1434 

- de la novobiocina, 1411 

- ODC. Vease Prueba de la ornitina descarbo- 

xilasa (ODC) 

- oxidofermentadora, 854f, 855 

- de la pirrolidonil arilamidasa (PYR), 38, 

1388, Protocolo 1 

- - identificacion de estafilococos coagulasa- 

negativos, 620 


- - identificacion de estreptococos, 684, 

Protocolo 1, Lamina en color 13 

- de precipitinas capilares, identificacion de 

estreptococos, 685 

- de produccion de indol, 1385, 1386f 

- - de identificacion de no fermentadores, 

300, Protocolo 1, Lamina en color 1 

- de produccion de pigmento, identificacion de 

no fermentadores, 298 

- de bilis-esculina, 1413 

- rapida de utilizacion de hidratos de carbono, 

identificacion de especies de Neisseria, 
566, 1410 

- de reaginas plasmaticas rapidas (RPR). 1457 

- - para sifilis, 1082, 1083f, Protocolo 20 

- de reduccion de nitratos, identificacion de no 

fermentadores, 299, Protocolo 6 

- de reduccion de tetrazolio, identificacion pre- 

suntiva de M. pneumoniae, 1428, 
Protocolo 6 

- de RIM-Neisseria, identificacion de especies 

de Neisseria, 566 

- del rojo de metilo, 1393, 1393f 

- - de identificacion de enterobacterias, 217, 

Protocolo 6, Lamina en color 6 

- RPR, Vease Prueba de reaginas plasmaticas 

rapidas (RPR) 

- de sensibilidad a antibioticos, 90, Vease tam- 

bien Agentes antibioticos 

- - para bacterias anaerobias, 896 

- - para p-lactamasas, 949, 952 

- - directas, 969 

- - formatos de resumenes, recomendaciones, 

937 

- - para infecciones por micoplasmas, 1004 

- - problemas especiales, 945, 949 

- - resena historica, 902, 902f, 905c 

- de sensibilidad a antimicoticos, 1178, 1178f 

- de sensibilidad a antivirales, en diagnostico 

seroldgico de infecciones virales, 1345 
■ de sensibilidad a la bacitracina, 1412 

- de sensibilidad a la colistina, identificacion de 

N. cine re a, 575 

- de sensibilidad por difusion con discos 

- - para bacterias sin requerimientos nutricio- 

nales especiales, 1420 

- - examen de la actividad inhibitoria de los 

agentes antibioticos, 937, 938, 945f, 
945r, 946f, 947c 
control de calidad, 942, 947c 
difusion con disco estandarizada, 
940c, 945r 

interpretacion de resultados, 939, 942, 
946f 

limitaciones, 942 

- de sensibilidad por dilucion en agar, evalua¬ 

cion de la actividad inhibidora de los 
agentes antibioticos, 937, 944f 

- de sensibilidad directas, 969 

- de sensibilidad a farmacos, M. tuberculosis, 

instrumentacion radiometrica, 1451 

- de sensibilidad por microdilucion en caldo 

para bacterias con requerimientos nutricio- 
nales especiales, rendimiento, 1421 
- evaluacion de la actividad inhibidora de 
los agentes antibioticos, 942, 944, 
949f, 950c, 952f, 953c 

- de sensibilidad a la optoquina, 1414 

- de sensibilidad a SXT, 1412 

- serologicas, diagnostico de infecciones vira¬ 

les, 1332f, 1340, 134If, 1348, Vease 
tambien Infecciones virales, diagnostico 
seroldgico 

- de solubilidad en bilis, 38, 1383, Protocolo 1 

para identificacion de estreptococos, 684, 
Protocolo 1 

- de la sonda de DNA, identificacion de N, 

gonorrhoeae, 569 


- de superoxol, identificacion de N. gonorrhoe¬ 

ae, 565 

- de tolerancia a la sal, 1414 

- - para identificacion de estreptococos, 684, 

Protocolo 3, Lamina en color 13 

- TPI, Vease Treponema, especies, prueba de 

inmovilizacion de T pallidum (TPI) 

- tubo germinal, 1167r 

- de utilizacion de citrato, identificacion de 

enterobacterias, 217, Protocolo 6, 
Lamina en color 6 

- de utilizacion de glucosa, identificacion de no 

fermentadores, 297, 298f, Protocolo 7, 
Lamina en color 1 

- de utilizacion de hidratos de carbono, identifi¬ 

cacion de especies de Neisseria, 565 

- VDRL, Vease Prueba Venereal Disease 

Research Laboratory {VDRL) 

- de Voges-Proskauer, 194, 1394, 1395f 

- - de identificacidn de enterobacterias, 217, 

Protocolo 6, Lamina en color 6 
“Prurito del nadador”, 1236r 
Pseudomonadaceae, 301, 301 r, 302r, 303c, 

305c, 305r, Vease tambien Pseudomonas, 
especies 

- caracteristicas 

- - caracteristicas. 303c 
Pseudomonadales, fluorescente, 301, 305c, 305r 
Pseudomonas, 301 

- alcalinas, 307c 

- caracteristicas, 303c 

- curvas, 320c 

- especies, 293c 

- fluorescentes, 301, 305c, 305r 

- grupo alcahgenes, 304, 307c 

- grupo fluorescente, 294r, 301, 305r 

- grupo Stutzeri, 306, 306c 

- halofilicas-positivas, 321c 

- P. aeruginosa, 301, 305r 

- - caracteristicas, 305c 

- - factores de virulencia, 301, 305r 

- - identificacion, 339, Protocolo 6, Lamina 

en color 6 

- - - requerimientos minimos, 301, 305r 

- P. fluorescens, 304, 305c 

- P luteola, 306 

- P. oryzihabitans, 306, 319c 

- P. putida, 304, 305c 

- pigmentadas de amarillo, caractensticas, 306, 

309r 

- rRNA grupo 1,301, 301r, 303c, 304r. 305c, 

305r 

- grupo de pigmento amarillo, 306, 319c 

- - grupo stutzeri, 304, 304c 

- sulfuro de hidrogeno-positivas, 321c 
PspA, gAl, 657 

Psychrobacter, especies, 334, 336c 

- P. immobilis, 336, 336c 

- P. phenylpyruvicus, 294c, 334, 335c 
Pulga(s), 1375 

Puncion y biopsia pulmonar, diagnostico de 

infecciones del aparato respiratorio inferior, 
76 

Puncion lumbar, tecnica, 92, 93f 
Puncion suprapubica, 83, 83f 
Purpura fulminante, N. meningiditis y, 553 
Pus, aspirado, muestras de hisopado, 11. Ilf 

Q 

Queratitis 

- y conjuntivitis por infecciones virales y, 

1312c 

- presentacion clinica, 95 
Quimiolit6trofo(s), 291 
Quimioorgan6trofo(s), 291 

R 

Radioinmunmunoanalisis (RIA), 118 
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Rahnella, especies 

- mas nuevas, 265c 

- - caracterisiicas diferenciadoras, 268c, 269 

- R. aquatilis, reacciones bioquimicas, 232c 
Ralstonia, especies, 294c, 311, 313r, 314c 
Raoultella, especies, reacciones bioquimicas, 

230c 

RAPD 

RapID CB plus, 750 

Rapid ID 32 Strep, identificacion de estreptoco- 
cos, enterococos y “bacterias similares a 
Streptococcus'" seleccionadas, 709 
Rapidec Staph, identificacion de estafilococos 
coagulasa-negativos, 624 
Raspados comeanos, deteccion de parasitos, 

1201 

Raspados cutaneos, examen directo, diagnostico 
de enfermedades infecciosas, 23c 
Reacci6n(es) 

- antigeno-anticuerpo, serologia diagnostica 

- - fijacion del complemento, 114, 115f, 

Protocolo 3 

- - prueba IHA, 114, 116f, Protocolo 3 

- - reacciones de precipitina, 112, 114 

- - tipos, 112, 114, 115f, 116f 

- en cadena de la ligasa, 140 

- en cadena de la polimerasa (PCR) 

- - de amplio espectro, 141 

- - anidada, 143 

- - aplicaciones clinicas, 139 

- - definicion, 137 

- - metodos, 137 

- - modificaciones, 141 

- - multiple, 142 

- - principios basicos, 137, 138f, 139f 

- - transcriptasa reversa, 140 

- de citocromooxidasa, positiva, identificacion 

de no fermentadores, 297, Protocolo 1, 
Lamina en color 1 

- cromogenica, 248, 248f 

- de hinchazon capsular de Neufeld, examen 

microscopico de muestras, 19c 

- de precipitinas, 112, 114 

- a la tincion de Gram, 182 

Reactivos, monitorizacion, control de calidad, 
61,62c 

Recoleccion de muestras 
Recoleccion de muestras, 9f, 10, 12c 

- abscesos, 92 

- aparato gastrointestinal superior, 80 

- cantidades necesarias, 11 

- de cateteres, 83 

- celulitis, 94 

- diagnostico de infecciones del aparato respira- 

torio inferior, 75 

- diagnostico de infecciones virales, 1312, 

1313, 1314c, 1315 

- diagnostico de tuberculosis, 1022 

- dispositivos, 11, Ilf, 12c 

- especies de Coxiella, 1351 

- especies de Rickettsia, \350 

- frotis, 13 

- genitales, 88, 89f 

- infecciones de heridas, 94 

- infecciones oculares, 95 

- infecciones relacionadas con C trachomatis, 

1347 

- infecciones del SNC, 91, 93f 

- de materia fecal, recoleccion, 79 

- oportunidad, 10, lOf, 13 

- de orina, 82f, 83r 

- relaciones costo-eficacia, 15, 16c 

- rotulacion, 13 

- sitios, 10 

Recombinacion genetica, bacterias, 186, 187f 
Reduccion de nitrato{s), 1392 

- asimilatoria, 190 

- disimilatoria, 190 


- identificacion de enterobacterias, 209, 

Protocolo 6, Lamina en color 6 

- por micobacterias, 1444, 1444f 
Registradores de codigos numericos, lectura, 274 
Reglamentacion estatal, laboratorio de microbio- 

logia, 45, 45r, 46c 

Reoviridae, especies, descritas, 1282c 
Rep-PCR. 154, 154f 
Replicacion, defmida, 174, 177f 
Requerimientos de factor V, 1409, 1409f 
Requerimientos de factor X, 1409, 1409f 
Reservoriode infeccion, 1362 
Reservorio de infeccion, definido, 1362 
Resistencia bacteriana 

- a agentes antibioticos, 904, Vease tambien 

Agentes antibioticos, resistencia bacte¬ 
riana 

- expresion y transferencia, variables, 906c 

- a la meticilina en 5. aureus, deteccion, 616 
Respuesta inflamatoria, infecciones del SNC, 

evaluacion, 92 

Retroviridae, especies, descritas, 1283c 
Retrovirus, manifestaciones clmicas, 1294, 

1295c, 1298c, 1299r, 1300c 
Rhabdoviridae, especies, descritas, 1279c 
Rhabdovirus, manifestaciones clmicas, 1289 
Rhizobium, especies, 326c, 328 

- R. radiobacter, 294c 

Rhizopus, especies, identificacion, 1119, 1119f, 
1120 

Rhodococcus, especies, 822 

- anatomia patologica, 822 

- enfermedad clmica debida a, 822 

- epidemiologia, 822 

- patogenia, 822 
Rhodotorula, especies, 1174 

RIA, Vease Radioinmunoandlisis (RIA) 
Ribosoma(s), definido(s), 173 
Rickettsia, especies 

- aislamiento en cultivos, 1351 

- caracteristicas clmicas, 1349 

- deteccion directa de antigenos y acido nuclei- 

co en muestras clmicas, 1351 

- epidemiologia, 1349 

- infeccion, 1349 

- - diagnostico serologico, 1351 

- recoleccion de muestras, 1350 

- tipos, 1349, 1350c 

Riesgo(s) biol6gico(s), niveles de bioseguridad, 
52c 

Riesgos, manejo en el laboratorio de microbiolo- 
gfa, 47 

Rizobiaceas, 326c, 328 
Rizoide{s), 1119 

RNA, Vease tambien Acido ribonucleico (RNA) 

- mensajero (mRNA), 173 

- ribosomico (rRNA), 173 

- de transferencia (tRNA), 173 
Roseomonas, especies, 294c, 322 
Rotavirus 

- humanos, 1282, 1282c 

- - deteccion inmunologica, 1336 

- manifestaciones clmicas, 1293, 1293c 
Rothia, especies, 595, 793, 794c 

- R. musilaginosa, 611 

identificacion, caracteristicas fenotipicas, 
629, 629c 

Rotulacion, muestras, 13 
S 

Saccharomyces, especies, 1174, 1176 
Sacocystis, especies, 1218 
SAP, formulas, 1475 
Salmonella, especies 

- aislamiento y caracterizacion, nuevos meto¬ 

dos, 245, 246c, 248f 

- caracteristicas de diferenciacion, 244c 

- caracteristicas de identificacion, 226c 


- multirresistentes, surgimiento, 244 

- reacciones bioquimicas, 234c 

- 5. arizone 

- - infecciones debidas, 245, 245r 

- - reacciones bioquimicas, 234c 

- S. enterica 

- - infecciones debidas a, 245, 245r 

- - reacciones bioquimicas, 234c 

- 5. typhi 

- - identificacion, 245 

- - reacciones bioquimicas, 234c 

- taxonomia, 243, 243r 
Salmonelleae (tribu), 221c, 241 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- clasificacion, 242, 242r, 244c 

- nomenclatura asociada, 241, 243r 
Samonelosis 

- fuentes, 242, 244, 245r 

- incidencia, 242, 243, 245r 
Sangre 

- examen directo, diagnostico de enfermedades 

infecciosas, 23c 

- exposicion a pinchazos de agujas, riesgos de 

contraer infecciones virales de transmi- 
sion sangumea. 52, 55c 

- exposiciones ocupacionales, manejo, 1296, 

1299r 

Sanguijuelas medicinales, especies de 
Aeromonas, 398 
Saprofito, 4 

Sarcoptes scabiei, 1372 

- distribucion geografica, 1369 

- identificacion, 1369 

Scedosporium, especies. Lamina en color 212- 
2G,1185,1185f,1186f 

Scopulariopsis, especies, cadenas de conidios 
producido, 1131, 1132f 
Secrecion vaginal, purulenta, examen directo, 
diagnostico de enfermedades infecciosas, 
23c 

Secrecion uretral purulenta, examen directo, 
diagnostico de enfermedad infecciosa. 22c 
Secrecion vaginal purulenta, examen directo, 
diagnostico de enfermedad infecciosa. 23c 
Secuenciacion de DNA 

- analisis de micromatrices, 146 

- analisis posamplificacion, 145, 145f, 146f 

- descrita, 145 

- delHIV. 145, 145f 

- identificacion de micobacterias, 1062 

- prosecuenciacion, 145, 146f 

- smtesis, 145, 146f 

- tradicional, 145, 145f 

Secuencias de insercion, defmida, 176, 188 
Seguridad 

- electrica, 49 

- del laboratorio (de microbiologfa), 47 

agentes biologicos, 50, 51c, 52c, 53f 

- - agujas, 49 

- centrifugacion, 48 

- - electrica, 49 

elementos de vidrio, 49 

- - elevacion, 49 

envio de muestras y agentes etiologicos, 
53, 56f, 57f 

- - fuego, 58 

- - limpieza de derrames de materiales infec- 

ciosos, 53, 55 

manipulacidn de desechos y materiales 
peligrosos, 50 

en la manipulacidn de micobacterias, 1020 
manipulacidn de muestras y derrames, 50 

- - peligros no bioldgicos, 56 

precauciones con los corredores, 49 

- - precauciones de rutina, 48 

- - precauciones universales, 52, 55, 55c 

- - reglas y normas generales, 48, 49c 

- - sustancias quimicas, 56 
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Sensibilidad bacteriana, prueba del gradiente de 
difusion, 1422 
Sensititre AutoReader, 280 
Sepedonium, especies, condios producidos en 
forma aislada, 1135f, 1136 
Sepsis 

- asociada con cateteres, 98 

- - consideraciones especiales, 103 

- neonatal, especies de Haemophilus y, 41 Ir. 

419 

- puerperal, estreptococos y, 646 
Serratia, especies, 254, 254c 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- especies, diferenciacion, 256c 

- reacciones bioquimicas, 234c 

- S. marcescens, 256, 256c 

- 5. mbidaea, 255, 256c 
Seudomembrana difterica, 766 
Shewanella^ especies, 291c, 320, 325c, 397 
Shigella, especies 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- especies, diferenciacion, 242c 

- infecciones por, 24 Ir 

- fuentes, 240 

- - incidencia, 240 

- reacciones bioquimicas, 234c 

- subgnipos, 240, 242c 
Shock endotoxico 

- bacterias gramnegativas y,- 205 

- diagnostico, ensayo de lisado de limulus, 205 
Sider6foro(s), 199 

Sifilis 

- cardiovascular, 1078 

- congenita, 1079 

- diagnostico de laboratorio, 1081, 1081c, 

1083f, Protocolo 20, Lamina en color 20 

- epidemiologfa, 1079, 1079c 

- prueba FT'A-ABS, 1084, Protocolo 20 

- prueba RPR, 1082, 1082f, Protocolo 20.3 

- prueba TPI, 1083 

- prueba VDRL, 1082, 1082f, Protocolo 20.2 

- pruebas no treponemicas, 1082, 1082f 

- pruebas provisionales y experimentales, 1084 

- pruebas serologicas, 1082, 1082c, 1082f 

- pruebas treponemicas, 1083 

- T. pallidum subespecie pallidum y, 1077, 

1080c 

- “benigna” tardia, 1079 
Simbiosis, 4 

Simonsiella, especies, 456 
Sinanamorfo, 1178 
Smdrome(s) 

- de Fitz-Hugh-Curtis, 87 

- de gastroenteritis, causas, 78, 79c 

- gripal, 1277, 1284 

- de Katayama, 1236r 

- de la piel escaldada estafilococica, S. aureus y, 

604r 

- respiratorio agudo grave (SRAG), manifesta- 

ciones clmicas, 1294 

- del shock toxico estafilococico 

- - defmicion de caso, 605r 

- S. aureus y, 604r 

- similar al shock toxico, estreptococos del 

grupo A, 648 

- uremico-hemolitico, 227 

Smtesis de polisacaridos, identificacion de N. 

gonorrhoeae, 575 
Sinusitis, 72 

- aguda, especies de Haemophilus y, 41 Ir, 417 
Sistema(s) 

- aislante, 89 

- anaerobio GasPak, 854, 854f 

- API 20NE, identificacion de no fermentado- 

res, 345, 355r 

- Autoscan-4, identificacion de no fermentado- 

res, 358 

- BACTEC, 1001 


- BACTEC ABF, deteccion de micobacterias, 

1036, Protocolo 9 

♦ BACTEC TB, identificacion de micobacterias. 

1058 

BD ProbeTEc ET. identificacion de N. 
gonorrhoeae, 570 

- Biolog, identificacion de no fermentadores, 

357 

* de codificacion e identificacion computariza- 

dos (CCIS), 278 

- de codigos numericos, 273, 273c, 275c 

- - calculo de probabilidad, 274, 275c 

- - de codigos octales, lectura, 274 

- - frecuencia estimada de aparicion, 274 

- - resolucion de discrepancias, 274 

- comerciales, 274, 276, 277c 

- - API 20E, 276, 277c, Lamina en color 6 

- - Enterotube II, 277 

- - de evaluacion de actividad inhibidora de 

agentes antibioticos, 945 

- - Micro-ID, 278 

- - microplaca Biolog GN2, 278 

- - sistema de identificacion BBL cristal 

E/NF, 276 

- - MicroScan, 278 

- - RapID onE, 277 

- - Sensititre, 279 

- Crystal Enteric/Nonfermenter, identificacion 

de no fermentadores, 356 

- de cultivo de micoplasmas, comerciales, 

1000 

de cultivo TREK ESP, procesamiento de 
hemocultivo, 103 

- de deteccion de micobacterias MB/BAT. 

deteccion de micobacterias, 1034 

- de difusion simple, 112 

- de graduacion de Bartlett, evaluacion de espu- 

to, 17, 17r 

- de graduacion de Murray y Washington, eva¬ 

luacion de esputo, 17, 17r 

- para hemocultivo BacT/Alert, en procesamien¬ 

to de hemocultivos, 102 

- para hemocultivo BACTEC 9240/9120, proce¬ 

samiento de hemocultivos, 102 

- de hemocultivo por lisis-centrifugacion, proce¬ 

samiento de hemocultivos, 101 
de hemocultivos Septi-Chek BBL, procesa¬ 
miento de hemocultivos, 101 

- ID no fermentadores entericos BBL Crystal, 

276 

- de identificacion API 20E, 276, 277c 

para no fermentadores, 345, 355r 

- de identificacion para grampositivos BBL 

Crystal, identificacion de estafilococos 
coagulasa-negativos, 625 

- de identificacion para grampositivos Crystal, 

identificacion de estreptococos, entero- 
cocos y bacterias “similares a 
Streptococcus” seleccionadas, 709 

- de identificacion de levaduras, empaquetados, 

1178,1179r 

- de identificacion de microbios, identificacion 

de estafilococos coagulasa-negativos, 

626 

- de lectura e incubacion automatizado 

Sensititre (ARIS), 280 

- LightCycler, 1061 

- MGIT, Vease Mycobacterium Growth 

Indicador Tube (MGIT) System (Sistema 
del tubo indicador de crecimiento de 
micobacterias) 

- MGIT 960, deteccion de micobacterias, 1034 

- Microbiano Wampole Isostat/siolator, procesa¬ 

miento de hemocultivos, 101 

- de microbiologia automatizado Phoenix, 280 

- - para identificacion de no fermentadores, 

359 

- MicroScan, 278 


para idenn5c^i« ue au 
358 

- Mycoirim GU. IC'X 

- Mycotrim RS. 1000 

- OmniLog ID. 280 

- PACE 2. 569 

identificacion de N. gonorrhoeat. 569 

- RapID NF Plus, identiricacion ae ic"^ 

tadores, 356, 357r 

- RapID onE, 276 

- RapID SS/u, 270 

- RapID STR, identificacion de estreptococos. 

enterococos y bacterias similares a 
Streptococcus seleccionadas, 710 

- Remel N/F, identificacion de no fermentado¬ 

res, 350, 356, 356r 

- de rotacion-estria, 856 

- Sensititre, 279 

- Sensitre AP80, identificacion de no fermenta¬ 

dores, 359 

- Septi-Chek AFB, deteccion de micobacterias, 

1036 

- de transporte de hisopos, 13, 13f 

- de transporte de hisopos no nutritivos, aisla- 

miento de N. gonorrhoeae, 560 

- de transporte de medios de cultivo, aislamien- 

to de N. gonorrhoeae, 561 

- del tubo indicador de crecimiento de micobac¬ 

terias (MGIT), deteccion de micobacte¬ 
rias, 1033 

- Vitek 2, identificacion de no fermentadores, 

358 

- Vitek Legacy, 271 

- - Vitek, 279 

Sonda(s), 59, 147 

- DNA, identificacion de micobacterias, 1449 

- FRET, amplificacion de acidos nucleicos en 

tiempo real, 147, 149, 149f, 150f 

- de hibridacion 

- - amplificacion de acidos nucleicos en liem- 

po real, 147, 148f 

- - balizas moleculares, 150, 151f 

- - FRET, 147, 148, 149f, 150f 

de hidrolisis, 147, 148f 

- - TaqMan, 147 

- hidrolisis, amplificacion de acidos nucleicos 

en tiempo real, 147, 148f 

- Taqman, 147 

- de transferencia de energia por resonancia de 

fluorescencia, amplificacion de acido 
nucleico en tiempo real, 148, 149f, 

150 

Southern blot, analisis posamplificacion, 144 
Sphingobacterium, especies, 291c, 332, 333c 
Sphingomonas, especies, 291c, 318 
Spirillum minor, 1097 
Spirometra mansonoides, 1261 
Sporothrix, especies, S. schenckii, 1152, 1154f, 
1155f, 1156r 

SRAG, Vease Smdrome respiratorio agudo grave 
(SRAG) 

Staf-System 18-R, identificacion de estafilococos 
coagulasa-negativos, 626 
Staph-Zymm, identificacion de estafilococos coa¬ 
gulasa-negativos, 626 

Staphylococcus, especies, 593, Vease tambien 
Estafilococos 

- aislamiento, 611, 613c, Protocolo 12, Lamina 

en color 12 

- - morfologia de las colonias, 611 

- - muestras clmicas, 611 

- - prueba de catalasa, 612 

- ambiental, 599r 

- animales, 598r 

- p-lactamasas, induccion, 949 

- diferenciacion de micrococos y estafilococos, 

hemaglutinacion pasiva, 615 

- diferenciacion preliminar, 611, 613c 
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Staphylococcus, especies (Cont.) 

- identificacion, caracteristicas fenotipicas, 

618r,619c, 621c 

- importancia clinica, 594, 596r, 607r 

- metodos de evaluacion, 954c 

- primates humanos y no humanos, 596r 

- resistencia a antibioticos, mecanismos, 908c 

- S. arlene, medioambiente, 599r 

- S. aureus 

- - estructura de peptidoglucano, 179f 

- - factores de vinilencia, 595, 600r 

- - - acidos teicoicos, 600r 

- - - enzimas, 60 Ir 

hemolisinas, 60 Ir 

- - - peptidoglicanos, 600r 

- - - polisacaridos capsulares, 600r 

- - - protema A. 600r 

superantigenos, 602r 
toxinas, 602r 

- - identificacion, 612 

- - - aglutinacion del latex, 614 

fermentacion de manitol, 616 

- - - pmeba de coagulasa en portaobjetos, 

612, Protocolo 1, Lamina en 
color 2 

prueba de coagulasa en tubo, 614, 
Protocolo 1. Lamina en color 
12 

prueba de DNasa, 616 

- - - prueba de endonucleasa termoestable, 

616 

impetigo debido, 646 
importancia clinica, 595, 596r 
infecciones asociadas, 595, 603r 

- - resistencia a la meticilina, deteccion, 616 

- S. auricularis, primates humanos y no huma¬ 

nos, 597r 

- S. capitis, primates humanos y no humanos, 

597r 

- S. caprae, primates humanos y no humanos, 

597r 

- S. carnosus, medioambiente, 599r 

- 5. chromogenes, animales, 598r 

- S. cohnii, primates humanos y no humanos, 

597r 

- S. condimenti, medioambiente, 599r 

- S. delphini, animales, 595r 

- S. epidermidis, 606, 607r 

- - identificacion, produccion de fosfatasa, 

618 

- - infecciones asociadas, 606, 607r 

- S. equorum, animales, 598r 

- S. felis, animales, 595r 

- 5. fleurettii, medioambiente, 599r 

- S. gallinarum, animales, 598r 

- S. haemolyticus, primates humanos y no 

humanos. 596r 

- S. hominis, primates humanos y no humanos, 

596r 

- S. hyicus, animales, 598r 

- S. intermedius, animales, 598r 

- S. kloosii, medioambiente, 599r 

- 5. lentus, animales, 598r 

- S. lugdunensis, primates humanos y no huma¬ 

nos, 596r 

- S. lutrae, animales, 598r 

- 5. muscae, animales, 598r 

- S. pasteuri, primates humanos y no humanos, 

597r 

- S. piscifermentans, medioambiente, 599r 

- S. saccharolyticus, primates humanos y no 

humanos, 597r 

- S. saprophyticus 

- - identificacion, sensibilidad a novobiocina, 

623 

- - subespecie saprophyticus, 609 

- S, simulans, primates humanos y no humanos, 

596r 


- S. succinis, medioambiente, 599r 

- S. vitulinus, animales, 598r 

- S. wameri, primates humanos y no humanos, 

596r 

- S. xylosus, primates humanos y no humanos, 

597r 

- taxonomia, 593 

- tratamiento antibiotico, resistencia 

- - P-lactamicos, 957, 96If, 962r, 963f 

- - estreptograminas, 960 

- - lincosamidas, 960 

- - macrolidos, 960 

- - vancomicina, 959,964r 

Stemphylium, especies, 1158, 1159f 
Stenotrophomonas, especies, 317, 317c 

- S. maltophilia, 317, 317c 

- - identificacion, 340 

Stomatococcus mucilaginosus, 595 
Streptobacillus monilifonnis, 456, 459c 

- caracteristicas del cultivo, 458, 458c 

- identificacion, 456, 459c 

- importancia clinica, 457 

- sensibilidad a los antibioticos, 459 

- taxonomia, 456 

Streptococcus, especies, 639, Ve^se tambien 
Estreptococos 

- aislamiento, 675, Protocolo 13, Lamina en 

color 13, Lamina en color 13 

- bacterias “similares al Streptococcus", 644f 

- bacterias “similares a Streptococcus", 639, 671 

- p-hemolitico, grupo B, enfermedad de inicio 

temprano debida, 651 

- caracterizacion preliminar, 680, 681c 

- clasificacion, 64Ir 

- descritas, 640 

- especies de Abiotrophia, 671 

- especies de Aerococcus, 671 

- especies de Alloiococcus, 674 

- especies de Dolosicoccus, 675 

- especies de Dolosigranulum, 675 

- especies de Eremococcus, 675 

- especies de Facklamia, 675 

- especies de Gemella, 673 

- especies de Globicatella, 675 

- especies de Granulicatella, 671 

- especies de Helcoccus, 672 

- especies de Ignavigranum, 675 

- especies de Lactococcus, 675 

- especies de Leuconostoc, 672 

- especies de Pediococcus, 673 

- especies de Tetragenococcus, 673 

- especies de Vagococcus, 674 

- grupo S. anginosus, identificacion, 688, 691, 

692c, 694c 

- grupo S. mitis, identificacion, 686, 689c 

- grupo S. mutans, identificacion, 686, 689c 

- grupo S. salivaris, identificacion, 686, 689c 

- grupo S. sanguis, identificacion, 686, 689c 

- grupo(s), sobre base de analisis de secuencia 

de rRNA de subunidades pequenas, 642r 

- identificacion, 676, Protocolo 13, Lamina en 

color 13, Lamina en color 13 

- - sistemas comerciales, 706 

- metodos de evaluacion, 956c 

- S. agalactiae 

- - enfermedad de inicio tardio debida, 651 

- - enfermedad de inicio temprano debida a, 

651 

- - evaluacion, recoleccion y procesamiento 

de muestras clmicas, 653r 

- - factores de virulencia, 649 

- - importancia clinica, 650, 653r 

- - meningitis debida a, 91 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 968 

- S. anginosus, 662 

- S. constellatus, 662 

- S. intermedius, 661 

- S. pneumoniae, 656 


- - factores de virulencia, 656 

- - identificacion, serologica, 685 

- - importancia cimica, 658 

- - meningitis debida a, 91 

- - metodos de evaluacion, 955c 

- - resistencia a los antibioticos, mecanismos, 

908c 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 963,965f 

- - vacunas antineumococicas, 657 

- S. pyogenes, 641, 643f 

- - factores de virulencia, 641, 644f 

- - importancia cimica, 646 

- - protema M, 645 

- - tratamiento antibiotico, resistencia, 968 

- S. suis, 665 

- - identificacion, 693,695c 
Streptomyces, especies, 823 

Strongyhides stercolaris, 1225f, 1226, 1228r 

- ciclo vital, 1227f 
Suero 

- evaluacion de la actividad inhibidora de los 

agentes antibioticos, 930 

- VDRL, prueba en portaobjetos, 1454 
Sulfuro de hidrogeno, produccion, identificacion 

de enterobacterias, 219c, 220r 
Superantigeno(s) 

- bacteriano, 200 

- factor de virulencia del estreptococo, 645 

- S. aureus, 60Ir 
Superoxido dismutasa, 198 
Suramina, infecciones parasitarias, 1265c 
Sustancia(s) quimica(s) 

- potencial para el terrorismo, 58, 59c 

- precauciones de seguridad, 57 
Sustancias de agregacion, 188 

- factor de virulencia en especies de 

Enterococcus, 667 
Suttonella, especies, 449 

- identificacion, 448c, 450 

- caracteristicas bioquimicas, 448c 

- importancia clinica, 449 

- S. wadworthensis, 384 

- sensibilidad a los antibioticos, 451 

- taxonomia, 449 
Svedherg, unidad, 174 

Syncephalastrum, especies, identificacion, 1119, 
1121f 

T 

T2H, Vease Hidrazida del dcido tiopeno-2-car- 
boxUico (T2H) 

Tabiques, 1107r 
Taenia, especies 

- T. saginata, 1229, 1230 

- T. solium, 1229, 1229f, 1230r 

- - ciclo vital, 1229f 
Talosfera(s), 1107r 

Tambor giratorio, cultivos virales, 1323, 1323f 
Tarjeta de identificacion para grampositivos Vitek 

- identificacion de estafilococos coagulasa- 

negativos, 625 

- identificacion de estreptococos, enterococos y 

bacterias “similares a Streptococcus" 
seleccionadas, 710 
Tatumella, especies 

- mas nuevas, caracteristicas diferenciadoras, 

268c, 269 

- T pytseos, 265c 

- - reacciones bioquimicas, 236c 
Taxonomia 

- bacterias, 162, 162r, 166r 

- defmida, 1273 

- relacionada con infecciones virales, 1274, 

1274r, 1276f, 1278c 
Tecnica de cultivo endometrial, 90, 90f 
Tecnica de la estria de Staphylococcus, diagnosti- 
co de infeccion por especies de 
Haemophilus, 423 
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Tecnica de filtro de membrana de Steele y 
McDermott, 375, 377r 

Tecnica de flotacion de Sheather, para recupera- 
cion de ooquistes de Cryptosporidium en 
muestras de materia fecal, 1217r 
Tecnica del montaje humedo, identificacion de 
no fermentadores, 300, Protocolo 7 
Tecnica de tincion de tricomonas, extendidos de 
heces, 1468 

Tecnicas de AFD, Vease Tecnicas de anticuerpos 
fluorescentes directos (AFD) 

Tecnicas de concentracion de heces, recuperacion 
de parasitos intestinales, 1465 
Tecnologia del inmunoensayo enzimatico, anali- 
sis posamplificacion, 143, 144f 
Tegenaria agrestis, 1373 
Tejido(s), para cultivo, manipulacion, 104 
Teleomorfo, 1108r 

- definido, 1105 

Temperatura, evaluacion de actividad inhibidora 
de agentes antibioticos, 931 
Teniasis, 1230r 
Termonospora(s), 822, 823c 
Terrorismo, agentes biologicos y quimicos con 
potencial, 58, 59c 
Tetanos, 896 

- causas, 199 

Tetragenococcus, especies, identificacion, 700. 
703c 

Tiabendazol, infecciones parasitarias, 1265c 
Tichuris trichiura, 1222, 1223f 
Timetoprim-sulfametoxazol, especies de 
Haemophilus resistentes, 963 

Tina 

- de la barba, 1144r 

- de la cabeza, 1144r 

- crural, 1144r 

- del cuerpo, 1144r 

- de los pies, 1144r 

- ungular, 1144r 
Tinci6n(es) 

- del acido peryodico de Schiff, examen micros- 

copico de muestras. 26 

- ^cido-alcohol resistente, 24 

- - antigenos asociados con virulencia, 558r 

- - factores de virulencia, 55 8r 

- - interpretacion de los cultivos, 33, 33f, 34f, 

35c, 35r, 37f 

- - naranja de acridina, 24, 26r 

- - relaciones costo-eficaces, 39, 40c 

- - con bianco de calcofluor, 26 

- - de Gram, 21, 22c, 22r 

- - directas, 19 

- - fluorescentes, 25 

- - con fluorocromo, 25 

- - directas, 20c 

- - de Ziehl-Nielsen, 20c 

- azul de metileno, 26 

- - de Loeffler, 1415 

- azul de toluidina, 26 

- bioldgicas, 19, 20c 

- bianco de calcofluor, 26 

- carbol fucsina, 1431 

- de Diene, deteccion de micoplasmas, 1423 

- directas, 19, 20c 

- examen microscopico de muestras, 17, 20c, 

Lamina en color 1 

- para flagelos, 1403 

- flagelos, identificacion de no fermentadores, 

300, 300r, Protocolo 7.2 

- fluorescentes, 25, 1432 

- con fluorocromo, 20c 

- - examen microscopico de muestras, 20c 

- - micobacterias, 25, Lamina en color 1 

- de Gram 

- - aislamiento de especies de fiarfortW/fl, 481 

- - diagnostico de infeccion por especies de 

Haemophilus, 422 


- - examen de cultivo, 36, 37f 

- - examen microscdpico de muestras Lamina 

en color 1-1, Lamina en color 1-3, 
Lamina en color 1-4, 16c, 17, 20c, 
21, 24c, 24r 

- - - interpretacion, errores, 24,24c 

- - - tecnica, 21,24r 

- impregnacion argentica, 26 

- de impregnacion argentica, examen microsco¬ 

pico de muestras, 26 

- naranja de acridina, 24, 25r 

- Papanicolaou, 1305, 1306f 

- periodico de Schiff, 26 

- de Weber, deteccion de esporas de microspori- 

dias en heces y aspirados duodenales, 
1219, 1220r 

- de Weber, deteccidn de esporas de microspori- 

dios en heces y aspirados duodenales, 
1219, 1220r 

- de Wright-Giemsa, 21c, 26 
Tipificacion microbiana, 151, 153f, 154f 

- aplicaciones cUnicas, 154 

- basada sobre amplificacion, 153, 154f 

- identificacion de micobacterias, 1062 

- no basada sobre amplificaciones, 152, 153f 

- PCR-RFLP, 152 

- Rep-PCR, 154, 154f 
Tironsina, hidrolisis, 1418 
Togaviridae, especies, descritas, 1282c 
Togavirus, manifestaciones clmicas, 1291 
Tolerancia al cloruro de sodio, micobacterias, 

1446 

Tolerancia al oxi'geno, de anaerobios, 838 
Tos ferina, Vease tambien Bordetella, especies 

- diagnostico, pruebas seroldgicas, 498 

- epidemiologia, 489 

- estadios, 489 

- tratamiento, 498 

- vacunas, 490 
Toxina(s) 

- bipartita, 199 

- bipartitas, 199 

- citolitica, 199 

- citolfticas, 199 

- edema, 740 

- letal, 740 

- S. aureus, 60 Ir 

- toxina-1 del smdrome del shock toxico, 602r 
Toxocara canis, 1259 

Toxoplasma, especies, T. gondii, 1253, 1255f 

- ciclo vital, 1255f 
Toxoplasmosis, 1256r 

- diagnostico de laboratorio, 1254, 1257f, 1257r 

- sindromes clinicos, resultados serologicos, 

1256r 

Trabajadores de laboratorio, brucelosis, 460 
Trabulsiella, especies 

- mas nuevas, caracterfsticas diferenciadoras. 

268c, 269 

- T. guamensis, 265c 

- - reacciones bioqufmicas, 236c 
Traduccion, 174, 175f 

- mensaje genetico, 133, 133f 
Transcripcion, 173, 175f 

- mensaje genetico, 133, 133f 

- RNA polimerasa dependiente de DNA, 173 
Transcriptasa inversa (RT)-PCR, 140 
Transduccion 

- definida, 187, 187f 

- especializada. 188 

- generalizada, 188 

- de senales, de dos componentes, 197 
Transformacion, definida, 186 
Transporte de muestras, 10, 12, 12c, 14, 14r 

- precauciones de seguridad, 56, 57f 

- recipientes, 12, i2c, 14, 14f 
Transpos6n(es), definido, 176, 188 
Traqueobronquitis, 73 


Tratamiento antibiotico 

- cationes, 923 

- farmacologia clinica, 923 

- guia, 922, 922c 

- guia de laboratorio, 919, 922, 922c, 922r, 923r 

- inoculo, 920f, 92If 

- pH, 923 
Trematodo(s), 1234 

- Clonorchis sinensis, 1236, 1239f, 1239r 

- descritos, 1234 

- esquistosomas, 1234, 1235f, 1236r 

- Fasciola hepatica, 1234, 1237f, 1240r 

- Fasciolopsis buski, 1234, 1238r 

- Paragonimus westermani, 1238, 1240f, 1241r 
Treponema, especies, 1077 

- prueba de inmovilizacion de T pallidum 

(TPI), para sifilsis, 1084 

- T carateum, 1077c, 1079c, 1081 

- T pallidum 

- - subespecie endemicum, 1077c, 1079c, 

1080 

- - subespecie pa///(iwm, 1077, 1077c, 1079c 

- - - descritas, 1077 

- - - inmunidad, 1080 

- - - sifilis, 1077 

- - subespecie pertenue, 1077c, 1080, 1080c 
Tribu(s), clasificacion de enterobacterias, 220, 

221c 

Trichinella spiralis, ciclo vital, 1257f 
Trichoderma , especies, grupos de conidios pro- 
ducidos, 1133, 1134f 
Trichophyton, especies 

- identificacion, 1139, 1140f 

- T mentagrophytes, identificacion, 1140, 

1141f 

- T. identificaci6n, 1141 

- T tonsurans, identificacion, 1141 

- T verrucosum, identificacion, 1142, 1142f 
Trichuriasis, 1222, 1223f, 1224r 
Tricocefalo, 1222, 1223f, 1224r 
Tricomonas hominis, 1214 
Trimetoprim-sulfametoxazol, sensibilidad, 682, 

Protocolo 13, Lamina en color 13 
Tripanosomiasis, 1244, 1248f, 1248r 

- africana, 1248r 

- americana, 1249f 

- sudamericana, 1247 

Tripsina, EDTA y, diagnostico de infecciones 
virales, 1320 

Triquinosis, 1257, 1258f, 1259r 

tRNA. Vease RNA de transferencia (tRNA) 

Tropheryma whipplei, 824 

- identificacion, 829 
Trypanosoma, especies 

- T. brucei gambiense, ciclo vital, 1247f 

- T cruzi, ciclo vital, 1249f 
Tsukamurella, especies, 822 
Tuberculosis 

- clinica, tendencias, 1017 

- control, 1019 

- diagnostico de laboratorio, 1019 

- - cromatografia gas-liquido, 1020 

- - cromatografia liquida de alto rendimiento. 

1020 

- - espectrometria de masa, 1020 

inoculacion de muestras clinicas en 

medios de cultivo con base de agar, 
1019 

instrumentos automatizados, 1019 
medios de cultivo en caldo, 1019 

- - NAP, 1020 

optimizacion de la deteccidn e identifica¬ 
cion de micobacterias, 1020 

- - recoleccion de muestras, 1021 

- - - hemocultivos, 1021 

- - - muestras de heces, 1021 

- - - muestras respiratorias, 1021 

- - - muestras “esteriles”, 1022 
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Tuberculosis (Cont.) 

- - recuperacion e identiflcacion de micobac- 

terias, 1023, 1024f, 1025c, 1026c, 
1028c, 1029c, 1030c 

- - - centrifugacion, 1026, 1026c 

- - - muestras liquidas, 1026 

- - - muestras de medula osea, 1026 

- - - preparacion de muestras, 1023 

- - - procedimiento de descontaminacion, 

1025c, 1025r, Protocolo 19 

- - - tincion para bacilos acido-alcohol 

resistentes, 1027, 1028c, 

1029c, Protocolo 19, Lamina en 
color 19 

seguridad del laboratorio, 1020 

- - tecnicas moleculares, 1019 

tubo de hemocultivo por sistema de lisis- 
centrifugacion, 1020 

- incidencia, aumento mundial, 1017 

- personas en riesgo, 1018 

- prevencion, 1068, 1068r 

- rapidamente progresiva, 1018 

- tratamiento, 1066, 1067r 

- - recomendaciones de la American Thoracic 

Society, 1068, 1068r 
Tubo germinal 

- definido, 1165, 1167f 

- identiflcacion de levaduras, 1164, 1165, 

1165f, 1165r 

Tubo de hemocultivo por sistema de lisis-centrifu- 
gacion, en diagnostico de tuberculosis, 1020 
Tubo Oxi/Ferm, procesamiento de hemocultivos, 
101 

Tularemia, Vease tambien Francisella tularensis 

- aislamiento, 465, 469 

- caracteristicas del cultivo, 467, 469 

- descrita, 468 

- diagnbstico serologico, 472 

- epidemiologia, 467 

- espectro clfnico, 469 

- ganglionar, 470 

- neumonica, 470 

- oculoganglionar, 470 

- orofarmgea, 470 

- resena, 468 

- taxonomia, 468 

- tifoidea, 470 

- tratamiento, 471, 472 

- uiceroganglionar, 470 
Turicella, especies, 793, 795c 

m 

U 

Ulcera(s) 

- genital, 86 

- - infeccion por HIV y, interacciones, 87 

- - muestras, recoleccion, 89 

- orofarmgea, examen directo, diagnostico de 

enfermedades infecciosas, 22c 

- peniana, examen directo, diagnostico de enfer¬ 

medades infecciosas, 23c 

- vulvar, examen directo, diagnostico de enfer¬ 

medades infecciosas, 23c 
Ulocladium, especies, 1158, 1159f 
Uncinaria(s), 1222, 1225, 1225f 

- ciclo vital, 1225f 
Uncinariasis, 1226r 
Unidad Svedberg, 174 

Urea, hidrolisis, identiflcacion de no fermentado- 
res, 299, Protocolo 6, Lamina en color 1 
Vreaplasma, 975 

- aislados de seres humanos, 978r 

- especies 

- factores de virulencia, 979 

- identiflcacion, caracteristicas, 978r 

- taxonomia, 976, 976r, 978c, 978r 

- U. urealyticum 

- - identiflcacion, prueba de cloruro manga- 

noso-urea, 1424 


- - importancia clinica, 981 
Ureasa 

- actividad, identiflcacion de micobacterias, 

1037, 1038c, Protocolo 19, Lamina en 
color 19 

- convencional, 1397, 1398f 

- micobacterias, 1448 

- produccion 

- - identiflcacion de enterobacterias, 218, 

Protocolo 6, Lamina en color 6 

- - identiflcacion de estafilococos coagulasa- 

negativos, 623, Protocolo 6, Lamina 
en color 6 

Uretritis, 86 

- diagnostico, 87 

- especies de Haemophilus y, 41 Ir, 418 
Utilizacion de citrato, 1396, 1396f 
Utilizacion de hidratos de carbono 

- fermentacion, 206 

- identiflcacion de enterobacterias, 206, 207f 
Uveitis, presentacion clinica, 95 

V 

Vacuna(s) 

- enfermedad meningococica, 553 

- H. influenzae tipo B, 409, 412, 414r 

- polisacarido neumococico, S. pneumoiae, 

657 

- tos convulsa, 490 

- contra la tos ferina, 490 
Vaginitis, 86 

- diagnostico, 86 
Vaginosis, 87 

- bacteriana, 86, 795 

- - identiflcacion, 886 
Vagococcus, especies, 674 

- identiflcacion. 701, 703, 705c 
Vancomicina 

- especies de Enterococcus resistentes, 966 

- especies de Staphylococcus resistentes, 960, 

964r 

Variacion de antigeno, 185 
Variacion de fase, 185 
Variantes de colonias pequenas, 611 
Verde SYBR, amplificacion de acidos nucleicos 
en tiempo real, 147, I48f 
Verruga peruana, B. bacilliformis y, 476 
Verrugas venereas, 87 

- diagnostico, 88 
Vesiculas gaseosas, 176 
Via aerobica, 295, 296f 

Via de Embden-Meyerhof, 206, 207f 
Via de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), 192, 
192f, 193, 294, 296f 

Via de Entner-Doudoroff (ED), 193, 193f, 295, 
296f 

Via fermentativa, 291, 295f 
Via glucolitica, 192, 192f 
Via de hexosas monofosfato de Warburg- 
Dickens, 296, 296f 
Via de las pentosas fosfato, 193, 194f 
Viajero(s), legionelosis, 528 
Vibrio, especies, 387, 387c, 389r, 390f, 391c, 
395c 

- aislamiento de laboratorio, metodos, 393 

- antecedentes historicos, 387 

- caracterizacion bioquimica, 394, 394c 

- descritas, 387, 387c, 389r, 390f 

- identiflcacion de laboratorio, 394, 394c 

- identiflcacion presuntiva, 393 

- no colera, 390, 391c 

- pruebas diferenciales, 396c 

- taxonomia, 387 

- V. alginolyticus, 390, 391c 

- V. carchariae, 392 

- V cholerae, 388, 388c, 391f, 391r 

- - biotipos, diferenciacion, 394, 395c 

- - caracteristicas, 388,388c 


- - cepas, 387 

- - colera, 388, 388c, 389r 

- - gastroenteritis, 389, 39 Ir 

- - infecciones, tratamiento y prevencion, 389 

- - metodos de evaluacion, 956c 

- - toxigenico, 388,388c 

- V. cincinnatiensis, 392 

- V. damsela, 391c, 392 

- V. fluvialis, 391c, 392 

- V. furnissii, 391c, 392 

- V.hollisa€,39{c,392 

- V. metschnikovii, 391c, 392 

- V. mimicus, 391c, 393 

- V. parahaemolyticus, 392, 392c 

- V. vulnificus, 392, 392c 
Vibrionaceas, fllogenia, 387, 388c, 389r, 390f, 

391c, 395c 

Vibriones, deflnidos, 172, 174f 
“Vientre de Delhi”, 79 

Vinchuca, 1374, Vease tambien Chinche(s), redu- 
videas 

Virulencia bacteriana 

- factores que afectan, 195 

- patogenicidad, requerimientos, 197 
Virulencia, definicion, 4 

Virus, Vease tambien Infecciones virales 

- adenovirus, 1304, 1304c 

- adenovirus entericos, 1293, 1293c 

- arenavirus, 1290, 1290c 

- astrovirus, 1293, 1293c 

- B, 1303 

- bunyavirus, 1291, 1291c 

- calicivirus, 1293, 1293c 

- CMV, 1301, 1335, 1339 

- coltivirus, 1294 

- construccion, 1275, 1275f 

- coronavirus, 1293c, 1294 

- denominacion, 1274, 1274r 

- descritos, 1274, 1275f 

- diagnostico, 1271 

- DNA, 1285c 

- DNA, clasificacion, 1285c 

- Ebola, 1279c, 1279f, 1290 

- - manifestaciones clinicas, 1290 

- EBV, 1302 

- - diagnostico serologico, 1342, 1343f 

- encefalitis de California, 1291 

- de la encefalitis de California, manifestaciones 

clinicas, 1291 

- de Epstein-Barr (EBV), 5 

- manifestaciones clinicas, 1302 

- de la estomatitis vesicular, 1279c, 1279f 

- de la estomatitis, vesicular, 1279c 

- del exantema porcino, 1281c, 128If 

- fllovirus, 129() 

- gastroenteritis humana, 1293, 1293f 

- de la gastroenteritis humana, manifestaciones 

clinicas, 1293, 1293c 

- de la gastroenteritis, humana, manifestaciones 

clinicas, 1293, 1293c 

- de la gripe, 1277, 1283 

- H-1, 1286c, 1286f 

- Hendra, 1288 

- de hepatitis, 1308, 1308c, Vease tambien 

hepatitis 

- de la hepatitis B, manifestaciones clinicas, 

1303 

- herpes, Vease tambien Virus herpes humanos 

- humano 6 (HHV-6), manifestaciones clini¬ 

cas, 1303 

- - humano 7 (HHV-7), manifestaciones clini¬ 

cas, 1303 

- - humano 8 (HHV-8), manifestaciones clini¬ 

cas, 1303 

- - manifestaciones clinicas, 1299 

- HHV-6, 1303 

- HHV-7, 1303 

- HHV-8, 1303 
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HIV, Vease Infeccidn por el virus de la inmu- 
nodeficiencia humana (HIV) 

HPV, 1305, 1305c, 1307c, 1307f 
HSV, Vease Infeccidn por el virus herpes sim¬ 
ple (HSV) 

influenza (de la gripe) 

- A, 1278c, 1278f 
manifestaciones clmicas, 1277, 1283 

LaCrosse, 1280c, 1280f 

del molusco contagioso, 1305 

muestras clmicas, deteccion directa, 1334 

- CMV, 1335, 1339 

- coronavirus SARS, 1339 

- enterovirus, 1339 

- HBV. 1338 

- HCV, 1338 

- HIV, 1337 

- HPV, 1339 

- HSV, 1335, 1338 
inmunologico, 1336 

- microscopia electronica, 1335 

- microscopio de luz, 1334 

- parvovirus B19, 1339 

- pruebas diagnosticas rapidas, 1340 
rotavirus humano, 1336 

- tecnicas moleculares, 1336 

- VAB. 1336 

- del Nilo Occidental, 1339 
del Nilo Occidental 

deteccion molecular, 1339 

- diagnostico serologico, 1345 

- manifestaciones clmicas, 1291 
Nipah. 1288 

onomixovirus, 1277 
papovavirus, 1305, 1305c 
del papiloma humano (HPV), 87 

- deteccion molecular, 1338 

- manifestaciones clmicas, 1305, 1305c, 

1306f, 1307c 

parainfluenza. 1278c, 1284 
paiamixovirus. 1284 

ie la Darotiditis. manifestaciones clmicas, 

1284 


- parvovirus, 1305 

- picornavirus, 1288 

- del polioma humano, manifestaciones clmicas, 

1306 

- respiratorios 

- - deteccion inmunologica, 1336 

- - efecto citopatico, 1328f 

- - efectos citopaticos, 1328f 

- retrovirus, 1298c, 1299r, 1300c 

- rhabdovirus, 1289 

- RNA, clasificacion, 1278c 

- rotavirus, 1293 

- de la rubeola. 1282c, 1282f, 1289 

- - diagnostico serologico, 1345 

- del sarampion, manifestaciones clmicas, 1284 

- similares al Norwalk, manifestaciones clini- 

cas, 1294 

- similares al Sapporo, manifestaciones clmicas, 

1294 

- sincitial respiratorio (RSV), manifestaciones 

clmicas. 1288 

- Tanapox, manifestaciones clmicas, 1304 

- togavirus, 1291 

- ultraestnictura, 1274, 1276f 

- de la vacuna, 1287c, 1287f 

- varicela-zoster (VZV) 

- - deteccion inmunologica, 1336 

diagnostico serologico. 1344 

- - manifestaciones clmicas, 1303 

- - diagnostico serologico, 1342, 1343f 

- de la verruga humana, 1286c 

- de la coriomeningitis linfocitaria, 1284c 
Vitek, evaluacion de la actividad inhibidora de 

los agentes antibioticos, 945 
Volutina, 176 
W 

Walkaway-40, identificacion de no fermentado- 
res, 358 

Walkaway-96, identificacion de no fermentado- 
res, 358 
Walkway, 279 

Wee-Tabs OMP y NGP, 270 
Weeksella, especies, 331c, 332 


- W. virosa, 294c 
Wolinelloy especies, 384 

- caracteristicas, 374c 

- W. succinogenes, 384 

Wuchereria, especies de, W. bancrofti, 1248, 
1251r, 1252f 

- ciclo vital, 1252f 

X 

Xantina, hidrolisis, 1418 
Xantomonadaceas, 317, 317c 

- grupo rRNA, 316, 317c 
Xenorhabdus, especies 

- mas nuevas, 263c 

- X. nematophilus, reacciones bioquimicas, 

236c 

Xilosa-lisina-tergitol 4 (XLT4), recuperacion y 
caracterizacion de especies de Salmonella^ 
246c 

Y 

Yersinia, especies, 258, 258r, 259c 

- caracteristicas de identificacion, 226c 

- especies, diferenciacion, 259c 

- reacciones bioquimicas, 236c 
Yersiniae (tribu), 224c, 258, 259c, 259f, 260r, 

26Ir 

- caracteristicas de identificacion, 226c 
Yokenella, especies 

- mas nuevas, caracteristicas diferenciadoras, 

268c, 269 

- K regensburgei, 265c 

reacciones bioquimicas, 236c 

Z 

Zigomiceto(s) 

- histopatologia, infecciones, 1120, 1124r 
Zigomicosis, 1124r 

- definida, 1105 

- identificacion, 1119f 

Zygomycete, especies, identificacion, 1118, 1119f 
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Lq mlcToblologla dinicd tanio un ado coma una cl&ncia: hij tarea es^ncial ea el /econocl' 
miento la fnnrlolDgia microscdpica y m^croscopica cafactCTistice de loa micniorganlfi^- 
pars la seli^coorv Inicial de Iss pruehas mAi npropiaclas de IdenTificacibr^ dc cade gna 
ilA las CL>pa.s. 

El atijtrtlva (Jt? Konefntf/j, m<crobfordgfi; 0 ^ y Atlas en crj^orea prapiofcionDr 

111 InFonnncldn cjentifiCa nwesone pere cornprendor Ids mnnlfestacbuns eetructiiralits. Fsb- 
I6g]cas, potog^nicQE y cKnIcas de Ids nicroorganijsmai quo cauien Infoccfones y prfisentar 
pautae V piocQdimmntaa pare el diagnoigiico de iBbarariino de eslas enlej’medfldefi. 

Sus ospoctoi mas doslacados vDii: 

• PrQveo orfaquee datalladoi sobre la focaleOcl6n y ral iransp-ono de las muestras. loe prO' 
cedimienioE pare su proce^arnienio y lav pmabas utilliadas para la Ideniific^dan de lot 
rntefoofganismo*. 

■ Inlercala graflco^, cuadros v recuadrDs que doslacan lo5 puntos claues dal iexto. 

• Incruya unn axtensa seccldn de Idmlnas con G27 flgurae en color de microfoiografias de 
los rnlcroorgartismos v foiograflai de coloniss an medlos so lidos que ayudan a racanocer 
su morfcldgla E:aracier(9l1ca. 

• Presenta [nrormacipn ampliada sobre gerenciomionio reguledanaa dol laboralDrlo da 
diagnostico mtcroblolnglco qua iBHuja la reaHdBd dal aiarcicio madloo moderfio. 

• Reell^a un orralists exhaust I vode los principioedoloB rr\arodD9 inmunologicoey do last^c- 
nlcoB molQPulanui. coyn Imponancie diagnosiica os cade voi mayor. 

• CofTfllBciana la clinrce do las onrarinedBd&s jnleccrcsas con la prdctica dol laborstorio 
microbiologico. 

Esto cl^sico ee la gula aciiial axtansa sobre el diegrtdetlco microbioldglco y su laciura 
cfebD seruna oMigenda pars los ealudiantes da mlcroblalogla y da madiclne. ssl como para 
Ids mMlcosocpecJalEEiQf oneafBrmsdBdesinrecdoSBa, los mlcroblAlogafidlnlcos, los pB[d> 
logos y los aiixlllares be laboralorio, 









































